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RESUMO
As relagBes entre plantas e microrganismos sdo conhecidas ha bastante tempo. E importante
ter o conhecimento sobre a diversidade desses organismos por inumeros motivos:
inicialmente pela falta de informacGes (para elucidar a base biologica dessas interacdes);
saber porque os endofiticos sdo vantajosos, ja que diversos beneficios para a planta tém sido
atribuidos a presenca deles; muitos sdo usados como agentes de controle biolégico de pragas e
doencas; também deve-se a eles a producdo de antibi6ticos e outros metabdlicos secundarios
de interesse farmacol6gico como agentes redutores do colesterol (estatina), agentes
imunossupressores (ciclosporina A) entre outros; sem falar que sdo 6timos bioindicadores e
tém sua importancia na inddstria agroquimica. O Maranhdo apresenta grande variedade de
biomas. Sua vegetacdo € composta por mata de cocais, mangues, floresta Amazonica e
cerrado. Considerando a importancia do conhecimento da biodiversidade e necessidade de
conservagdo dos recursos naturais, realizou-se um levantamento da diversidade de fungos
associados as plantas da Ilha de Upaon-Agu, MA, incluindo a capital S&do Luis. Os espécimes
ferteis de plantas coletados durante as excursdes de campo ou que floresceram em cultivo
foram prensados, secos em estufa, herborizados e depositados no herbario da Universidade
Federal do Maranhdo. A classificacdo taxonémica dos fungos endofiticos foi realizada pelo
menos a nivel de género. Identificou-se pelo menos 23 espécies de fungos endofiticos
isolados das 12 espécies de plantas coletadas e analisadas, pertencentes a 12 géneros
diferentes. Dentre eles, destacam-se varias espécies de Aspergillus e Penicillium, além de
fungos com importancia biotecnoldogica como Pestalotiopsis macrospora e Scytalidium
lignicola Os isolados identificados fardo parte da colecdo de fungos do Laboratorio de
Micologia do DEPAT/NIBA/UFMA e serdo usados para futuras pesquisas na area de saude

e/ou ambiental.

Palavras-chave: micologia, microrganismos, ascomicetos, taxonomia, hospedeiro



ABSTRACT

The relationships between plants and microorganisms have been known for a long time. It is
important to know about the diversity of these organisms for many reasons: initially because
of lack of information (to elucidate the biological basis of these interactions); knowing why
endophytes are advantageous, since various benefits to the plant have been attributed to their
presence; many are used as agents of biological control of pests and diseases; it is also due to
them the production of antibiotics and other secondary metabolites of pharmacological
interest as cholesterol reducing agents (statin), immunosuppressive agents (cyclosporin A)
among others; besides that they are excellent bioindicators and have their importance in the
agrochemical industry. Maranhdo has a great variety of biomes. Its vegetation is composed of
forest of cocais, mangroves, forest Amazonian and closed. Considering the importance of
knowledge of biodiversity and the need for conservation of natural resources, a survey of the
diversity of fungi associated to the plants of the city of S&o Luis - MA was carried out. Fertile
plant specimens collected during field trips were pressed, dried in an oven, herborized and
deposited in the herbarium of the Federal University of Maranhdo. The taxonomic
classification of endophytic fungi was performed at least at the genus level. At least 23
species of endophytic fungi were isolated from 12 species of plants collected. Among them,
several species of Aspergillus and Penicillium stand out, as well as fungi of biotechnological
importance such as Pestalotiopsis macrospora and Scytalidium lignicola. The identified
isolates will be part of the collection of fungi from the Laboratory of Mycology of DEPAT /

NIBA / UFMA and will be used for future research in the area of health and / or environment.

Keywords: mycology, microorganisms, ascomycetes, taxonomy, host
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1. INTRODUCAO

O Estado do Maranhdo tem uma localizagdo privilegiada: fica no extremo leste da
Amazonia oriental e no extremo norte/oeste do Nordeste. Seu enorme espaco abriga paisagens
e ecossistemas tdo diversos, cada um com sua flora e fauna tipicas. Dentre eles, uma imensa
area de exuberante floresta AmazoOnica ainda preservada e desconhecida, mas igualmente
ameacada, com muitas espécies endémicas. (AMAZONIA MARANHENSE: Diversidade e
Conservagdo / Belém: MPEG, 2011.328 p.: il.)

A Floresta Amazbnica Maranhense faz parte do Centro de endemismo Belém,
possuindo uma area de 243.000 km2, situa-se entre o leste do Para e oeste do Maranhdo,
incluindo a capital Séo Luis (ALMEIDA & VIEIRA, 2010). De acordo com vérios estudos, as
florestas estdo sendo alteradas profundamente pelo homem, formando pastagens e florestas
superexploradas, e remanescentes isolados (GASCON et al.,, 2001; SILVA et al., 2005;
ALMEIDA & VIEIRA, 2010).

O clima da capital S&o Luis é tropical e semiumido sendo fortemente influenciado
pelo mar e pela Zona de Convergéncia Intertropical. A cidade apresenta grande quantidade de
cogueiros e muita vegetacdo litoranea. Ha pequenas areas de Floresta AmazOnica que
resistiram ao processo de urbanizacdo da cidade, todas protegidas por parques ambientais.
Pequenos rios nascem na cidade: entre eles, os Rios Anil e Bacanga sdo 0os mais importantes
economicamente (BRASIL, 2006).

Diante deste cenario, a riqueza e a diversidade da flora presente no estado do
Maranhdo ¢é sem duvida um aspecto relevante. O estudo da riqueza de plantas presentes nas
matas locais e das condi¢cbes microclimaticas a que estas plantas estdo submetidas auxilia na
identificacdo, permite o estabelecimento de estratégias de reintroducdo de espécies em areas
degradadas, como também ajuda a entender as condicBes climaticas ideais para o cultivo
dessas espécies para fins econdmicos (CARDOSO & ISRAEL, 2005). Os trabalhos de
prospeccdo de espécies do Brasil podem ainda auxiliar no estabelecimento de programas
nacionais de melhoramento genético de plantas ornamentais (CARDOSO, 2013).

Associados as plantas, podemos encontrar diversas espécies de microrganismos, que
habitam, principalmente, seus tecidos internos. Estes microrganismos, principalmente
bactérias e fungos, estabelecem com as plantas uma relacdo simbidtica ou neutra. S&o 0s
microrganismos endofiticos que, segundo PETRINI ET AL. (1992), colonizam os tecidos
sadios de partes aéreas da planta, em algum tempo do seu ciclo de vida, sem Ihe causar danos

aparentes. Microrganismos endofiticos, portanto, sdo aqueles que habitam o interior das
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plantas, geralmente suas partes aéreas como caules e folhas, e ndo causam nenhum dano aos
seus hospedeiros (AZEVEDO, 1999), se excluindo desse conceito os fungos micorrizicos e as
bactérias fixadoras de nitrogénio, que por apresentarem estruturas visiveis externamente, ja
séo bem mais conhecidos (PEIXOTO NETO et al., 2002).

As interagdes microrganismo/planta, ainda ndo sdo muito bem compreendidas, mas,
atualmente, sabe-se que o fator ambiente pode alterar estas relagfes, sendo que um
determinado microrganismo pode se comportar como endofitico (simbiose - Associacdo entre
espécies onde ha vantagens para todos envolvidos), mantendo seu estado latente por um
determinado periodo, e tornar-se patogénico (parasitismo — individuos de uma espécie vivem
no corpo de outro individuo retirando alimento assim como obtém moradia) sob determinadas
condi¢cdes. Um exemplo cléassico destas condicdes € o cultivo de uma planta em larga escala,
que desequilibra o ambiente natural e produz uma pressdo de selecdo favoravel a um
determinado microrganismo (novo patdgeno — organismos causadores de doencas) (ALY et
al., 2010).

Os microrganismos endofiticos associados a plantas representam uma fonte
inexplorada de produtos naturais novos e bioativos, com mais de 20.000 substancias descritas
(OWNLEY et al.,, 2010), sendo que destas 51% apresentam estruturas inéditas e 80%
atividade biologica (YANG et al., 2012). Isto pode ser explicado pela teoria ecoldgica, que
estabelece que esta producdo metabdlica depende do nicho ecoldégico no qual o
microorganismo esta inserido e das consequentes interagdes bidticas e abioticas (CARTER,
2011). Estes relatos sugerem que a selecdo do enddéfito para estudo, deve ser realizada com
espécies vegetais de diferentes biomas, principalmente as que enfrentam frequentes e intensas
interacdes no ambiente como plantas de regides aridas, florestas tropicais, entre outras
(SCHULZ et al., 2002).

De acordo com CHITHRA et al. (2014) muitos fungos endofiticos tém sido relatados
com potencial biossintético para produzir idénticos ou semelhantes metabdlitos presentes em
plantas hospedeiras.

