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RESUMO

Este trabalho descreve pela primeira vez o isoléong® doze fungos endofiticos das folhas
de Piper tuberculatunrealizado entre Setembro de 2011 a Maio de 20i@.okfanismos
endofiticos sdo aqueles que habitam o interiorptastas em um dado momento sem causa
aparente, mantendo uma relacdo que pode ser neuitaalistica ou patogénickstudos
realizados nos uUltimos anos apontam que estes ng@engmos, em associacdo com espécies
vegetais, sdo importantes fontes de novas substfologicamente ativas. A espécie
hospedeira selecionada para isolamento destesrgaaismos pertence a familia Piperaceae
identificada comoPiper tuberculatumna medicina popular, é utilizada como sedativo e
antidoto para mordidas de cobras. As culturas éasgiassociadas a esta espécie foram
isoladas utilizando o procendimento citado por Magteal (1997) que consistiu nha imersao
em alcool 70% (1 minuto), NaClO 1% (4 minutos) &armaente em alcool 70% (1 minuto),
seguida de dupla lavagem em agua estéril (3 miruatda). Posteriormente o material vegetal
foi inserido em meio de cultura solido contendoatat dextrose, agar e antibiotico. O
plagueamento da ultima agua de lavagem foi realizaata verificacdo da eficiéncia da
esterilizacdo superficial do material vegetal. @8culos foram mantidos em incubadora a
30,1 °C e periodicamente avaliados visualmente tquao desenvolvimento do micélio,
repiques sucessivos foram realizados até a obtedednhagens puras. Os doze fungos
endofiticos isolados apresentaram diferentes tubexddis de micélio como branco, verde
escuro, verde claro e marrom claro. Estas lintedéngicas foram preservadas em agua
destilada estéril.

Palavras-chave:Fungos endofiticos, PiperaceRer tuberculatum



ABSTRACT

This work describes for the first time the isolatiof twelve endophytic fungi frorRiper
tuberculatums leaves in the period to September of 2011 to bfag012. Endophytic are
microorganisms that inhabit in internal plants atgimen moment cause less apparent,
maintaining a relationship that can be neutral, ualigtic or pathogenic. Studies
accomplished in the last years appear that thesemarnganisms, in association with vegetable
species, are important sources of new substanoksylmally active. The host specie selected
for isolation of these microorganisms belongs tpeRiceae family, it was identified like
Piper tuberculatumin popular medicine, it is used as sedative amibate for bitten of
snakes. The fungi cultures associated in this spe@s isolated using the methodology
mentioned by Mayer et al. (1997) that consistethenimmersion in alcohol 70% (1 minute),
NaClO 1% (4 minutes) and again in alcohol 70% (fute), it following by a couple wash in
sterile water (3 minute each). After that, the tagke material was inserted in solid middle of
culture containing potato, dextrose, agar and antidh this last wash water was inoculated
for efficiency verification of the sterilization parficial vegetable material. The cultures were
maintained in incubator to 30.1 °C and periodicalyaluated visually for mycelium
development, successive chimings were accomplisingiti obtaining of pure lineages. The
twelve endophytics fungi isolated presented difieraycelium shades with white coloration,
dark green, clear and brown green clear. Thesa e preserved in water distilled sterile.

Key-words: Endophytic fungi, Piperacedeiper tuberculatum.
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1. INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos sdo aqueles que habdaimterior das plantas em um
dado momento sendo encontrados em todos e teagesais como as folhas, ramos e raizes,
podendo ser bactérias e fungos que ndo causam atkatm nenhum efeito negativo ao
vegetal, tendo provado ser uma fonte rica de posdoaturais bioativos (GUét al, 2008;
SUNet al,2011).

