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RESUMO

No presente estudo é relatado pioneiramente o isolamento e a identificacdo de fungos endofiticos associados as
folhas da planta medicinal Kalanchoe pinnata. Coletas do material vegetal foram realizadas na Floresta Nacional
do Tapajos, no estado do Pard, em periodo chuvoso e de estiagem. Apos desinfeccdo da superficie, fragmentos
(0,25 mm?) das folhas foram inoculados em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) contendo cloranfenicol
(0,1 pg/mL™). Foram obtidos 86 isolados, que puderam ser agrupados em 33 tipos morfoldgicos (morfotipos). Por
meio de taxonomia classica, foi possivel identificar 73,3% dos morfotipos obtidos: Aspergillus (26,7%),
Chrysosporium (12,8%), Fusarium (11,6%), Acremonium (10,5%), Aurecobasidium (7,0%), Cladosporium (3,5%) e
Penicillium (1,2%). Esses grupos taxonémicos de fungos sdo os representantes mais frequentes da comunidade
endofitica de K. pinnata. Observou-se maior riqueza e diversidade de fungos em periodo chuvoso em relagdo ao
periodo de estiagem. Além de contribuir para o conhecimento e preservacdo da biodiversidade de fungos da
Amaz6nia, 0s espécimes obtidos neste estudo representam uma valiosa oportunidade para futura prospeccéo de
fungos com atividades bioldgicas de interesse biotecnolégico.

Palavras-chave: Interagdo fungo-planta; Micro-organismos endofiticos; Simbiose.

ABSTRACT

The present study is the first report on the isolation and identification of endophytic fungi associated with the
leaves from medicinal plant Kalanchoe pinnata. For this, plant material was collected in the Floresta Nacional do
Tapajos, in the state of Pard, in the rainy season and in the dry season. After disinfection of the surface, fragments
(0.25 mm2) of the leaves were inoculated in Potato Dextrose Agar (PDA) culture medium containing
chloramphenicol (0.1 «g.mL-1). A total of 86 different isolates were obtained and grouped into 33 morphological
types (morphotypes). By means of classical taxonomy, it was possible to identify 73.3% of the morphotypes
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obtained: Acremonium (10.5%), Aureobasidium (7.0%), Aspergillus (26.7%), Chrysosporium (12.8%),
Cladosporium (3.5%), Fusarium (11.6%) and Penicillium (1.2%). These fungal taxonomic groups are the most
frequent representatives of the endophytic community of K. pinnata. It was observed a greater richness and
diversity of fungi in rainy season in relation to the dry season. In addition to contributing to the knowledge and
preservation of biodiversity of Amazonian fungi, the specimens obtained in this study represent a valuable
opportunity for future prospecting of fungi with biological activities of biotechnological interest.

Keywords: Fungus-plant interaction; Endophytic micro-organisms; Symbiosis.

RESUMEN

El presente estudio relata pioneramente el aislamiento e identificacion de hongos endofiticos asociados a las hojas
de la planta medicinal Kalanchoe pinnata. Las colectas de material vegetal se realizaron en el Bosque Nacional
del Tapajos, en el estado de Para, en periodo lluvioso y de sequia. Después de la desinfeccion de la superficie,
fragmentos (0,25 mm2) de las hojas fueron inoculados en medio de cultivo Patata Dextrosa Agar (BDA)
conteniendo cloranfenicol (0,1 ug / mi-1). Se obtuvieron 86 aislados, que pudieron agruparse en 33 tipos
morfologicos (morfotipos). En la mayoria de los casos, se observo un aumento de la mortalidad por rotavirus en
los ultimos afios, (7,0%), Cladosporium (3,5%) y Penicillium (1,2%). Estos grupos taxonémicos de hongos son los
representantes mas frecuentes de la comunidad endofitica de K. pinnata. Se observo mayor riqueza y diversidad de
hongos en periodo lluvioso en relacién al periodo de sequia. Ademas de contribuir al conocimiento y preservacion
de la biodiversidad de los hongos de la Amazonia, los especimenes obtenidos en este estudio representan una
valiosa oportunidad para la futura prospeccién de hongos con actividades biolégicas de interés biotecnoldgico.

Descriptores: Interaccion fungo-planta; Microorganismos endofiticos; Simbiosis.