Com a destruicdo da Floresta Amazbnica e o extrativismo ilegal, muitas espécies
correm sério risco de desaparecimento, sendo necessario o desenvolvimento de medidas de
conservacdo, que é importante para uma estratégia integrada de protecdo das espécies
ameacadas. Individuos de populacdes cultivadas podem ser introduzidos no ambiente para
aumentar a conservacdo (PRIMACK & RODRIGUES, 2001).

Sendo assim, o presente estudo para a capital do Maranh&o vem propor a obtencao de

dados relativos a diversidade (nimero de espécies que habitam determinado espago) de
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microrganismos endofiticos em plantas da regido, visto que essa é uma area de estudo ainda
pouco explorada no Estado. Cabe ressaltar que é apenas o inicio de uma longa jornada, e que
os resultados demonstrados aqui pretendem estimular novas pesquisas na tematica, de
maneira a abranger os conhecimentos a respeito da microbiota endofitica nos diferentes
biomas inseridos no territério maranhense — floresta amazdnica, cerrado, restinga e caatinga.
A descricdo da biodiversidade da microbiota fangica endofitica pode levar a obtencdo de
informacdes de interesse para novas pesquisas, como por exemplo na area de biotecnologia,
farmacéutica e de alimentos ja& que é sabido que os endofiticos podem produzir toxinas,
antibiéticos e outros farmacos, além de enzimas e proteinas, sendo assim Uteis para a
populacdo. Um exemplo é o fitopatdgeno do género Colletotrichum que pode afetar uma
ampla gama de culturas economicamente importantes, tais como, morango, café, guarana e
uva. Este fungo causa doenca nas frutas, folhas e caules, aparecendo manchas escuras e
necroticas e massas alaranjadas de esporos nos tecidos das plantas. No entanto, ele tem sido
objeto de muita pesquisa na busca por compostos bioativos, pela sua capacidade de produzir
metabolitos secundarios e metabolitos secundéarios fitotoxicos que induzem sintomas

semelhantes aos dos proprios agentes patogénicos (JIMENEZ-TEJA et al., 2009).

2-OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Identificar e descrever os principais fungos endofiticos associados a plantas na Ilha de

Upaon-Acu, MA, mais especificamente na capital Sdo Luis e municipios adjacentes.

2.2 Objetivos especificos
- Coletar e identificar plantas em S&o Luis do Maranhdo e municipios vizinhos da ilha de

Upaon-Acu;

- Isolar, purificar, identificar e preservar colénias fungicas associadas a folhas das plantas
coletadas através de metodologia especifica;

- Relacionar cada espécie de planta a sua microbiota fungica em particular;

- Catalogar a associacdo de fungos com familias botanicas representativas da flora da ilha de

Upaon-Agu.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Biomas maranhenses e vegetacao

O Brasil possui a maior cobertura de florestas tropicais do mundo, especialmente
concentrada na Regido Amazonica. Por esta razdo, aliada ao fato de sua extensdo territorial,
diversidade geografica e climatica, nosso pais abriga uma imensa diversidade bioldgica, o que
faz dele o principal dentre os paises detentores de megadiversidade do planeta, possuindo
entre 15% a 20% das 1,5 milhdo de espécies descritas na Terra. Possui a flora mais rica do
mundo, com cerca de 55 mil espécies de plantas superiores (aproximadamente 22% do total
mundial); 524 espécies de mamiferos, 1.677 de aves, 517 de anfibios e 2.657 de peixes
(LEWINSOHN & PRADO, 2002).

O estado do Maranhdo estd entre os maiores estados brasileiros. Com uma area
aproximada de 332 mil km?, o Estado contempla trés diferentes biomas, o que contribui para
uma elevada diversidade de paisagens: o Cerrado e suas diferentes fitofisionomias desde as
mais abertas (campos) até matas fechadas; a AmazOnia com vegetagdo caracteristica de
arvores altas, matas de varzeas nas planicies periodicamente inundadas e matas de igapo
permanentemente inundadas; e uma pequena porcdo do bioma Caatinga, caracterizado pela
presenca de uma vegetacdo arbustiva com galhos retorcidos e com raizes profundas, e de
cactos e bromélias (BATISTELLA et al., 2014, SPINELLI-ARAUJO et al., 2016).

A vegetacdo é um dos componentes mais importantes da biota, na medida em que seu
estado de conservacdo e de continuidade definem a existéncia ou ndo de habitats para as
espécies, a manutencao de servigos ambientais ou mesmo o fornecimento de bens essenciais a
sobrevivéncia de populacdes humanas. Apesar da rica diversidade, o Maranhdo é o estado da
Amazonia Legal que apresenta 0 menor grau de ocupacdo do espaco com areas protegidas,

apresentando alto grau de desmatamento e fragmentacéo florestal (ARAUJO et al., 2011).

3.2. Fungos Endofiticos

Apesar dos organismos endofiticos terem sido citados pela primeira vez no inicio
do século XIX, foi Bary (considerado o pai/fundador dos estudos das doencas em plantas, foi
um cirurgido, microbiologista e micologo alemao), em 1866, o responsavel por delinear a
diferenca entre eles e patdgenos de plantas. Em 1986, Carroll excluiu as micorrizas e 0s
fungos patogénicos de plantas, restringindo o uso do termo endofitico a organismos

endossimbiontes que causam infecgdes assintomaticas nos tecidos da porcdo interna de
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plantas. Desde entdo varios pesquisadores apresentaram defini¢des para o termo endofitico.
PETRINI (1991) expandiu a definicdo de Carroll (biélogo molecular estadunidense) por meio
da inclusdo de todos os microrganismos que, em algum periodo do seu ciclo de vida,
colonizam tecidos da porc¢éo interna de plantas, sem causar qualquer dano ao hospedeiro, ou
seja, essa definicdo engloba patdgenos latentes.

Em 1997, ARAUJO propds a definicio de que endofitos eram considerados
microrganismos que séo isolados de tecidos vegetais desinfectados superficialmente, e que
ndo causam danos aparentes a planta hospedeira. Essa defini¢do acaba por excluir populacdes
microbianas ndo cultivaveis ou dificeis de sobreviver em condicGes laboratoriais, ou seja, as
populagdes pouco estudadas (ARAUJO et al., 2002). Microrganismos que habitam o interior
de raizes ndo eram considerados endd6fitos, como bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos
micorrizicos (AZEVEDO et al., 2002; GUIMARAES, 2006).

Uma outra definicdo englobou microrganismos que habitam o interior de plantas
sem causar qualquer efeito negativo imediatamente (STONE et al., 2000; FIRAKOVA et al.,
2007). No entanto, a mais atual definicdo e, também, a mais completa, considera todos 0s
microorganismos cultivaveis ou ndo, que habitam o interior dos vegetais, sem causar danos a
planta e que ndo desenvolvem estruturas externas, ou seja, excluindo bactérias de nddulos de
raizes e fungos micorrizicos (AZEVEDO e ARAUJO, 2007).

Os fungos endofiticos podem habitar todas as partes da planta, como folhas,
estruturas reprodutivas, peciolos, galhos, cascas e raizes (FAETH e FAGAN, 2002;
RODRIGUEZ et al., 2009), sendo que a maioria desses fungos pertence ao Filo Ascomycota,
no entanto, foi demonstrada a existéncia de representantes do Filo Basidiomycota em alguns
trabalhos desenvolvidos (ARNOLD e LUTZONI, 2007; HYDE e SOYTONG, 2008).

RODRIGUEZ et al. (2009) propds uma organizacdo dos fungos endofiticos em
quatro classes. Apesar dos fungos micorrizicos também serem endofiticos, muitos autores os
consideram em um grupo separado por ser uma simbiose altamente especializada e bem
caracterizada (STONE et al., 2000). RODRIGUEZ et al. (2009) néo inclui nesta classificacdo
os fungos micorrizicos arbusculares (MA).

A Classe 1 é formada pelos fungos clavicipitaceos, 0s quais representam um
pequeno numero de espécies que provocam infeccdes em gramineas, e pelos fungos nao-
clavicipitaceos que sdo bem diversos. Fungos dessa classe sdo caracterizados por aumentar a
biomassa vegetal, conferir tolerancia a seca, produzir produtos quimicos que séo toxicos para

animais, diminuindo a herbivoria.
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A Classe 2 é formada principalmente por fungos integrantes do Filo Ascomycota,
subfilo Pezizomycotina, sendo que também sdo encontrados representantes do Filo
Basidiomycota, Subfilo Agaricomycota e Pucciniomycotina. Esses fungos podem crescer
acima do solo e abaixo dos tecidos e podem conferir tolerancia especifica ao estresse no
habitat do hospedeiro. Apresentam alta taxa de infeccdo em ambientes estressantes e sua
transmissédo pode ocorrer tanto horizontalmente quanto verticalmente. Um exemplo de
tolerancia especifica é dado pela relacdo simbidtica entre a planta Dichanthelium lanuginosum
e o fungo Curvularia protuberata, enquanto ambos estdo associados simbioticamente podem
tolerar temperaturas de até 65 °C, mas isoladamente, ndo toleram temperaturas acima de 40
°C (MARSCHNER et al. 2007).

