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RESUMO

Os fungos endofiticos habitam seus hospedeiros sem lhes causar dano aparente,
contribuindo com condi¢cdes adequadas para estes hospedeiros sobreviverem em
condicOes de estresses ambientais. No interior do hospedeiro esses fungos produzem
e liberam metabdlitos secundarios, que podem contribuir com o0 aumento da
resisténcia do vegetal a doencas, podem minimizar a predac¢ao da planta por insetos,
além de aumentar a sua produtividade. O objetivo deste estudo foi analisar a
diversidade de fungos da planta Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae) em area
de Mata Atlantica e avaliar seu potencial para producao de L asparaginase. Amostras
de folhas de H. chrysotrichus foram coletadas na Reserva Biol6gica de Pedra Talhada
(09°15'26.8"S, 36°25'63.7"W), localizada em &rea de Mata Atlantica no nordeste do
Brasil, durante a estacao chuvosa (julho de 2018). Analises ecoldgicas de riqueza e
diversidade foram realizadas. Para a producdo da enzima L-asparaginase foram
selecionados 20 fungos endofiticos pertencentes a treze géneros previamente
identificados. Dos 180 fragmentos de folhas analisadas, foram isolados 279 fungos
endofiticos. A taxa de colonizacdo total dos fragmentos foliares de H. chrysotrichus
por fungos endofiticos foi de 89,4%. Com base nas analises filogenéticas utilizando
sequéncias de B-tubulina e ITS foram identificados 21 géneros, sendo Diaporthe o
mais frequente. As andlises filogenéticas indicaram nove ordens em Ascomycota
(Botryosphaeriales, Capnodiales, Diaporthales, Eurotiales, Glomerellales,
Hypocreales, Ophiostomatales, Pleosporales e Xylariales). A riqueza e a diversidade
dos fungos endofiticos de H. chrysotrichus, com base no indice de Shannon, foram
maiores para em uma das plantas analisadas (individuo B), mas ndo houve diferenca
significativa de diversidade entre os membros de H. chrysotrichus de Mata Atlantica.
O melhor produtor de L-asparaginase foi Cladosporium perangustum com 0,93 U/g de
atividade enzimatica. Handroanthus chrysotrichus apresenta uma elevada riqueza de
fungos endofiticos que apresentam elevado potencial para producdo da enzima L-

asparaginase.

Palavras-chave: Biotecnologia. Endéfitos. Enzimas. Taxonomia.



ABSTRACT

Endophytic fungi inhabit their hosts without causing apparent damage, contributing to
adequate conditions for these hosts to survive under conditions of environmental
stress.

Within the host these fungi produce and release secondary metabolites, which can
contribute to increasing the plant's resistance to diseases, can minimize plant
predation by insects, in addition to increasing its productivity. The objective of this study
was to analyze the diversity of fungi from the Handroanthus chrysotrichus
(Bignoniaceae) plant in an Atlantic Forest area and to evaluate its potential for the
production of L-asparaginase. Samples of H. chrysotrichus leaves were collected at
the Pedra Talhada Biological Reserve (09°15'26.8"S, 36°25'53.7"W), located in the
Atlantic Forest area in northeastern Brazil, during the season rainy (July 2018).
Ecological analyzes of wealth and diversity were carried out. For the production of the
enzyme L-asparaginase, 20 endophytic fungi belonging to thirteen previously identified
genera were selected. Of the 180 leaf fragments analyzed, 279 endophytic fungi were
isolated. The total colonization rate of leaf fragments of H. chrysotrichus by endophytic
fungi was 89.4%. Based on phylogenetic analyzes using sequences of B-tubulin and
ITS, 21 genera were identified, Diaporthe being the most frequent. Phylogenetic
analyzes indicated nine orders in Ascomycota (Botryosphaeriales, Capnodiales,
Diaporthales, Eurotiales, Glomerellales, Hypocreales, Ophiostomatales, Pleosporales
and Xylariales). The richness and diversity of the endophytic fungi of H. chrysotrichus,
based on the Shannon index, were higher for one of the analyzed plants (individual B),
but there was no significant difference in diversity between the members of H.
chrysotrichus from Atlantic Forest. The best producer of L-asparaginase was
Cladosporium perangustum with 0.93 U/g of enzymatic activity. Handroanthus
chrysotrichus has a high richness of endophytic fungi that have a high potential for the

production of the enzyme L-asparaginase.

Keywords: Biotechnology. Endophytes. Enzymes. Taxonomy.
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1. INTRODUCAO

Fungos endofiticos sdo aqueles que vivem no interior dos vegetais, habitando folhas,
caules e raizes, sem causar dano aparente aos seus hospedeiros, diferentemente dos
fitopatogénicos, que provocam doengas em plantas e dos epifiticos que sdo encontrados
na superficie vegetal (AZEVEDO, 2002).

Estudos realizados sobre a simbiose entre os fungos e plantas, apresentam dados
importantes sobre o potencial desses endofiticos na producéo de enzimas (BEZERRA et
al., 2012) e outros metabolitos de interesse econdmico (SOUZA et al., 2004). Na simbiose
os fungos endofiticos produzem e liberam metabdlitos secundarios, que dentre outras
funcdes contribuem com o aumento da resisténcia do vegetal a doencas e a estresses
ambientais, além de diminuir a predacdo da planta por insetos e aumentar a sua
produtividade (PEIXOTO-NETO et al., 2002; SOUZA et al., 2004). Estudos mostram que
entre 0s metabolitos produzidos por fungos endofiticos estd a L-asparaginase
(THEANTANA et al., 2009).

A enzima L-asparaginase amino-hidrolase ou apenas L-asparaginase (EC 3.5.1.1)
possui acao antineoplasica, atuando como um catalisador na decomposicao da asparagina
em 4cido aspartico e amonia (THEANTANA et al., 2007; LOPES et al., 2017) sendo utilizada
no tratamento da leucemia linfoblastica aguda (APPEL, 2007) e de linfomas malignos
(DUVAL et al., 2002). Além disso, estudos mostram que a enzima possui propriedades que
impedem a formacéao de acrilamida em alimentos que séo submetidos a altas temperaturas
(DIAS et al., 2016), o que é importante devido as propriedades genotédxicas, neurotdxicas
e carcinogénicas da acrilamida (ARISSETO e TOLEDO, 2006). Diante da importancia da
L-asparaginase, pesquisas devem ser realizadas em variados biomas na busca por
espécies de fungos que sintetizem a enzima.

A Reserva Bioldgica de Pedra Talhada foi criada em 13 de dezembro de 1989, com
objetivo de proteger o fragmento de Mata Atlantica e seus recursos naturais. A Reserva
Biologica apresenta uma area de 4.469 hectares distribuidas entre os estados de Alagoas
e Pernambuco (ICMBIO, 2017). Dentre as espécies presentes na reserva, encontra-se
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos (CAMILLO e SALOMAO, 2016), espécie
arborea pertencente a familia Bignoniaceae, conhecida como ipé-amarelo, antes
pertencente ao género Tabebuia. A espécie é facilmente encontrada em éareas de

vegetacao nativa do Nordeste e Sudeste brasileiros, possuindo madeira pesada, duravel e
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muito utilizada na arborizacdo urbana e em programas de reflorestamento, essas
caracteristicas atribuem ao Ipé-amarelo um alto valor econémico (FONSECA et al., 2005).
Devido a intensa exploracédo de plantas do género Handroanthus, poucas arvores estdo
presentes nas regides de ocorréncia natural (GEMAQUE et al., 2002).

Apesar de existirem estudos de prospeccdo de fungos em diversos substratos na
Mata Atlantica, os dados sobre o isolamento e identificacdo na Mata Atlantica do Nordeste
brasileiro ainda séo insipientes. Diante da diversidade vegetal existente na Mata Atlantica,
atrelada a escassez de informacgdes, o estudo sobre esses fungos se faz cada vez mais
necessario, com a provavel descoberta de novas espécies, especialmente os endofiticos
associados a H. chrysotrichus.

A procura por novos microrganismos produtores de compostos bioativos, como a L-
asparaginase e o interesse das industrias farmacéuticas e alimenticias por formas mais
econdmicas de producdo em larga escala desses compostos, aumentam ainda mais a

necessidade de estudos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a diversidade e a capacidade de producéo
da L-Asparaginase por fungos endofiticos isolados de folhas de Ipé-amarelo (Handroanthus

chrysotrichus) na Reserva Bioldgica de Pedra Talhada (AL/PE).

2.2. Objetivos Especificos

¢ Isolar e purificar fungos endofiticos de folhas de H. chrysotrichus;

¢ I|dentificar através de analise morfolégica e molecular os fungos endofiticos isolados;

e Estimar a diversidade de fungos endofiticos associados com folhas de H.
chrysotrichus;

e Avaliar a capacidade de producdo de L-Asparaginase pelos fungos endofiticos

isolados de H. chrysotrichus.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Fungos Endofiticos: Definicdo e Caracteristicas Gerais

O termo endofitico foi criado por De Barry, em 1866 e atualmente vem sendo utilizado
na literatura para designar os microrganismos que vivem no interior dos vegetais sem
causarem lesdes ao hospedeiro (AZEVEDO et al., 2000; HYDE e SOYTONG, 2008).

Em 1988, CARROLL usou o termo endofitico para organismos endosimbiontes que
causam infec¢cdes assintomaticas nos vegetais, retirando dessa designacdo os fungos
micorrizicos, porém em 1991 PETRINI incluiu a essa definicdo os microrganismos que em
algum periodo de seu ciclo de vida colonizam os tecidos das plantas sem causar prejuizos
aparentes ao hospedeiro, acomodando assim a definicdo os microrganismos simbiontes,
neutros, mutualistas e patdgenos latentes (PETRINI, 1991; SELOSSE et al., 2004). Uma
definicdo mais atual afirma que os enddfitos sdo microrganismos que colonizam os tecidos
e 0Orgdos vegetais assintomaticamente sem causar danos ao hospedeiro, que nao
produzem estruturas externas emergentes e que podem ou ndo crescer em meio de cultura
(AZEVEDO, 2007).

Os endofitos constituem um grupo de microrganismos composto principalmente por
bactérias e fungos, que podem estar presentes simultaneamente na planta (BANDARA et
al., 2006), sendo potenciais fontes de estudos e pesquisas em todo o mundo. Grande parte
das plantas vasculares séo relatadas abrigando microrganismos endofiticos, que séo
apontados como os mais diversificados em areas tropicais (MURALI et al., 2007
SURYANARAYANAN et al., 2011).

Segundo AZEVEDO et al. (2002) os fungos endofiticos sdo em sua grande maioria,
fungos filamentosos. Leveduras pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota
também ocorrem como enddfitas de espécies vegetais, porém em menor numero e
distribuidas de forma desigual nos demais tecidos vegetais se comparados com os fungos
filamentosos (SOLIS et al., 2015). Fungos endofiticos possuem imensa diversidade e
podem ser isolados da maioria das plantas e de diferentes tecidos vegetais (Tabela 1)
(AZEVEDO e ARAUJO, 2007; HYDE e SOYTONG, 2008).

Estudos revelam que espécies de fungos endofiticos apresentam diversas relagbes
ecoldgicas com as plantas hospedeiras, além de produzirem varios metabdlitos (PEIXOTO-

NETO et al., 2004), essas interacdes podem ser simbibticas, neutras ou antagbnicas. Nas
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interacbes simbidticas podem produzir ou induzir o vegetal a sintetisar metabdlitos
secundarios como alcaloides, terpendides, esteroides e compostos aromaticos repelentes,
gue podem auxiliar na diminuicdo da herbivoria e do atagque de insetos, aumentar a
tolerancia a estresses ambientais e controlar a populagéo de outros microrganismos devido
a producdo de toxinas (PEIXOTO-NETO et al.,, 2004; SOUZA et al., 2004). Estudos
mostram que o relacionamento entre enddfitos e seus respectivos hospedeiros podem
aumentar em complexidade se os hospedeiros forem plantas medicinais, isso decorre do
fato de que as mesmas substancias bioativas produzidas pelo hospedeiro, em geral,
também sao sintetizadas pelos enddfitos, o que envolve alto grau de especificidade (ZHAO
et al., 2011; VENIERAKI et al., 2017).

Tabela 1. Géneros de fungo endofiticos comumente isolados de diferentes plantas.
Adaptado de NAIR e PADMAVATHY (2014).

Géneros Reportados Espécies Vegetais Hospedeiras
Acremonium sp. Huperzia serrata e Taxus chinensis
Cladosporium herbarum Lycopersicum esculentum e Triticum aestivum
Cladosporium sp. Cinnamomum camphora e Opuntia ficus indica

Colletotrichum gloeosporioides Lycopersicum esculentum

_ Cinnamomum camphora, Citrus spp., Ginkgo biloba, Huperzia
Colletotrichum sp. ) _ )
serrata, Pasania edulis, Samanea saman, Tectona grandis e

Triticum aestivum

Penicillium sp. Huperzia serrata e Lycopersicum esculentum

_ Ginkgo biloba, Neolitsea sericea, Pasania edulis, Samanea saman,
Phomopsis sp. ) ) )
Taxus chinensis e Tectona grandis

Centella asiatica, Citrus sp., Coffea arabica, Pasania edulis, Panax

Phyllosticta sp. ) ) o
quinquefolium e Quercus variabilis

Segundo KHIDIR et al. (2010), fungos endofiticos contribuem para a adequada
manutencdo das condicbes de sobrevivéncia da planta, quando submetida a altas
temperaturas e escassez de nutrientes em regides aridas. Esses fungos também podem
interagir com o hospedeiro aumentando seu crescimento e produtividade (CLAY, 1988;
WOLOCK-MADEJ e CLAY, 1991), aléem de melhorarem a absorcdo de nutrientes pela
planta (GASONI e GURFMKEL, 1997).
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A microbiota endofitica tem sido intensamente descrita devido a capacidade de
producdo de toxinas, fitorménios, enzimas, farmacos como antibidticos,
imunossupressores, antitumorais, compostos de interesse biotecnolégico e quimico
(AZEVEDO et al., 2000), isso sugere um enorme potencial desses enddfitos, além de
alternativas para a descoberta de novas substancias bioativas, levando ao desenvolvimento
de novas drogas derivadas de compostos produzidos por fungos endofiticos (KUMAR et
al., 2011).

Os fungos endofiticos tém grande importancia na agricultura e nas industrias
alimenticias e farmacéuticas, podendo agir como agentes inibidores de pragas e patdgenos
(VOLKSCH et al., 1992), sintetizando metabdlitos primarios e secundarios de interesse
farmacolégico como a L-asparaginase (THEANTANA et al., 2009), taxol (WANG et al.,
1999), cryptocandina (STROBEL et al., 2002) e diversos antibiéticos (GUO et al., 2008;
GUNATILAKA, 2006; ZOU et al., 2000).

