UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE APOIO A PESQUISA

ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS A ESPES
DE LORANTHACEAE

Bolsista: Leticia Corréa Santiago

ltacoatiara

2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE APOIO A PESQUISA

RELATORIO FINAL
PIB-E/0019/2011

ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS A ESPES
DE LORANTHACEAE

Bolsista: Leticia Corréa Santiago, FAPEAM

Orientadora: Prof2. Dra? Camila Martins de Oliveira

I[tacoatiara

2012



SUMARIO

RESUMO . ... e e e e e 01
ABSTRACT . 02
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS ......oooviiiiiecieceeeeee e 03
LISTADE FIGURAS ... ..o e e 04
LISTADE TABELAS ...t e e e 05
1. INTRODUGAO .......ooitiieeee ettt ettt 08
2. REVISAO DE LITERATURA ....oooiiii ettt 09
2.1 Aspectos gerais dos microrganismos endofiticos.................... 09
2.2 FUNQOS €NAOTIEICOS. ...uuuuiiieeeeeee et ettt ss e e e e e e e e e eaeaaennnnes 10
2.3 LOMantNBCEAE. .......uuuuiieiiiiiiieiiii i e 13
3. OBIETIVOS. ... et 17
4. METODOLOGIA ..ot r e et et e e e e ee 18
4.1 Preparo do meio de Cultura............uueeeeennieiieiiiie e 18
4.2 1SOIAMENTO. .....uuuuiiiiiiieiiteeieeeee e aeeeee et e e e e nee e 18
5. RESULTADOS.... .ot 20
6. CONCLUSAD. ......cuiuiiieiieeirieiet e teeeeie ettt 22

7. REFERENCIAS . ...t e, 23



RESUMO

Este trabalho descreve o isolamento de trinta g#@flangos endofiticos associados a espécie
Passovia stelis, pertencente a familia Loranthaceae. Microrganiseramofiticos sdo aqueles
gue habitam o interior das plantas ndo causandmneldiato, nenhum efeito negativo ao seu
hospedeiro. Neste aspecto, os fungos endofiticosrterecido destaque nos ultimos anos por
produzirem metabolitos secundarios biologicameriieos em associacdo com espécies
vegetais. A espécie hospedeira selecionada pdeaniento deste microrganismo pertence a
familia Loranthaceae, na qual apresenta setentace géneros e mil espécies, sendo a
espécie em estudo identificada coPassovia stelis. As plantas pertencentes a esta familia
sdo hemiparasitas que crescem em galhos de amoradustos hospedeiros, popularmente
conhecidas por erva-de-passarinho. A metodologregada para realizacao do isolamento
foi baseada no procedimento citado por Maier €1997), de onde se obteve trinta e quatro
fungos endofiticos, que foram preservados em sléuaiso de ensaio contendo BDA
inclinado) e agua destilada.

Palavras-chave: Fungos endofiticos, Loranthadessspvia stelis.



ABSTRACT

This work describes the isolation of thirty fourdephytics fungi associated to species
Passovia stelis, belonging to the Loranthaceae family. Endophgticroorganisms are those
that inhabit the plants not causing, immediatelyy aegative effect to your host. In this
aspect, the endophytics fungi has been deservmgipence in the last years for to produce
metabolites secondary biologically assets, in aagon with vegetable species. The host
species selected for isolation of this microorgamibelongs to the Loranthaceae family in
which presents seventy five goods and a thousamediesy being the species in study
identified asPassovia stelis. The plants belonging of this family is hemiparesithat grows
in branches of trees or hosts bushes, popularlwkrny mistletoe. The methodology used for
accomplishment of the isolation was based in tloegure mentioned by Maier et al (1997),
from where was obtained thirty four endophyticsdiumat were preserved in slants (tube test
containing sloping BDA) and distilled water.