A Classe 3 é formada por fungos que infectam tecidos aéreos e que possuem
colonizacdo localizada. A maioria € representada por integrantes do Filo Ascomycota e
Basidiomycota, sendo que uma maior diversidade pode ser encontrada em ambientes tropicais
(ARNOLD e LUTZONI 2007). Podem estar associados a diversos tecidos acima do solo,
tanto de plantas vasculares quanto de plantas ndo vasculares.

A Classe 4 é formada por fungos septados negros que colonizam tecidos da raiz
de forma extensiva (RODRIGUEZ et al., 2009). Os principais representantes pertencem ao
Filo Ascomycota e produzem melanina, formando estruturas chamadas microesclerocitos nas
raizes das plantas hospedeiras. Geralmente, esses fungos nao apresentam especificidade de
hospedeiro e constituem os fungos mais abundantemente encontrados em associacdo com
raizes de plantas (MANDYAM E JUMPPONEN, 2005; AVESKAMP et al., 2009).

Os fungos filamentosos sdo os mais comumente isolados de estruturas vegetais
(GUNATILAKA, 2006). De forma geral, esses fungos ndo produzem sintomas de doencas no
hospedeiro, podendo estar latentes ou serem assintomaticos, sendo essas interacdes
conhecidas como neutras. Nessas associacdes mutualisticas, a convivéncia entre o fungo e a
planta é pacifica, sendo que os dois organismos sobrevivem de forma assintomatica, ambos
sendo beneficiados (SCHULZ e BOYLE, 2005; STROBEL e DAISY, 2003; AZEVEDO et
al., 2002).

Estudos demonstraram que esses microrganismos possuem fungdes importantes para
seus hospedeiros, pois apresentam interagdes simbidticas com o mesmo, e sdo capazes de
proteger as plantas do ataque de insetos, de doencas e do ataque de mamiferos herbivoros por
meio da producédo de toxinas (AZEVEDO, 1998; AZEVEDO, 1999; AZEVEDO et al., 2000;
PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002).
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Um dos principais mecanismos pelos quais o fungo beneficia a planta é atraves da
producdo de metabolitos secundarios (SCHULZ et al., 1995). Nesses casos, pode-se dizer que
existe mutualismo defensivo, ou seja, o0 fungo endofitico esta dando protecdo a planta e, desse
modo, estara protegendo a si proprio (CLAY, 1988). A natureza assintomatica da ocupacédo
por fungos no tecido de plantas pode nos conduzir a classificagdo de um relacionamento
simbidtico entre os dois, mas a diversidade de fungos endofiticos nos diz que estes possam ser
saprobios ou patégenos oportunistas (STROBEL & DAISY, 2003).

Existem muitas especulages a respeito da definicdo do tipo de interacdo entre
fungos e plantas, pois diferentes autores caracterizam a distincdo entre endofiticos como
meramente didatica. Assim, pode-se dizer que existe um gradiente entre 0s grupos e nao uma
clara distin¢do ou limite entre eles (AZEVEDO, 1999; SAIKKONEN et al., 1998).

De acordo com Saikkonen et al. (2004), a relacdo dos fungos endofiticos com o
vegetal hospedeiro € um tanto complexa, pois envolve interagdes entre as espécies e também
estd sob a influéncia de fatores abioticos e bidticos. Dependendo das condigdes do ambiente,
um fungo endofitico pode tornar-se patogénico. Também, essa patogenicidade pode ser
despertada pelo desequilibrio em relagdo a outros endofiticos. Logo, pode-se dizer que as
intrincadas interacGes mutualisticas entre fungos endofiticos e planta hospedeira sdo reguladas
a nivel ambiental, genético e fisiologico, resultando nos beneficios de adaptabilidade para
ambos os envolvidos (SAIKKONEN et al., 1998; AZEVEDO, 1999).

Os fungos endofiticos mais estudados sé@o os que estabelecem associa¢cBes com
espécies de gramineas, pois eles sdo agronomicamente importantes devido a sua producéo de
metabolitos secundarios e potencial contra herbivoria, por exemplo (SAIKKONEN et al.,
1998). Estes autores mostraram que aproximadamente 75% das descricdes que abordam
aspectos ecologicos ou evolucionarios de associacfes de endofiticos e plantas tratam de
relacBes entre gramas e seus endofitos. Por meio desses nimeros pode-se perceber a
necessidade de estudos associados a outros grupos de plantas, tendo em vista uma abordagem
mais ecoldgica para esses casos.

Pesquisas tém demonstrado que microrganismos endofiticos podem influenciar na
preferéncia e na performance de insetos herbivoros. As primeiras publicacdes com endofiticos
demonstraram que a presenca desses microrganismos resultava na diminuicdo dos danos
causados por fitofagos (OKI et al., 2009). Trabalhos sobre a importancia de microrganismos
endofiticos na resisténcia ao ataque por insetos ja foram publicados (RAPS; VIDAL, 1998;
MEISTER et al., 2006).
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Sob um ponto vista biotecnoldgico, os produtos naturais de fungos endofiticos
apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas, sendo alguns exemplos,
antimicrobiana, antiparasitaria, neuroprotetiva, antioxidante, antidiabética, propriedades
imunossupressoras, antiviral, anticolinesterasica, antineoplasicos e citotoxica (CHAPLA et
al., 2013).

E notavel que, dentre as quase 300.000 espécies de plantas que existem na Terra, cada
individuo € hospedeiro de um ou varios microrganismos endofiticos (STROBEL;
DAISY,2003). Somente algumas dessas plantas ja foram completamente estudadas quanto a
sua biologia endofitica. Consequentemente, a oportunidade de encontrar microrganismos
endofiticos novos e com potencial de utilizacdo entre as plantas que compdem os diferentes
ecossistemas é grande (STROBEL; DAISY, 2003; RYAN et al., 2008).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Regido de estudo

No dia 8 de setembro de 1612 era fundada a cidade de S&o Luis, uma ilha e também
capital do Maranhdo (NE). O clima é quente na maior parte do ano, atingindo facilmente
30°C. O clima é equatorial umido com alta pluviosidade na primeira metade do ano. Apesar
da influéncia antropica na sua paisagem, principalmente na area urbana, ainda se encontram
locais parcialmente preservados de mata nativa, como por exemplo o Parque Estadual do Sitio

Rangedor, a Area de Protecio Ambiental do Itapiraco, o Parque Estadual do Bacanga, etc.

4.2 Coleta de material vegetal

Os pontos de coletas foram realizados de forma aleatéria dentro da regido proposta
(preferéncia por plantas com flores, para auxiliar na identificacdo), tanto em zona urbana
guanto em zona rural, e os fragmentos foram percorridos sem demarcacao de parcelas, porém
com registro de posicionamento geografico via GPS. Imagens, obtidas via satélite pelo
software Google Earth, auxiliaram no estudo das areas visitadas. Dos espécimes coletados,
foram registradas informacfes sobre procedéncia, periodo de floracdo, habitos, habitats.
Todas as amostras coletadas foram fotografadas com camera digital.

O material coletado (flores e folhas) foi devidamente acondicionado em caixas de

isopor e imediatamente levado ao Departamento de Biologia da Universidade Federal do
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Maranhdo e armazenados a 4 °C até o momento do processamento. Os espécimes férteis
coletados durante as excursdes de campo foram prensados, secos em estufa e herborizados
para posterior identificacéo.

4.3 Isolamento de fungos das folhas

O material botanico foi selecionado e as folhas separadas. Este material foi lavado
abundantemente com 4agua corrente e detergente neutro para retirar 0 excesso de
microrganismos epifiticos. Em seguida, foi realizada a desinfestacdo superficial do material
em alcool 70% por 30 s, em hipoclorito de sédio 2% por 1 min e novamente em alcool 70%
por 30 s, para retirar 0 excesso de hipoclorito.

Apods a assepsia, fragmentos de folhas, medindo aproximadamente 5 mm? foram
plaqueados em meio de batata, dextrose e agar (BDA), acrescido de 50 mg.L -1 de sulfato de
streptomicina e 50 mg.L -1 de cloranfenicol. As placas com os fragmentos foram incubadas a
25 °C (SILVA et al., 2006).

As placas foram observadas diariamente. A medida que foram aparecendo,
fragmentos das col6nias dos fungos recém desenvolvidas eram transferidos para tubos de
ensaios contendo meio BDA inclinado, até que as culturas ficassem puras.

Os isolados foram identificados pelo menos ao nivel de género, com base nas
caracteristicas macro e micromorfologicas, através de chaves de identificacdo disponiveis na

literatura, de acordo com o grupo taxonémico a que pertencerem.