A busca por condi¢cdes mais favoraveis de convieéeon associagdo com outros
seres vivos € bastante difundida na natureza (GRIBE HAZARD, 2011). Na associacdo
mutualistica entre plantas e fungos; o fungo reediigjo e nutricdo, em troca a planta pode
ter sua capacidade competitiva aumentada, o qubtafaa colonizacdo e adaptacédo a
ambientes severos com poucOS recursos, ou sejangam a sua resisténcia contra fatores
bidticos e abidticos (HARTLEY e CANGE, 2008; AKELLE SIKORA, 2012).

O mecanismo pelo qual o fungo beneficia e aumeni@sempenho do seu hospedeiro
é através da excrecdo de metabdlitos, como pormgemresisténcia a herbivoria através da
producdo de alcaldides (GILBERT e HAZARD, 2011).sNaltimas décadas varios
compostos foram isolados com propriedades anticdncéSTROBEL, et al, 1996),
antibactericidas e antifingicas (GU&b,al.,2008).

Na selecdo das plantas hospedeiras, Strobel e [68) afirmam que para uma
melhor chance de isolamento de cepas endofiticasplantas devem ser selecionadas
principalmente por apresentarem um histérico ettéotico e crescer em regifes de alta
biodiversidade.

A familia Piperaceae € constituida dos géneRiger, Peperomia Ottonia e
Pothomorphg KOROISHI et al,2010), das substéancias ja isoladas e testadtes dgmeros,
destacam-se as com propriedades antioxidantesfamtiatorias, antifingicas, antiasmaticas,

antimicrobianas, antipiréticas, diuréticas e alaganas (KOROISHet al., 2010).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fungos endofiticos

A palavra endofitico se refere a microrganismos ltpldtam o interior de plantas em
algum momento do seu ciclo de vida desempenhaielarge funcéo para a sanidade do seu
hospedeiro (SCHULZ e BOYLE, 2005), neste aspectdungos mereceram destaque nos
altimos anos por produzirem metabdlitos secunddaosacologicamente ativos com grande
potencial biolégico e industrial (SALLEBL al.2011; SANTIAGOet al.2012).

Dados da literatura mostram que no estudo de fuegdsfiticos associados a plantas
ja se obteve um numero significante de novos cotopdsolados que compreendem 51%,
sendo 80% dos extratos ativos em diversos ensatigyitos (YANG, et al. 2011). Destes
extratos foram isolados alcalbides, terpendidespfidides, triterpenos, lactonas, compostos
fendlicos, esquiterpenos, esterdides, quinonaanflimnos, taxanos (Fig. 1 p.8), etc (GEO

al., 2008; KHAN, et al.2012).

/ N

—

taxol

Figura 01 —Taxol, metabdlito secundario isolado de fungo eftidof

Fonte: YANG, et al.2011.
A diversidade de novas estruturas e moléculas ibazatde fungos endofiticos €&
evidente (Minget al. 2012). Estudos mostraram a producéo de tanshinenanshinona I1A

pelo fungo de endofitic@richoderma atrovirideisolado pela primeira vez das raizes da
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planta medicinaBalvia miltiorrhizg indicando o potencial bioldgico e industrial sigante

deste microrganismo endofitico.
2.2 Associacgoes entre seres Vvivos

Os fungos nédo produzem clorofila (sédo heterotr8jicentdo, em alguns casos sua
sobrevivéncia depende do sucesso da associaca@woos seres vivos, especialmente as
plantas ou de sua capacidade de assimilar nutsieshte meio ambiente (HARTLEY e
CANGE, 2008).

Neste aspecto, as interagcdes endofitico-plantadaaimdo sdo muito bem
compreendidas e tém sido investigadas. No entgmdem ser caracterizadas por um
equilibrio entre a viruléncia fungica e defesa dafa (CHAGAS, 2010).

Quando esta relacdo pode benéfica, tanto para nganismo como para a planta, é
chamada de simbiose. Termo empregado por Bary Y3&#8 distinguir dos microrganismos
patogénicos (RODRIGUE&. al,2009; WANG et al, 2012).