Key-Words: Endophytic fungi, Loranthace&assovia stelis.
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1. INTRODUCAO

Dentre as angiopermas, a familia Loranthaceae cemy3® de 75 géneros e 1000
espécies Sdo plantas hemiparasitas clorofiladas, populameneonhecidas por erva-de-
passarinho devido & maior parte de suas espésigsrsiarem seus frutos através de passaros

As ervas-de-passarinho crescem em galhos de anoarearbustos hospedeiros,
estabelecendo conexdo com o xilema deste pararrétjua e alguns sais minefais

As plantas pertencentes a familia Loranthaceae b, h& muito tempo,
reconhecidas como portadoras de propriedades teieg® para tratamento de varias
enfermidade’ o que muitas vezes pode prover de metabdlitcdugidos pela interacdo das
mesmas com diversos tipos de microrganismos.

Dentre essas interacdes, os fungos sdo os compengnmminantes nas associagdes
com as espécies vegetais, podendo colonizar agfisigme vegetais (epifiticos), tecidos
internos (endofiticos), o interior ou superficiessdraizes (micorrizicos) ou ainda
desenvolvendo-se no solo préximo as raizes (rigfe

Os fungos endofiticos sdo definidos funcionalmeueta sua ocorréncia dentro de
tecidos fotossintéticos de vegetais de todas asdens de plantas que percorrem do artico
aos tropicos®. Normalmente ndo causam sintomas de patogeniciglaaientes’, podendo
ser isolados do interior desses tecidos vegetaisféetados superficialmerite

S4o0 microrganismos que apresentam taxonomia dicads, transmitidos
normalmente de forma horizontal de planta parat@ldnPossuem fundamental importancia
nos diversos ecossistemas terrestres devido aosiidbaicéo ao ciclo do carbohaalém de
ter sido demonstrado que eles sdo fontes ricasedabdiitos secundarios, que apresentam
diversas atividades biolégicas como acao antimiar@h) antitumorais, antivirus, anti-cancer,

antioxidante e inseticid&s.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais dos microrganismos endofiticos

O estabelecimento das plantas em seus respectbitsits envolve a sua capacidade
em interagir com diferentes espécies de seres.viuuse estas associacdes, destacam-se as
mutualisticas com microrganismos como os fungoomizcos e as bactérias fixadoras de
nitrogénio. Além destes, outros microrganismos,n@@os de endofiticos tém recebido
especial atencéo devido & sua importancia em ekdiferentes espécies vegetdis.

Os microrganismos endofiticos foram inicialmentenarenados por Barry (1866) no
inicio do século XIX, que foi quem primeiro delimeoma possivel distincdo entre eles e os
patégenos de plant&$.

Estes microrganismos vivem no interior das plantabjtanto, de modo geral, suas
partes aéreas, como folhas e caules. Se difererttmammicrorganismos fitopatogénicos, que
sdo prejudiciais as plantas, causando-lhes doéhtlas.

S&o também distintos dos microrganismos epifiticpge vivem na superficie dos
orgaos e tecidos vegetais. Esses microrganismaxigoas também podem ser encontrados
nao sO nas partes aéreas vegetais, mas inclusvaizas, que sdo, alias, uma das principais
portas de entrada dos mesmbs.

A partir do final dos anos 70, século XX, variodudss demonstraram que 0s
microrganismos endofiticos, que vivem no interias decidos vegetais sem apresentar,
possuem algumas funcées imprescindiveis para aaldéeseus hospedeirds.

Tais pesquisas confirmaram a ideia de que estesong@nismos vivem numa
interacdo mutualistica com o0 hospedeiro, recebendwientes e protecdo da planta
hospedeira e em troca, produz compostos quimicesequ certas condicdes de estresse,
causados por falta de agua, presenca de substdékiess, atague de patdgenos, insetos

pragas, ou quaisquer fatores biéticos ou abiéficosegem e auxiliam a planta
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Atualmente sabe-se que os endofiticos podem pnothxinas, antibidticos e outros
farmacos e muitos produtos de potencial interesgednologico, além de exercerem outras
funcdes de importancia para a sobrevivéncia doduzsmp*°

Estas constatacOes despertaram o interesse peiasganismos endofiticos, surgindo
assim um campo de valor biotecnolégico que vemlteglo em um maior conhecimento
destes seres e suas relacdes néo totalmente eistelareom a planta hospedeita.
2.2Fungos endofiticos

Dentre as interacdes entre plantas e microrganisndsfiticos, os fungos sdo os
componentes dominantes nas associacdes com asesspégetais. Variam de 3,5 a 5,1
milhdes de espécies.