4.4 Preservacao dos isolados

Fragmentos de micélio dos isolados foram preservados em tubos de ensaio contendo
agua destilada e esterilizada e armazenados a temperatura ambiente. Isolados representativos
dos taxons mais frequentes, serdo depositados na colecdo micoldgica do Nucleo de
Imunologia Bésica e Aplicada — NIBA/UFMA — para acesso por parte da comunidade

cientifica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram amostradas e identificadas 13 espécies de plantas da regido de Sdo Luis, MA,
das quais foram isoladas pelo menos 23 espécies de fungos endofiticos diferentes. Cabe
ressaltar que a lista de fungos endofiticos apresentada ndo significa que apenas estes
representam a comunidade fungica da planta. Neste trabalho utilizamos apenas uma
metodologia de isolamento e apenas folhas como material vegetal, suficiente para atingir o
objetivo inicial de informar os principais fungos endofiticos das plantas no municipio de So
Luis, MA. E importante saber que outros fungos endofiticos, como muitos Coelomycetes por
exemplo, ainda podem ser isolados com metodologias mais especificas, ou ainda, a
microbiota fungica pode apresentar diferenca na estrutura da comunidade em outras partes da
planta como caule e raiz. Portanto, trabalhos mais detalhados a respeito da diversidade e da
estrutura da comunidade fungica endofitica devem ser feitos mais criteriosamente utilizando
mais de uma metodologia e abrangendo a planta toda.

Estudos demonstram que o tamanho dos fragmentos dos tecidos vegetais utilizados no
isolamento de fungos endofiticos em meio de cultura tem efeito sobre o nimero de espécies
isoladas, sendo que tamanhos de fragmentos menores aumentam as chances de isolamento de
um namero maior de espécies por area amostrada. Além do aumento da superficie de contato
com o meio de cultura, a reducdo dos fragmentos poderia reduzia a competicdo entre 0s
fungos (GAMBOA et al., 2002; COSTA, 2008). Variantes deste método, como a trituracao de
folhas, tem sido utilizada com sucesso (ABREU, 2010).

Em relacdo as plantas, foram amostradas 12 espécies diferentes representantes de nove
familias botanicas, consideradas das regides tropicais da América do Sul, incluido o estado do
Maranhdo. A lista das plantas amostradas estd representada na Tabela 1, e as suas

caracteristicas principais descritas no item 5.1.
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Tabela 1: Espécies de plantas e suas respectivas familias botéanicas, localizacdo e

fungos endofiticos isolados.

Espécie

Familia

Localizacao

Fungos isolados

Couroupita guianensis Lecythidaceae.

2°31'44.674" S |
44°17'44.344" W

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus sp.
Penicillium sp.

Pachira aquatica Bombacaceae. 2°31'44.674" S | Aspergillus niger
44°17'44.344" W Fusarium sp.
Aspergillus sp.
Terminalia catappa  Combretaceae. 2°31'44.674" S| Aspergillus niger

44°17'44.344" W

Cladophialophora sp.
Scytalidium sp.

Licania tomentosa

Chrysobalanaceae.

2°31'44.674" S /
44°17'44.344" W

Aspergillus terreus
Aspergillus sp.
Penicillium
purporogenum

Senna corymbosa

Fabaceae.

2°3029.034" S/
44°14'37.752" W

Aspergillus niger
Aspergillus terreus
Fusarium sp.
Nigrospora sp.

Psidium guajava

Myrtaceae.

2°3327.518" S /
43°5'38.22" W

Aspergillus niger
Aspergillus nidulans
Rhizopus sp
Scytalidium sp.
Syncephalastrum sp.

Anacardium
occidentale

Anacardiaceae.

2°3327.518" S /
43°5'38.22" W

Aspergillus niger
Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus.
Trichoderma sp.
Coletotrichum sp.
Nigrospora sp.
Penicillium sp.

Fusarium sp.
Byrsonima sericea Malpighiaceae. 2°42°06,7” S / Aspergillus fumigatus
44°18°22.2” W Penicillium

simplicissimum
Penicillium sp.

Hirtella racemosa

Chrysobalanaceae.

2°31°51.5” S/
44°13°19.3” W

Aspergillus niger
Aspergillus flavus

Pestalotiopsis microspora

Scytalydyum lignicola
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Phanera outimouta Fabaceae. 2°31°51.5” S/ Aspergillus niger
44°13°19.6” W Aspergillus japonicus
Aspergillus tamarii
Aspergillus flavus
Penicillium comunne
Scytalidium lignicola
Pestalotiopsis microspora
Senna spectabilis Fabaceae. 2°31°52.0” 'S | Aspergillus niger
44°13°20.1” W Aspergillus terreus
Colletotrichum sp.
Penicillium sp.
Mimosa sp. Fabaceae. 2°31°53.1” 'S | Aspergillus fumigatus
44°13°21.1” W  Penicillium comunne
Pestalotiopsis microspora

Passiflora cincinnata Passifloraceae. 2°31°52.0” 'S / Aspergillus fumigatus
44°13°20.1” W.  Aspergillus flavus
Penicillium comunne
Phoma sp.

5.1 Plantas do Maranhao

Couroupita guianensis Aubl. (Fig. 1A)

Nomes populares: Abrico-de-macaco, castanha-de-macaco, macacarecuia, macacaracuia,
cueira-brava, cuia-de-macaco, améndoa-dos-andes.

Familia: Lecythidaceae.

Altura média: 8-15m.

Origem: América Central e Regido Amazonica.

Local de coleta: Avenida Vitorino Freire, Areinha, Sdo Luis, MA. (2° 31'44.674" S/ 44° 17’
44.344" W)

Suas flores brotam dos troncos e galhos em longos cachos, cada flor possui seis
pétalas carnudas, de coloracdo vermelha, e muitos estames brancos, amarelos ou rosados, sdo
bastante perfumadas. Os frutos sdo globosos e lenhosos. As sementes sdo oblongas, envoltas
em polpa creme que rapidamente tornam-se azul quando em contato com o ar exalando odor
desagradavel.

A espécie tem grande valor ornamental e isso gracas a cor vermelha de suas flores.
Sua madeira pode ser aproveitada na producédo de papel, construcdo e lenha. Os frutos servem
de alimentos para animais e quando vazios sdo utilizados pelos sertanejos para usos

domésticos. Suas sementes sdo comestiveis.
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Fungos isolados: Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus spp e Penicillium spp.

Pachira aquética Aubl. (Fig. 1B)
Nomes Populares: Munguba, Castanhola, Castanha-do-Maranhdo, Carolina, Paineira-de-
Cuba e Mamorana.
Familia: Bombacaceae.
Altura média: Cerca de 18 m.
Origem: Nativa da América Central e do Sul.
Local de coleta: Av. Vitorino Freire, Areinha, S&o Luis, MA (2° 31'44.674" S /
44° 17" 44.344" W).
Arvore frondosa, folhas pecioladas e digitadas que apresentam de 5 a 9 foliolos verde-
escuros. Possui flores com 5 pétalas muito grandes de coloracéo castanho-avermelhadas.
Estudos desenvolvidos sobre a composicdo das sementes demonstram que a Pachira
aquética tem um elevado teor de 0leo (44,1 %), sendo o &cido palmitico o seu principal
componente. Observou-se, também, a existéncia de proteina com alto teor de triptofano.
Testes toxicoldgicos realizados sobre a planta demonstraram discreta toxicidade e nao
apresentaram evidéncias citotdxicas, ndo tendo sido observada atividade bactericida.

Fungos isolados:_Aspergillus niger, Fusarium sp. e Aspergillus sp.

Terminalia catappa L. (Fig. 1C)

Nomes Populares: Amendoeira da Praia, améndoa, amendoeira, castanheira e anoz.
Familia: Combretaceae.

Altura média: 10 a 35 metros.

Origem: América Central e do Sul.

Local de coleta: Pragca Deodoro, Centro, Séo Luis, MA (2° 31'44.674" S/

44° 17' 44.344" W)

E facilmente reconhecida por apresentar fruto suculento, fibroso, ndo-alado e folhas
largamente obovadas com base cordada. Raiz: tipo pivotante (s). Caule: ramo (s) superior (es)
glabrescente (s). Folha: forma obovada (s); apice (s) arredondado (s); base subcordada (s);
indumento glabra (s) a pubescente (s) na (s) abaxial/glabra (s) na (s) face (s) adaxial,
consisténcia cartacea (s) / papiracea (s); domacia em forma de bolsa (s); glandula (s) 2 na (s)
base da lamina (s); nervacdo camptdédromo (s) broquidédroma (s) / 6 a (S) 9 pares de nervura

(s) secundaria (s). Inflorescéncia: tipo espiga (s) /flor (es) masculina (s) e hermafrodita (s) na
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(s) base/axilar (es). Flor: hipanto inferior (es) ovado (s) /sedoso (s); hipanto superior (es)
subcampanulado (s) /lobo (s) do célice (s) 5; disco nectarifero (s) tomentoso (s) / viloso (5S);
androceu estame (s) 10 inserido (s) em 2 verticilo (s) / filete (s) filiforme (s) alongado (s) / sub
orbicular (es); gineceu estilete (s) subulado (s) / glabro (s). Fruto: forma levemente
complanado (s) /carnoso (s) fibroso (s) / glabro (s) / 2 alas (s) lateral (ais) reduzida (s).
Semente: forma cotilédone (s) convoluto (s).