Segundo GENNARO et al. (2003), os fungos endofiticos estdo amplamente
distribuidos nos tecidos vegetais, apresentando ampla diversidade de espécies, sendo
encontrados praticamente em todos os representantes do reino vegetal. A abundancia dos
fungos endofiticos os fazem ocupar uma infinidade de nichos ecoldgicos, habitando o
interior de bridfitas (SCHULZ et al., 1993), pteriddfitas (SATI et al., 2009), gimnospermas
(LEGAULT et al., 1989) e angiospermas (PETRINI et al., 1992). Estudos mostram que
esses microrganismos estdo presentes em hospedeiros diversos como liquens (LI et al.,
2007), algas (RAGHUKUMAR, 2008), orquideas (TAO et al., 2008) e cactos (BEZERRA et
al., 2017).

Os estudos sobre a microbiota endofitica das plantas ainda sdo escassos, logo a
prospeccdo em diversos vegetais se faz necessario, principalmente devido o potencial
destes fungos na producédo de compostos bioativos de interesse industrial (STROBEL et
al., 2002). Estudos sobre a importancia dos endofitos na producao industrial de enzimas e
compostos organicos sdo necessarios devido sua utilizacdo em processos biotecnoldgicos
e ambientais, com a existéncia de pesquisas que contribuem com o conhecimento da
diversidade de fungos (ESTRADA et al., 2012; RUSSELL et al., 2011; SIQUEIRA et al.,
2008). Grande parte das pesquisas com fungos endofiticos utilizam plantas de interesse
econdbmico, porém € importante que outros representantes vegetais sejam utilizados,
visando o descobrimento de novas espécies fungicas, assim como a geracdo de novos
dados acerca da diversidade e distribuicdo ecoldgica (STONE et al., 2004; STROBEL,
2002).
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3.2. Interacao entre Fungos Endofiticos e Plantas

Na natureza, associagdes entres diversos organismos ocorrem, podendo garantir o
sucesso ecologico das espécies envolvidas, o que comumente é observado nas relacdes
entre plantas e fungos endofiticos, interacdes essas, que séo alvos de constantes estudos,
pois segundo registros de fungos em fosseis de vegetais, as interagfes fungo-planta
parecem ter surgido h4 milhdes de anos com as plantas terrestres superiores (KRINGS et
al., 2007), além de serem extremamente complexas e inerentes a determinadas espécies
de plantas ou enddéfitos (ARAUJO et al., 2010).

As interacdes entre as plantas e os fungos endofiticos sdo cada vez mais
guestionadas devido a relagcéo simbidtica e o equilibrio antagbnico que existe entre ambos
(FAETH, 2002), desta forma tanto a simbiose mutualistica, quanto o equilibrio antagbnico
tém sido estudados para tentar compreender melhor as interagcdes entre endofitos e
hospedeiros (SAIKKONEN et al., 2004; SCHULZ e BOYLE, 2005).

A hip6tese da simbiose mutualistica sugere que os fungos endofiticos coevoluiram
com as plantas, desenvolvendo relacdes mutualisticas de forma que os dois organismos
sdo beneficiados, onde os endofitos recebem nutrientes e protecéo da planta hospedeira,
enquanto as plantas também séo beneficiadas com uma maior resisténcia a estresses
ambientais causados por fatores bidticos ou abioticos (SAIKKONEN et al., 1998), protecdo
e resisténcia contra pragas e patdégenos (HALLMANN et al., 1997; VOLKSCH et al., 1992),
crescimento e aumento da produtividade vegetal (WOLOCK-MADEJ e CLAY, 1991).

Segundo AZEVEDO e ARAUJO (2007) microrganismos endofiticos vivem em
equilibrio com seus hospedeiros, porém em certas condicdes podem se tornar patogénicos,
assim como determinados patdégenos, que podem perder viruléncia tornando-se endofiticos
e como os epifiticos, que algumas vezes sao encontrados no interior dos tecidos vegetais.
Desta forma a colonizacéo assintomatica € consequéncia da interacdo antagonica entre o
vegetal hospedeiro e o fungo (SCHULZ e BOYLE, 2005) e, portanto, se o equilibrio é de
alguma forma afetado, pela diminuicdo na defesa da planta, ou por aumento da viruléncia
fungica (Figura 1), havera consequentemente o desenvolvimento de doenca (SCHULZ et
al., 2002). AZEVEDO et al. (2000) consideram que a divisdo entre endofitico, epifitico e
patogénico € meramente didatica, havendo um gradiente separando-os, assim os limites

dessa separacao tornam-se muitas vezes dificeis de serem determinados.
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De acordo com AZEVEDO et al. (2002) todas as espécies vegetais estudadas abrigam
uma comunidade endofitica em ao menos uma fase do seu ciclo de vida. As condi¢des
fisioldégicas do vegetal, além de seu gendtipo sdo determinantes para o tipo de relagdo que
uma mesma espécie de fungo venha a ter com hospedeiros diferentes. Alguns estudos
indicam que existem diferencas no tipo de simbiose que os fungos realizam com a planta,
onde patdgenos, mutualistas e saprobios penetram nos tecidos vegetais e permanecem
latentes para captar os nutrientes do hospedeiro (REDMAN et al., 2001; RODRIGUEZ e
REDMAN, 2008).

Figura 1. Hipotese do equilibrio antagdnico entre a defesa do hospedeiro vegetal e a
viruléncia fangica. Adaptado de SCHULZ et al. (2002).

Viruléncia
fangica

Defesa do
hospedeiro

— |nteracdo endofitica

----- Interagdo patogénica

Fungos endofiticos habitam variados 6rgdo vegetais como caule, raizes, frutos e
sementes (PERERA et al., 2018), porém é mais frequentemente encontrado nas folhas
(HALLMANN et al., 1997), desempenhando diversas relacdes ecoldgicas, pois podem
estimular e induzir a producdo e germinacao de sementes (FREYERMUTH et al., 1996).
Segundo estudos, as interagdes endofito-hospedeiro podem se tornar mais complexas se
os hospedeiros forem plantas medicinais, pois alguns fungos podem produzir 0s mesmos
compostos bioativos que seus hospedeiros (VENIERAKI et al., 2017; ZHAO et al., 2011).

Fungos endofiticos sdo importantes na protecdo do hospedeiro contra insetos,
espécies fungicas como Acremonium lolli e Cladosporium sphaerospermum séo descritas
como produtoras de substancias repelentes de insetos (AZEVEDO et al., 2000). Alguns
fungos endofiticos do género Trichoderma séo produtores de fitormbnios que auxiliam no

crescimento e produtividade vegetal (TAN e ZOU, 2001), como alguns isolados do género
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Fusarium, que produzem giberelina, fitorménio que atua como fator de crescimento
(STROBEL, 2003).

3.2.1. Colonizacéao de Tecidos Vegetais por Fungos Endofiticos

STROBEL (2003) afirma que ha uma intima relacdo entre a evolucdo dos fungos
endofiticos e plantas, relacdo essa que provavelmente iniciou-se a aproximadamente 400
milhdes de anos atrds com o surgimento das primeiras plantas na Terra, isso fez com que
os fungos desenvolvessem mecanismos especificos de penetragdo e colonizacdo dos
vegetais. Os fungos endofiticos em geral apresentam dois mecanismos principais de
colonizacéo do tecido vegetal: 0 mecanismo de transmissao horizontal e o mecanismo de
transmissao vertical.

No mecanismo de transmissédo horizontal, os fungos produzem esporos de origem
sexual e/ou assexual, que sdo dispersados de uma planta a outra, esses esporos penetram
através de aberturas naturais como estdmatos ou hidatddios presentes nas estruturas
aéreas das plantas como folhas, caules, cotilédones, frutos e flores (CHAPLA et al., 2013;
PETRINI, 1991). Pode ocorrer também a penetracdo ativa de endéfitos pela producéo de
enzimas ou estruturas que facilitem sua penetracdo (SCHULZ e BOYLE, 2005). Os esporos
presentes no solo também podem penetrar no sistema radicular dos vegetais, onde podera
germinar ou migrar para diferentes partes da planta. Além disso, os esporos podem
penetrar através de fissuras no tecido vegetal, que podem ser causadas pela acédo de
animais ou do ambiente (JOHRI, 2006). A dispersdo por insetos também é considerada
como mecanismo de transmissao horizontal, onde os esporos dos endofitos de uma planta
séo transportados por insetos, em geral polinizadores, que ao entrarem em contato com
outras plantas auxiliam na disperséo dos esporos (SAIKKONEN et al., 2004; MARINHO et
al., 2005). Os fatores biédticos e abidticos podem modificar a frequéncia e composicédo dos
fungos endofiticos transmitidos horizontalmente a planta hospedeira. Entre os fatores
bidticos estdo a disponibilidade dos esporos, genoétipo e fendtipo da planta, além de
interacbes com outros microrganismos no hospedeiro (AHLHOLM et al.,, 2002).
Temperatura, umidade e regime de chuvas constituem os fatores abibticos e podem
influenciar significativamente na dispersdo e na germinagdo dos esporos dos fungos
endofiticos (CARROLL, 1988). Segundo ARNOLD e HERRE (2003) a chuva, orvalho ou

névoa favoreceram a peneracao do fungo endofitico no interior das folhas de cacaueiro
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(Theobroma cacao), desta forma foi constatado que a maior densidade de endofiticos em
folhas maduras pode estar associada ao tempo de exposi¢cdo ao ambiente.

Na transmissao vertical os fungos endofiticos colonizam as sementes da planta
hospedeira, que ao serem dispersadas para germinacao transportam consigo os enddfitos,
0 gue ocorre principalmente em gramineas. Dentro da planta o fungo endofitico pode se
disseminar através do sistema vascular do vegetal, alojando-se de forma intra ou
intercelular (BACON e WHITE, 2000), alimentando-se dos nutrientes que compdem a seiva
elaborada (STROBEL, 2003; SAIKKONEN et al., 2004). Condigbes como tamanho,
morfologia e a grau de maturidade das plantas arboéreas, limitam o crescimento sistémico e
0 sucesso da transmissao vertical dos fungos endofiticos. Em compensacéo, o tamanho,
morfologia e posicdo dos meristemas das gramineas fornecem mais oportunidades para o
crescimento sistémico e consequentemente transmissao vertical para fungos (SAIKKONEN
et al., 2004).

Os fungos endofiticos podem ser divididos em dois grupos artificiais: balansiaceos e
nao-balansiaceos. @ Os balansiaceos colonizam  especificamente  gramineas,
compreendendo o0s géneros de ascomicetos Balasia e Epichloé, bem como seus anamorfos
Ephelis e Neotyphodium (SCHULZ e BOYLE, 2005), que se disseminam de forma sistémica
e intracelular em todos os tecidos das gramineas, cujos esporos sao transmitidos de forma
vertical através das sementes (BACON e WHITE, 2000). Esse grupo apresenta estruturas
especializadas para absorcdo de nutrientes em seu micélio e sdo capazes de produzir uma
variedade de metabolitos secundéarios (SCHULZ e BOYLE, 2005). A relacdo que existe com
as gramineas € considerada mutualista, uma vez que os fungos recebem nutrientes da
planta e estéo protegidos das intempéries ambientais, enquanto as plantas sdo protegidas
contra a herbivoria devido aos alcaloides toxicos sintetizados pelos fungos (SCHARDL,
2000; WHITE JR et al., 2000).

O grupo dos nao-balansiaceos é bem diverso tanto do ponto de vista filogenético,
como das relacdes ecoldgicas e estratégias de sobrevivéncia. E composto principalmente
por espécies pertencentes ao Filo Ascomycota, compreendendo 0S ascomicetos
formadores de ascostroma e peritécio (ALEXOUPOULOS et al.,, 1996; PETRINI, 1991;
STONE et al.,, 2004). Esses fungos sdo amplamente distribuidos, podendo serem
encontrados em todas plantas terrestres, além de serem isolados praticamente de todos os
orgaos vegetais (SCHULZ e BOYLE, 2005). De acordo com PEIXOTO-NETO et al. (2002)
e SCHULZ e BOYLE (2005), os principais géneros fungicos isolados pertencentes ao grupo

dos ndao-balansiaceos sao Acremonium, Alternaria, Ascochyta, Cladosporium,
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Colletotrichum, Epicoccum, Fusarium, Guignardia, Mucor, Nodulisporium, Phyllosticta,
Pestalotia, Pestalotiopsis, Phomopsis, Phoma, Pleospora, Rhizopus e Xylaria.

Os fungos endofiticos podem penetrar nas plantas e apresentarem diferentes taxas
de colonizacdo (HUANG et al., 2007), que podem ser influenciadas por varios fatores, como
espécie do hospedeiro, distribuicdo geografica, idade do tecido foliar, tipo de tecido
colonizado, altitude, umidade e precipitacdo anual (STROBEL e DAISY, 2003;
SURYANARAYANAN e THENNARASAN, 2004; VIEIRA et al., 2011). Diferentes tipos de
tecido de uma mesma planta podem apresentar comunidades distintas de enddfitos
(FISHER et al., 1994). PORRAS-ALFARO et al. (2008), evidenciam em seu trabalho que a
taxa de colonizacdo dos tecidos vegetal promove um papel fundamental no aumento da
tolerdncia das plantas a seca e ao calor excessivo, criando um paralelo entre as elevadas

taxas de colonizagéo e os estresses ambientais sofridos pelo vegetal.

3.2.2. Diversidade e Especificidade dos Fungos Endofiticos

Segundo HAWKSWORTH (2001) existem cerca de 1,5 milhdes de espécies de
fungos no planeta, porém apenas 5% estao descritos. Estima-se que haja cerca de 400 mil
espécies de plantas na Terra e cada uma delas possa abrigar de trés a seis espécies de
fungos endofiticos, desta forma é possivel que existam aproximadamente 1 milhdo de
espécies de fungos, analisando apenas os endofiticos (STROBEL e DAISY, 2003;
STROBEL et al., 2004). ARNOLD et al. (2001) sugeriram que fungos endofiticos séo
extremamente diversos nos trépicos, que o numero de espécies flngicas estimada pode
ultrapassar 1,5 milhées de espécies e que a especificidade do fungo ao hospedeiro é um
importante fator a ser considerado nessa estimativa.

Os fungos endofiticos formam um grupo polifilético extremamente diverso, que séo
definidos por sua ocorréncia no interior de tecidos sadios de plantas, sendo encontrados
em bridfitas, pteriddfitas, gimnospermas, angiospermas, além de ambientes naturais e
antropizados (ARNOLD, 2007). De acordo com SCHULZ e BOYLE, 2005, as espécies de
fungos endofiticos mais frequentemente isoladas nos trépicos pertencem ao filo
Ascomycota e suas formas anamorficas, além de espécies pertencentes aos filos
Basidiomycota e Mucoromycota, que sao isoladas em menor numero.

As comunidades de enddéfitos sdo compostas em geral, por poucas espécies

dominantes, que na maioria das vezes sao generalistas, logo sdo encontradas em
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diferentes plantas hospedeiras nao relacionadas taxonomicamente. O sucesso destes
fungos em ocupar o interior de tecidos vegetais pode ser reflexo do caracter generalista
destes fungos (SURYANARAYANAN et al., 2003).