Estudos de Hartley e Cange (2008) sobre os impal@osmteracdo simbiontica de
plantas e fungos em herbivoros, insetos e outrasdbos patogénicos, mostram que tais
interacbes podem ser neutras, positivas, ou negattHARTLEY e CANGE, 2008;
OLIVEIRA, et. al.2011).

A interacdo pode ser positiva atribuindo uma vatagompetitiva em cima de outras
plantas, pois tais fungos produzem substanciasdéxaos herbivoros da planta hospedeira
podendo produzir as mais diversas moléculas nathiaiogicamente ativas (WIJERATNHE
al., 2008).

No entanto, se o equilibrio planta/microrganism@egturbado sob condi¢cdes de
estresses biodticos ou abioticos, essa relacédo s@dalterada tornando — se um fitopatdégeno
para o hospedeiro (CHAGAS, 2010; SCHUEFZ al, 2005). Alvarez-loayzat al (2011)

investigaram o efeito abidtico entre o fungo endmfiDiplodia mutila e espécie vegetal
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Iriartea deltéide o estudo mostrou a patogenicidade, na quakiag@ de luz induzia a
producédo de kD, pelo fungo que ativava hipersensibilidade e endds células do tecido
vegetal.

Um exemplo onde a relacdo simbidntica é de vitglorténcia para o hospedeiro, sdo
as bactérias fixadoras de nitrogénio atmosféria® fgumam nodulos em raizes e os fungos
micorrizicos cujas hifas aumentam a absorcdo eb#iahcdo de fosfatos insoliveis e de
enxofre presentes na terra aumentando a nutricBoseaos hospedeiros (KUMARBt al.,

2012).
2.3 Modos de transmissao

A diversidade de fungos endofiticos em uma plamdepser muito alta podendo
habitar em todas as partes da sua hospedeira,usuz@mente habitam suas partes aéreas
como caules e folhas e podem ter mais de 100 espéeifungos associados em apenas uma
parte do tecido vegetal (ANGELIN al. 2012).

Os fungos endofiticos podem ser transmitidos dendohorizontal:a infeccdo do
hospedeiro é através dos esporos que estdo er®lnal dispersdo e sobrevivéncia deste
podendo ter reproducdo sexuada ou assexuada;aleriw qual a passagem dos fungos
endofiticos de certo hospedeiro dar-se atravéedEgo em geracao através das sementes da
planta (DAVITTet al, 2011; HARTLEY e CANGE, 2008).

2.4 Fungos endofiticos isolados de algumas espeegetais

A investigacdo e busca por metabdlitos secunddpmiencialmente bioativos é
continua em endofiticos de planta (CHENGal. 2012). Recentemente foi isolado da planta
medicinal Cinnamomum sp. o fungo endofiticoAnnulohypoxylon squamulosuBCRC

34022, das folhas d&arcinia hombronianag fungo endofitico§uignardia bidwellii
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Krohn et al. (2011) isolaram do arbust¥iburnum tinuso fungo endofitico
Cryptosporiopsis spMenget al. (2011) isolaram d&agonia creticaplanta do semi — arido
e regides litorais de Gomera na Espanha, o fendofiticoPenicillium chrysogenum.

Xing et al (2011) isolaram 53 fungos endofiticos de uma gtamdes familias de
plantas Orchidaceae, extensamente utilizada nacmadiradicional chinesa para curar
cataratas, inflamacéo de garganta, e desordenstema digestivas.

Estudos de Pandit al (2011) informaram também a obtencédo cepas erwdHit
Lasiodiplodia theobromaassociadas a folhas da planta medidihatinda citrifolia.

Pesquisas de Ceat al.(2012) sobre metabdlitos biologicamente-ativigrimaram o
isolamento de 27 fungos endofiticos de 6 géndifesentes, sendo o de maior relevancia o
Fusarium oxysporunmassociados a planta medicinalnkgo biloba

Outros fungos endofiticos com grande potencialOgiocb s&o isolados e descritos
continuamente na literatura (LISt al. 2011; SULTANet al, 2011; SILVAet al 2010;
WANG, 2012; WANGet al, 2012; SUNet al, 2012), como por exemplo, SU#t al. (2011)
obtive cepas endofiticasrichoderma atrovirideassociados &ephalotaxus fortungie os
fungos endofiticoXylarialean sp associados Annona squamosa. ldescritas em Liet al.
(2011).