Muito utilizada para areas litoraneas, produz uma sombra excelente para parques e
ruas no litoral brasileiro. Tem grande potencial urbanistico.

Fungos isolados: Cladophialophora sp., Aspergillus niger e Scytalidium sp.

Licania tomentosa (Benth.) Fritsch N (Fig. 1D)

Nome Popular: Oiti, Oiti da praia, Guaili, Oiti cagdo, Oiti mirim, Oitizeiro
Familia: Chrisobalanaceae

Altura media: 6 a 12 metros.

Origem: América do Sul, Brasil.

Local de coleta: Praca Deodoro, Centro, S&o Luis, MA (2°31'44.674" S /
44°17'44.344" W)

Copa frondosa e as raizes ndo sdo agressivas. As folhas sdo simples, alternas, elipticas,
alongadas, de 7 a 14 cm de comprimento por 3 a 5 cm de largura, pilosas em ambos os lados e
de cor verde-clara, quando novas, tornando-se glabras, a pilosidade se destaca quando
esfregamos a folha. Quando completamente formadas possuem bordas lisas, superficie lisa e
brilhante, cor verde-escura e persistente durante o ano todo. As flores sdo pequenas e brancas,
produzidas em inflorescéncias (cachos) e resultam na formacdo de grande quantidade de
frutos por planta.

A espécie é nativa e endémica do Brasil, ou seja, sé ocorre aqui. O uso mais comum €
na arborizacdo urbana, pois sua copa densa proporciona boa sombra o0 ano todo. Pode ser
encontrado com relativa facilidade ornamentando pracas, parques, jardins e calgadas em
diversos estados do pais. Também pode ser empregada em reflorestamentos, recuperacdo de
areas degradadas ou como bioindicadora, esta qualidade atribuida a algumas alteracdes
foliares que podem fornecer informacges sobre a qualidade do ar em ambientes urbanos. O
fruto é comestivel, bastante odorifero, de sabor adocicado e um pouco adstringente. Alguns
relatos informam que o fruto lembra o sabor da manga, mas para mim, a textura mais aspera e

seca, lembra milho cozido. Possivelmente, esta também deve ser a razdo pela qual a espécie é
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chamada popularmente de milho-cozido. A polpa do fruto maduro tem coloracdo alaranjada,
bastante perfumada e com boa quantidade de amido, o0 que permite 0 seu aproveitamento para
diversos fins industriais. A polpa desidratada pode ser utilizada como incremento de diversos

produtos alimenticios.
Fungos isolados: Aspergillus terréus, Aspergillus sp., Penicillium purporogenum.

Senna corymbosa L. (Fig. 1E)

Nome Popular: Sena-do-campo, café-brabo, fedegoso e sena, sena-do-mato.

Familia: Fabaceae.

Origem: Nativa, ndo endémica do Brasil.

Local de coleta: Cemitério Parque da Saudade, Vinhais, Sdo Luis, MA (2° 30’ 29.034" S /
44° 14' 37.752" W).

Subarbustos, arbustos ou arvoretas, eretos, ramos glabros. Estipulas lineares. Folhas 2-
3(-4) pares de foliolos, peciolo; glandulas presentes entre os foliolos do primeiro par, podendo
aparecer entre os foliolos do segundo e terceiro pares, globosas, ovoides ou lanceoloides,
estipitadas; foliolos ovais, ovallanceolados, elipticos ou oblongos, apice agudo, obtuso ou
retuso, mucronado ou ndo, base obliqua ou obtusa, foliolo distal 2,1-7x0,7-2,2cm, com ambas
as faces glabras. Racemos axilares corimbiformes ou paniculas terminais, 6-40 flores por
racemo; pedunculo 16-63mm compr; bracteas lineares ou linear-lanceoladas, 1,8-4mm compr,
caducas. Pedicelo 14-25mm compr. Sépalas 5,5-12,5mm compr. Corola zigomorfa, amarela,
pétalas 10-15mm compr; 4 estames medianos com filetes 2-3,4mm compr. E anteras 4-6mm
compr, estames abaxiais com anteras isomarficas, estame centro-abaxial com filete 4-7,2mm
compr. E antera 6,6-8mm compr, 2 estames latero-abaxiais com filetes 6,5-12mm compr. E
anteras 6,4-8mm compr, bico 0,5-0,8mm compr; gineceu 10-15mm compr, ovario glabro.
Legumes cilindricos, endocarpo pulposo, péndulos, retos ou ligeiramente curvos, glabros, 2,6-
11,5x0,6-1,1cm. Sementes 1-seriadas, oblongas ou irregularmente ovais, negras, 4-5,5x3,2-
4,8mm. (RODRIGUES, 2005, p. 4).

E usada na medicina popular como purgativo brando e depurativo e tambem é
utilizada como planta ornamental.

Fungos isolados: Aspergillus niger, Aspergillus terréus, Nigrospora sp., Fusarium sp.
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Psidium guajava L. (Fig. 1F)

Nome Popular: Goiabeira, Aracé-das-almas, Aracad-goiaba, Araca-guagu, Araca-mirim,
Aracaiba, Aragauacu, Goiaba-maca.

Familia: Myrtaceae.

Altura média: 6 a 12 metros.

Origem: Sul do México e o norte da América do Sul.

Local de coleta: Campus da Universidade Federal do Maranhdo, Bacanga, S&o Luis, MA
(2°3327.518" S /43°5"38.22" W)

A goiabeira apresenta tronco tortuoso, com casca lisa, que quando envelhece se
desprende em finas laminas de cor castanha. Suas folhas sdo elipticas, de coloracdo verde
clara, pilosas quando jovens e com nervuras bem marcadas. As flores sdo axilares,
hermafroditas, de coloracdo branca, com longos e numerosos estames. A floragdo ocorre na
primavera, apenas nos ramos produzidos durante o ano corrente.

As goiabas s@o frutos do tipo baga, ovoides, de casca fina, lisa e verde, que se torna
amarela quando bem amadurecida. A polpa é delicada, doce e perfumada, e pode ser vermelha
ou branca, de acordo com variedade. Suas sementes sdo pequenas, duras, de cor amarelo
claro, em formato de rim.

A goiabeira apresenta lugar de destaque por possuir frutas tropicais (valor nutritivo),
com elevados teores de vitamina C, A e B, e ao sabor e aroma caracteristicos, que lhe
conferem excelente qualidade organoléptica (Pereira & Martinez Jr., 1986). Alem do mais é
usada em urbanismos e tem potencial ornamental.

Fungos isolados: Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Rhizopus sp., Scytalidium sp.,
Syncephalastrum sp.

Anacardium occidentale L. (Fig. 1G)

Nome Popular: Cajueiro, Ac¢ajaiba, Acajuiba, Caju-manso, Caju-banana e Caju-manteiga.
Familia: Anacardiaceae.

Altura média: 10 metros.

Origem: Brasil — regides costeiras do Norte e Nordeste.

Local de coleta: Campus da Universidade Federal do Maranhdo, Bacanga, Sdo Luis, MA
(2°33"27.518" S /43°5"38.22" W)
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O cajueiro é uma arvore com copa de tamanho proporcional, arredondada, chegando a
atingir o solo. Tronco tortuoso e ramificado. Folhas roseas quando jovens e verdes
posteriormente. Flores pequenas, alvo-rosadas, perfumadas. O caju é um pseudofruto. A parte
de coloracdo amarela, alaranjada ou vermelha, é formada pelo peddnculo que se desenvolve e
contém a polpa carnosa e suculenta. O verdadeiro fruto é a conhecido pelo nome de castanha.

Seus frutos (castanha) s&o consumidos torrados como iguarias e da parte carnosa se
faz suco. Além disso, da castanha-de-caju (rica em proteinas, calorias, lipidios, carboidratos,
fosforo e ferro) é extraido um éleo comestivel que pode ser utilizado em substituicdo ao azeite
de oliva. Embora a literatura seja bastante escassa em informac6es sobre o valor nutritivo e
utilizacdo de subprodutos do cajueiro para animais, ja se encontram disponiveis algumas
publicaces. De acordo com ARAUJO (1983), EMBRAPA (1991) e RAMOS et al. (2006), 0
pseudofruto desidratado do cajueiro contem 87,99%, 85,85% e 88,70% de MS, 8,11%, 8,11%
e 14,00% de PB, 15,40%, 6,82% e 12,07% de FB, 2,86%, 3,16% e 4,15% de EE, 0,28%,
0,13% e 0,45% de Ca e 0,14%, 0,14% e 0,30% de P, respectivamente.

Fungos isolados: Aspergillus niger, A. fumigatus A. flavus. Trichoderma sp., Coletotrichum

sp., Nigrospora sp., Penicillium sp., Fusarium sp.

Byrsonima sericea DC. (Fig. 1H)

Nome Popular: Murici arboreo e Murici da praia.

Familia: Malpighiaceae.