S&o0 em sua maioria filamentooapresentando um emaranhado chamado de micélio
composto de estruturas microscopicas chamadasfaie (bélulas flamentosas com ou sem
séptos), que podem alterar seu estado entre inténtra-celulare¥. Assim como
microrganismos epifiticos podem, eventualmente, efpan no interior da planta, os
endofiticos, para penetrarem no hospedeiro témegmingue se localizar na superficie desse,
sendo, durante esse estagio, semelhantes & egifftic

As interacbes entre os fungos endofiticos e a plaospedeira podem apresentar
variagoes de acordo com a disponibilidade dos sesug condigdes ambientais. Quando essas
interacdes sdo simbidticas, elas conferem maiaesfirios para ambbsPor outro lado, um
endofitico, apdés um desequilibrio no metabolismo ptinta, causado por situacdes de
estresse, sejam elas de causa natural ou mesnpogtioas culturais mal realizadas, como o
uso excessivo de fertilizantes e outros produtdmigos, pode levar a um desequilibrio na
microbiota endofitica causando uma verdadeira atzede portas para fitopatogerds.

Porém os endofiticos habitam um nicho ecoldgicoetiemmte aquele ocupado por

fitopatdgenos, podendo assim controla-los por rdeioompeticdo por nutrientes, parasitando
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0 patdgeno ou mesmo induzindo a planta a desenvobgisténcia. Além disso, podem
colonizar a planta e posteriormente parasitar lws@tnpraga que tentar se alimentar da planta
hospedeird’

Algumas espécies de endofiticos podem apresentaraltan especificidade funcional
ou ecologica aos hospedeiros, podendo ser encastcain maior frequéncia em plantas de
determinada familia. Porém, até mesmo se um detadoiendofitico for capaz de infectar
hospedeiros de varias espécies de uma familiapele ndo interagir com ambos os
hospedeiros de uma maneira semelhante, o que demanse existem ainda algumas
espécies em que esta especificidade se limitarmapena plantd’

Microrganismos endofiticos geralmente podem seor@nados em sementes, e apos a
germinacao, colonizando outras partes da plantapageralmente ocorre em gramineas, em
muitos vegetais eles ndo sao transmitidos por meisementes, ou seja, a transmissao do
fungo pode ocorrer de forma horizontal, atravésesieoros ou forma vertical, através se
sementes, sendo que a forma horizontal € maistedsdica dos endofiticos associados as
folhas?

A penetracdo desses microrganismos de forma hdsizdave-se principalmente por
aberturas naturais ou artificiais, tais como: ests regido de emissdo de raizes
secundarias, ferimentos causados por instrumergdsoklas, microferimentos nas raizes
ocasionados pelo atrito destas com as particulasolo entre outros. Apos a penetracgéo,
estes fungos endofiticos se disseminam de marisiémica para diversas partes da plahta.

Fungos endofiticos séo divididos em dois grupoacjpais: balanceaceous e néao-
balanceaceous. Endofiticosbalanceaceous sao fungos ascomicetos pertencentes aos géneros
Epichloe e Balansa (anamorfos Neotyphodium e Ephelis) respectivamente que se

desenvolvem sistémica e intercelularmeénte.
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Fungos endofiticobalanceaceous sao transmitidos verticalmente. Os endofiticos ndo
balansiaceous s&o transmitidos horizontalmente, ma#ria deles pertencem ao filo
Ascomycota, tendo sido isolados praticamente dast@d plantas existentes. A colonizacéo
pode ser inter ou intracelular, localizada ou sigta™*

