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RESUMO

Os fungos endofiticos constituem uma parte importante da diversidade fungica inexplorada, e considerada uma
fonte importante de metabdlitos secundarios, que representam uma importante fonte genética para a biotecnologia.
Desta forma, este estudo teve como objetivos avaliar a diversidade de fungos endofiticos isolados da planta
Uncaria tomentosa. Foram coletadas amostras de folha e caule da espécie U. tomentosa na EMBRAPA-AC,
identificadas no PZUFAC, e posteriormente as amostras passaram pelos processos de desinfec¢éo, isolamento,
purificagdo, identificagdo macro e micromorfoldgicas. Os dados foram submetidos a andlise do indice de
diversidade, riqueza, equidade das espécies, frequéncia relativa e frequéncia absoluta. Foram isolados 28 fungos
endofiticos de U. tomentosa e classificados em 15 morfoespécies, com 18 (64,2%) isolados de amostra de folha e
10 (35,7%) de caule, e a analise de diversidade foi maior para o caule. Foram identificados 10 géneros flingicos,
com maior frequéncia dos géneros Guignardia (32,1%), Nigrospora (7,1%) e Penicillium sp. 1 (7,1%). Foram
isolados 28 fungos endofiticos obtidos das folhas e caule da espécie de U. tomentosa, sendo Guignardia o género
mais frequente, e ao analisar o indice de diversidade endofitica, o tecido vegetal foliar da espécie U. tomentosa
apresentou maior diversidade, estando em conformidade com os encontrados em diferentes estudos.
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ABSTRACT

Endophytic fungi constitute an important part of the unexplored fungal diversity, and are considered an important
source of secondary metabolites, which represent an important genetic source for biotechnology. Thus, this study
aimed to evaluate the diversity of endophytic fungi isolated from the Uncaria tomentosa plant. Samples of leaf and
stem of the species U. tomentosa were collected at EMBRAPA-AC, identified in PZUFAC, and later the samples
went through the processes of disinfection, isolation, purification, macro and micromorphological identification.
The data were subjected to analysis of the diversity index, richness, species equity, relative frequency and absolute
frequency. 28 U. tomentosa endophytic fungi were isolated and classified into 15 morphospecies, with 18 (64.2%)
isolated from the leaf sample and 10 (35.7%) from the stem, and the diversity analysis was greater for the stem.
Ten fungal genera were identified, most frequently of the genera Guignardia (32.1%), Nigrospora (7.1%) and
Penicillium sp. 1 (7.1%). Twenty-eight endophytic fungi obtained from the leaves and stem of the U. tomentosa
species were isolated, Guignardia being the most frequent genus, and when analyzing the endophytic diversity
index, the leaf plant tissue of the U. tomentosa species showed greater diversity, being in accordance with those
found in different studies.

Keywords: Cat's claw, fungal diversity, medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

Os fungos endofiticos sdo organismos que vivem em todos os tecidos vegetais
saudaveis, sem sinais de doencas ou alteracbes morfologicas por pelo menos parte ou todo o
ciclo de vida da planta. A existéncia de fungos no interior das plantas é conhecida desde o final
do século XIX, e o termo "enddfito" foi descrito pela primeira vez em 1866 por De Bary [1, 2].

Nas Ultimas décadas, os endofiticos, especialmente os fungos, tém se destacado pela
producdo de metabdlitos secundarios bioativos, que representam uma importante fonte genética
para a biotecnologia [3, 4]. Esses endofiticos podem ser extraidos de uma pequena porc¢édo de
tecido vegetal, mantendo assim, a producdo de compostos vitais que apresentam varias
atividades biologicas, incluindo atividades antimicrobiana, antioxidante, antidiabética,
anticancer, anti-hipercolesterolémica e antiproliferativa e citotoxicidade, e sdo usados para
diferentes processos na industria [3, 5].

A vasta diversidade genética de plantas que ocorrem no Brasil € indicativa do grande
potencial para estudos de espécies vegetais com propriedades terapéuticas, principalmente na
Amazonia, onde existe grande diversidade de plantas e microrganismos ainda ndo estudados, o
que inspira a pesquisa por novas substancias [6, 7]. Nesse contexto, de ampla riqueza vegetal
destaca-se a espécie Unacaria tomentosa (unha-de-gato) que é uma planta nativa da Amazénia,
amplamente utilizada na medicina popular e pela indUstria farmacéutica devido a suas atividade
anti-inflamatoria, antiviral, antibacteriana, antioxidante e imunomoduladora [8-10].