Origem: Paises limitrofes com a Amazoénia brasileira, América Central e Caribe.
Altura média: 7 a 20 metros de altura.

Local de coleta: Reserva Ecologica do Itapiraco (2° 42’ 06,7 S/ 44° 18 22.2” W).

Possui flores amarelas em inflorescéncias terminais, formando cachos. Apesar do
tamanho pequeno de seus frutos estes, possuem sabor e cheiro intenso. Tronco reto e copa
cheia. Potencial de aproveitamento paisagistico, por sua beleza quando em flor. Epoca de
floracdo e frutificacdo: Floresce de novembro a janeiro e frutifica em marco.

Fungos isolados: Aspergillus fumigatus, Penicillium simplicissimum, Penicillium sp.

Hirtella racemosa Lam. (Fig. 11)
Nome Popular: Ajururana, ajiri-do-mato ou murtinha.
Familia: Chrysobalanaceae.

Origem:
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Local de coleta: Reserva Ecoldgica do Itapiraco (2°31°51.5”S / 44°13°19.3”W).

Um arbusto que se desenvolve em biomas como caatinga, restinga e cerrado. Caule de
periderme com 2-4 camadas de sUber, lenticelas, idioblastos contendo drusas no cértex e
floema. Na folha ha presenca de pélos tectores simples, estdbmatos do tipo paracitico,
idioblastos contendo drusas no parénquima.

Planta com potencial citotdxico contra a linhagem de céncer de pulmdo humano
(NCI-H-292) e potencial moderado contra linhagens de carcinoma de c6lon (HT29) e laringe
(HEp-2). Estudos realizados da H. racemosa, contribuem para o conhecimento de uma
espécie com potenciais quimico e farmacolédgico inexplorados, podendo vir a colaborar
futuramente no arsenal terapéutico (Cartaxo et al, 2010).

Fungos isolados: Scytalydyum lignicola, Aspergillus niger, A. flavus, Pestalotiopsis

microspora

Phanera outimouta Aubl. (Fig. 1J)

Nome Popular: escada-de- macaco

Familia: Fabaceae.

Origem: Regides tropicais. Nao endémica do Brasil

Local de coleta: Reserva Ecologica do Itapiraco (2°31°51.5”’S / 44°13°19.6”W).

Sua forma de vida é liana/voluvel/trepadeira; Folha: lamina (s) bilobada (s); Flor:
branca, tubo do calice (s) botdo-floral jovem (ns) ndo alado (s); tamanho do calice (s) 4 12
compr. (mm); ovario (s) sessil (eis); indumento ovario (s) tomentoso (s)/sericeo (s).

Faz parte de projetos de reflorestamento com dispersao e sementes no bioma cerrado.
Fungos isolados: Aspergillus niger, A. japonicus, A. tamarii, A. flavus, Penicillium comunne,

Scytalidium lignicola, Pestalotiopsis microspora

Senna spectabilis Mayworn. (Fig. 1K)

Nome Popular: Cassia-do-nordeste, Sena

Familia: Fabaceae.

Altura média: 6 a 9 metros.

Origem: Brasil

Local de coleta: Reserva Ecoldgica do Itapiraco (2°31°52.0”S / 44°13°20.1”W).
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Essa arvore atinge de 6 a 9m de altura, suas folhas sdo compostas pinadas e suas flores
amarelas, dispostas em inflorescéncias terminais. Ela floresce durante os meses de dezembro
a abril. J& o seu fruto é do tipo legume cilindrico indeiscente e amadurecem nos meses de
agosto até setembro. A Cassia-do-nordeste como o proprio nome diz, ocorre na regido
nordeste do Brasil, no bioma Caatinga. Essa planta ocorre na caatinga do RN. Como sua
madeira é mole e relativamente pequena, ela é aproveitada apenas para confeccionar objetos
leves, como por exemplo caixotes e como lenha e carvéo.

A arvore é extremamente ornamental durante o longo periodo que permanece em flor,
podendo ser empregada com sucesso no paisagismo em geral.

Fungos isolados: Aspergillus niger, A. terreus, Colletotrichum sp., Penicillium sp.

Mimosa sp. Barneby (Fig. 1L)

Familia: Fabaceae.

Origem: Nativa do Brasil

Local de coleta: Reserva Ecologica do Itapiraco (2°32°29.0”S / 44°13°18.7”°W).

Fruto do tipo craspédio (mais raramente lomento ou sacelo), apresentando margens
persistentes, com valvas inteiras ou mais frequentemente segmentadas em articulos
monospérmicos. Além disso, as flores sdo isosttmones ou diplostémones e as anteras nao
apresentam glandulas apicais, o que diferencia Mimosa de géneros afins como Anadenanthera
Speg., Parapiptadenia Brenan, Plathymenia Benth., Piptadenia Benth., Prosopis L. e
Pseudopiptadenia Rauschert (Queiroz 2009).

Sé&o pioneiras, colonizando locais perturbados, tais como beira de estradas, margem de
rios e clareiras de matas. 1sso deve-se ao seu rapido crescimento e a sua capacidade de
regeneracdo vegetativa (Camargo-Ricalde & Grether 1998). Nessas areas promovem o0
enriquecimento do solo e evitam a sua erosao e, portanto, facilitam o estabelecimento de
outras plantas (Camargo-Ricalde & Garcia-Garcia 2001), o que torna suas espécies boas
candidatas para a restauracdo de areas degradadas.

Fungos isolados: Aspergillus fumigatus, Penicillium comunne, Pestalotiopsis microspora

Passiflora cincinnata Mast. (Fig. 1M)
Nome Popular: Maracuja do mato.
Familia: Passifloraceae.

Origem: Nativa de regides tropicais e subtropicais.
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Local de coleta: Reserva Ecoldgica do Itapiraco (2°31°52.0”S / 44°13°20.1”W).

A familia abrange desde espécies trepadeiras herbaceas a arbustos e até arvores
lenhosas (NUNES; QUEIROZ, 2006). E caracterizada por apresentar estipulas e gavinhas
folhas pecioladas e alternadas; flores isoladas e axilares, hermafroditas, pentameras, com
pétalas e sépalas alternando entre si, com presenca de filamentos de corona, opérculo,
androginéforo, 5 estames, anteras dorsofixas, dvulos numerosos, placentacdo perietal, 3-4
estiletes, estigmas captados, orbiculares ou reniformes também caracterizam a familia
(NUNES; QUEIROZ, 2006). A corona é usada para caracterizacdo da familia, juntamente
com o androgino6foro, longo tubo floral de érgédos sexuais, femininos e masculinos, soldados e
elevados (ULMER; MACDOUGAL, 2004).

Amplamente conhecido pelas suas propriedades medicinais, em especial, por ter efeito
calmante e relaxante. E uma rica fonte de potassio, ferro, fosforo, calcio e vitaminas A C e do
complexo B. A combinagdo de nutricdo com sabor e aroma fazem com que ele seja matéria-
prima para producao de produtos como sucos, polpas, geleias e sorvetes.

Fungos isolados: Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Penicillium comunne, Phoma sp.
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Figura 1: Plantas amostradas na Ilha de Upaon-A¢u, MA, Brasil. Couroupita
guianensis (A), Pachira aquatica (B), Terminalia catappa (C), Licania tomentosa (D), Senna
corymbosa (E), Psidium guajava (F), Anacardium occidentale (G), Byrsonima sericea (H),
Hirtella racemosa (1), Phanera outimouta (J), Senna spectabilis (K), Mimosa sp. (L),

Passiflora cincinnata (M).
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5.2 Fungos Endofiticos de Plantas de S&o Luis-MA

Foram identificadas pelo menos 23 espécies de fungos endofiticos isolados das 12
espécies de plantas coletadas e analisadas, pertencentes a 12 géneros diferentes. A maioria dos
fungos endofiticos isolados e identificados neste trabalho pertencem ao filo Ascomycota
recuperados em sua fase anamdrfica. Fungos pertencentes ao grupo dos basidiomicetos, sdo
mais frequentemente isolados de caules em plantas arbéreas (BILLS, 1996). Fungos
oomicetos e zigomicetos sdo isolados como endofiticos esporadicamente (COSTA, 2008).

Tabela 2: Fungos endofiticos do municipio de Sdo Luis, MA, e seus respectivos

hospedeiros.

Espécie

Filo/Classe/ordem

Hospedeiros

Aspergillus flavus

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Couroupita guianensis
Anacardium occidentale
Hirtella racemosa
Phanera outimouta
Passiflora cincinnata

Aspergillus fumigatus

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Anacardium occidentale
Byrsonima sericea
Mimosa sp.

Passiflora cincinnata

Aspergillus japonicus

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Phanera outimouta

Aspergillus nidulans

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Psidium guajava

Aspergillus niger

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Couroupita guianensis
Pachira aquatica
Terminalia catappa
Senna corymbosa
Psidium guajava
Anacardium occidentale
Hirtella racemosa
Phanera outimouta
Senna spectabilis

Aspergillus sp.