Entre as espécies de fungos generalistas destacam-se o0s géneros: Alternaria
(LARRAN et al., 2001), Cladosporium (KHARWAR et al., 2008a), Colletotrichum (HUANG
et al., 2008), Curvularia (STROBEL, 2018), Fusarium (GOND et al., 2007), Pestalotiopsis
(CANNON e SIMMONS, 2002), Phoma (STROBEL, 2018), Phylosticta
(SURYANARAYANAN et al., 2003), Phomopsis (SURYANARAYANAN et al.,, 2000) e
Xylaria (HUANG et al., 2008). Em paralelo, algumas espécies denominadas acidentais,
surgem representadas por um ou dois isolados entre centenas. O niumero de espécies
obtidas é diretamente proporcional a variedade do tecido vegetal e ao tamanho do
fragmento utilizado para o isolamento (BILLS e POLLISHOOK,1992; GAMBOA et al., 2002).

Varios fatores afetam a frequéncia e composicao das espécies de fungos endofiticos
nos vegetais, entre eles o habitat da planta hospedeira, que por ser um ambiente dinamico,
esta sujeito as intempéries e estreses abidticos, além de sofrerem influéncia da idade do
tecido vegetal (VUJANOVIC e BRISSON, 2002). O estudo de VENKATACHALAM et al.
(2015), com endofitos de espécies de ervas marinhas (sete da familia Cymodoceaceae e
trés da familia Hydrocharitaceae) coletados ao longo da costa do estado de Tamilnadu, Sul
da india, revelou que a frequéncia de colonizacéo dos endéfitos era bem menor do que o
relatado para plantas terrestres e que 0s representantes da ordem Eurotiales dominam a
comunidade endofitica nessas angiospermas marinhas, sugerindo que o habitat do
hospedeiro tem importancia elevada na composicdo das comunidades de fungos
endofiticos. No trabalho de NASCIMENTO et al. (2015) foi verificado que a taxa de
colonizacdo de fungos endofiticos de Calotropis procera aumentou com a idade e
desenvolvimento das folhas, além disso, espécies dominantes de enddfitos de C. procera
introduzidas no Nordeste do Brasil foram diferentes das encontradas em estudos sobre a
mesma espécie hospedeira e outras espécies do género Calotropis em regides nativas.

SHENG-LIANG et al. (2014) isolaram e compararam os fungos endofiticos da planta
hemiparasitaria Macrosolen tricolor e sua hospedeira Camellia oleifera, com a finalidade de
verificar a variacdo da diversidade endofitica em ambas. M. tricolor e C. oleifera
apresentaram grande diversidade de fungos endofiticos compostos principalmente por
representantes do filo Ascomicota, distribuido em mais de dez ordens e quatro classes
(Sordariomycetes, Dothideomycetes, Leotiomycetes e Eurotiomycetes), além de uma

classe do filo Basidiomycota (Agaricomycetes), porém Valsa sp. foi a espécie dominante
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em ambas as plantas. Os pesquisadores verificaram que a similaridade de fungos endofitos
nos dois hospedeiros foi de 64,4% e a andlise de correspondéncia candnica mostrou que
0s conjuntos endofiticos de M. tricolor e C. oleifera foram significativamente diferentes.

As comunidades endofiticas também variam espacialmente no interior do vegetal que
as abriga, havendo diferenca e especificidade entre as diversas partes dos tecidos (NALINI
et al., 2005; GOND et al., 2007), o que pode ser explicado pela habilidade de cada
microrganismo em usar diferentes substratos no seu metabolismo, além de poderem
interagir com outros microrganismos epifiticos e patégenos (BEHIE et al., 2015; GIMENEZ
et al., 2007; OSONO, 2007; SANTAMARIA e BAYMAN, 2005).

Os fungos endofiticos podem ser encontrados em praticamente todos os locais do
planeta, desde florestas tropicais cuja biodiversidade é contatadamente alta, como também
em ambientes extremos, como oceanos, desertos, manguezais, areas alpinas, ambientes
xerofiticos, antarticos e até mesmo areas geotérmicas (BEZERRA et al., 2013;
RODRIGUEZ e REDMAN, 2008; STROBEL e DAISY, 2003; SURYANARAYANAN et al.,
2003). Areas com altas concentracdes de poluentes, no entanto, podem afetar o
crescimento e a atividade destes fungos, causando consequentemente a diminuicdo das

comunidades de enddfitos presentes no vegetal.

3.3. Importancia Econdmica dos Fungos Endofiticos
3.3.1. Fungos Endofiticos na Agricultura

Os fungos endofiticos sdo capazes de sintetizar diversos compostos reguladores
como auxinas, citocininas, etileno e giberelinas, que favorecem o0 crescimento e
desenvolvimento dos vegetais (ARAUJO et al., 2010), o que proporciona vantagens
competitivas aos seus hospedeiros (CHEPLICK e FAETH, 2009). Alguns enddfitos auxiliam
na adaptacao do vegetal elevando sua tolerancia as intempéries ambientais, como fungos
do género Neotyphodium, que aumenta a tolerancia a seca de seu hospedeiro Festuca
aerundinacea (WHITE JR. et al., 2002), além de proporcionar maior desenvolvimento foliar,
produtividade e aumento da resisténcia do vegetal a insetos e nematoides (PANACCIONE
et al., 2001). Os géneros Paraconiothyrium, Phialophora e a espécie Embellisia
chlamydospora exibiram efeitos significativamente positivos no aumento do numero de
ramificacdo, no teor de potassio e calcio de plantas xerdfilas como Ammopiptanthus

mongolicus, indicando assim que esses fungos possuem elevado potencial para a
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recuperacdo de vegetacdo em regides aridas (LI et al., 2018). Os microrganismos
endofiticos possuem muitos mecanismos e diferentes estratégias durante o ciclo de vida da
planta, para promogéo do crescimento das plantas contribuindo com o aumento da altura
dos vegetais, maior biomassa de brotos, caules e raizes, além de melhorarem a lignificacédo
de vasos de xilema, o tempo de murcha e o rendimento das culturas (AHMAD et al., 2008).

Os fungos endofiticos também podem ser utilizados no controle biolégico de insetos
e fitopatogenos de diversas culturas, podendo ser de forma direta, parasitando ou
sintetizando compostos téxicos para eliminar ou repelir a praga, como é o caso de fungos
dos géneros Neotyphodium, Aspergillus e Achnatherum que secretam alcaloides toxicos
evidenciando o importante papel na protecdo das plantas ao ataque de herbivoros
(SCHULZ e BOYLE, 2005).

SILVA-HUGHES et al. (2015) investigaram a comunidade fungica endofitica
associada ao cacto Opuntia humifusa nos Estados Unidos e avaliaram o potencial para
produzir compostos antifungicos. Estes verificaram que seis extratos de endofitos
apresentaram propriedades antifangicas, entre estes, o composto 5-metilmeleina que
apresentou moderada atividade antifangica contra o fungo fitopatogénico Phomopsis
obscurans.

Nos estudos de BING e LEWIS (1991 e 1992) Beauveria bassiana foi relatada como
fungo endofitico de cultivares de milho (Zea mays), espécie conhecidamente
entomopatogénica. Os pesquisadores comprovaram a colonizagdo endofitica de tecidos de
plantas de milho por este fungo e verificaram uma maior mortalidade de larvas da broca do
milho europeia (Ostrinia nubilalis) quando estas se alimentavam de plantas colonizadas
endofiticamente por este fungo.

Na pesquisa de BEHIE et al. (2015) os géneros de fungos endofiticos
entomopatogénico Metarhizium e Beauveria, bem como o fungo nematofago, Pochonia
chlamydosporium foram testados quanto a colonizacdo tecidual preferencial em seus
hospedeiros vegetais. Os resultados mostraram que Metarhizium foram restritos as raizes
das plantas, enquanto Beauveria sp. e P. chlamydosporium foram encontrados em toda a
planta, o que corrobora com o fato que a infeccdo de inseto por Metarhizium ocorrem
principalmente abaixo do solo, enquanto as infecgbes causadas por Beauveria sp. e P.
chlamydosporium ocorrem principalmente na superficie, sugerindo que certos fungos
endofiticos entomopatogénico sdo capazes de migrar dentro do tecido da planta para

regides especificas, fornecendo protecao de plantas contra pragas acima e abaixo do solo.
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O controle biolégico também pode ser realizado de forma indireta quando o enddfito
induz a planta a produzir substancias de defesa, que irdo atuar contra o patdgeno e/ou
praga, acarretando no aumento da resisténcia sistémica do vegetal (ARAUJO et al., 2010).
Segundo DAHLMAN et al. (1991), fungos endofiticos e seus hospedeiros podem sintetizar
em conjunto compostos quimicos como alcaloides, que atuam na eliminacdo de insetos e
nematoides.

ZHANG et al. (2014) estudaram os fungos endofiticos de Brassica napus e avaliaram
a sua eficacia na inibicdo dos fungos fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis
cinerea. O estudo mostrou que aproximadamente 25% dos enddfitos isolados de Brassica
napus exibiram atividade antifingica contra S. sclerotiorum, destacando-se as espécies
Aspergillus flavipes, Chaetomium globosum, Clonostachys rosea e Leptosphaeria
biglobosa. Fusarium oxysporum foi capaz de produzir compostos organicos volateis
inibidores de S. sclerotiorum e Botrytis cinerea, além disso, Alternaria alternata, F. tricinctum

e L. biglobosa exibiram efeitos promotores de crescimento do hospedeiro.

3.3.2. Compostos Bioativos Sintetizados por Fungos Endofiticos

Grande parte dos estudos sobre os metabdlitos secundarios de fungos endofiticos
surgiram na década de 80, concentrados nos compostos associados com doencgas em
gado, onde foram investigados 0s sintomas associados a contaminagdao de grama por
Neotyphodium sp., que produz metabdlitos téxicos causando muitas vezes a morte dos
animais (LYONS et al., 1986). Segundo STROBEL e DAISY (2003), os microrganismos, em
especial os fungos, sdo conhecidos por sua capacidade de produzir inimeros metabolitos
secundarios com acéao bioativa, que por conta da sua grande variedade e complexidade
estrutural sdo usados na industria biotecnoldgica e farmacoldgica, podendo também
servirem como precursores na sintese de outras moléculas bioativas (DEMAIN, 2006).

De acordo com PINTO et al. (2002) os fungos endofiticos constituem uma fonte
potencial, porém pouco explorada de novas substancias bioativas, pois em comparacao
com os fungos obtidos de outros substratos, uma quantidade relativamente baixa de
metabdlitos tem sido isolada de enddfitos. Aproximadamente 80% dos fungos endofiticos
produzem compostos biologicamente ativos como: antibacterianos, antitumorais e
fungicidas (SCHULZ e BOYLE, 2005). Compostos quimicos variados como alcaloides,

esteroides, flavonoides e terpendides sao corriqueiramente sintetizados como metabdlitos
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secundarios dos endofitos, devido os diferentes substratos degradados, que podem seguir
diversas vias metabdlicas (AZEVEDO et al., 2000; VERMA et al., 2009).

Os fungos endofiticos formam um grupo de organismos capazes de sintetizar
inUmeras enzimas de interesse biotecnoldgico (Tabela 2), entre as quais destacam-se as
amilases, celulases, lipases, proteases, queratinases e quitinases, além de muitas outras
que podem ser utilizadas nas industrias (ARAUJO et al., 2010; STAMFORD et al., 1998).
BEZERRA et al. (2015) relataram o potencial de fungos endofiticos da planta medicinal
Bauhinia forficata na producdo de enzimas de interesse biotecnologico. No estudo, foi
verificado que treze espécies de endofitos mostraram atividade proteolitica, destaque para
Phoma putaminum, quatorze espécies eram positivas para celulase, destacando-se
Penicillium sp. e Myrmecridium schulzeri, dez apresentaram atividade lipolitica,
especialmente P. glabrum e todos os dezenove isolados testados foram positivos para

xilanase.

Tabela 2. Fungos endofiticos produtores de substancias bioativas com aplicacao

biotecnologica.

n i Substancia o o
Fungo Endofitico Hospedeiro o Atividade Referéncia
Bioativa

Acremonium zeae Zea mays Pirrocidina A Antibacteriano GUNATILAKA,
2006

. . . Antitumoral e GUNATILAKA,
Aspergillus clavantus Taxus mairei Brefeldina A Fungicida 2006

GUNATILAKA,
Aspergillus fumigatus Cynodon dactylon Fumigaclavina C Fungicida 2006

. . . . GANGADEVI e

Bartalinia robillardoides Aegle marmelos Taxol Antitumoral MUTHUMARY .
2007

Chaetomium globosum Polysiphonia Chaetopyranina Antioxidante WANG et al.,

urceolata
2006
Chaetomium sp. Aderjpphora Chaetominina Alcaléide JIAO et al.,
axiliflora

2006

Chloridium sp. Azadirachta indica Javanicina Antibacteriano KHARWAR et

al., 2008b
Cladosporium herbarum | Cynodon dactylon Aspernigrina A Fungicida GUN?JCI);AKA’
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Cladosporium sp.

Colletotrichum
gloeosporioides

Colletotricum sp.

Cryptosporiopsis
quercina

Cryptosporiopsis
quercina

Entrophospora
infrequens

Exserohilum rostraum

Fusarium sp.

Fusarium solani

Fusarium subglutians

Melanconium betulinum

Mycelia sterilia

Mycelia sterilia

Muscodor albus

Pestalotiopsis
microspora

Pestalotiopsis
microspora

Pestalotiopsis guepini

Periconia sp.
Periconia sp.

Phomopsis sp.

Quercus variabilis

Artemisia
mongolica

Ginkgo biloba

Tripterigeum
wilfordii

Tripterigeum
wilfordii

Nothapodytes
foetida

Stemona sp.