Em estudos sobre a habilidade de microrganismodietmrasnformacéo Fet al.
(2011) isolaram o endofiticdmbelopsis isabellinassociado a planta medicinduperzia
serratautilizada no tratamento de Alzheimer.

H.-Y. Li et al. (2012) estudando espécies de plariaabis hirsuta, Acacia decurrens,
Symplocos paniculata, Rabbosia eriocalyx, Arenaeapyllifolia e Rosa longicuspisem
regibes com concentracdes alta de metais, isoldesmtas 495 endofiticos nos quBlsoma

Alternaria e Peyronellaedoram o0s géneros dominantes.
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Estes estudos nos mostram a grande diversidadedes endofiticos encontrados em

diversas espécies vegetais.
2.5 A familia Piperaceae

A familia Piperaceae consiste de génd?geer, Peperomia Ottonia e Pothomorphe
(KOROISHI, et al, 2010) membros desta familia ocorrem ao longo do tagpde ambos os
hemisférios concentradas principalmente na Amératina e na Malasia (SOUZAt al,
2009)

Segundo Awaadkt. al.(2012) um namero grande de plantas medicinaismatencial
terapéutico tem sido investigadas cientificamenta cesultados promissores, nesse sentido,
a familia Piperaceae é bastante conhecida (SO&tZ#. 2009) tanto por suas propriedades
terapéuticas, quanto por seu produto comercial faadiar, a pimenta, sendo feita a partir
da pulverizacao dos frutos @&#per nigrumL., um dos temperos mais populares no mundo
(ARAVIND, et al2010). Outras espécies Bger comoP. betleL., P. methysticun®. Forst.,

e P. cubebd.. F., também sdo muito utilizadas na culinaria.

Na medicina popular, as espécies do gérgrer (Piperaceae) sao bastante utilizadas
para o tratamento de muitas doencas, sendo retatedditeratura alcal6ides isolados com
propriedades analgésicas, antiinflamatorias, anttais, antioxidantes, antidepressivas,
inibidoras de acetiltransferase, do colesteroinalie atividade antimicrobiana (CARRARA,
et al.2012).

Recentemente Sautest al. (2012) investigaram o0 0Oleo essencial Béeer
hispidinervumgue mostrou atividade antiprotozoaria codtrgolyphaga

Carrara,et al (2012) isolou dePiper amalagoL. alcaléides com atividade de
antileishmania; Zacaroniet al(2009) avaliou atividades fungitoxicagn vitro do Oleo
essencial das folhas d@per hispidinervumsobre os fitopatégen8ipolaris sorokiniana,

Fusarium oxysporura Colletotrichum.
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Devido a grande diversidade de fungos endofiti€@3ROISHI et al, 2010), varios
estudos fitoquimicos sdo continuamente descritdgematura, o que permitiram o isolamento
de fenilpropanoides, lignanas/neolignanas, piroaclas, alifaticas e aromaticas, alcaléides,
policetideos e cromenos, além de outros metabdlitodiossintese mista (ALVE& al,

2010,2011; BALDOQUEt al,2009; KOROISHEkt al, 2010; SANTOSet al, 2010).
2.6 A espéci@®iper tuberculatum

Pesquisas de Junior- Araugt, al (1997) sobrdPiper tuberculatumespécie bastante
conhecida popularmente como pimenta de d'arddizad& no estado da Paraiba como um
sedativo e antidoto para mordida de cobra isolapiperidinas, piperdardinas. Das folhas e

sementes Silvat al. (2002) isolaram amidas com propriedades antifiag.
2.7 Fungos endofiticos de Piperaceae