Estudos apontam que esses microrganismos séo @epesndde nutrientes do
apoplasto, sendo que aproximadamente 80% dos fuenpsfiticos produzem compostos
biologicamente ativos, que normalmente sdo prodigosxcrecdo, denominados metabdlitos
secundarios, ou seja, compostos quimicos ndo RemEspara a sua sobrevivéncia imediata,
mas que podem servir como uma vantagem evoluceopara a sobrevivéncia e reproducéo
do seu hospedeir§:**

A producao destes metabdlitos pode promover resistéao ataque de herbivoros,
seca e 0 aumento da reproducéo e crescimentortal5i&

Por vezes estes compostos apresentam uma consideréeidade, como no caso de
fungos endofiticos produtores de alcalbides respais pela protecdo de gramineas
forrageiras contra animais herbivoros. Também, raest de substancias toxicas por
determinadas plantas contra herbivoros, pode $ienusda pela presenca de enzimas ou
outros compostos dos microrganismos endofiticos,ajuando sobre certos genes da planta
promovem a biossintese destes metabdlitos secasdériicos.Para a planta este estimulo
aumenta o seu desempenho neste habitat, reduzhetbisoria sobre el¥.

Rodrigues et al. (2000) avaliaram metabolitos praths por fungos endofiticos
isolados despondias mombin que apresentaram atividade contra alguns micrasgers
incluindo actinomicetos, bactérias gram-positiggam-negativas e fungos filamentoSos

Cafeu et al. (2005) identificaram substancias angifcas isoladas do fungo endofitico
Xylaria sp. DePalicourea marcgravii (Rubiaceae) com atividade antagonista frente aos

fungos fitopatogénicos de interesse comeréial.
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Esses produtos de excrecdo, ou metabdlitos secomd@odem atuar como
medicamento, como exemplo, o taxol, um complexerp@ndico, qu& um antitumoral de
alto valor no mercado internacional, agente chara p tratamento efetivo de uma variedade
de canceres que incluem cancer ovariano refratéaitger de mama e de pulmao, isolado de
Taxomyces andreanae, fungo endofitico associadoTaxus brevifolia. Além de alcaldides e
inseticidas (peraminas e lolinas), e os alcaléiesvertebrados (lolitentf*2°

Algumas vantagens ao hospedeiro também podem sderickas por fungos
micorrizicos, como 0 aumento da aquisicdo de miggeda terra, particularmente de fosforo
e nitrogénio, aumento da captacao de agua peldaledae taxa de fotossintese e metabolismo
do carboidratd®

Quanto maior for o regime de chuvas e névoas da,lataior sera a quantidade de
fungos no hospedeiro, que penetram os tecidos aisget colonizam a planta como
endofiticos, nos estagios iniciais da pldfita.

Neste contexto, uma grande vantagem na busca dstasuoias quimicas de
metabdlitos fungicos em relacdo as demais fonte$aéo de que microrganismos podem ser
cultivados em larga escala em fermentadores esfatmmo nutrientes, periodo de incubacéo,
pH e temperatura podem ser facilmente modificad@s havendo prejuizo ao ecossistéma.
2.3Loranthaceae

A familia Loranthaceae é composta de 75 género908 Espécies. Sao plantas
hemiparasitas, herbaceas ou lenhosas clorofilagascadile nodoso formado por nés
entumecidos, folhas simples, carnosas, verdes, emal gpostas, as vezes verticiladas ou
alternas e, raramente afiths.

As flores sdo agrupadas em densas inflorescén@asnios, cimeiras e espigas),
hermafroditas ou unissexuais, de cor amarela, aoral@anjada, verde-oliva e até

vermelhas. O fruto é ovdide, do tipo baga. Sdo lomente conhecidas por erva-de-
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passarinho, quirarepote, enxerco, uirarepote, &mxerpassarinho, erva-de-passarinheira,
visco, loranto, ocra, mistletoes em inglés, ervgagsarinho de folha miluda, esterco-de-
jurema, tem-tem e tetipoteif&.