Quercus variabilis

Camptotheca
acuminate

Tripterygium
wilfordii

Betula pendula

Atropa beladona

Catharanthus
roseus

Cinnamomum
zeylanicum

Terminalia
morobensis

Taxus wallichiana

Wollemia nobilis

Taxus cuspidata
Torreya
grandifolia

Erythrina crista-
galli

Brefeldin A

Acido Coletétrico

Citosporona E

Criptocandina

Criptocina

Camptotecina

11-

Hidroximonocerina

Fusarusida

Camptothecina

Subglutinol Ae B

Ac. 3
hidroxipropidnico

Preussomerina G

Vincristina

Acetato de
Isoamila

Pesaticina

Taxol

Taxol

Periconicina A

Taxol

Fomol

Fungistatico

Antibacteriano

Antibacteriano

Fungicida

Fungicida

Antitumoral

Antimalarico

Antibacteriano

Antitumoral

Imunossupressor

Nematicida

Antibacteriano

Antitumoral

Fungicida

Fungicida

Antitumoral

Antitumoral

Antibacteriano
Antitumoral

Antibacteriano

30

WANG et al.,
2006

Z0U et al.,
2000

GUNATILAKA,
2006

STROBEL et
al., 1999

Ll et al., 2000

SPITELLER et
al., 2005

BORGES et
al., 2009

GUNATILAKA,
2006

KUSARI et al.,
2009

LEE et al.,
1995

SCHWARZ et
al., 2004

GUNATILAKA,
2006

YANG et al,,
1994
STROBEL et
al., 2001

GUNATILAKA,
2006

STROBEL,
2003

STROBEL et
al., 1996

GUO et al.,
2008

Ll et al., 1998

GUNATILAKA,
2006
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Selr?:tﬂ?:rzlse:um Magglr:((:)i?sahn;mus Taxol Antitumoral STROBEL et
p p al., 1999
Taxomyces andreanea Taxus brevifolia Taxol Antitumoral STIERLE et
al., 1993
Trametes hirsute Podophyllum Podofilotoxina Antitumoral PURI et al.,
hexandrum
2006
Xylaria sp. Pahcoure{;} Griseofulvina Fungicida CAFEU et al.,
marcgravii 2005

Diversos estudos relatam a sintese de substancias bactericidas e bacteriostaticas por
fungos endofiticos, como por exemplo a pesquisa de PIRES et al. (2015), que isolaram
fungos endofiticos do cacto Cereus jamacaru e os testaram contra bactérias patogénicas
ao homem. Dos sessenta endofitos testados vinte e um demonstraram atividade contra
bactérias patogénica com destaque para Trichoderma longibrachiatum, Gibberella fujikuroi
e Lecythophora decumbens, demonstrando que os enddfitos isolados de cactos
apresentam potencial para producédo de compostos antibacterianos.

STROBEL et al. (2008) relaram a capacidade de alguns fungos endofiticos de
produzirem hidrocarbonetos a partir de celulose e hemicelulose, com potencial para se
tornarem combustiveis, o chamado micodiesel. Esses fungos sdo uma rica fonte de
producdo de hidrocarbonetos, pois sdo 0s primeiros microrganismos que iniciam 0s
processos de degradacéo do tecido vegetal, quando uma planta morre (STROBEL, 2014a),
destacando-se como os principais géneros de enddfitos produtores de hidrocarbonetos,
Ascocoryne sp. e Hypoxylon sp. (MALLETTE et al., 2014; STROBEL, 2014b; TOMSHECK
et al., 2010). No estudo realizado por FERREIRA et al. (2015) com fungos endofiticos
associados a planta medicinal amazbonica Carapa guianensis, 162 isolados de fungos
endofiticos foram obtidos e testados quanto a sintese de substancias bioativas, sendo
Colletotrichum sp. e Pilidiella wangiensis os que exibiram atividade antibacteriana seletiva,
Diaporthe cf. mayteni e Endomelanconiopsis endophytica apresentaram alta atividade
contra formas amastigotas de Trypanosoma cruzi, além de Colletrotrichum sp. Guignardia
mangiferae, Pestalotiopsis sp. e Diaporthe melonis que secretaram substancias capazes
de inibir aproliferacédo do virus da febre amarela, o que ressalta a potencialidade desses
microrganimos no fornecimento de moléculas bioativas capazes de inibir ou controlar
doencas tropicais.

QADRI et al. (2014), investigaram a diversidade e o potencial antimicrobiano de
fungos endofiticos associados a Pinus wallichiana do Ocidente Himalaia, onde um total de
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130 fungos compreendendo 38 géneros, foram isolados das folhas e caule da planta e a
atividade antimicrobiana do extrato de 22 endofitos foi testada contra um ou mais
patdgenos. Coniothyrium carteri, Truncatella betulae, Cochliobolus australiensis e
Tritirachium oryzae foram extremamente ativos contra Candida albicans. Os extratos de
Tritirachium oryzae e Coniochaeta gigantospora destacaram-se por apresentarem atividade
de amplo espectro potencialmente ativo contra as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, bem como contra o fungo patogénico Candida albicans.

Um dos exemplos mais notaveis da utilizagdo de fungos endofiticos na biotecnologia
gue ilustra seu potencial na produgéao de medicamentos foi a obtencao do taxol ou Paclitaxel
® (Figura 2), um diterpendide que apresenta atividade citotoxica muito utilizado no
tratamento de cancer de mama e Utero, podendo ser extraido da arvore Taxus brevifolia. O
fungo endofitico Taxomyces andreanea, isolado de Taxus brevifolia, assim como sua
hospedeira, é capaz de sintetizar o taxol, o que soluciona as questbes ecoldgicas
envolvendo o corte de centenas de arvores, além de possibilitar a producdo de grandes

guantidades do taxol e menor tempo (STIERLE et al., 1993).

Figura 2. Estrutura quimica do Taxol (Strobel, 2018).

A camptotecina é um composto bioativo de alta atividade citotoxica contra linhagens
celulares de cancer humano, in vitro, constituindo-se como um importante precursor na
producdo de drogas antitumorais, 0 que demonstra outro exemplo de substéncia que é
produzida tanto pelo hospedeiro vegetal, Nothapodytes foetida, quanto por seu endofitico,
Entrophospora infrequens (SPITELLER et al., 2005).

Fungos endofiticos também sao descritos como potenciais produtores de substancias

antidiabéticas, como o metabdlito fungico ndo peptidico L-783 sintetizado pelo fungo
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endofitico Pseudomassaria sp. isolado de Salvadora oleoides na floresta tropical de
Kinshasa, Republica Democratica do Congo, o qual apresentou atividade antidiabética e
hipolipidémica em ratos albinos diabéticos induzidos por glicose (DHANKHAR et al., 2013).

Estudos revelam que alguns fungos endofiticos como Fusarium subglutinans e
Pestalotiopsis leucothés isolado de Tripterygium wilfordii produzem imunomoduladores e
substancias como o subglutinol tipo A, subglutinol tipo B, que atuam como agentes
imunossupressores, drogas usadas atualmente para prevenir rejeicdo de aloenxerto em
pacientes transplantados (KUMAR et al., 2005; PADHI et al., 2013).

Segundo THEANTANA et al. (2007, 2009) os fungos endofiticos se apresentam
promissores na producéo da enzima L-asparaginase em estudo com plantas medicinais da
Tailandia, enzima essa que € utilizada como agente quimioterapico para o tratamento da
leucemia e de linfomas malignos (APPEL, 2007; DUVAL et al., 2002).

3.4. L-asparaginase

A enzima L-asparaginase (E.C. 3.5.1.1, L-asparagina amidohidrolase ou L-ASNase),
€ responsavel por catalisar a reacao de hidrélise da ligagdo amida da cadeia lateral da L-
asparagina e/ou da L-glutamina em acido L-aspéartico e aménio (HUANG et al., 2014),
sendo muito utilizada como agente quimioterdpico para o tratamento de cancer humano
(CAPIZZI et al., 1984), como a leucemia linfoblastica aguda (LLA), cancer que afeta
sobretudo criancas e adolescentes (APPEL, 2007), além de doencas malignas do sistema
linfoide, linfossarcoma e linfomas de Hodgkin (DUVAL et al., 2002), pois age privando as
células cancerigenas da L-asparagina, nutriente essencial para as mesmas, inibindo o
crescimento tumoral e consequentemente acarretando a morte celular por apoptose (Figura
3).

A enzima age diretamente sobre células tumorais, evitando a entrada do aminoacido
L-asparagina em células cancerigenas, levando a inibicdo da sintese de proteinas
constitutivas e regulatorias do ciclo celular, além de proteinas antiapoptoticas, resultando
na morte das células malignas devido a auséncia deste aminoacido (PATRO e GUPTA,
2012; PRAKASHAM et al., 2007). As células tumorais, principalmente as do sistema
linfatico, necessitam da L-asparagina de fonte externa para realizar a sintese de proteinas,
pois ndo contam com a enzima L-asparagina sintetase ou produzem em baixas
guantidades, desta forma elas ndo conseguem se desenvolver e se multiplicar na presenca

da enzima L-asparaginase no meio extracelular (EL-NAGGAR et al., 2014), porém as



CAVALCANTI, Anthony — DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS DO IPE-AMARELO [Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) Mattos] DA MATA ATLANTICA DO NORDESTE BRASILEIRO E PRODUGAO DE L-ASPARAGINASE
34

células saudaveis ndo sédo afetadas, pois ao contrario das tumorais, sdo capazes de
produzir e utilizar a enzima L-asparagina sintetase em quantidade adequada (VAN DEN
BERG, 2011). A L-asparaginase pode ser encontrada em varios organismos como plantas,
fungos, bactérias e no soro de alguns animais como roedores, porém nao esta presente em
seres humanos (EL-BESSOUMY et al., 2004).

Figura 3. llustracdo esqueméatica do mecanismo de acdo da L-asparaginase. Adaptada de
SCHULZ et al. (2002).

(0]

H;N WJ\ Crescimento
OH Tumoral
O NH,

L-asparagina

L-Asparaginase

_OWCL Crescimento

OH + NH,* =—————————— Tumoral
O NH, Inibido
L-Aspartato Amonio

A pesquisa de LANG (1904) foi a primeiro a relatar a rea¢do de hidrolise da L-
asparagina em |-aspartato e amonio catalisada pela enzima L-asparaginase presente em
tecidos bovinos, porém a atividade antitumoral da enzima sé foi constatada no trabalho de
MASHBURN e WRISTON (1964), onde os pesquisadores demonstraram capacidade da L-
asparaginase produzida por Escherichia coli em inibir tumores em roedores. O estudo
realizado por BROOME (1965) com transplantes de linfossarcoma em ratos mostrou que
ha uma dependéncia nutricional das células malignas pela L-asparagina exégena, o que
correlacionou a inibicdo tumoral com a acéo hidrolitica da enzima, impulsionando os futuros
trabalhos ligados a L-asparaginase.

A L-asparaginase pode ser utilizada como medicamento pelo paciente durante todo
o tratamento e durante a fase de inducao/remissdo da doenca, podendo ser combinada
com outros medicamentos como corticosteroides, além de outros agentes quimioterapicos

como 0 metrotexato, mercaptopurina e vincristina, o que pode potencializar a acao da
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enzima, melhorando os resultados do tratamento (ANDRADE et al., 2014). Devido ao amplo
aparato enzimatico, rapido desenvolvimento em meios simples e facil modificacdo genética
0s microrganismos sdo considerados fonte priméria da enzima L-asparaginase e sua
producdo é realizada principalmente através do processo de fermentagdo submersa ou
fermentacdo em meio liquido (DESHPANDE et al., 2014; LOPES et al., 2017; THAKUR et
al., 2014). De acordo com CASALE et al. (1983) a bactéria E. coli € capaz de sintetizar dois
tipos de enzimas antitumorais, a L-asparaginase | ou EC1, de origem citoplasmatica e a L-
asparaginase Il ou EC2, com origem na matriz periplasmatica, porém apenas a L-
asparaginase Il tem atividade antitumoral (WHITECAR et al., 1970).

Atualmente a L-asparaginase vendida comercialmente é de origem bacteriana e
apresentada em trés diferentes formas de formulacéo, duas formas naturais produzidas por
Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi (Elspar® e Erwinase®), além de uma terceira
(Oncaspar®) produzida pela conjulgacdo da enzima L-asparaginase de Escherichia coli e
polietilenoglicol (Narta et al., 2007). A utilizacdo da L-asparaginase bacteriana por longos
periodos pode induzir resposta do sistema imunologico do paciente, levando a producéo de
anticorpos antiasparaginase, acarretando na resisténcia, sensibilidade e reducdo da
efichcia do medicamento, além de quadros de alergia que incluem erup¢des cultaneas,
prurido, urticaria, bronco espasmo, hipotensdo e em casos raros choque anafilatico
(AVRAMIS, 2012; PIETERS et al., 2012), o que faz com que a utilizacdo da enzima de
origem procaridtica muitas vezes seja desvantajosa.

A toxicidade da L-asparaginase ndo € causada realmente por essa enzima, e sim
por outras amido-hidrolases, como a L-glutaminase, enzimas contaminantes de dificlil
eliminacdo durante a sintese da asparaginase, que muitas vezes resulta em reacdes de
hipersensibilidade, como choque anafilatico (DORIYA e KUMAR, 2016). Desta forma a
busca por uma fonte eucariética de L-asparaginase a partir de fungos, mostra-se muito
promissora, minimizando as reacdes alérgicas, a sensibilidade ao medicamento e os efeitos
colaterais (SARQUIS et al., 2004), logo a producéo industrial de L-asparaginase tem como
principal desafio a busca por novos microrganismos capazes de produzirem a enzima com
menos efeitos adversos.

Além da aplicacdo medicinal, a L-asparaginase tem um papel fundamental na
industria de alimentos, pois é utilizada na prevencdo da formacdo de acrilamida em
alimentos processados sob altas temperaturas, visto que a acrilamida possui efeitos
neurotoxicos e apresenta propriedades carcinogénicas para seres humanos (ARISSETO e
TOLEDO, 2006; DIAS et al., 2016; MOHAN KUMAR et al., 2013). A acrilamida (CsHsNO) é
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um dos produtos formados na reacdo de Maillard, que ocorre entre aglcares redutores e
aminoacidos, como a asparagina presente nos alimentos de origem animal e vegetal,
guando estes sdo submetidos a altas temperaturas, entretanto esse fen6meno nao ocorre
em alimentos cozidos (TAREKE et al., 2000). Desta forma a L-asparaginase tem o papel
de catalisar a reacdo de hidrélise da asparagina presente nos alimentos, antes que essa
consiga reagir quimicamente com o0s acUcares redutores, formando a acrilamida
(DAMODARAN et al., 2010). Segundo ZYZAK et al. (2003), a utilizacdo da enzima L-
asparaginase antes do processamento térmico do alimento reduziria mais de 99% do nivel
de acrilamida no produto final processado, pois a enzima hidroliza cerca de 88% da
concentracdo de L-asparagina no alimento in natura.

Os fungos tém sido amplamente investigados quanto a producéo de L-asparaginase,
por sua maior compatibilidade com o sistema imunolégico humano, desta forma novos
estudos tém sido realizados com o objetivo de melhorar o processo de produgédo e
estabelecer novas metodologias para a sintese da enzima (SARQUIS et al., 2004). Os
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sdo 0os mais estudados quanto a producéo da
L-asparaginase (DANGE e PESHWE, 2015), porém a atividade da enzima também foi
demonstrada por fungos de diversos géneros como Alternaria, Chaetomium, Cladosporium,
Colletotrichum, Curvularia, Nigrospora, Paecilomyces, Phaeotrichoconis, Phoma e
Pithomyces (THIRUNAVUKKARASU et al., 2011).

LOUREIRO et al. (2012) avaliaram de forma pioneira a L-asparaginase de fungos
como um agente antitumoral em linhagens de células humanas. No trabalho os
pesquisadores purificaram e caracterizaram a L-asparaginase nativa produzida por
Aspergillus terreus, bem como sua forma modificada com polietilenoglicol (PEG), avaliando
e comparando suas atividades antiproliferativas ao fim do processo. A enzima produzida
por A. terreus, cujo o pH e temperatura 6timos foram de 9,0 e 40 ° C respectivamente,
apresentaram 100% da atividade nestes padrdes por 120 minutos. A L-asparaginase
combinada com polietilenoglicol foi mais resistente a tripsina do que a enzima nativa,
entretanto, a L-asparaginase nativa ndo apresentou citotoxicidade contra células normais

humanas e mostraram efeitos antiproliferativos apés 72 h de incubacéo.