INTRODUCAO

Fungos endofiticos sdo aqueles que vivem no
interior de plantas, habitando, de modo geral, em
partes aéreas como caules e folhas, sem causar,
aparentemente, qualquer dano aos seus hospedeiros
(AZEVEDO, 1999). Por esses motivos, se diferem
dos fungos fitopatogénicos, que causam doengas em
plantas, e dos fungos epifiticos, que habitam as
superficies externas das plantas (SOUZA et al.,
2004). Em contrapartida ao habitat ofertado por seus
hospedeiros, os fungos endofiticos conferem protecao
as plantas contra patdégenos (GAO et al., 2010) e
também contra herbivoros (GANGE et al., 2012).
Além

antimicrobianos, fatores de crescimento e muitas

disso, podem produzir toxinas,
outras classes de substancias relacionadas & interacao
com seus hospedeiros e que podem possuir aplicacdo
biotecnoldgica (KAUL et al., 2012;
SURYANARAYANAN et al., 2012; KHAN et al.,
2015).

Uma vasta gama de hospedeiros ja foi

investigada com vistas a prospeccdo de fungos

endofiticos, o que inclui culturas alimentares
(GONZAGA et al., 2014; FERNANDES et al.,
2015), plantas toxicas (SOUZA et al., 2004; CAFEU
et al., 2005) e plantas medicinais (SIQUEIRA et al.,
2011; BEZERRA et al., 2015). No que compete
especificamente as plantas medicinais, a existéncia de
fungos endofiticos tem sido constatada em indmeras
espécies e, tém sido indicadas complexas relacbes de
sintese, acimulo e degradacdo de metabdlitos
secundarios de interesse econdmico (PEIXOTO-
NETO et al., 2004; CUI et al., 2011). Diante disso,
pesquisas relacionadas a fungos endofiticos
associados a plantas medicinais podem prover uma
estratégia consistente para investigacdes relacionadas
a diversidade e as aplicagdes biotecnoldgicas desses
micro-organismos, sobretudo em ambientes ainda
pouco explorados, como as florestas tropicais.

A Floresta Amazonica é a maior floresta
tropical do mundo e, sem divida, 0 ecossistema
terrestre mais rico em diversidade de espécies
vegetais e animais do planeta, cuja maioria ainda ndo

é conhecida (MOREIRA, 2009). Diante disso, torna-
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se evidenciada a importancia de se promoverem
estudos que visem contribuir para o conhecimento e
prospeccdo de fungos endofiticos associados a
espécies vegetais medicinais que ocorrem nesse
ecossistema. Nessa perspectiva, focou-se, no presente
estudo, na planta medicinal Kalanchoe pinnata,
pertencente a familia boténica Crassulaceae, que é
uma espécie vegetal também conhecida popularmente
como corama, folha da fortuna, folha da costa, folha
grossa, folha santa, erva da costa e escama de
pirarucu, sendo originaria da Africa, India e ilhas do
Oceano indico (YADAV & DIXIT 2003), com
ocorréncia também na Floresta Amazonica brasileira
e muito utilizada tradicionalmente como planta
medicinal por populagBes ribeirinhas. Assim, 0s
objetivos do presente estudo foram isolar e identificar
fungos endofiticos associados as folhas da K. pinnata,
da Floresta Amazonica brasileira.
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MATERIAL E METODOS

Origem e identificacdo do material vegetal

As coletas foram realizadas nas proximidades
da Comunidade Piquiatuba, localizada na Floresta
Nacional (FLONA) do Tapajoés (2° 59° 33.2”S; 55°
05° 43.0”"W), com a devida anuéncia do Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio) por meio do Sistema de Autorizacdo e
Informacao em Biodiversidade (SISBIO)
(autorizacdo n.° 48924-1).

A FLONA do Tapajéos é uma importante
unidade de conservagdo da natureza criada pelo
Decreto n° 73.684, de 19 de fevereiro de 1974. Esta
localizada na Amazonia brasileira, as margens do rio
Tapajos, abrangendo os municipios de Belterra,
Aveiro, Ruropolis e Placas, na regido oeste do estado
do Par4, com acesso pela BR-163 partindo do

municipio de Santarém e pelo rio Tapajos (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica da area de estudo.

O material vegetal de K. pinnata foi

identificado a partir de suas folhas com o auxilio de

comunitarios residentes na FLONA do Tapajos. Essa

identificacdo foi confirmada por especialistas em
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botanica da Universidade Federal do Oeste do Para
(UFOPA). O material fértil foi depositado no
Herbéario da UFOPA (HSTM), com o nimero HSTM
0009327.