O termo erva-de-passarinho € usado devido a maide plas espécies dispersarem
seus frutos através de aves dispersores das fanTijieannidae (bem-te-vis e fins) e
Thraupidae (sanhacos e afins), onde as sementengalvidas por um visco, semelhante a
uma goma de mascar, que é responsavel pela suaocaadesgalho do hospedeiro apos o
consumo do fruto pela avé.

Estas sementes, ao passar pelo trato digestori@awtess podem ser eliminadas em
forma de colar de contas ou regurgitadas uma anengglho do hospedeiro, e ao cair sobre a
casca de alguma arvore, geralmente, germina. Esteréecanismo classico onde a dispersao
de sementes € direcionada para micro-sitios comcteaisticas especificas. Porém, esses
processos podem variar de acordo com a superficdendo desenvolver outras diferentes
estratégias, como vento e a disperséo balisticquah o fruto explode arremessando a
sementé:*

O embrido apresenta dois, quatro, seis ou maidoties e ao germinar, emite uma
radicula que se transforma em haustorio e penatasca da arvore hospedeira, alcancando
o cambio, onde exerce a funcéo de raiz para retiaa bruta da planta hospedéira.

As ervas-de-passarinho sédo plantas perenes, ctiasfsempre verdes que crescem
em galhos de arvores ou arbustos hospedeiros, lof@enchgua e sais minerais dos seus
hospedeiros através de um sistema de fixacdo é@swnominado haust6rid Entretanto,
pode-se encontrar espécies de Loranthaceae queeaia® reducdo na sua parte vegetativa e
que penetram apenas o sistema floematico de sepsdeiros**

Dentre as espécies mais comuns de ervas-de-passaeincontram-se Bhthirusa

pyrifolia (Kunth) Eichler, que agora estd posicionada noegéRassovia. Este género
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apresenta dezenove espéc®’, quinze com distribuicdo no territorio brasileircdoze

ocorrentes na floresta amazonica e trés em ecétm6errdo-Mata Atlantica e Caatini.?®

Figura 1 —Passovia stelis
Fonte: Autora

Algumas ervas-deassarinh sdo generalistas, podendo parasitar uma varieda
hospedeiros, enquanto que outras apresentam untachim nessa quantidade, sendo
algumas poucas espécies sao conhecidas por pamasg#penas uma unica espécie de pla
s&o chamadas de espeisial.**

As plantas pertencentes & familia Loranthaceaesi@mn ha muito tempo reconhecic
como portadoras de propriedades terapéuticas. aMpa@ da medicina, em diferentes pai
espécies do génefiruthanthus sdo usadas para tratamento de varifermidades>

O conhecimento empirico da populagdo quanto aa vadamlicinal da erva, € de g
suas folhas servem para inflamacdes diversas, ggnaisl gastrite, Ulceras, problen
relacionados com o cancer e até tumores desconmse@dde para todos €s, a erva-de-

passarinho tem obtido resultados efic.}*?



3. OBJETIVOS

» Isolamento dos fungos endofiticos de uma espédandidia Loranthaceae;

» ldentificacdo destes microrganismos.

16
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4. METODOLOGIA

4.1 Preparao meio de cultul

Para a preparacao meio de cultura adiciose 9,759 de BDAbatata, dextrose e
agar)em um erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de dgsiilada, em seguida agi-se
a mistura e colocoge um tampéao de algoddo e ¢ na boca do recipier, que foi coberto
com papel e lacrado cohga. Feito iss, autoclavouse o meio BDA durante 15 minu a
temperatura de 121°C a 1 ¢ Apos esfriar, acrescent@e 150 pl/mL de gentamicina ps
evitar crescimento bacteria
9.3 Isolamento

A espécie de Loranthaceae trabalhada foi coleno Instituto de Ciéncias Exatas
Tecnologiae em praca publica, localizac no municipio de Itacoatia e identificada pela
botanica MSc. Welma Sousa Silprofessora do proprio Instituto.