3.5. Fungos Endofiticos Produtores de L-asparaginase

A pesquisa de metabolitos antitumorais produzidos por fungos endofiticos se iniciou

na década de 1990 com a descoberta do fungo Taxomyces andreanea endéfito de Taxus
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brevifolia, assim como a producdo do Taxol por esse fungo, desenvolvendo, portanto, o
conceito de endofitos como fonte de novas drogas antineoplasicas (STILER et al., 1993;
STROBEL, 1993). Vérios estudos demonstraram que fungos endofiticos podem sintetizar
inUmeros compostos com atividades bioldgicas de interesse, tais como antitumorais
(CHANDRA, 2012; JIN-LONG et al., 2011), dentre esses, a enzima L-asparaginase
(THEANTANA et al., 2009).

Os fungos endofiticos produtores de L-asparaginase sdo bastante diversos e varios
trabalhos no mundo destacam os inUmeros géneros e espécies capazes de sintetizar essa
enzima (Tabela 3), THEANTANA et al. (2009) pesquisaram os principais fungos endofiticos
produtores de L-asparaginase presentes em plantas medicinais na Tailandia. Os resultados
dos trabalhos mostraram que os principais fungos produtores dessa enzima pertencem aos

géneros Colletotrichum, Eupenicillium, Fusarium, Penicillium e Talaromyces.

Tabela 3. Principais géneros de fungo endofiticos descritos como produtores de L-

Asparaginase.

Género do Endoéfito

Espécies Hospedeiras

Referéncias

Acremonium

Alternaria

Aspergillus

Botrytis

Chaetomium

Cladosporium

Lagerstroemia microcarpa

Macaranga peltata; Sargassum sp.; S.
wightii; Litsea floribunda; Terminalia
paniculata; Turbinaria sp.;
Stoechospermum marginatum; Syzygium
densiflorum; Withania somnifera

Cassia fistula; Cereus jamacaru; Sueada
maritime; W. somnifera

Daphniphyllum neilgherrensi

Grateloupia lithophila; Ulva fasciata; U.
lactuca; Padaina tetrastromatica;
Halymenia sp.; S. marginatum; W.
somnifera

Diospyros montana; Portieria
hornemonii; G. lithophila; S. wightii;
Sargassum sp.; U. lactuca; W. somnifera

NAGARAJAN et al., 2014

MOHARRAM et al., 2016;
NAGARAJAN et al., 2014;
THIRUNAVUKKARASU et al.,
2011

KALYANASUNDARAM et al.,
2015;
MOHARRAM et al., 2016;
NAGARAJAN et al., 2014;
SANTOS et al., 2015

NAGARAJAN et al., 2014

MOHARRAM et al., 2016;
THIRUNAVUKKARASU et al.,
2011

MOHARRAM et al., 2016;
NAGARAJAN et al., 2014;
THIRUNAVUKKARASU et al.,
2011
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Colletotrichum

Corynespora

Curvularia

Cylindrocladium

Diaporthe

Eupenicillium

Eurotium

Fusarium

Gibberella

Lasiodiplodia

Nigrospora

Paecilomyces

Penicillium

Adenanthera microsperma; Betula
alnoides; Cassia alata; Caulerpa
racemosa; Hiptage benghalensis;
Houttuynia cordata; Oldenlandia difusa;
Pereskia bleo; Sargassum sp.;
Tabernaemontana heyneana; Turbinaria

sp.

W. somnifera; Eunonymos undulates;
Ligustrum roxburghii

Caulerpa scalpelliformis; L. floribunda;
Sargassum sp.; S. wightii; T. heyneana;
Turbinaria sp.

Cycas sp.

Myracrodruon urundeuva

A. microsperma; B. alnoides; C. alata; H.
benghalensis; H. cordata

Curcuma longa

A. microsperma; B. alnoides; C. alata; C.
jamacaru; Carica papaya; Cymbopogon
citratus; Calibarba arborea; Gracillaria
edulis; H. benghalensis; H. cordata;
Murraya koenigii; O. difusa; T. heyneana;
P. bleo; Turbinaria sp.; Sargassum sp.;
S. wightii

C. jamacaru

Cordia oblique; L. floribunda

Jamia adherens; Turbinaria sp.; U.
fasciata; U. lactuca; G. lithophila

Caulerpa scalpelliformis; Turbinaria sp.

A. microsperma; B. alnoides; C. alata; C.
jamacaru; C. scalpelliformis; Caulerpa
sertularioides; C. racemosa; H.
benghalensis; H. cordata; Halimeda
macroloba; P. hornemonii; Pereskia bleo;
Tillandsia catimbauensis

CHOW e TING, 2015;
MANASA e NALINI, 2014,
THEANTANA et al., 2009;

THIRUNAVUKKARASU et al.,
2011

NAGARAJAN et al., 2014;

MANASA e NALINI, 2014,
NAGARAJAN et al., 2014;
THIRUNAVUKKARASU et al.,
2011

NAGARAJAN et al., 2014
PADUA et al., 2018

THEANTANA et al., 2009

JALGAONWALA e MAHAJAN,
2014

CHOW e TING, 2015;
KUMAR et al., 2016;
MANASA e NALINI, 2014;
NAGARAJAN et al., 2014;
SANTOS et al., 2015;
THEANTANA et al., 2009

SANTOS et al., 2015
NAGARAJAN et al., 2014

THIRUNAVUKKARASU et al.,
2011

THIRUNAVUKKARASU et al.,
2011;

CHOW e TING, 2015;
SANTOS et al., 2015;
SILVA et al., 2018;
THEANTANA et al., 2009
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Pestalotiopsis Litsia cubeba; Terminalia bellerica NAGARAJAN et al., 2014;
Petromyces W. somnifera MOHARRAM et al., 2016
Phaeotrichoconis | Turbinaria sp. THIRUNAVUZFBIﬁ‘RASU etal,
Phoma C. citratus; Sargassum sp. CHOW e TING, 2015,
THIRUNAVUKKARASU et al.,
2011
Phomopsis Portieria hornemonii; T. heyneana, MANASA e NALINI, 2014;
THIRUNAVUKKARASU et al.,
2011
Pithomyces Sargassum sp.; THIRUNAVUKKARASU et al.,
2011
Pleospora W. somnifera MOHARRAM et al., 2016
Sarocladium M. urundeuva PADUA et al., 2018
Sordaria Cordia wallichii NAGARAJAN et al., 2014
Talaromyces A. microsperma; B. alnoides; C. alata; KRISHNAPURA e BELUR 2016;
Curcuma amada; H. benghalensis; H. PADUA et al., 2018;
cordata; M. urundeuva; T. catimbauensis SILVA et al., 2018;
THEANTANA et al., 2009
Verticillium T. heyneana MANASA E NALINI, 2014
Volutella T. heyneana MANASA E NALINI, 2014

THIRUNAVUKKARASU et al. (2011) constataram que a asparaginase também pode
ser sintetizada por endofitos de algas marinhas. Entre os principais géneros produtores, 0s
gue mais se destacaram sdo: Alternaria, Chaetomium, Cladosporium, Colletotrichum,
Curvularia, Nigrospora, Paecilomyces, Phaeotrichoconis, Phoma e Pithomyces.

Alternaria sp., Aspergillus sp., Colletotrichum sp. e Fusarium sp. isolados de algas
marinhas e plantas medicinais na india apresentaram méaxima atividade de asparaginase
no estudo conduzido por THANGAVEL et al. (2013), além disso os resultados mostraram
gue esses fungos produziram a L-asparaginase livre da glutaminase, cuja atividade pode
causar efeitos colaterais adversos, como respostas alérgicas e anafilaxia nos pacientes
sensiveis a glutaminase.

No estudo realizado por MANASA e NALINI (2014) os endoéfitos de varias partes da
planta medicinal indiana Tabernaemontana heyneana, foram isolados e testados quanto a
sintese da asparaginase. Foram obtidos 727 isolados pertencentes a 20 taxa, destacando-

se 0s géneros Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Phomopsis, Verticillium e Volutella.
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Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides exibiram um alto nivel de atividade
enzimatica entre os endofitos testados (0,95 U/mL e 1,13 U/mL respectivamente).

Novas metodologias s&o desenvolvidas no estudo da producao de asparaginase, de
modo que os pesquisadores possam saber se o fungo € capaz de sintetizi-la e possam
guantificar essa enzima produzida. Entre as metodologias usadas pode-se destacar a
metodologia qualitativa descrita no estudo de PATIL et al. (2012), que desenvolveram um
novo método de triagem seletiva de fungos endofiticos de Aegle marmelos na producéo de
asparaginase. A metodologia consiste em inocular o fungo no meio agar Czapek Dox
modificado com vermelho de fenol, indicador que muda de coloracéo com a variagéo do pH
do meio, tornando-se amarelo em meio acido e rosa em meio basico.

Em geral os estudos com a atividade enzimatica da asparaginase sao qualitativos,
ou seja, quando se procura observar a sintese da enzima, contudo, sem quantifica-la, como
no trabalho de CHOW e TING (2015), onde isolaram e testaram a capacidade de producao
de L-asparaginase por fungos endofiticos de quatro plantas medicinais com propriedades
anticancerigenas, Cymbopogon citratus, Murraya koenigii, Oldenlandia diffusa e Pereskia
bleo. Foi verificado que dos 89 isolados, cerca de 28% apresentaram atividade enzimatica
para L-asparaginase, detectada pela formacdo de halos rosados em &gar, resultado de
hidrolise de asparagina em acido aspartico e amoénia, que converte o indicador vermelho
de fenol da cor amarela (pH &cido) para a rosa (pH basico). Colletotrichum, Fusarium,
Penicillium e Phoma foram os principais géneros de endofitos isolados.

JALGAONWALA e MAHAJAN (2014) isolaram cepas de fungos endofiticos Eurotium
sp. de rizomas de Curcuma longa e avaliaram quanto a producdo de asparaginase em
ensaio qualitativo em &gar Czapex dox modificado e quantitativo pelo método de
Nesslerization. A atividade enzimatica maxima foi verificada a temperatura de 40 °C e pH
8,0, havendo formacdo de um halo enzimético de 2,3 cm e producao de 1.304 U/mL de
asparaginase.

No estudo de SANTOS et al. (2015) fungos endofiticos isolados do cacto Cereus
jamacaru apresentaram capacidade de producdo de L-asparaginase em meio solido e
liquido. Testes iniciais em meio solido verificaram que 68% dos fungos isolados de C.
jamacaru exibiram a formacé&o de halo ao redor da colénia fungica, indicando a capacidade
de producédo da enzima. Em meio liquido, 43% dos endofitos produziram a enzima L-
asparaginase. Aspergillus ochraceus, A. japonicus, A. terreus, A. sydowii, Fusarium
oxysporum, Gibberella fujikuroi e Penicillium brevicompactum apresentaram maior

capacidade de sintetizar L-asparaginase.
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As pesquisas com asparaginase também podem ter caracter quantitativo, quando a
sintese da proteina € mensurada em unidades da enzima por mililitro de extrato bruto
(U/mL) ou unidades da enzima por grama de biomassa fungica (U/g), como KUMAR et al.
(2016), que isolaram e caracterizaram fungos produtores de L-asparaginase de folhas das
plantas medicinais Azadirachta indica, Carica papaya e Ocimum tenuiflorum na india.
Utilizando o meio liquido Czapek-Dox modificado suplementado com L-asparagina, 0s
pesquisadores testaram os dez isolados obtidos das plantas quanto a sintese da enzima e
dois isolados exibiram producédo significativa. Fusarium sp. apresentou maior atividade
enzimética (111,07 U/mL).

KRISHNAPURA e BELUR (2016) isolaram microrganismos endofitos dos rizomas de
cinco plantas medicinais da familia Zingiberaceae, entre eles bactérias, actinomicetos e
fungos, para testa-los quanto a sintese de asparaginase. Dentre todos 0s microrganismos,
o fungo Talaromyces pinophilus isolado de Curcuma amada apresentou a maior atividade
de L-asparaginase (108,95 U/mL), o que demosntra o grande potencial dos fungos
endofiticos em relacédo a outros organismos na producao desta enzima.

Estudos sobre a otimizacdo da sintese da L-asparaginase estdo sendo realizados
com maior frequéncia nos ultimos anos, visando novas metodologias que permitam a
producdo em larga escala, por exemplo correlacionando a exigéncia nutricional do fungo
com a produtividade enzimatica. HERMANTO e TING (2015) sugeriram em sua pesquisa
gue fontes de nitrogénio impactam no crescimento de fungos e na sua biomassa, o que
consequentemente influencia a producao de L-asparaginase. Na pesquisa foram utilizadas
duas fontes de nitrogénio, L-asparagina e nitrato de sddio na producédo de L-asparaginase
pelo enddfito Fusarium sp. Os resultados revelaram que o nitrato de sédio promoveu niveis
baixos da enzima (0,65 U/mL), se comparado com a L-asparagina (3,01 U/mL), o que
confirma a hip6tese da correlacéo nutricional.

KALYANASUNDARAM et al. (2015) publicaram um artigo sobre a otimizacédo da
producdo de L-asparaginase por fungos endofiticos isolados da planta sarca do mar
(Sueada maritima). Dentre os isolados analisados Aspergillus sp. demonstrou atividade
enzimatica maxima de 35,28 U/ml, apés cinco dias de fermentacdo, em pH 7 a 30 °C,
diferentes fontes nutricionais como glicose, sulfato de amonio e substrato a base de farelo
de trigo foram testados na otimizacdo do processo, obtendo bons resultados (26,5 U/mL,
24,6 U/mL e 35,72 U/mL respectivamente).

CHOW e TING (2017) estudaram a influéncia das concentracdes de glicose e L-

asparagina na producgéo de L-asparaginase por cinco fungos endofiticos. A 6timizacao da
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producédo da enzima foi feita através do cultivo desses fungos em diverentes concentracfes
de glicose e L-asparagina, por um periodo de 20 dias. Os resultados revelaram que a
suplementacdo com L-asparagina induziu maiores atividades de L-asparaginase em
comparacao com a fonte de glicose, desta forma o estudo revela que fontes de nitrogénio,
como a L-asparagina sdo mais efetivas que fontes de carbono na inducdo da atividade

desta enzima.

3.6. Mata Atlantica

A Mata Atlantica € a segunda maior floresta tropical do continente americano,
estendendo-se ao longo da costa brasileira até o interior sul do pais, abrangendo também
o leste do Paraguai e o nordeste da Argentina (TABARELLI et al., 2005).

A Mata Atlantica brasileira (figura 4) é classificada como uma floresta ombrofila
densa, com areas de transi¢do entre floresta estacional semidecidual, floresta estacional
decidual, encraves de campos de altitude e brejos de altitude, associada também a
ecossistemas costeiros de restinga, mussunungas e mangue, ocupando cerca de
1.110.182 km?, correspondendo a 13,04% do territorio nacional e cerca de 28% da
cobertura vegetal original (REZENDE et al., 2018).