Coleta da espécie vegetal estudada

As coletas das folhas de K. pinnata foram
realizadas no periodo de estiagem (julho de 2015) e
no chuvoso (maio de 2016). O local de coleta
apresentava-se sombreado, 0 que aparentemente

favorecia o crescimento de um grande nimero de

espécimes de K. pinnata, com estagios variados de
crescimento entre elas. Folhas com aparéncia
saudavel e sem sintomas de doenca, deficiéncia
nutricional ou deformacéo, foram destacadas a partir
de diferentes individuos com ocorréncia natural
(Figura 2).

Selecionou-se folhas do terco mediano dos
individuos, evitando-se, assim, as que estivessem
muito préximas ao solo e as que estivessem na parte
superior da planta. Além disso, folhas com aparéncia

muito jovem ou muito velha ndo foram selecionadas.

Figura 1. Planta medicinal K. pinnata em ocorréncia natural na Floresta Nacional do Tapajds.

Apds sua coleta, as folhas foram armazenadas
em sacos de plastico e acondicionadas em caixas
imediatamente

isotérmicas contendo gelo e

encaminhadas  ao Laboratério  de Ensino
Multidisciplinar em Biologia Aplicada (LABIO) da
UFOPA  para

subsequentes.

condugcdo dos procedimentos

Isolamento, purificagdo e conservacdo de fungos
endofiticos

As folhas coletadas tiveram a superficie
desinfectada, conforme descrito por GONZAGA et
al. (2014), com modificagdes. O material vegetal foi
lavado com 4&gua corrente e em seguida, sob

condigdes assépticas, as folhas foram lavadas com

agua destilada esterilizada. Em seguida foram
sequencialmente submersas em etanol a 70 % com
tween (2 gotas de tween para cada 100 mL de etanol)
por 1 minuto, em hipoclorito de sddio contendo (2-
2,5 % de cloro ativo) por 3 minutos, em etanol a 70
% com tween por 30 segundos e, por ultimo, foram
lavadas com  agua  destilada  esterilizada
abundantemente. Esse procedimento foi realizado
com 40 folhas de K. pinnata.

Apobs a desinfeccdo superficial, com auxilio
de bisturi esterilizado, foram obtidos fragmentos com
aproximadamente 0,25 mm? a partir de 37 das folhas.
Esses fragmentos foram inoculados na superficie de
placas de Petri, de 90 mm de didmetro, contendo

meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) (extrato
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de batata: 4,0g; dextrose: 20,0g; é&gar: 15,0Q)
suplementado com cloranfenicol a 0,1 pg/mL-1, para
evitar crescimento bacteriano. Foram realizados dois
controles de desinfeccdo da superficie foliar, sendo
gue o primeiro consistiu em imprinting de duas folhas
desinfectadas na superficie de placas de Petri
contendo o meio de cultura supramencionado, e 0
segundo, na inoculacdo de 100 pL da agua da ultima
lavagem de umas das folhas na superficie de uma
placa de Petri contendo 0 mesmo meio de cultura. As
placas foram incubadas a 25 + 2°C e monitoradas por
até 12 dias para 0 acompanhamento e repicagem dos
fungos a medida que estes foram crescendo na
superficie do meio de cultura.

A purificagéo dos fungos ocorreu por meio de
repiques sucessivos em BDA, até que se obtivessem
os fungos devidamente isolados e separados, sendo
um por placa. Uma vez purificados, os isolados foram
preservados pelo método Castellani (CASTELLANI,
1939) e sob refrigeracéo a 4°C.

Caracterizacdo morfologica e identificacao

Os isolados purificados foram caracterizados
morfologicamente por meio da verificagdo de
caracteres macroscopicos (coloragdo do micélio no
verso e reverso do meio, a forma da borda da col6nia,
a presenca de esporos e o efeito do fungo no meio de
cultura) como microscépicos visualizados por meio
da técnica de microcultivo (RIDDELL, 1950), que se
fundamenta no cultivo do fungo em pequenos
pedacos de meio de cultura, entre lamina e laminula,
onde o crescimento do fungo se expande e fixa na
porcao inferior da laminula, que quando retirada com
cuidado mantém intactas as estruturas importantes
para a taxonomia, possibilitando sua visualizacéo.

Por meio da comparagdo entre as

caracteristicas morfolégicas com a literatura
micoldgica taxondmica disponivel (BARNETT &

HUNTER 1972; LARONE, 1993; MENEZES &

OLIVEIRA, 1993), realizou-se a identificacdo dos

fungos ao menor nivel taxondmico possivel.