Estudos fitoquimicos tem revelado alcaloides oxinddlicos tetraciclico (TOA) e
pentaciclico (POA) como principal componente na constituicdo quimica da U. tomentosa,
embora outras classes de compostos quimicos como acidos glicosicos (QAG), polifenois (PPH),
tais como acidos fendlicos, flavondides, e proantocianidinas também tem sido relatado para a
espécie [8, 11-13]. A composicdo quimica da planta pode variar dependendo do local de coleta
e do periodo do ano em que foi coletado [14] . Por essa razdo, as diversas propriedades
farmacologicas relatadas na literatura de U. tomentosa podem ser atribuidas a diferencas
quantitativas e qualitativas na composicao de diferentes espécimes [6].

Estudos anteriores, utilizando extratos brutos preparados a partir de fungos
endofiticos isolados de folhas e caules da planta U. tomentosa demonstraram atividade

antibacteriana in vitro contra bactérias gram-positivas e gram-negativas [6]. Considerando os
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raros registros sobre fungos endofiticos da espécie vegetal U. tomentosa, este estudo tem por
objetivo avaliar a diversidade de fungos endofiticos isolados da planta U. tomentosa.

2. METODOLOGIA
2.1 Coleta

As amostras de folha e caule da espécie U. tomentosa foram coletadas no més de outubro
de 2019, na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA no municipio de Rio
Branco, Acre, Brasil (10°01°42.4” S 67°42°18.6” W). Foi realizado o registro de coleta no
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) com o nimero 73681-1, e
a identificagdo da espécie no herbario da Universidade Federal do Acre - UFAC, sendo

depositada uma exsicata da planta com o nimero 20.736 (Figura 1).
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Figura 1 — U. tomentosa. A) Local de coleta. B1) Arvore. B2) Espinhos. B3) Inflorescéncia

2.2 Isolamento e identificacdo de fungos endofiticos
As amostras foram processadas no prazo de 24 horas, apés a coleta. Primeiramente, as
amostras foram lavadas com detergente neutro e dgua corrente por 5 minutos para retirar as

possiveis impurezas e microrganismos epifiticos [15].
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Em seguida, o material foi submetido ao processo de desinfecgcdo superficial. Essa
técnica consiste na imersdo das amostras em alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio 4
minutos, alcool 70% por 30 segundos, e lavagem em agua destilada estéril por duas vezes [15].

Apbs a desinfeccdo, cinco fragmentos de aproximadamente 5x5 mm de diametro de
folha e caule, foram inoculados em placa de petri contendo meio batata dextrose agar (BDA) e
em meio agar aveia, suplementados com cloranfenicol a 1000 pL para inibir o crescimento de
bactérias. As placas contendo os fragmentos foram incubadas a 25°C e a 30°C [15].

Apds o crescimento das culturas fangicas, foi realizado a purificacdo pelo método de
estrias por esgotamento, observando o crescimento a cada 24 horas, e apés sete dias foi
realizada o isolamento das coldnias em placas de petri contendo meio BDA e armazenadas em
temperatura ambiente. Posteriormente, os fungos endofiticos foram transferidos para os tubos
de vidro contendo meio inclinado com BDA e armazenados em estantes a temperatura ambiente
por aproximadamente 15 dias [15].

Para identificacdo dos fungos foram observadas as caracteristicas macro-morfoldgica
das colbnias, como coloracgdo, borda, textura, producdo de pigmentacdo, e micro-morfolégicos
das estruturas vegetativas e reprodutivas da colonia (Figura 2). Para realizar a observacdo do
micélio e das estruturas de reproducdo seré utilizada a técnica de microcultivo. As estruturas
foram coradas com azul de lactofenol e observadas ao microscopio éptico, classificando-os de
acordo com a sua morfologia [16].

2.3 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise do indice de diversidade, riqueza, equidade das
espécies, frequéncia relativa e frequéncia absoluta. Todos os calculos serdo realizados
utilizando o programa de computador Microsoft Office Excel 2016.

3. RESULTADOS

Foram isolados 28 fungos endofiticos de U. tomentosa. Deste total de fungos endofiticos
isolados, 18 (64,2%) foram isolados de amostras de folha e 10 (35,7%) de caule. Foi registrada
maior frequéncia de fungos endofiticos em meio AV 16 (57,1%), com relacéo as temperaturas
utilizadas, 30°C apresentou a maior frequéncia com 16 (57,1%) (Tabela 1). Os fungos isolados
foram agrupados em 15 morfoespécies com base nas caracteristicas macromorfoldgicas, e a
identificacdo do género foi realizada por meio da observagdo microscopica das estruturas
reprodutivas (Figura 2).
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Figura 2 - Analise de caracteristicas macro e microscopica dos fungos isolados de U.
tomentosa. A) Penicillium sp. B) Nigrospora. C) Colletotrichum. D) Curvularia. E)
Guignardia.