Figura 4. Distribuicdo da Mata Atlantica brasileira (INPE, 2009).
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A floresta possui clima tropical umido, com temperaturas que variam entre 22 e 25
°C e periodo seco de 2 a 5 meses (OLIVEIRA-FILHO e FONTES, 2000). Devido a sua
riqueza extremamente alta de espécies endémicas de plantas vasculares, anfibios, répteis,
aves e mamiferos, o bioma da Mata Atlantica esta classificado entre os principais hotspots
de biodiversidade do mundo (MYERS et al., 2000).

Nos ultimos 500 anos, a Mata Atlantica foi explorada e destruida, sendo substituida
inicialmente por cana-de-agucar na regiao nordeste durante o século XVI e depois pelo café
no Rio de Janeiro e Sdo Paulo entre os séculos XVIII e XIX, por pecuaria em S&do Paulo e
Minas Gerais entre os séculos XIX e XX, pelo cacau na Bahia no século XX, e mais
recentemente pela floresta de eucalipto para celulose para producao de papel (COLOMBO
e JOLY, 2010).

Para proteger a diversidade biolégica, a estratégia mais utilizada tem sido a
conservacao de ecossistemas naturais em unidades de conservagcdo da natureza
(ALMEIDA et al., 2011), como a Reserva Bioldgica de Pedra Talhada (AL) e o Parque
Nacional e Historico de Monte Pascoal (BA).

Aproximadamente 500 espécies de plantas e animais que ocorrem no bioma estédo
oficialmente ameacadas a nivel do bioma, outras a nivel nacional e algumas a nivel global,
além diso muitas dessas espécies ndao sdo encontradas em areas protegidas, o que indica
a necessidade de se racionalizar e expandir o atual sistema de unidades de conservacgao
(TABARELLI et al., 2005).

Estudos em florestas tropicais sugerem que a diversidade de fungos endofiticos é
muito maior nos trépicos que nas regides temperadas (CANNON e SIMMONS, 2002).
Levando-se em consideracdo a ampla diversidade de fungos, principalmente em regides
temperadas e de clima tropical ha grandes chances de se encontrar novas espécies de
fungos, principalmente microscépicos, cujos dados ecologicos sdo escassos € pouco
estudados, por ocuparem de forma oculta, habitats particulares, como é o caso dos fungos
endofiticos, o que constitui uma fonte promissora de diversidade genética (STONE et al.,
2004; STROBEL e DAISY, 2003). Entre os principais hotspots de biodiversidade mundial,
a Mata Atlantica apresenta cerca de 8.000 espécies de plantas endémicas, o que
corresponde a 2,7% de todas as espécies vegetais mundiais (MYERS et al., 2000). Dentre
essas encontra-se a Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos (CAMILLO e

SALOMAO, 2016), chamada popularmente de ipé&-amarelo.

3.7. Ipé-amarelo
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A familia Bignoniaceae € composta por cerca de 827 espécies de plantas lenhosas
distribuidas em 82 géneros (OLMSTEAD et al., 2009). Predominantemente neotropical, a
familia encontra-se distribuida por todo o Brasil, abrangendo cerca de 100 espécies
popularmente chamadas de ipé (GENTRY, 1992; SOUZA e LORENZI, 2005). Durante
muitos anos, quase todas as espécies de ipés no Brasil pertenciam ao género Tabebuia,
um dos maiores de Bignoniaceae, porém estudos filogenéticos recentes baseado em dados
moleculares mostraram que Tabebuia é polifilético, subdividindo o tAxon em trés géneros
distintos: Handroanthus, Roseodendron e Tabebuia (GROSE e OLMSTEAD, 2007).

Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos, também conhecida como Ipé-
amarelo (Figura 5) € uma espécie florestal nativa que apresenta madeira pesada, duravel
e muito utilizada na arboriza¢do urbana e na ornamentacao devido a beleza de seu porte e
de suas flores (FONSECA et al., 2005).

Figura 5. Exemplar de Handroanthus chrysotrichus (Ipé-amarelo).

Fonte: Rede de catalogos polinicos online, 2019.

Handroanthus chrysotrichus apresenta ampla distribuicdo, ocupando a faixa
litoranea, desde o Maranhéo até o Rio Grande do Sul (BACKES e IRGANG, 2003). O ipé-
amarelo é uma planta heliéfita, caracteristicas de areas abertas da floresta ombroéfila densa,

restingas e fruticetos, com dispersdo descontinua e irregular, ocorrendo geralmente em
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baixa frequéncia, sendo encontrada entre 0 a 1000 metros acima do nivel do mar (BORGO
et al., 2011). H. chrysotrichus é uma arvore de pequeno porte, com 3 a 10 metros de altura,
possui copa globosa densa e tronco parcialmente tortuoso e cilindrico de 30 a 40 cm de
didametro. Possui folhas opostas, compostas palmadas com trés a cinco foliolos oblongos
membranaceos a cartaceos, inteiros denteados proximo ao apice (Figura 6). Possui
inflorescéncia em tirso ou fasciculo e flores subsésseis, na época de floracdo, a planta
perde as suas folhas, havendo maior destaque para o amarelo das flores neste periodo. O
fruto é do tipo cdpsula linear cilindrica, deiscente, com intensa pubescéncia castanha, com
11 a 38 cm de comprimento e 0,8 a 1,2 cm de largura, contendo muitas sementes aladas
(BACKES e IRGANG, 2003; CARVALHO et al., 1976).

Figura 6. llustracdo de Handroanthus chrysotrichus (Ipé-amarelo).

Fonte: SANTOS et al. (2013).

Posicéo taxondmica (DAHLGREN, 1989)
Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae)
Ordem: Lamiales

Familia: Bignoniaceae

Espécie: Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos
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O ipé-amarelo € arvore ornamental indicada para arborizacdo urbana devido ao seu
pequeno porte e aspecto paisagistico bastante atrativo. Por apresentar crescimento rapido
e ser frequentemente encontrada em formacdes secundérias € importante em
reflorestamentos mistos para a recuperacao de areas degradadas (LORENZI, 2008).

A madeira moderadamente pesada, muito resistente e de grande durabilidade é
usada em constru¢des pesadas e estruturas externas, como postes, pecas para pontes,
cercas e em construcdes internas como tdbuas para assoalho, tacos, molduras e rodapés,

além de ser tilizada na fabricacdo de méveis (BORGO et al., 2011).

4. METODOLOGIA

4.1. Area de coleta

As coletas foram realizadas na Reserva Bioldgica de Pedra Talhada (09°15'26.8"S,
36°25'563.7"W), localizada em area de Mata Atlantica no nordeste do Brasil, durante a
estacdo chuvosa (julho de 2018). A unidade de conservacdo apresenta area de 4.469
hectares distribuidos entre os municipios de Quebrangulo e Cha Preta, em Alagoas, e
Lagoa do Ouro e Correntes, em Pernambuco. A é&rea de estudo inclui diferentes
fitofisionomias da Floresta Sazonal e Caatinga, representando enclaves de floresta imida
cercados por floresta seca, com temperatura média anual de 25 °C e precipitacdo média
anual de 1.628 mm. O clima é marcado por duas estacfes caracteristicas, uma estacao
seca que ocorre de outubro a fevereiro e uma estagcdo chuvosa de margo a setembro
(ICMBIO, 2017).

4.2. Material vegetal

Amostras de folhas de quatro individuos de ipé-amarelo [Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) Mattos] foram coletadas aleatoriamente em area antropizada da Reserva
Biologica de Pedra Talhada na estacdo chuvosa. ApoOs a coleta, o material vegetal foi
devidamente acondicionado em sacos de papel e processados no laboratério em até 48
horas. A coleta de materiais vegetais foi autorizada pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA)
/ Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio); numero de
permisséo: 63010-1, emitido em julho de 2018.
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4.2.1. Isolamento de Fungos Endofiticos a partir das Folhas

Para eliminar microrganismos epifiticos, o material botanico coletado foi desinfectado
superficialmente como descrito por SIQUEIRA et al. (2011). As amostras de folhas H.
impetiginosus foram lavadas em agua corrente, seguida por imersdo em etanol a 70% por
1 minuto, hipoclorito de sodio (2,0% a 2,5% de cloro disponivel) por 3 minutos, em etanol a
70% por 30 segundos e lavadas trés vezes com agua destilada esterilizada. A eficiéncia da
desinfeccéo foi confirmada pela inoculacdo de 1mL da ultima agua de lavagem em placas
de Petri contendo o meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA).

Apods o processamento as folhas foram fragmentadas com auxilio de uma lamina de
bisturi esterilizada, obtendo-se 45 fragmentos (1cm?) por individuo, totalizando 180
fragmentos, os quais foram inoculados em placas de Petri contendo BDA suplementado
com cloranfenicol (100 mg/L) e tetraciclina (50 mg/L) para restringir o crescimento
bacteriano. Todas as placas foram incubadas a 28 + 2 °C por até 15 dias. O crescimento
fungico foi observado diariamente e todas as colbnias foram isoladas, purificadas e
mantidas em BDA a 28 £ 2 °C para posterior identificacéo.

4.3. Identificacdo Morfolégica dos Fungos Endofiticos

A identificacdo com base das caracteristicas morfoldgicas foi realizada observando-
se caracteristicas macroscépicas das col6nias (cor, aspecto, consisténcia, presenca de
pigmento, etc.) e caracteristicas microscépicas (morfologia de estruturas somaticas e
reprodutivas). Para os fungos filamentosos foram realizados microcultivos em lamina
(Riddell, 1950) com diferentes meios de cultura (BDA, agar extrato de malte, agar Czapeck,
agar Czapeck extrato de levedura, dentre outros), a depender do género isolado, para
observacédo das caracteristicas morfoldgicas. Chaves taxondmicas foram utilizadadas e na
sequéncia as espécies foram identificadas com descricdes especificas comparativas de
acordo com a literatura especializada como exemplo: BARNETT e HUNTER, 1987;
SUTTON, 1980; SIVANESAN, 1984; HANLIN e MENEZES, 1996; SAMSON e FRISVAD,
2004; DOMSCH et al., 2007).

4.4. |dentificagdo Molecular dos Fungos Endofiticos

4.4.1. Extracao, amplificacdo de fragmentos do DNA e Sequenciamento
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Para extracdo do DNA, as culturas representativas de cada morfotipo foram
cultivadas em BDA e incubadas a 25 °C por 7 dias. O micélio de cada fungo,
separadamente, foi transferido para microtubos de 2 mL com tampa rosqueéavel, acrescidos
com 0,5 g de esferas de vidro. Em seguida, a biomassa foi triturada em alta velocidade por
agitacdo com o auxilio do aparelho FastPrep. A extracdo de DNA seguiu o protocolo
proposto pelo Kit de extracdo Wizard® SV Genomic DNA Purification System do fabricante
Promega. Parte do gene B-tubulina foi amplificada utilizando os primers Bt2a e Bt2b
(GLASS e DONALDSON, 1995).

Apés as andlises das regides B-tubulina e ITS do rDNA outros loci tais como TEF1,
RPB2 e calmodulina, foram selecionados de acordo com cada género ou grupo taxondémico
dos fungos (GROENEWALD et al., 2013). As analises de PCR foram realizadas conforme
descrito por BEZERRA et al. (2017). Os produtos amplificados foram purificados e
sequenciados na Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento e Expressdo Génica do

Centro de Biociéncias da UFPE.

4.4.2. Alinhamento das Sequéncias e Analise Filogenética

Os cromatogramas do sequenciamento foram analisados para auxiliar na edicéo
manual das sequéncias. As sequéncias obtidas foram preliminarmente comparadas com
sequéncias similares depositadas no GenBank do NBCI utilizando a ferramenta BLASTNn,
alinhadas na interface online MAFFT v.6 (KATOH e TOH, 2010) e editadas no MEGA v.7
(KUMAR et al., 2016).

A andlise de Maxima Verossimilhanca foi realizada no MEGA v. 7 (KUMAR et al.,
2016) utilizando o modelo de substituicio de nucleotideos estimado conforme o
MrModelTest v. 2.3 (NYLANDER, 2004). A andlise bayesiana (1 x 10° geracGes) foi
realizada no MrBayes no XSEDE hospedado no portal cientifico da CIPRES (MILLER et al.,
2010). As arvores obtidas foram visualisadas com TreeView v. 1.6.6 (Page, 1996).

4.5. Analises Estatisticas e Ecoldgicas

As comunidades dos fungos em cada individuo vegetal foram avaliadas em termos
guantitativos e qualitativos (frequéncia de ocorréncia, abundancia relativa) e sua
estruturacédo, analisada por meio de indices ecoldgicos (riqueza e diversidade). Foram
calculadas a taxa de colonizagéo (TC%), que é a razdo entre o numero de fragmentos com
crescimento fangico (Nf) e o nimero total de fragmentos (TC%) (FI=Nf/Nt X 100) (ARAUJO
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et al., 2002). Foi calculada também a Frequéncia Relativa (fr) de isolamento, que € a razéo
entre 0 nimero de isolados de uma espécie e o total do nimero de isolados (PHOTITA et
al., 2001). Para o calculo da diversidade foram utilizados os indices de diversidade de
Shannon-Wiener (MAGURRAN, 1988), calculado pela equagédo H' = [N In(N)-Z niln(ni)] / N
e o idice de diversidade de Simpson (BROWER e ZARR, 1984) calculado pela equacao C
= 1- [Z ni (ni-1) / N (N — 1)], onde: ni = numero de isolados da espécie i, N = numero total

de isolados de todas as espécies.

4.6. Selecdo dos Fungos Endofiticos Quanto a Producéo de L-asparaginase (ASNase)

Foram selecionados aleatoriamente 20 isolados para a etapa da producéo da enzima
L-asparaginase.

Os isolados selecionados, previamente armazenados em solucdo de glicerol 10%
foram reativados em placas de Petri contendo BDA a 28 * 2 °C, durante sete dias. Para a
producdo da enzima L-asparaginase foram seguidas as etapas pré-fermentativa e a
fermentativa como descrito por LOUREIRO et al. (2012).

Na etapa pré fermentativa foi preparado o meio Czapex Doxs modificado (CDM)
(SAXENA e SINHA, 1981), composto por glicose (2,0 g/L), L-asparagina (10,0 g/L), KH2PO4
(1,52 g/L), KCI (0,52 g/L), MgS04.7H20 (0,52 g/L), CuNO3.3H20 (0,001 g/L), ZnSO4.7H20
(0,001 g/L), FeS0O4.7H20 (0,001 g/L), pH 6,2. Na pré-fermentacdo foram utilizados 50 mL
do meio CDM contidos em frascos tipo Erlenmeyer (250 mL), onde cinco discos de 5 mm
de micélio das culturas foram inoculados e incubados a 37 °C, a 120 rpm por 96 horas.
ApGs esse periodo, as culturas foram filtradas com auxilio de bomba de véacuo, Kitassato e
funil de Blchner, utilizando papel de filtro Whatman n° 1.