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Couroupita guianensis
Pachira aquatica
Licania tomentosa

Aspergillus tamarii

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Phanera outimouta

Aspergillus terreus

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Licania tomentosa
Senna corymbosa
Senna spectabilis

Cladophialophora sp.

Ascomycota/Eurotiomycetes/
Chaetothyriales

Terminalia catappa

Coletotrichum sp.

Ascomycota/Sordariomycetes/
Glomerellales

Senna spectabilis




Fusarium sp.

Ascomycota/Sordariomycetes/
Hypocreales

Pachira aquética
Senna corymbosa
Anacardium occidentale

Nigrospora sp.

Ascomycota/Sordariomycetes/
Trichosphaeriales

Anacardium occidentale

Penicillium comunne

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Phanera outimouta
Mimosa sp.
Passiflora cincinnata

Penicillium purporogenum

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Licania tomentosa

Penicillium
simplicissimum

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Byrsonima sericea

Penicillium sp.

Ascomycota/Eurotiomycetes/Eurotiales

Couroupita guianensis
Anacardium occidentale
Senna spectabilis

Pestalotiopsis microspora

Ascomycota/Sordariomycetes/Xylariales

Hirtella racemosa
Phanera outimouta
Mimosa sp.

Phoma sp. Ascomycota/Dothideomycetes/ Passiflora cincinnata
Pleosporales
Rhizopus sp. Zygomycota/Zygomycetes/Mucorales Psidium guajava

Scytalidium lignicola

Ascomycota/Leotiomycetes/Helotiales

Hirtella racemosa
Phanera outimouta

Scytalidium sp.

Ascomycota/Leotiomycetes/Helotiales

Terminalia catappa
Psidium guajava

Syncephalastrum sp.

Zygomycota/Zygomycetes/Mucorales

Psidium guajava

Trichoderma sp.

Ascomycota/Sordariomycetes/
Hypocreales

Anacardium occidentale

Dos fungos isolados, podemos destacar um nimero consideravel de representantes dos
géneros Aspergillus e Penicillium. Até 2011 os géneros Aspergillus, Penicillium,
Paecilomyces entre outros estavam compreendidos dentro da familia Trichocomaceae.
Contudo, com a mudanca do novo Codigo Internacional de Nomeclatura para algas, fungos e
plantas esta familia foi subdividida em: Aspergillaceae (Aspergillus, Penicillium, Hamigera,
Leiothecium, Monascus, Penicilliopsis, Phialomyces, Sclerocleista, Warcupiella e
Xeromyces), Trichocomaceae (Rasamsonia, Sagenomella, Talaromyces, Thermomyces e
Trichocoma) e  Thermoascaceae
(HOUBRAKEN e SAMSON, 2011; PETERSON, 2012; VISAGIE et al., 2014).

A familia Aspergillaceae estd compreendida na ordem Eurotiales,

(Byssochlamys/Paecilomyces e  Thermoascus)
classe
Eurotiomycetes e filo Ascomycota. Ambos, Aspergillus e Penicillium sdo considerados 0s
géneros economicamente mais importantes desse filo, e sdo conhecidos por apresentarem
impactos positivos e negativos sobre as atividades humanas. Algumas espécies pertencentes a
familia Aspergillaceae possuem propriedades fisioldgicas bastante diversas como, por

exemplo: crescem em baixa atividade de agua, em baixas ou altas temperaturas, além de
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niveis de baixa acidez e oxigénio (HOUBRAKEN et al., 2014). Devido a sua ampla
distribuicdo geografica Aspergillus e Penicillium s&o sempre encontrados em solos no mundo
todo, onde sdo caracterizados como decompositores de matéria organica e bons produtores de
enzimas. (COUTINHO et al., 2012).

Comumente encontrado habitando o interior de plantas, o género Aspergillus foi o
mais representativo em nimero de espécies e isolado de todas as espécies de plantas. Este
género tem sido descrito como endofitico em uma série de trabalhos (ALY et al., 2011). Além
disso, faz parte de importantes espécies estudadas em diversas areas do conhecimento por
serem patogénicas, fitopatogénicas ou micotoxigénicas, ou ainda por serem produtoras de
uma ampla variedade de enzimas e metabolitos secundarios utilizados na inddstria quimica,
farmacéutica e alimenticia (SILVA, 2009).

Dentre os representantes deste género, Aspergillus niger apareceu em fragmentos de
nove das 12 espécies, indicando ser um habitante comum do interior de plantas. Pode
provocar uma doenga chamada mofo-preto em uvas, cebolas e amendoim, e & um
contaminante comum de alimentos. Ele é onipresente no solo e € comumente relatado em
ambientes internos, onde suas col6nias pretas podem ser confundidas com as de Stachybotrys
(cujas espécies sao também chamadas de "bolor-negro™). Macroscopicamente, este fungo
pode ser identificado crescendo em substratos produzindo colénias com hifas brancas a
amareladas, tornando-se pretas com a formacdo de conidios. Microscopicamente, A. niger
pode ser identificado por suas hifas hialinas e septadas. Os conidioforos séo longos (400-3000
um) com vesiculas esféricas no apice. E bisseriado, a métula cobre toda a superficie da
vesicula a partir da qual as fialides se estendem. Conidios sdo globosos, de cor marrom a
preto com superficie rugosa.

Aspergillus flavus, por sua vez, também foi isolado em alta frequéncia nas amostras de
plantas nativas. Na natureza, A. flavus é capaz de crescer em muitas fontes de nutrientes. E
predominantemente uma espécie saproéfita e cresce em plantas mortas e tecido animal no solo.
Por este motivo, € muito importante na ciclagem de nutrientes. O crescimento do fungo €
favorecido em condicdes de calor seco. Os limites de temperatura para crescimento variam de
10 a 43 °C, sendo a temperatura de 33 °C considerada a 6tima. Pode produzir micotoxinas
chamadas Aflatoxinas, que tem efeitos toxicos e carcinogénicos. A presenca do fungo néo
necessariamente € indicador da presenca da micotoxina em grdos. Os conidioforos séo
hialinos, bem desenvolvidos com producdo abundante de conidios. Ultima célula do
conidiéforo apresenta formato ampuliforme, na qual emergem dezenas de fialides que

produzirdo os conidios. Quando jovem, essa célula é globosa, de cor clara e ndo pulverulenta.
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Os conidios séo hialinos, esféricos, ameroseptados e produzidos em cadeias (ANDRADE &
LIMA, 2010).

Assim como A. flavus, foi relatada a presenca da espécie A. tamarii. Ambas as
colénias sdo semelhantes morfologicamente, porém A flavus possui coldnias de coloracdo
verde oliva claro em MEA enquanto A. tamarii as col6nias vdo do verde oliva escuro até um
marrom esverdeado. Aspergillus fumigatus e A japonicus foram as duas espécies unisseriadas
do género.

A fumigatus e A japonicus, apesar de menos frequentes, também foram identificados
como endofitos de plantas deste trabalho. A. fumigatus é o agente etiolégico mais comum,
sendo responsavel por aproximadamente 90% das infec¢bes humanas, porém, ndo é o Unico
patégeno neste género. A. flavus, A. terreus, A. niger e A. nidulans também podem causar
infeccdes humanas (LATGE, 1999). A. japonicus, assim como A, niger pertence a secdo Nigri
(KLICH, 2002) e tem sido muito estudado devido a producdo de enzimas denominadas
tanases, importantes para o tratamento de efluentes de curtumes, cujas fracdes parcialmente
purificadas ou purificadas também podem ser empregadas para produzir &cido galico, um
produto quimico usado em farmacéuticos. A enzima ja foi isolada de fungos como
Penicillium sp., 3.4 Aspergillus niger, 5 A. flavus 6 e Candida sp. 7, além de A. japonicus

A n-acetilacdo de aminas aromaticas por Aspergillus japonicus é uma ferramenta para
biorremediacdo e preparacdo de produtos bioativos. Adicionalmente, o processo de
biotransformacdo empregando o fungo se apresenta como um processo de baixo impacto
ambiental para a preparacdo dos importantes produtos para a inddstria farmacéutica
acetanilida e acetaminofeno (paracetamol) (LIMA et al. 2017).