Tabela 1 - Frequéncia absoluta e relativa de fungos endofiticos isolados de U. tomentosa de

acordo com tecido vegetal, meio de cultura e a temperatura de isolamento

Género J:gé?;l Meio de Cultura Temperatura  Frequéncia
Folha Caule BDA AV 25°C  30°C Total (%)
Colletotrichum 1 — 1 — — 1 1 3,57
Curvularia - 1 1 — 1 - 1 3,57
Fusarium 1 - — 1 — 1 1 3,57
Guignardia 9 — 3 6 3 6 9 3214
Nigrospora 2 0 1 1 2 — 2 714
Penicillium sp. 1 - 2 - 2 0 2 2 7,14
Penicillium sp. 2 1 - 1 - - 1 1 3,57
Penicillium sp. 3 - 1 - 1 - 1 1 3,57
Phomopsis — 1 1 — 1 — 1 3,57
Xylaria — 1 1 — 1 — 1 3,57
NI 4 4 3 5 4 4 8 28,57
Total 18 10 12 16 12 16 28
FR(%0) 64,29 35,71 42,86 57,14 42,86 57,14

FR(%)=Frequéncia relativa; NI= N&o identificados

A diversidade da comunidade endofitica isolada de diferentes tecidos de U. tomentosa
foi comparada usando indices de diversidade (Tabela 2). Os indices de Simpson, Shannon-
Wiener, Eveness e a riqueza foram maiores no caule.

Tabela 2 - indice de diversidade de fungos endofiticos de U. tomentosa, de acordo com o

tecido vegetal, meio de cultura e temperatura de isolamento

Diversidade de
Shannon-
Weiner

Diversidade
de Simpson

Indice de Abundancia Riqueza das

. . . Eveness
diversidade espécies
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Tipo de Tecido

Folha 18 6 1,41 0,68 0,49
Caule 10 7 1,61 0,76 0,70

Meio de Cultura

BDA 12 8 1,94 0,83 0,78

Aveia 16 6 1,51 0,73 0,55
Temperatura

25°C 14 7 1,53 0,84 0,58

30°C 14 6 1,75 0,69 0,66

Total 28 13 1,93 0,80 0,58

Foram identificados dez géneros flngico, com maior frequéncia dos géneros
Guignardia (32,1%), Nigrospora (7,1%) e Penicillium sp. 1 (7,1%) (Figura 3).

30°C Bl Colletotrichum
2¢c{ e
AV = Fus.ar/um_
Bl Guignardia
BDA N B Nigrospora
Caule s B Bl Penicillium sp.1
Folha Penicillium sp.2
Total | IR = o o2
I T T T T y B Phomopsis
0 20 40 60 80 100 mm Xylaria
[

Nao ldentificado

Figura 3 - Frequéncia relativa de fungos endofiticos isolados da espécie vegetal U. tomentosa

4. DISCUSSOES

Um total de 28 fungos endofiticos foram isolados da U. tomentosa, 28,57% nédo puderam
ser identificados, pois eram estéreis e nao possuiam micélios. Em estudo semelhante com a U.
tomentosa isolaram 170 endofiticos, um indice mais elevado, todavia foram utilizadas amostras
de trés vegetais, temperaturas e meios de culturas distintas, que influenciam na variedade e
guantidade de fungos isolados [6].

Estudos prévios também indicam diferentes taxas de colonizagdo de fungos endofiticos,
como 17 na espécie Clitoria guianensis [17], 29 na espécie Acacia decurrens [18], 86 na espécie

Kalanchoe pinnata [19], e outros. A comunidade de fungos endofiticos em um vegetal pode ser
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afetado por diversos fatores, como condicGes fisiologicas do hospedeiro e climaticas do local
de estudo [1, 20].

Dos fungos isolados, 64,2% foram de folha e 35,7% de caule. Essa diferenca pode estar
relacionada com a anatomia do vegetal, que € de arbusto trepador com mais hastes de folhas,
facilitando a entrada nos estdmatos e ranhuras de microrganismos [6]. Estudos anteriores
também demonstram que as folhas sdo a porta de entrada para fungos, pois possuem tecidos
frageis e expostos [21]. Ao penetrar a planta, os fungos podem manter-se préximos ao local de
entrada ou disseminarem-se pelo sistema vascular [21].