Durante a etapa fermentativa todo o micélio coletado na pré-fermentacdo foi
inoculado em frascos tipo Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL do meio CDM (sem glicose)
e incubados a 37°C, a 120 rpm por 96 horas. ApGs esse periodo, as culturas foram filtradas
utilizando papel de filtro Whatman n® 1 e a biomassa obtida foi utilizada para determinar a

atividade enziméatica.

4.7. Determinacao da Atividade da Enzima L-asparaginase

A determinacgéo da atividade da enzima foi executada de acordo com LOUREIRO et
al. (2012). A solucao para determinacéo da atividade foi composta de 1,5 mL Tris-HCI (20
mM, pH 8,6), 0,2 mL solucéao de L-asparagina (100 mM), 0,2 mL solugéo de hidroxilamina
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pH 7,0 (1 M) e 0,1 g de biomassa fangica. Na biomassa de cada cultura (0,1 g) foi
adicionado o tampédo Tris-HCl e a mistura agitada em vortex. Nas amostras foram
adicionadas as solugcdes de L-asparagina e hidroxilamina. Tanto as amostras quanto as
amostras em branco (biomassa e Tris-HCI) foram incubados a 37 °C, 150 rpm, por 30
minutos. Em seguida foi adicionado a mistura, 0,5 mL de solucéo de cloreto férrico/TCA/HCI
[10% (w/v) de FeCls e acido tricloroacético a 5% (w/v) em 0,66 mol-L-1 HCI] em todas as
amostras. Aos brancos foram acrescentadas as solugcdes de asparagina e hidroxilamina.

Todas as amostras e o branco foram centrifugadas a 6.000 rpm por 15 minutos, 2
mL do sobrenadante foi retirado com o auxilio do pipetador e transferido para as cubetas
de vidro, onde as amostras foram lidas em espectrofotdémetro a 500 nm.

Cada unidade de L-asparaginase foi considerada como a quantidade de enzima que
catalisa a formagéao de 1 pymol de B-hidroxamico aspartico por minuto. As andlises foram
realizadas em triplicata e comparadas ao branco da amostra. O melhor produtor foi definido
como o fungo capaz de produzir a maior quantidade em U/g para a atividade intracelular

dentre as cepas testadas neste estudo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento e identificacdo de Fungos Endofiticos a partir das Folhas de
Handroanthus chrysotrichus
Dentre os 180 fragmentos de folhas analisados foram isolados um total de 279
espécimes de fungos endofiticos filamentosos, sendo 34 do individuo A, 106 do individuo
B, 65 do individuo C e 74 do individuo D (Tabela 4). Os 279 endofitos foram distribuidos
em 21 géneros pertencentes ao filo Ascomycota e as classes Dothideomycetes (12),

Sordariomycetes (8) e Eurotiomycetes (1).

Tabela 4. Distribuicdo de fungos endofiticos isolados de folhas de Handroanthus
chrysotrichus de area de Mata Atlantica.

Individuo Individuo Individuo Individuo

Fungos Endofiticos A B C D Total
Alternaria 0 1 0 0 1
Botryosphaeria 0 1 5 1 7
Cladosporium 1 17 1 1 20
Colletotrichum 3 9 15 13 40
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Diaporthe 14 28 19 6 67
Fusarium 3 0 0 0 3
Hypoxylon 0 1 0 0 1
Microsphaeropsis 2 0 0 2 4
Mycosphaerella 0 1 0 0 1
Nemania 0 1 0 0 1
Neofusicoccum 0 0 1 1 2
Nigrospora 0 1 0 0 1
Nothophoma 0 1 0 0 1
Ophiostoma 0 0 0 1 1
Paraconiothyrium 1 1 0 3 5
Paraphaeosphaeria 1 0 0 0 1
Penicillium 1 5 0 0 6
Phyllosticta 0 0 9 39 48
Preussia 0 2 1 1 4
Xylaria 8 35 14 6 63
Zasmidium 0 2 0 0 2
TOTAL 279

Todos os fungos endofiticos isolados neste estudo pertencem ao Filo Ascomycota e
abrigam duas das Classes (Sordariomicetes e Dothideomicetes), que segundo ARNOLD
(2007), correspondem a maioria dos fungos endofiticos isolados em folhas.

Ainda sao escassos os estudos referentes a diversidade de fungos endofiticos de
ipé-amarelo, porém pesquisas com plantas pertencentes ao mesmo género
(Handronthus/Tabebuia) tém sido relatadas. SADANANDA et al. (2011) isolaram treze
espécies de fungos endofiticos de diferentes partes de Tabebuia argentea na india. As
principais espécies isoladas foram Alternaria carthami, A. helianthi, Aspergillus flavus, A.
niger, A. nidulans, A. flaviceps, Cercospora carthami, Fusarium solani, F. oxysporum, F.
verticilloides e Hypoxylon oryzae. Em nossa pesquisa, embora tenhamos observados maior
diversidade de géneros, também dientificamos isolados pertencentes a Alternaria,
Fusarium e Hypoxylon corroborando com os resultados de SADANANDA et al. (2011).

GOVINDAPPA et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante e triagem fitoquimica
de extratos de fungos endéfitos isolados de folhas, galhos, cascas e raizes de Tabebuia
argentea na india. No estodo os pesquisadores isolaram um total de sete espécies distintas
de fungos endofiticos de 150 fragmentos de tecidos vegetais. Entre os isolados estéo:
Alternaria sp, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium sp., Rhizopus sp., Fusarium

sp. e Trichoderma sp.
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SOUZA et al. (2018) isolaram 122 fungos endofiticos de folhas de Handroanthus
impetiginosus (ipé-roxo) no Brasil e testaram os isolados quanto a producdo de lipase
extracelular. Preussia africana destacou-se entre o0s isolados.

A diferenca entre as comunidades de fungos endofiticos em ambientes diferentes
pode estar relacionada a diversos fatores ambientais, como a heterogeneidade entre os
microhabitats, as relacdes ecoldgicas entre as comunidades de fungos e na planta
hospedeira, as varia¢des climaticas e tipo de tecido da planta hospedeira (KOIDE et al.,
2017; NASCIMENTO et al., 2015;). Esses fatores afetam a frequéncia e composi¢ao das
espécies de fungos endofiticos nos vegetais, visto que o habitat da planta hospedeira, que
por ser um ambiente dinamico, estd sujeito as intempéries e estreses abidticos
(VUJANOVIC e BRISSON, 2002).

Em geral os tecidos provenientes das folhas apresentam alto grau de colonizacao se
comparado com os demais tecidos vegetais, além disso plantas de uma mesma familia
podem abrigar comunidades de enddfitos mais similares, se comparadas com plantas de
outras familias (JIANQIU et al., 2008; OSES et al., 2006).

O bioma Mata Atlantica é caracterizado como uma floresta ombrofila densa e a
menor exposicao a radiacao solar pode interferir diretamente no numero de fungos isolados.
A diferenca de intensidade e exposi¢ao solar é um fator determinante para a populacdo de
fungos enddfiticos, pois estes microrganismos sdo muitas vezes sensiveis a intensa
radiacdo solar (PETRINI, 1991). A elevada umidade das florestas imidas como é o caso
da Mata Atlantica, também pode atuar como fator positivo na sobrevivéncia dos fungos
endofiticos, se comparados com ambientes de maior incidéncia de radiacdo solar sobre as
folhas e outros 6rgaos vegetais (PIMENTEL et al., 2006).

No presente estudo, todos os 279 fungos endofiticos isolados das folhas de H.
chrysotrichus foram agrupados de acordo com a morfologia e as culturas representativas
de cada morfotipo tiveram o DNA extraido e fragmentos de genes/ regides de interesse
foram amplificados. As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias similares
depositas no GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn.

Foram contabilizados 21 géneros (Figura 7), dos quais Diaporthe foi o mais
prevalente (24%), seguido por Xylaria (22,6%), Phyllosticta (17,2%), Colletotrichum
(14,3%), Cladosporium (7,2%), Botryosphaeria (2,5%), Penicilium (2,2%),
Paraconiothyrium (1,4%), Microsphaeropsis (1,4%), Preussia (1,4%), Fusarium (1,1%),
Zasmidium (0,7%), Neofusicoccum (0,7%), Paraphaeosphaeria (0,4%), Nothophoma
(0,4%), Hypoxylon (0,4%), Nigrospora (0,4%), Nemania (0,4%), Mycosphaerella (0,4%),
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Alternaria (0,4%) e Ophiostoma (0,4%). Diaporthe passifloricola foi a espécie mais
frequente isolada no estudo.

Estudos relacionados a quantidade de fungos endofiticos de H. chrysotrichus ainda
sdo0 escassos, entretanto trabalhos com representantes de Bignoniaceae apresentam
dados relevantes sobre a comunidade de fungos endofiticos nesta familia. MAHESWARI e
RAJAGOPAL (2013) analisaram 732 fungos endofiticos isolados de cascas e folhas de
Kigelia pinnata (Bignoniaceae). Foram identificados 21 géneros, entre eles Colletotrichum,
Diaporthe, Alternaria, Fusarium, Nigrospora e Penicillium.

DAS e NARZARY (2017) estudando comunidades de fungos endofiticos de folhas,
caule, sementes, casca e raizes de Oroxylum indicum (Bignoniaceae), isolaram 76
espécimes representando 11 géneros. Colletotrichum foi 0 género mais representativo com
36% dos isolados. Entre os géneros identificados estavam Botryosphaeria, Diaporthe,

Fusarium e Penicillium.

Figura 7. Percentual de fungos endofiticos isolados de folhas de Handroanthus

chrysotrichus de area de Mata Atlantica.
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Cladosporium, Alternaria e Nigrospora ja foram registrados como fungos endofiticos
mais frequentes em raizes de arvores nativas da Mata Atlantica brasileira (BONFIM et al.,
2016). Cladosporium, Colletotrichum, Diaporthe, Phyllosticta e Xylaria e sdo considerados
fungos generalistas, com alta taxa de crescimento em meios de cultutra ndo seletivos e séo
encontrados frequentemente em diferentes hospedeiros de plantas tropicais (ARNOLD e
LUTZONI, 2007; HUANG et al., 2008; HYDE E SOYTONG, 2008; MURALI et al., 2007,
SURYANARAYANAN et al., 2011). Comunidades de fungo endofiticos sdo compostas, por
poucas espécies dominantes, que na maioria das vezes sdo generalistas, sendo
encontradas em diferentes plantas hospedeiras ndo relacionadas taxonomicamente e o
sucesso destes fungos em ocupar o interior de tecidos vegetais pode ser reflexo deste
caracter generalista (SURYANARAYANAN et al., 2003).

Aparentemente Diaporthe parece ter uma intima relagcdo ecoldgica com H.
chrysotrichus, pois apresentou a maior frequéncia em trés das quatro plantas estudadas,
fazendo-se presente em todas elas. O género Diaporthe é frequentemente registrado como
fungo endofitico de diversas plantas hospedeiras (MURALI et al., 2007; THOMPSON et al.,
2015; HUANG et al., 2015). As espécies de Diaporthe sdo comumente isoladas como
patdgenos vegetais, endofitos ou saprébios, encontrados em uma grande variedade de
hospedeiros (GOMES et al., 2013, GAO et al., 2014, PADUA et al., 2018).

Cerca de 200 espécies de Diaporthe foram descritas a partir de varios hospedeiros
de plantas em todo o0 mundo e a classificacdo das espécies € suportada com dados
moleculares (GOMES et al. 2013), porém a taxonomia do género depende amplamente de
filogenias moleculares (UDAYANGA et al., 2012, GOMES et al.,, 2013), pois poucos
caracteres morfologicos podem ser usados na delimitacdo de espécies (GAO et al., 2017).

Frequentemente fungos endofiticos pertencentes ao género Diaporthe sao utilizados
como potenciais produtores de substancias bioativas (SPECIAN et al., 2012; PADUA et al.,
2018) e como agentes de biocontrole (RUBINI et al., 2005).

Phyllosticta foi o género predominante no individuo D (39 isolados), enquanto
Diaporthe apresentou seu menor numero de isolados para esse individuo (6), o que pode
ser explicado pela aparente ralagdo antagonica entre membros de Phyllosticta e Diaporthe.
Estudos apontam a existéncia de um efeito sinérgico entre os metabolitos produzidos por
Diaporthe no controle de espécies fitopatogénicas de Phyllosticta, inibindo a germinacao de
seus esporos (GOMES, 2012; TONIAL et al., 2017), uma vez que Diaporthe apresenta



CAVALCANTI, Anthony — DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS DO IPE-AMARELO [Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) Mattos] DA MATA ATLANTICA DO NORDESTE BRASILEIRO E PRODUGAO DE L-ASPARAGINASE
55

baixa taxa de colonizacdo no tecido vegetal em questdo, a populacao de Phyllosticta pode
aumentar, inibindo o crescimento de outras espécies.

O género Nothophoma, isolado apenas uma vez no presente estudo, foi relatado
como enddfito da planta medicinal Rhazya stricta ha Arabia Saudita (ABDEL-WAHAB et al.,
2017). Outros géneros apresentados neste estudo como Hypoxylon, Nemania,
Neofusicoccum, Nigrospora, Mycosphaerella, Phaeosphaeria e Zasmidium possuem
registros como fungos endofiticos de espécies vegetais variadas (MEDINA et al., 2019; LI
et al., 2018; PADUA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018; ZHANG & YAO, 2015;
THIRUNAVUKKARASU et al., 2011; TOMSHECK et al., 2010).

5.2. Analises Filogenéticas

Para confirmar os resultados obtidos nas pesquisas BLASTn, foram construidas
arvores filogenéticas baseadas em analise de Maxima Verossimilhanca e Bayesiana obtida
de sequéncias de B-tubulina. As analises mostraram a presenca de endofitos pertencentes
a nove ordens em Ascomycota (Botryosphaeriales, Capnodiales, Diaporthales, Eurotiales,

Glomerellales, Hypocreales, Ophiostomatales, Pleosporales e Xylariales) (Figura 8).
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Figura 8. Arvore de maxima verossimilhanca (ML) obtida de sequéncias de B-tubulina dos
principais géneros de fungos endofiticos isolados dos foliolos da planta H. chrysotrichus de

area de Mata Atlantica. Os valores de suporte do ML bootstrap foram acima de 50%.
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Para a construgcao da arvore foram utilizadas sequencias de B-tubulina de isolados
representantes de 15 dentre os 21 géneros identificados. N&o foi possivel amplificar parte
do gene p-tubulina de Alternaria, Botryosphaeria, Mycosphaerella, Nothophoma,
Paraconiothyrium e Phyllosticta, sendo identificados por analises das regides ITS do rDNA.

Quatro isolados foram inicialmente identificados por caracteres morfolégicos como
pertencentes ao género Fusarium. O uso de sequéncias dos genes TEF1 e RPB2 para

realizar pesquisas BLASTn no banco de dados GenBank do NCBI, indicou que a maior
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identidade com sequéncias do complexo de espécies F. fujikuroi (FFSC) e do complexo de
espécies F. lateritium (FLSC).