Andlises estatisticas e indices de diversidade

Foram realizadas analises estatisticas de
frequéncia de ocorréncia utilizando o programa Excel
versdo 2013 (Microsoft®).

diversidade e

Para quantificar a

rigueza das espécies fungicas
detectadas nos periodos de estiagem e chuvoso,
calculou-se os indices de Simpson (1-D), Shannon
(H) e Margalef (DMg) (HAMMER et al., 2001).
Todos esses indices foram calculados utilizando o
programa PAST versdo 1.90 (HAMMER et al.,
2001).

RESULTADOS

No presente estudo, foram obtidos 86
isolados de fungos endofiticos a partir dos 222
fragmentos de folhas de K. pinatta. Por meio de
caracterizacdo morfoldgica macro e microscopica dos
isolados, foi possivel agrupa-los em 33 grupos
morfoldgicos (morfotipos).

Do total de morfotipos, 73,3% correspondem
a fungos do filo Ascomycota e 26,7% néo
apresentaram caracteristicas morfologicas
suficientemente distinguiveis, isto &, sdo fungos
mycelia sterilia que pertencem a ordem
Agonomycetales, formada por fungos imperfeitos,
nos quais aparentemente ndo ha estrutura reprodutiva
especializada como esporos produzidos sexualmente
ou conidios e se reproduzem apenas pela
fragmentacdo do micélio.

Com relag&o ao total de fungos identificados,
as espécies Acremonium spp., Aureobasidium spp.,
Aspergillus spp., Chrysosporium spp., Cladosporium
spp., Fusarium spp. e Penicillium sp. foram as mais
frequentes. A frequéncia de ocorréncia desses grupos
taxondmicos encontra-se descrita na Tabela 1,
enquanto que na Figura 3, podem ser vistos detalhes
da macro e

micromorfologia desses grupos
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taxondbmicos. Na Tabela 2, é apresentada a
caracterizacdo macromorfolégica dos morfotipos
fangicos obtidos no presente estudo e a relacdo de

espécimes correspondentes.

Tabela 1. Total de unidade formadora de colnias (UFCs), frequéncia e percentagem de isolamento de espécies fungicas
endofiticas associadas as folhas de K. pinnata.

Espécies ou

Morfoespécies Quantidade de UFCs Frequéncia %
Acremonium spp. 09 0,105 10,5
Aureobasidum spp. 06 0,070 7,0
Aspergillus spp. 23 0,267 26,7
Chrysosporium spp. 11 0,128 12,8
Cladosporium spp. 03 0,035 3,5
Fusarium spp. 10 0,116 11.6
Penicillium sp. 01 0,012 1,2
Morfoespécie 1 03 0,035 3,5
Morfoespécie 2 01 0,012 1,2
Morfoespécie 3 05 0,058 58
Morfoespécie 4 02 0,023 2,3
Morfoespécie 5 04 0,047 4,7
Morfoespécie 6 04 0,047 4,7
Morfoespécie 7 02 0,023 2,3
Morfoespécie 8 02 0,023 2,3

TOTAL 86 1 100,0




REVERSO FRENTE MICROMORFOLOGIA
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Figura 3. Caracterizagdo macro (frente e verso) e micromorfolégica das espécies identificadas (A: Acremonium sp., B:
Aureobasidium sp., C: Aspergillus sp., D: Chrysosporium sp., E: Cladosporium sp., F: Fusarium sp., G: Penicillium sp.).
Todas as fotomicrografias estdo reproduzidas com escala de 20 pm.
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Tabela 2. Caracterizagdo macromorfoldgica dos morfotipos fingicos obtidos no presente estudo e a relagdo de espécimes

correspondentes.