Os trabalhos publicados envolvendo fungos endofitde Piperaceae limitam-se a
espécie Piper aduncum Da cultura deXylaria sp foram isolados citocalasinas que
apresentaram atividade antifingica e citotoxicd 8l et al 2010), n&o foram encontrados

na literatura endofiticos isolados Eigper tuberculatum

3. OBJETIVOS DO PROJETO

» |solamento dos fungos endofiticos de espécie ddidaRiperaceae;

» |dentificacdo destes microrganismos;

4. METODOLOGIA

4.1Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas saudaveis da espéeiper tuberculatun{Fig. 2, p.14) foram coletadas nos
meses de Agosto, Novembro de 2011, Janeiro e MBr@012 nos arredores da cidade de
Itacoatiara e identificada pela botanica MSc. WelBrmusa Silva do Instituto de Ciéncias

Exatas e Tecnologia.
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Figura 02— Folhas déiper tuberculatum

Fonte: O autor

4.2 Procedimentos para isolamento de cepas fangicas

O Material vegetal coletado foi lavado com sabacagom corrente. O meio utilizado
para cultivo foi batata, dextrose e agar (BDA) prapgo trés dias antes da inoculagéo,
utilizando-se 9,759 de meio e 250ml de agua ddatilautoclavados a 1%ZD durante 20 min.
Posteriormente foi adicionado antibidtico (Gentanar na concentracdo 155ug/mL para
evitar o crescimento bacteriano.

De acordo com metodologia descrita por Maeral (1997) para isolamento dos
fungos endofiticos, as folhas foram imersas emoét&@d% (1 minuto), NaCIO 1% (4
minutos) e novamente em etanol 70% (1 minuto), idagdle dupla lavagem em &agua estéril
(3 minutos cada). A agua da segunda lavagem fqupkda para verificacdo da presenca de
fungos remanescentes que ndo fossem endofiticé@ha foi entdo cortada assepticamente
com o auxilio de pin¢a e bisturi em fragmentos pegs préximos a chama e inseridos em
placas de petri contendo o meio de cultura.

Os meios com os in6culos foram mantidos em incutaad®0,1 °C e periodicamente

avaliados visualmente quanto ao desenvolvimentondeélio, sendo seu crescimento
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monitorado e repiques sucessivos foram realizatbbs abtencdo de linhagens puras, que

foram preservadas em agua destilada es@astelan).

5. RESULTADOS

Utilizando —se o procendimento citado por Magemal (1997), obteve-se pela primeira
vez o isolamento de doze fungos endofiticos asdosiaPiper tuberculatum codificados
conforme tabela 01, onde PTRiper tuberculatum.

Tabela 01- Fungos endofiticos isolados das folha®gber tuberculatum.

Fungo
Foto Fungo Foto
PT-01 PT-06
PT-02 PT-07
PT-03 PT-08
PT-04 PT-09
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PT-05 PT-10

PT-11 PT -12

Os fungos endofiticos obtidos s&o filamentosos resgmtaram grande diversidade
morfoldgica, incluindo coloragdo do micélio. Os dos isolados foram preservados em

agua destilada (Fig. 03, p. 16).

Figura 03 —Fungos endofiticos preservados em agua destitdéal e
Fonte: O autor

As linhagens isoladas encontram-se em processodelgificacdo sob a
responsabilidade do Prof. Dr. André Rodrigues davétsidade Estadual Paulista — UNESP.
A demora na identificacdo foi devido a problemasrodos no préprio laboratério do Prof.
André, problemas estes, ainda nao solucionados@opleto, o que atrasou a identificacao,

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

O trabalho de isolamento dos fungos endofiticodolleas dePiper tuberculatum
conduziu ao isolamento de doze linhagens fungidagvaliagcdo prévia das caracteristicas
macroscopicas de cada fungo endofitico, no qualoesinm processo de identificacéo,

possibilitou detectar a grande diversidade colamabntrada nas folhas da planta hospedeira.
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