As topologias das arvores ndo diferiram entre as andlises de Maxima
Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana. Arvores de Inferéncia Bayesiana foram usadas
para representar resultados, com os valores de BPP e ML-BS mostrados proximos aos nos
das arvores (Figuras 9 e 10).

As andlises filogenéticas moleculares de trés loci (RPB2, TEF1 e TUB2) apoiaram
fortemente que dois dos isolados como um taxon irméo de F. pseudocircinatum e membro
do subclado africano do FFSC (Figura 9). Os outros dois isolados pertencentes ao FLSC
formaram uma linhagem genealdgica exclusiva em um unico clado bem suportado (Figura
10).
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Figura 9. Arvore filogenética bayesiana realizada utilizando sequéncias de RPB2, TEF1 e

TUB2 de membros representativos membro do subclado africano do FFSC.
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Figura 10. Arvore filogenética bayesiana realizada utilizando sequéncias de RPB2, TEF1 e
TUB2 de membros representativos membro do FLSC.
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Fusarium sp. 1 (Figura 11) apresenta conidios aéreos curtos, ovais a elipticos,
raramente clavados e fusiformes com célula apical embotada ou papilada e célula basal em
forma de gancho, septados, microconidios agregados em cadeias e formando cabecas
falsas observados. Conidios esporodoquiais obovéides a elipticos e fusiformes a falcados

com ceélula apical em forma de gancho ou papilada, septados ou asseptados.
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Figura 11. Fusarium sp. 2 a e b Colénia em BDA ap0s 7 dias. c—h Células conidiogénicas

e conidios. Escalas em barra: c—m =10 ym.

Fusarium sp. 2 (Figura 12) apresenta colbnias com crescimento micelial lento.
Conidios aéreos septados, célula apical longa, reta a falcar, sem corte, em formato de
gancho ou papilada e entalhada na célula basal em forma de pé, produzido em células
monofialidicas conidiogénicas. Esporodéquio laranja palido a laranja, conidios
esporodoquiais sao falcados, septados, células apicais em formato de gancho ou papilada
e células basais em forma de pé.
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Figura 12. Fusarium sp. 2 a e b Col6nia em BDA apés 7 dias. ¢ Detalhe do esporodoquio.
d—g Células conidiogénicas e conidios. Escalas em barra: c—m =10 ym.

Explorando o padrdo da diversidade endofitica presente em H. chrysotrichus foram
realizadas analises filogenéticas utilizando sequéncias de TUB2 de isolados do género
Diaporthe e foram construidas arvores de Maxima Verossimilhanca. As analises
filogenéticas moleculares apoiam fortemente que os isolados do género Diaporthe
analisados compdem vinte provaveis novas espécies (Figura 13).
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Figura 13. Arvore de filogenética de Méaxima Verossimilhanca realizada utilizando
sequéncias de TUB2 de membros representativos membro de Diaporthe. Diaporthella

corylina (CBS 121124) foi utilizado como grupo externo. Os valores de suporte do ML

bootstrap foram acima de 50%.
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Diéponhe inconspicua CBS 133813
100 Diaporthe pseudoinconspicua URM 7873
Diaporthe pterocarpi MFLUCC 10.0571

841 B16 Diaporthe sp. nov 4
M 100[ L B15 Diaporthe sp. nov 4
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Diaporthe foeniculacea CBS 123208
Diaporthe ravennica MFLUCC 15.0479
Diaporthe rhusicola CBS 129528
Diaporthe cytosporella FAU 461
Diaporthe saccarata CBS 116311
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Diaporthe nitschkei CBS 138596
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[ ——Diaporthe pullas CBS 338.89
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Diaporthe maritima NB 464.3A
Diaporthe celastrina CBS 139.27
Diaporthe bicincta CBS 121004
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Diaporthella corylina CBS 121124
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5.3. Analises Ecoldgicas

A taxa de colonizacao total dos fragmentos foliares de H. chrysotrichus por fungos
endofiticos foi de 89,4%. Os fragmentos dos individuos B e D foram 100% colonizados,
enquanto os fragmentos foliares dos individuos A e C apresentaram taxas de colonizacao
de 62% e 96% respectivamente.

O presente estudo apresentou taxa de colonizagdo superior a de outros trabalhos,
RAKOTONIRIANA et al. (2008) relataram uma taxa de colonizagédo de 78% por fungos
endofiticos em folhas de Centella asiatica coletadas na regido leste de Madagascar. Em
outro estudo, BEZERRA et al. (2015) relataram uma taxa de colonizacdo de 52,7% em
fragmentos de folhas, sépalas, hastes e sementes da planta medicinal Bauhinia forficata.

Estudos de RANA et al. (2017) apresentaram uma taxa de colonizag&o endofitica de
17,2% em tecidos da planta Rhododendron campanulatum, coletadas em diferentes
altitudes no Nepal. Na pesquisa de PADUA et al. (2018) com fungos endofiticos em folhas
de Myracrodruon urundeuva coletadas em brejo de altitude e Caatinga, os pesquisadores
relataram taxa de colonizacdo de 39,58% para brejo de altitude e 10,41% para Caatinga.
Ambas as areas apresentaram taxa de colonizacdo total de 25%. Em 2012,
SUWANNARACH e colaboradores isolaram 2.774 enddfitos de 2.250 amostras de folhas e
caules de Cinnamomum bejolghota (Lauraceae) na Tailandia. Os pesquisadores obtiveram
uma taxa de colonizacdo média de 97,9%.

Diversos fatores podem influenciar a taxa de colonizacdo por fungos endofiticos,
como a composicdo dos meios de culturas utilizados (QI et al., 2012), o tamanho do
fragmento utilizado para o isolamento (GAMBOA et al., 2002) e o tipo de tecido vegetal
estudado (FISHER et al., 1994).

Diaporthe foi o género dominante em folhas de H. chrysotrichus de area de Mata
Atlantica, apresentando a maior frequéncia relativa (fr) de 24,01%, sendo o género
dominante em dois dos quatro individuos analisados. Xylaria (fr: 22,94%) foi o segundo
género mais frequente, sendo dominante no individuo B. Diaporthe, Xylaria, Colletotrichum
e Cladosporium foram isolados de todos os individuos, enquanto Paraphaeosphaeria,
Nothophoma, Hypoxylon, Nigrospora, Nemania, Mycosphaerella, Alternaria e Ophiostoma
foram isolados uma Unica vez, portanto considerados taxons raros para na espécie vegetal

em estudo (Tabela 5).
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Tabela 5. Frequéncia absoluta e relativa de fungos endofiticos isolados de folhas de

Handroanthus chrysotrichus de area de Mata Atlantica.

- Frequéncia Frequéncia

Fungos Endofiticos Absoluta () Relativa ()
Alternaria sp. 1 0,36
Botryosphaeria sp. 7 2,51
Cladosporium spp. 20 7,17
Colletotrichum spp. 40 14,34
Diaporthe spp. 67 24,01
Fusarium spp. 3 1,08
Hypoxylon sp. 1 0,36
Microsphaeropsis sp. 4 1,43
Mycosphaerella sp. 1 0,36
Nemania sp. 1 0,36
Neofusicoccum sp. 2 0,72
Nigrospora sp. 1 0,36
Nothophoma sp. 1 0,36
Ophiostoma sp. 1 0,36
Paraconiothyrium sp. 4 1,43
Paraphaeosphaeria sp. 1 0,36
Penicillium spp. 6 2,15
Phyllosticta spp. 48 17,20
Preussia sp. 4 1,43
Xylaria sp. 64 22,94
Zasmidium sp. 2 0,72

A riqueza e a diversidade dos fungos endofiticos de H. chrysotrichus, com base no
indice de Shannon, foram maiores para o individuo B (tabela 6), mas ndo ha diferenca
significativa de diversidade entre os membros de H. chrysotrichus de Mata Atlantica, o que
pode indicar o elevado grau de especificidade das espécies de fungos endofiticos
associadas a esta espécie hospedeira (Figura 14).

Considerando o indice de Simpson, o individuo D apresenta uma maior diversidade
se comparado aos demais, isso pode ter ocorrido devido o fato do indice de Simpon calcular
a dominandia de determinadas espécies, sendo sensivel a espécies raras. O individuo B
apresenta uma maior riqueza e diversidade de fungos endofiticos, além de apresentar uma

alta taxa de espécies raras.
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Tabela 6. Riqueza e diversidade de fungos endofiticos isolados de folhas de Handroanthus

chrysotrichus de area de Mata Atlantica.

Individuos de H. : Indice de indice de
. Riqueza Shannon-Wiener .
chrysotrichus (H) Simpsom (D)
Individuo A 9 1,715763 0,7525952
Individuo B 15 1,866285 0,7846209
Individuo C 8 1,692324 0,7891124
Individuo D 11 1,580457 0,6812444

Figura 14. Perfis de diversidade dos fungos endofiticos de Handroanthus

chrysotrichus.
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5.4. Producao da enzima L-Asparaginase.

Dos 20 fungos endofiticos selecionados para producéo de L-asparaginase apenas
13 isolados produziram biomassa suficiente para o teste de producdo da enzima L
asparaginase. Os isolados Al12 (Fusarium sp.), A21 (Paraphaeosphaeria sp.), B17
(Penicillium skrjabinii), B53 (Zasmidium sp.), C10 (Diaporthe sp.), C50 (Preussia minima) e

D42 (Microsphaeropsis sp.) ndo produziram a quantidade de biomassa minima exigida para
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o teste, desta forma nao foi possivel avaliar a atividade enzimética de L asparaginase
destes isolados.

Dos 13 isolados testados, 9 apresentaram atividade enzimatica. Os melhores
produtores de L-asparaginase foram Cladosporium perangustum com 0,93 U/g de atividade
enzimatica, seguido por Neofusicoccum kwambonambiense (0,76 U/g), Diaporthe sp. (0,73
U/g) e Botryosphaeria sp. (0,70 U/g) (Tabela 7).

Tabela 7. Atividade de L-asparaginase obtida por fungos endofiticos isolados de
Handroanthus chrysotrichus em Area de Mata Atlantica.

» Codigo do Atividade
Fungo Endofitico Enzimatica
Isolado

(Ulg)
Botryosphaeria sp. B9B 0,70
Cladosporium perangustum B59B 0,93
Cladosporium sp. B68 0,58
Colletotrichum siamense B41 0,60
Colletotrichum sp. C31 0,00
Diaporthe sp. Al 0,73
Diaporthe sp. D62 0,58
Diaporthe sp. A6 0,00
Fusarium sp. A20 0,59
Neofusicoccum kwambonambiense C51 0,76
Paraconiothyrium sp. D54B 0,00
Penicillium citrinum B101 0,61
Phyllosticta sp. D1 0,00

Os resultados dessa pesquisa quanto a producdo de L-asparaginase mostram-se
promissores, pois aproximadamente 70% dos isolados que passaram para a etapa de
fermentacdo conseguiram sinstetizar a enzima. Os resultados obtidos no presente trabalho
foram satisfatorios, uma vez que a quantidade de enzima produzida se mostrou superior a
de outros estudos.

No trabalho sobre asparaginase, publicado por SILVA et al. (2018) espécies
endofiticas de Penicillium e Talaromyces foram isoladas de Tillandsia catimbauensis e
testadas quanto a capacidade de producdo da enzima L-asparaginase. Vinte isolados
endofiticos foram selecionados para a producdo de L-asparaginase e destes, 50%
apresentaram potencial para producdo da enzima, destacando-se Talaromyces cf.

cecidicola e Penicillium sp. e a producgéo de L-asparaginase variou entre 0,58 e 1,02 U/g.
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PADUA et al. (2018) verificaram recentemente que fungos endofiticos isolados da
planta medicinal aroeira (Myracrodruon urundeuva) apresentaram potencial para a
producdo de L-asparaginase em meio liquido. No estudo, os fungos Diaporthe spp.,
Talaromyces sp. e Sarocladium terricola se destacaram por apresentarem uma maior
producédo da enzima (2,41 U/g, 1,91 U/g e 1,37 U/g respectivamente).

Estudos realizados na india evidenciaram que fungos dos géneros Acremonium,
Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Curvularia, Cladosporium, Corynespora, Cylindrocladium,
Fusarium, Lasiodiplodia, Pestalotiopsis e Sordaria isolados como endofiticos de plantas,
também produziam L-asparaginase (NAGARAJAN et al., 2014), porém representantes do
género Alternaria apresentaram maior atividade enzimatica 1,17 U/mg™.

No artigo de MOHARRAM et al., 2016 os fungos endofiticos da planta medicinal
Withania somnifera foram caracterizados e testados quanto a sua capacidade de produzir
L-asparaginase. Os resultados mostraram que Pleospora allii foi o endofito de maior
atividade (1,98 U/mL), seguido por Alternaria alternata (1,22 U/mL) e Chaetomium
globosum (1,12 U/mL).

No presente estudo nédo foi realizada a otimizacdo do processo fermentativo para
producdo da enzima asparaginase, estima-se que apds o processo de otimizacao as cepas
testadas possam apresentar um aumento na taxa de sintese enzimatica. Diversos fatores
devem ser avaliados para a producdo maxima da L-asparaginase pelo processo de
fermentacdo, TIPPANI e SIVADEVUNI (2012) verificaram em sua pesquisa as principais
exigéncias nutricionais de Fusarium moniliforme, F. oxysporum e F. semitectum, para
maxima producdo enzimatica. A maior quantidade de L-asparaginase obtida por F.
semitectum, F. moniliforme e F. oxysporum foi sintetizada utilizando-se a glicose como
principal fonte de carbono, enquanto a prolina demosntrou ser a principal fonte de nitrogénio
requerida.

E o primeiro registro de producdo da enzima L-asparaginase por Cladosporium
perangustum (0,93 U/g), Neofusicoccum kwambonambiense (0,76 U/g) e Botryosphaeria
sp. (0,70 U/g), o que ressalta a importancia de trabalhos na busca por novas espécies

produtoras da enzima.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa permitem concluir que:

Folhas de Handroanthus chrysotrichus do bioma Mata Atlantica apresentam alta
riqueza de fungos endofiticos.

O género Diaporthe é o enddfito dominante nas folhas de Handroanthus
chrysotrichus no bioma Mata Atlantica.

Ha um padrao de similaridade da comunidade endofitica presente em os individuos
de Handroanthus chrysotrichus em area de Mata Atlantica.

Existe alto nivel de especificidade entre os fungos endofiticos e Handroanthus
chrysotrichus.

A diversidade de enddfitos das folhas de Handroanthus chrysotrichus no bioma Mata
Atlantica contribui para descobertas de novas espécies para a Ciéncia.

Os fungos endofiticos de folhas de H. chrysotrichus no bioma Mata Atlantica
apresentam potencial para a producédo de L-asparaginase, especialmente os isolados B59B
(Cladosporium perangustum), C51 (Neofusicoccum kwambonambiense), Al (Diaporthe
sp.) e B9B (Botryosphaeria sp.).

Estudos futuros visando a otimizagdo do processo fermentativo, poderao elevar a

capacidade de producdo enzimatica por esses isolados.
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