Caracterizacdo macromorfoldgica

] Espécimes
Morfotipo
Cor da frente / cor do reverso / aspecto da borda / outras correspondentes
informacdes relevantes
BRANCO / BRANCO /IRREGULAR /MEDIO /CENTRO .
1COR1 Aspergillus sp.
DO FUNGO AMARELO
1COR 2 BRANCO / AMARELO CLARO /IRREGULAR /MEDIO Morfoespécie 1
1COR 3 PRETO /PRETO /IRREGULAR /PEQUENO Aspergillus sp.
1COR 4 CINZA / CINZA IRREGULAR /GRANDE morfoespécie 2
VERDE ESCURO / VERDE ESCURO /IRREGULAR
1COR5 3 Aspergillus sp.
/MEDIO
AMARELO / AMARELO /REGULAR /PEQUENO .
1COR 6 Aspergillus sp.
/PIGMENTOU O MEIO DE CULTURA
CINZA CLARO / CINZA CLARO /IRREGULAR .
1COR 7 Fusarium sp.
/GRANDE
BRANCO - CREME / BRANCO - CREME /IRREGULAR o
1COR 8 Aureobasidium sp.
/GRANDE
VERDE / VERDE /IRREGULAR /GRANDE /BORDA .
1COR 9 Cladosporium sp.
BRANCA
CINZA / CINZA /IRREGULAR /GRANDE /CENTRO DO )
1COR 10 Chrysosporium sp.
FUNGO ESVERDEADO
1COR 14 |BRANCO/BRANCO /IRREGULAR /MEDIO Acremonium sp.
1COR 16 |BRANCO/AMARELO CLARO /IRREGULAR /MEDIO Morfoespécie 1
2COR1 AMARELO CLARO/ BRANCO /REGULAR /MEDIO Acremonium sp.
VERDE ESCURO / VERDE ESCURO /IRREGULAR o
2COR 2 ) Aureobasidium sp.
/MEDIO
CINZA / VERDE /IRREGULAR /MEDIO /BORDA .
2COR 3 Morfoespécie 3
BRANCA
AMARELO CLARO / AMARELO CLARO /IRREGULAR .
2COR 4 , Aspergillus sp.
/MEDIO /CENTRO DO FUNGO LARANJA
BRANCO / AMARELO /REGULAR /PEQUENO o
2COR5 Penicillum sp.
/PIGMENTOU O MEIO DE CULTURA
2COR 6 VERDE CLARO / VERDE CLARO /IRREGULAR /MEDIO Aspergillus sp.
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PRETO / PRETO /IRREGULAR /MEDIO /BORDA )
2COR 7 Morfoespécie 4
BRANCA
2COR 8 CINZA / MARROM CLARO /IRREGULAR /GRANDE Morfoespécie 5
CINZA / VERDE /IRREGULAR /GRANDE /CENTRO DO ]
2COR 9 Chrysosporium sp.
FUNGO VERDE ESCURO
BRANCO - CREME / BRANCO - CREME /IRREGULAR ]
2COR 10 Cladosporium sp.
/PEQUENO
2COR 11 |CINZA/CINZA /IRREGULAR /GRANDE Chrysosporium sp.
2COR 12 |BRANCO/BRANCO /IRREGULAR /MEDIO Aspergillus sp.
2COR 14 |ROSA CLARO /ROSA CLARO /IRREGULAR /GRANDE Morfoespécie 6
VERDE ESCURO / VERDE ESCURO /IRREGULAR )
2COR 15 , Chrysosporium sp.
/MEDIO
VERDE ESCURO / VERDE ESCURO /IRREGULAR )
2COR 16 Aspergillus sp.
/GRANDE
2COR 17 |VERDE ESCURO /PRETO /IRREGULAR /GRANDE Fusarium sp.
2COR 18 |ROSA CLARO/BRANCO /IRREGULAR /GRANDE Aureobasidium sp.
2COR 19 |AMARELO ESCURO/BRANCO/IRREGULAR /MEDIO Morfoespécie 7
AMARELO ESCURO / AMARELO ESCURO .
2COR 20 Aspergillus sp.
/IRREGULAR /GRANDE
BRANCO GELO / BRANCO GELO /IRREGULAR
2COR 23 3 Fusarium sp.
/MEDIO
VERDE / VERDE /IRREGULAR /PEQUENO /BORDA )
2COR 24 Morfoespécie 8
AMARELO ESCURO

Dos 33 morfotipos obtidos, 63,6% (21) foram
isolados de folhas coletadas no periodo chuvoso,
enquanto que 36,4% (12) sdo correspondentes ao

periodo de estiagem. Entre os morfotipos que

identificados por meio de sua morfologia,

correspondendo a sete espécies de fungos endofiticos
diferentes. Entre os morfotipos do periodo de

estiagem, 75% foram identificados, correspondendo a

ocorreram no periodo chuvoso,

71,4% foram

seis espécies (Tabela 3).

Tabela 3. Espécies de fungos endofiticos isolados de folhas da K. pinnata nos periodos de estiagem e chuvoso.