O género Penicillium, por sua vez, é importante no que se refere a contaminagédo
alimentar, sdo amplamente distribuidos no mundo todo, estdo presentes em solos, no ar,
vegetacdo em deterioracdo e algumas espécies tem sido relatadas como endofiticas (PITT,
2009). As espécies deste género tém sido utilizadas como modelo em estudos basicos, porém
muitas pesquisas aplicadas tém demonstrado seu enorme potencial biotecnolégico. Algumas
espécies podem ser utilizadas no biocontrole, micoparasitismo, utilizacdo de seus metabolitos
secundarios para diversas industrias, sdo fontes de enzimas de interesse industrial e novos
farmacos para a industria farmacéutica (PALLU, 2010). Além disso, muitas delas podem
produzir micotoxinas prejudiciais a saude de animais e humanos (PITT, 2009)

Além de Aspergillus e Penicillium, outros fungos isolados como endofiticos no
Maranhdo também possuem importante aplicacdo biotecnologica. Pestalotiopsis, por

exemplo, € um género anamérfico conidial portador de apéndices (Coelomycetes) na familia
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Amphifeseriaceae (BARR 1975, 1990; KANG et al.1998, 1999). Estudos moleculares
mostraram que Pestalotiopsis € monofilética (JEEWON et al. 2002, 2003, 2004). As espécies
de Pestalotiopsis sd0 comuns em ecossistemas tropicais e temperados e podem causar
doencas nas plantas (DAS et al., 2010), mas séo frequentemente isoladas como endéfitas (LIU
et al., 2006; WEI et al., 2007; WATANABE et al. 2010), ou ocorrem como saproéfitas (WU et
al., 1982; AGARWAL e CHAUHAN 1988; YANNA et al., 2002; HU et al.2007; LIU et al.,
20084a).

Pestalotiopsis microspora tem recebido muita atencdo da comunidade cientifica. No
entanto, isso ndo é por sua natureza patogénica, mas sim porque suas espécies demonstraram
produzir muitos metabolitos secundarios importantes (STROBEL et al., 2002; ALY et al.,
2010; XU et al, 2010). Um destes metabdlitos é o Taxol, um importante farmaco
quimioterapéutico utilizado no tratamento de cancer de mama e ovario (KUMARAN et al.,
2010).

Russel et al. (2011) verificaram que dois isolados amazoOnicos de Pestalotiopsis
microspora (E2712A e E3317B) conseguiram degradar poliéster poliuretano (PUR) quando
cultivados anaerobicamente. Para estes dois organismos, o nivel de atividade foi 0 mesmo
quando cultivado em condicGes aerobias ou anaerdbicas. Esta observacdo pode ter significado
pratico em que este fungo pode ser usado em sistemas de fermentacdo anaerdbica para
degradar PUR. Devido a essa capacidade, P. microspora ja vem sendo chamado de “fungo
comedor de plastico”.

Scytalidium spp. é um fungo filamentoso, saprobio do solo e plantas, considerado,
atualmente, patdgeno primario das unhas. A prevaléncia das infec¢@es ungueais causadas por
este fungo vem aumentando nas Ultimas décadas, embora ainda sejam poucos os trabalhos
publicados sobre sua epidemiologia.

Rhizopus sp. em agar Sabourraud, a 25°C, cresce rapidamente, invadindo toda
aplaca, de cor branca inicialmente eamarela amarromclaro com o passar do
tempo; Aspecto microscopico: Hifas de  didmetro  largo, asseptadas;  no6s,  estolBes
e rizoides estdo presentes. Esporangioforos simples e/ou ramificados, hialinos a marrom claro,
elevam-se nos nos sobre os rizoides. No apice sdo encontrados esporangios escuros, globosos,
com colunelae  inimeros esporangidsporos enddgenos, globosos e-ou ovais,  hialinos e-
ou coloridos. Zigosporos escuros, ndo recobertos por hifas, em suspensores retos,
grandes, dilatados e sem apéndices.

Syncephalastrum sp. € um fungo de crescimento rapido, sendo flocosa, a principio

branca, tornando-se posteriormente cinza. Aspecto microscopico: Micélio hialino cenocitico
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ramificado com ocasionais e irregulares septos. Esporangi6foroseretos, ramificados,
terminando em vesiculas individuais globosas a ovoides. Das vesiculas nascem longos
esporangios tubulares denominados merosporangios, no interior dos quais formam-se uma
Unica fileira de esporangiosporos globosos, ovais e/ou cilindricos.

Nigrospora € um fungo filamentoso dematiaceos amplamente distribuidas no solo,
plantas em decomposicdo e sementes. E um dos contaminantes comuns de laboratorio.
O fungo Nigrospora sp possui uma importante fonte de drogas para o tratamento de diversas
patologias. A afidicolina, um metabdlito isolado do fungo, que é descrita como tendo agdo de
inibicdo da divisdo celular por atuar impedindo a funcdo da DNA polimerase, foi testada
contra promastigotas e amastigotas de donovani ( Leishmaniose) (KAYSER et al., 2001).

Fusarium € um dos mais abundantes géneros de fungos de solo, englobando espécies
de importancia ambiental, agricola e, até mesmo, relacionadas a doengcas em humanos e
animais (Wakelin et al., 2008). Podem ser patogénicos a uma grande variedade de plantas,
muitas delas de interesse econdmico, provocando doengcas como  murcha

vascular, damping off e podriddes de raiz e colo (Agrios, 2005; Wakelin et al., 2008).
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Figura 2: Fotomicrografias de fungos endofiticos isolados de plantas na Ilha de
Upaon-Acu, MA, Brasil. Aspergillus flavus (A), A. fumigatus (B), A. japonicus (C), A. tamarii
(D), A. niger (E), Penicillium sp. (F), conidios de Pestalotiopsis microspora (G), Scytalidium
sp. (H).
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Figura 3: Algumas coldnias isoladas em meio BDA. Aspergillus terreus (A), A. niger
(B), A. flavus (C), A. tamarii (D), Penicillium purpurogenum (E), A. japonicus (F), P.

commune (G), P. simplicissimum (H2), Penicillium sp. (H1)
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6. CONCLUSOES

¢ Vinte e trés espécies de fungos endofiticos foram identificados e descritos habitando
12 especies de plantas na llha de Upaon —Acul, MA;

e Anacardium occidentale e Phanera outimota foram as espécies de planta que
apresentaram maior riqueza de fungos endofiticos;

e Aspergillus niger e A. flavus foram as espécies de fungo que apresentaram maior gama
de hospedeiro, sendo encontrados em nove e cinco espécies de planta respectivamente.

e Os resultados ndo permitem inferir nenhuma relagdo de especificidade entre fungo e
planta ou fungo e familia boténica.

7. CONSIDERAC}()ES FINAIS

A integridade da paisagem é um indicador de biodiversidade e as unidades de
conservacdo, com sua funcéo de protecdo dos recursos naturais, tém importancia fundamental
na manutencdo de fragmentos e de sua biodiversidade. O total de areas remanescentes de
vegetacdo, em suas diferentes fisionomias (Figura 4), totaliza 75% do Maranhdo, e apesar
disso, menos de 19% do Estado esta protegido por unidades de conservacdo, englobando as
categorias reserva biologica (0,8% do Estado), Parque Nacional e Estadual (3,7%) e Estacao
Ecolégica (0,0003%) como unidades de protecdo integral, e Area de Protecdo Ambiental
(14,2%), Reserva Extrativista (0,1%) e Reserva Particular do Patriménio Natural (0,01%)

como unidades de uso sustentavel (BRASIL, 2014).

Claro que hd a exploracdo desses bens ecologicos: desmatamento, poluigéo,
contaminacdo por agentes quimicos e fisicos, etc. Eis a necessidade de salientar a importancia
dos Biomas, conscientizar sobe a preservacdo. Gerenciar este imenso patriménio biologico
requer o estabelecimento de estratégias, planos e programas que assegurem a utilizacéo
sustentavel dos recursos naturais (Dias 2001). O Brasil assumiu o compromisso de
“preservar” ao tornar-se signatario da Convencdo sobre Diversidade Bioldgica e assinar a
Agenda 21 durante a Conferéncia (CBD), realizada no Rio de Janeiro, em 1992,

Nesse contexto, o conhecimento da biodiversidade a nivel local é de extrema
importancia. No caso dos microrganismos, especialmente os fungos, o conhecimento da

diversidade ndo s6 é importante para a preservacdo dos biomas mas também porque estes



seres vivos sdo fontes inestimaveis de recursos bioldgicos. Estes recursos podem ser
utilizados para a salde e bem estar da espécie humana e, devido ao papel que eles
desempenham na natureza, servir como aliados na remediagdo dos impactos negativos
causados pelo homem no meio ambiente.

Os resultados desta pesquisa demonstraram uma grande riqueza de fungos endofiticos
ocorrendo nas plantas em seu ambiente natural e em ambientes ja afetados pelo homem. Essa
riqueza permite afirmar que temos aqui em nosso estado uma fonte ampla de recursos naturais
para futuros estudos na area da saude, da biotecnologia, das ciéncias agrarias, etc.

Além disso, a rica e diversa flora tropical presente no Maranhdo passa a contar com
mais um motivo para ser preservada e explorada de maneira consciente e sustentavel. A
maioria destas espécies de plantas tem grande potencial paisagistico, medicinal, industrial, e
agora pode ter potencial biotecnoldgico por servir de abrigo a importantes microrganismos.
Os proximos passos podem mirar em estudos comparando a diversidade destes fungos
endofiticos em diferentes espécies ou familias de plantas, de modo a se compreender as
relagbes endofitico/hospedeiro, além de estudos de prospeccdo de substdncias bioativas

produzidas por estas plantas e por seus “habitantes” fungicos.
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