Foram isolados 15 morfoespécies de fungos endofiticos, com maior indice no caule,
resultado semelhante a um estudo anterior [6]. Essa variedade assemelha-se com estudos
anteriores, onde foram encontradas uma grande diversidade de espécies fngicas em uma Unica
espécie hospedeira [22]. J& em relacdo a preferéncia pelo caule, os grupos endofiticos estdo
distribuidos especificamente em cada tecido ou 6rgdo de maior afinidade, pois as diferentes
partes dos vegetais podem exibir microhabitats distintos, funcionando como ecossistemas
variados [20, 22].

Um dos fatores fundamentais para isolamento de fungos endofiticos é a composicao do
meio de cultura, pois favorece os nutrientes adequados para o crescimento. Os meios extrato de
malte, batata-dextrose-dgar (BDA), aveia-dextrose-agar (AV) e extrato da planta de onde o
fungo foi isolado séo os mais utilizados para o isolamento de endofiticos [23]. No experimento
foi utilizado BDA e AV e os fungos tiveram preferéncia pela AV, ndo se sabe ao certo porque
houve essa diferenca, pois em outros trabalhos semelhantes, a prevaléncia de crescimento
ocorreu em meio BDA, pois é mais rico em nutrientes [23].

Outro fator importante é a temperatura, ja que no habitat natural o clima influencia a
germinacdo de esporos dos fungos [20, 24]. O maior indice de diversidade de fungos foi
utilizando a temperatura de 30°C (57,14%), este fator pode ser justificavel pois estudos prévios
afirmam que temperaturas elevadas estimulam o crescimento fungico da maioria das espécies
isoladas [6].

A diversidade da populacdo endofitica da U. tomentosa do caule e folha foram
comparados utilizando indices diversidade de Shannon-Weiner, Simpson e Eveness e
demonstraram maiores valores para o caule. Em estudo anterior, os valores de Shannon-Weiner
e de rigueza tambem foram maiores para o caule, ja o de Simpson foram iguais para ambos 0s
tecidos [6].
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Dos dez géneros fungico isolados, a maior frequéncia foram de Guignardia (32,1%),
Nigrospora (7,1%) e Penicillium sp. 1 (7,1%), todos sdo fungos tipicamente tropicais e
frequentemente isolados como endofiticos, sendo chamados generalistas [25]. Estudos prévios,
realizaram o isolamento de fungos endofiticos da U. tomentosa e identificaram outros géneros
como Pestalotiopsis, Aspergillus, Asterosporium, Aureobasidium, Botrytis e Didymostilbe
fungos menos comuns, conhecidos como especialistas, que ndo foram encontrados nesse
estudo, provavelmente porque foi utilizada amostra de apenas um vegetal, o que diminui a
probabilidade [6].

A género Guignardia sp. foi 0 mais frequente dos endofiticos isolados (32,1%), esses
fungos possuem duas variantes, o patogénico e o endofitico, com caracteristicas fisioldgicas,
genéticas, coloracdo de colénias e morfologia distintas, também possuem taxas de
desenvolvimento vegetativo em meios de cultura diferentes [26]. Sdo geralmente encontrados
em importantes espécies vegetais, como no café (Coffea arabica), laranja (Citrus spp.) e soja
(Glycine max) [25].

Ja o género Nigrospora sp. foi o segundo mais frequente (7,1%), e é um fungo
largamente disseminado no solo, sementes e plantas. Geralmente sdo patdgenos de grdos e
frutos, ocorrendo em paises tropicais, subtropicais e em regiGes temperadas [27]. S&o
encontrados em espécies como a banana (Musa spp.), morango (Fragaria spp.) e soja (Glycine
max) [25].

O género Penicillium sp. 1 também foi o segundo mais frequente (7,1%), cuja a maioria
das espécies sdo saprébias, encontradas em solos, grdos, sementes, no ar e até mesmo em
ambientes aquaticos. Ap6s a descoberta da penicilina, foram amplamente estudados com
aplicacdes biotecnoldgicas devido a diversidade fisiolégica e morfoldgica. Sdo comumente

isolados no arroz (Oryza sativa), café (Coffea arabica) e trigo (Triticum aestivum) [25].

5. CONSIDERACOES FINAIS

Foram isolados 28 fungos endofiticos de U. tomentosa, sendo os géneros Guignardia,
Nigrospora e Penicillium sp. 1 os mais frequentes. Os indices de Simpson, Shannon — Wiener,
Eveness e a riqueza foram maiores no caule, mostrando que ha mais afinidade das espécies
encontradas por esse tecido, pois os endofiticos se distribuem especificamente em cada tecido

ou 6rgdo de maior afinidade.
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