Quantidade de

Periodo ) Espécies detectadas Frequéncia %
Morfotipo

Estiagem 01 Aureobasidum sp. 0,083 8,3
01 Acremonium sp. 0,083 8,3
04 Aspergillus spp. 0,333 33,3
01 Fusarium sp 0,083 8,3
01 Cladosporium sp. 0,083 8,3
01 Chrysosporium sp. 0,083 8,3
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03 Né&o identificadas 0,250 25,0

Subtotal 1 12 1,000 100,0

Chuvoso 02 Aureobasidium spp. 0,095 9,5
01 Acremonium sp. 0,048 4.8
05 Aspergillus spp. 0,238 23,8
01 Cladosporium sp. 0,048 4,8
03 Chrysosporium spp. 0,143 14,3
02 Fusarium spp. 0,095 9,5
01 Penicillium sp. 0,048 4,8
06 N4o identificadas 0,286 28,6

Subtotal 2 21 1,000 100,0

TOTAL (1 +2) 33
O grupo taxdnomico Aspergillus foi o que Conforme observado na Tabela 4, a

ocorreu com maior frequéncia em ambos os periodos

amostrados (Tabela 3).

diversidade, riqueza e uniformidade das espécies

fungicas foi maior no periodo chuvoso.

Tabela 4. indices de diversidade alfa para os fungos endofiticos obtidos das folhas de K. pinnata nos periodos de estiagem e
chuvoso.

Periodo Chuvoso

indices Periodo Estiagem
Simpson (1-D) 0,875
Shannon (H) 2,079
Margalef (DMg) 3,366

0,9112
2,458
4,289

DISCUSSAO

Estudos com fungos endofiticos sédo
relevantes por fornecerem informagdes fundamentais
para a avaliacdo da diversidade e distribuicdo fungica
global, além de, potencialmente, revelarem novos
tAxons e novas ocorréncias para as espécies existentes
(STONE et al., 2004). Ha relatos de populacGes
tradicionais sobre as propriedades terapéuticas das
folhas de K. pinnata, que sdo utilizadas em furdnculo
e para o alivio da dor de cabeca, na forma de
cataplasma, colocando-se a folha aquecida sobre a
regido afetada; bem como no tratamento de gastrite e
Ulcera através do consumo do suco da folha, sendo
ingerido entre as refei¢cdes (ALMEIDA et al., 2000).
Diante disso e, com o intuito de contribuir para o
conhecimento e conservacdo da biodiversidade

fangica da Amazonia, a espécie vegetal K. pinnata

foi escolhida como objeto de estudo. Focou-se no uso
de folhas ao invés de outras partes da planta para
obtencdo de fungos endofiticos, pois este é o 6rgdo
vegetal mais utilizado na medicina popular e em
estudos de atividade biolégica (MOREIRA et al.,
2012).

Diferentes metodologias tém sido propostas
para a obtengdo de fungos endofiticos a partir de
folhas (LEITE et al., 2013; SEBASTIANES et al.,
2013; GONZAGA et al., 2014).

diferengas, um critério comum e de grande relevancia

Apesar das

em relacdo a todos as metodologias propostas diz
respeito aos controles de assepsias nos procedimentos
metodoldgicos de isolamento de fungos endofiticos,
que sdo indispensaveis para comprovar que a
desinfeccdo da superficie das folhas ocorreu de forma

indubitavel, conforme foi observado no presente
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estudo, em que ndo houve crescimento de fungos nos
controles de assepsia empregados, assegurando, dessa
forma, que os fungos obtidos sdo verdadeiramente
endofiticos.

Com base nos métodos de identificacdes
utilizados no presente estudo, foi possivel identificar
sete espécies (73,3 %, n= 63/86) de fungos
Acremonium,

endofiticos dos géneros

Aureobasidium, Aspergillus, Chrysosporium,
Cladosporium, Fusarium e Penicillium, associados as
folhas de K. pinnata. No entanto, oito morfoespécies
(26,7%, n= 23/86) ndo foram identificadas por meio
dos métodos morfoldgicos empregados. Em esforcos
taxondmicos futuros, baseadas em
taxonomia molecular (GONZAGA et al., 2014;
SANTOS et al.,, 2016) devem ser utilizadas para