Para a esterelizacdas folhas foram lavadasom agua e sabdo e submetid
esterilizacdo por imersdo com etanol 70% (1 minWACIO 1% (3 minutos) e novamel
etanol 70% (1 minuto), seguida de dupla lavagenagua estéril (5 minutos

O materialvegetalfoi cortado assepticamente com o auxilio de pinca terbism
fragmentos pequenos proximos a chama, e inserigiosneio de cultura soélido conten

batata dextrose e agar (B) **.
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Figura 2 - Processo de inoculagéo de fragmentos da folha emdeaecultur:
Fonte: Autora

A agua da segunda lavagem foi plagueada paracagéo da presenca de fun
remanescentes que ndo fossem endofi

Os fungos foram mantidos em incubadora aC e periodicamente avaliadt

visualmente quanto ao desolvimento do micélio vegetativo, cujo crescimentoi

monitorado parabtencao c linhagens puras, e posteriormepteservado em “slants” (tut

de ensaio contendo BDA inclinado) e agua desi (Castelani).

'm slan 0 em agua destili
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5. RESULTADOS

Os fragmentos da folha d@assovia stelis, inoculados em meio de cultura BDA
(batata, dextrose e agar) com antibiético gentaraj@presentaram, num intervalo de cinco a
dez dias, o crescimento de colbnias fungicas.

Os fungos provenientes do isolamento, como a naadtws endofiticos, apresentaram-
se na sua forma filamentosa (pluricelulares), asgscimento apical de suas hifas tomou
proporcdes diferentes dentro do meio de cultunagdseue alguns deles ocuparam toda a
placa Petri e outros alcancaram pouco mais de ciecbmetros.

As ramificacBes recorrentes do crescimento das s hifarmaram micélios
macroscopicamente distintos, o que ajudou no pseads caracterizacdo dos fungos para fins
de isolamento.

Durante o processo de isolamento, além das obgmwvagacro-morfoldgicas de cada
colénia foram realizadas laminas para analisastgtaras micro-morfolégicas dos fungos e
auxiliar no isolamento dos mesmos. Foram isoladexetfungos provenientes &assovia
stelis hospedeira da plantslalpighia (acerola), popularmente conhecida como aceroleira,
como mostra a tabela 1, p. 19 e vinte e um proweEsedo hospedeiro da plarfacus

(figueira), mostrado na tabela 2, p. 20, onde P&sovia stelis.

Cddigo Foto Codigo Foto Cddigo Foto

PS-01 PS - 02 PS - 03

PS - 04 PS - 05| [ PS-06| |




PS - 07

PS -10

PS - 13|}

PS - 08

PS- 11!

PS - 09

PS -12

Tabela 1 -Fungos endofiticos isolad®&alpighia (acerola).

Fonte: Autora

Cadigo

Cadigo

Fungo

Cadigo

PS-14| 1t

PS - 17

PS - 20

PS - 23

Ps - 26| [

PS - 29

PS - 15

PS - 16

PS -18

PS-19||

PS-21

PS - 22

PS - 24

PS - 25| |

PS - 27

PS - 28| |,

PS - 30

PS -31

20
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PS - 32 PS - 33 Ps - 34| [l

Tabela 2 -Fungos endofiticos isolados Becus (figueira).
Fonte: Autora

As linhagens isoladas encontram-se em processo d#mtificacdo sob a
responsabilidade do Prof. Dr. André Rodrigues devétsidade Estadual Paulista — UNESP.
A demora na identificacdo foi devido a problemasrodos no préprio laboratério do Prof.
André, problemas estes, ainda nédo solucionados@uopleto, o que atrasou a identificacao

apesar das linhagens ja se encontrarem em seu poder
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6. CONCLUSAO

A partir da metodologia descrita por Maier et &Y e empregada para isolamento
dos fungos endofiticos, foi possivel realizar olasento de 34 cepas de fungos,
macroscopicamente distintos, que se encontram senda identificacdo, sendo treze deles
provenientes dRassovia stelis da planta hospedelalpighia e vinte e um d&icus.

Os fungos isolados foram preservados em “slantgio(tde ensaio contendo BDA

inclinado) e agua destilada (Castelani).
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