corroborar as identificagbes preliminares realizadas

abordagens

neste estudo pela taxonomia cléssica.
Observou-se que 0s integrantes mais
frequentes da comunidade fungica endofitica de K.
pinnata foram os fungos dos géneros Aspergillus,
Chrysosporium e Fusarium (Tabela 1), o que
corrobora com o trabalho de BASTOS et al. (2004),
que verificaram os géneros Aspergillus e Fusarium
entre as oito espécies endofiticas associados a casca
do caule de platano (Platanus orientalis L.).
Aspergillus spp. tém distribuicdo mundial, com a
particularidade de se reproduzirem por intermédio de
grandes quantidades de pequenos esporos (DEL
PALACIO et al., 2003). Fungos desse género ja
foram detectados como endofiticos em outras
espécies vegetais medicinais, tais como Gloriosa
superba Linn. (BUDHIRAJA et al., 2013) e Meyna
spinosa Roxb. (BHATTACHARYYA etal., 2017).
Fungos do género Fusarium, por sua vez,
foram detectados como endofiticos em associacdo
com o alecrim-primenta (Lippia sidoides Cham.) por
SIQUEIRA et al., (2011) e com o pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.) por KUMAR & KAUSHIK

(2013).  Este classe

Sordariomycetes, que em geral agrupa espécies que

género  pertence a
formam anamorfos filamentosos que produzem
manchas brancas, rentes ao substrato. Podem ainda
colonizar ramos, folhas, inflorescéncias e frutos
através de seus conidios que sdo dispersos pelo ar ou
pela agua (MILANESI, 2009).

Outro género encontrado no presente estudo,
Chrysosporium sp., possui potencial para a promo¢éo
de crescimento de plantas por meio de sua capacidade
de producdo de giberelinas, conforme relatado por
HAMAYUN et al. (2009). Esse género tem sido
relacionada ainda em associacdo com doencas do tipo
rinossinusite, uma doenca rara e invasiva em
hospedeiro imunocomprometido, além de ser um
género  pouco conhecido, termotolerante e
queratinéfilo (KAMATH et al., 2015).

Fungos dos géneros Penicillium (1,2%),
Cladosporium (3,5%) e Aureobasidium (6,7%) foram
detectados em menor frequéncia (Tabela 1). E valido
destacar que Penicillium sp. é amplamente distribuido
pelo mundo, sendo encontrado em solos, no ar e na
vegetacdo em deterioracdo. Além disso, muitas
espécies desse género sdo reconhecidas por
produzirem metabdlicos tdxicos como as micotoxinas
mais importantes encontradas em alimentos, como a
ocratoxina A, patulina, critinina e citreoviridina
(PITT, 2002). Assim como verificado em nosso

estudo, LIU et al. (2016) detectaram Penicillium spp.

como endofiticas de wuma planta medicinal
(Cephalotaxus hainanensis Li).
O género Cladosporium sp. também foi

detectado em associagdo com a planta medicinal
barbatimdo (Stryphnodendrin adstringens Mart.). S&o
cosmopolitas na  distribuicdo e comumente
encontradas em muitos tipos de plantas e em outros
substratos, sendo frequentemente isolados do solo,
alimentos, tintas e outras matérias organicas ou como

invasores secundarios em lesdes foliares causados por
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fungos patogénicos (BROWN et al., 1998, EL-
MORSY, 2000, NASCIMENTO et al., 2015).
Integram o filo Ascomycota, sendo a coloracdo
escura uma de suas caracteristicas
(FREIRE, 2015).

O género Aureobasidium sp. também foi

principais

detectado, porém, com baixa frequéncia. Esse grupo
de fungos é descrito como cosmopolita, ocorrendo
em solos florestais, dgua doce, porcdo aérea de
plantas, frutos, sedimentos de estuarios marinhos,
madeira (QUERALES, 2010). NAYAK (2015)
também isolaram Aureobasidium sp. a partir da folha
de Pongamia pinnata L.

A presenca do género Acremonium sp., que
nesse estudo foi frequente em apenas 10,5% das
folhas de K. pinnata, encontra-se em desacordo com
0 estudo de BEZERRA et al., (2015) que relataram
gue o género foi 0 mais frequente dos isolados da
planta medicinal pata-de-vaca (Bauhinia forficata
Link). No entando, cabe mencionar que no estudo de
BEZERRA et al., (2015), os fungos endofiticos foram
isolados de folhas, sépalas, hastes e sementes. No
estudo de SILVA et al. (2006), houve associacdo
entre o crescimento vegetal de graviola (Annona spp.)
a varios géneros de fungos, inclusive ao Acremonium.
Além disso, esses autores isolaram e caracterizaram
fungos e suas enzimas responsaveis pelo crescimento
de mudas de pinha (Annona squamosa L.).

O género Acremonium, que é cosmopolita,
também foi investigado por VIEIRA (2010), devido a
sua habilidade em produzir proteases em meio basal.
A atividade proteolitica destes isolados tem sua
importancia quando se aponta que as proteases estdo
correlacionadas com o processo de penetracdo do
fungo em seu hospedeiro (ST LEGER et al., 1987,
BIDOCHKA & KHACHATOURIANS, 1994).

Os géneros Aspergillus e Chrysosporium,
encontrados no presente estudo, despertaram atencao,

ja que existem evidéncias de que algumas das

espécies dos dois géneros produzem micotoxinas.
Ainda,

Aspergillus, espécies a ele pertencentes, sdo capazes

devido a algumas particularidades de
de se reproduzir o ano todo, sendo, portanto, uma
possivel explicacdo para o encontro de género com
maior frequéncia tanto no periodo de estiagem como
no chuvoso.

Conforme mencionado anteriormente, no
periodo de estiagem as espécies Aureobasidum sp.,
Acremonium sp., Fusarium sp., Cladosporium sp. e
Chrysosporium  sp.  apresentaram  frequéncia
equivalente, o que sugere menor estabilidade a
condi¢Bes extremas. J4 no periodo chuvoso, as
espécies menos frequentes foram Acremonium sp.,
Cladosporium sp. e Penicillium sp.

KUMARESAN & SURYANARAYNAN
(2001) relataram que alguns fatores fisicos e

climaticos podem influenciar a frequéncia de
infeccdo dos fungos endofiticos, tais como a altitude,
umidade, densidade da copa do hospedeiro,
precipitacdo e o proprio hospedeiro. Sendo assim,
alguns desses parametros podem estar relacionados
com a baixa frequéncia das espécies detectadas em
nosso estudo, 0s quais podem ndo apresentar
estratégias efetivas que garantam o desempenho
adaptativo e/ou reprodutivo destes géneros de fungos
em certos periodos sazonais.
Corroborando esses dados, a espécie
Penicillium sp. foi encontrada apenas no periodo
chuvoso, resultado similar se verifica no estudo de
SEBASTIANES (2010),

incidéncia de espécies desse género de fungos no

em que houve maior

periodo chuvoso, em relagdo ao periodo de estiagem,
como endofitico em vegetais do manguezal do estado
de Séo Paulo.

Ainda, no presente estudo, a colonizacdo dos
fungos endofiticos aumentou com a predominancia
do periodo chuvoso em relagdo ao periodo de

estiagem, o que significa que a ocorréncia de maior
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namero de endofitos esteja relacionada com o fator
sazonalidade. ASSUNCAO (2010) também obteve
maior incidéncia de fungos endofiticos no periodo
chuvoso em relacdo a estiagem em isolados de folhas
de bananeira (Musa spp.).

Observou-se também que no periodo de
estiagem, as plantas apresentavam aspecto diferente
daquele visto no chuvoso, isto é, folhas pequenas,
nimero de individuos em pequena quantidade e
individuos menores, o que dificultou a selecdo de
folhas com caracteristicas ideais. De acordo com DE
SANTO et al. (1976), altas temperaturas reduzem o
nimero de conidios vidveis e sua atividade varia
devido a mudangas na temperatura e disponibilidade
de agua.

Estudos como o aqui descrito precisam ser
incentivados, sobretudo em ecossistemas ainda
pobremente explorados, como a Floresta Amazonica,
a fim de contribuir para o descobrimento e
aprofundamento do conhecimento acerca das acgdes
desses micro-organismos, bem como decifrar suas
estratégias de sobrevivéncia, defesa, reprodugdo e
adaptacdo, além de contribuirem para potenciais

aplicagBes biotecnologicas.

CONCLUSAO

Com a realizacdo deste trabalho ficou
evidenciado que os isolados obtidos sdo
verdadeiramente endofiticos, ja& que os controles de
assepsia utilizados funcionaram de forma efetiva.
Observou-se diferenca na frequéncia em que
ocorreram alguns géneros de fungos, bem como na
diversidade, entre o periodo de estiagem e o chuvoso.
Grande parte desses isolados pertence a grupos
taxonémicos de fungos com potencial de aplicacdo
biotecnoldgica. Diante disso, 0s espécimes obtidos
representam

uma oportunidade de prospeccdo

biotecnolégica em projetos futuros, visando a

possibilidade para descobertas de novas moléculas

com atividade bioldgica e potencial de aplicagdo nas
areas da saude, de alimentos, quimica, ambiental,

dentre outras areas.
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