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RESUMO

Microrganismos que vivem no interior de tecidos e 0Orgdos vegetais sem
aparentemente causar danos aos seus hospedeiros sdo denominados microrganismos
endofiticos ou simplesmente endofitos. Os endofitos sdo potencialmente Gteis na
agricultura e na industria, particularmente na alimenticia e farmacéutica. Podem ser
utilizados como vetores para introdugdo de genes de interesse nas plantas, como
agentes inibidores de pragas e patdgenos e como fontes de metabdlitos primarios e
secundarios de interesse como o taxol, poderoso anticancerigeno; a cryptocandina,
lipopeptideo antimicético e diversos outros antibioticos. Arrabidaea bilabiata
(SPRAGUE) SANDW. , é uma planta pertencente a familia das Bignoniaceae, € uma
trepadeira abundante nas regides da Bacia Amazénica. E invasora resistente, adaptada
a varias condigbes ambientais. Cresce em solos argilosos ou arenosos tolerando o
encharcamento periédico do terreno, locais inundados e raramente, em solos de terra
firme em florestas secundarias. Em bovinos causa toxidez com sintomatologia em
aproximadamente, 6 a 24 horas ap0s a ingestao da planta. Afeta o funcionamento do
coracdo e causa a morte subita do gado, principalmente quando se realiza a introducao
ou retirada do gado de regibes de varzea. O objetivo deste trabalho foi isolar os
microrganismos endofiticos da folha de A. bilabiata, quando presentes; descrever a
ocorréncia de microrganismos endofiticos nas folhas de A. bilabiata e identificar os
microrganismos mais frequentes, analisando as estruturas de reprodugédo sexual e
assexual. Foram utilizadas folhas de A. bilabiata, aparentemente sadias coletadas no
municipio de Autazes. Os enddfitos foram cultivados em meio BDA. A identificagdo dos
isolados foi realizada pela andlise de suas estruturas de reproducdo assexual e sexual.
O numero total de fungos endofiticos isolados de folhas de A. bilabiata coletadas no
municipio de Autazes, apoés trés dias de incubacao foi de 112 isolados obtidos de 120
fragmentos inoculados, representando uma frequéncia de 93,3%. Entre os enddfitos
isolados foram identificados até nivel de género: Colletotrichum, Guignardia, e Xylaria.

Palavras-Chave: Arrabidaea bilabiata; chibata, endofitos; plantas toxicas.



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ......ouiiiecteee ettt ettt ae e, 5
2. REVISAO DE LITERATURA . .....oovioteeeeeee ettt eaenane e 7
2.1 Microrganismos ENAOfitICOS. ......ciiuuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 7
2.2 A Importancia do Estudo dos EndofitoS..........ccceevvieeeeiiiiiiiiiicceeeen 7
2.3 Ocorréncia de FUNgos ENAOfItICOS. .......cvueiiiiiiiiiieeiee e 7
2.4 Efeitos dos Microrganismos Endofiticos sobre Herbivoros Domésticos....... 8
2.5.Relacdo dos Enddtifos com 0 HoSpedeiro..........coooviiiieiieeiiiiiiiicee e 8
2.6 O Hospedeiro A. bilabiata (SPRANGUE) SANDW.......cccoooiiiiiiiiiiiieceeeeeeiiiiees 9
2.7 Plantas TOXICAS. ......ccceeeeeiiiii ittt itr e e e e e e e e e e e e e s e s s s s breereeeaaaaaeaeeeaaaas 11
3. MATERIAL E METODOS.......cciiieieieteete et e ettt es e testensaevesaesaenneneenes 12
3.1 Material BiOIOGICO. ......ccoiiiiiiiiee et e e 12
3.2 Meio de Cultura para o Isolamento de Fungos Endofiticos.............cccccceennn. 13
3.3 Isolamento dos FUNgos ENdOfitiCOS..........c.cooiiiiiiiiiiiiiiiieee e 13
3.4 Identificacdo dos Endofitos 1S0lados...........ueveiiiiiiiiiieiiiiiee 14
3.5 Técnicas de Colorag8o — Lactofenol...........ccueeveieeiiiiiiiiiiieee e 15
3.6 Técnicas de ArmazenamentO...........cooiuuurruuirieiiiieeeeieee e e e e e e e s e s ssssesrreeereeeeeeees 15
4. RESULTADOS E DISCUSSAO. ..., 16
4.1 Identificacdo dos microrganismos endofitiCOS...........uveeiiiiiiiiieeieiiiiiieeeiiiiiins 16
0 [ Vo 1o =N [ [ Yot o TS 17
4.3 O GEnero ColletotriCRUM..........ooviiic e 19
4.4 O GENEIO GUIGNAITIA. . uuvveeieiiieeiieeeeeeeeisies sttt e e ee e e e ae e e e e e s s e s snnaneaereeees 20
4.5 O GENEIO XYIATTA.....ci ittt 21
5. CONCLUSAD. ..ottt ettt 23

B. REFERENCIAS........oouiitieeteeeteeeeee ettt ettt 24



1. INTRODUCAO

Microrganismos  endofiticos sdo considerados aqueles microseres,
principalmente fungos e bactérias no interior das plantas durante todo o seu ciclo de
vida ou somente parte dele, sem causar sintomas de doencas (PETRINI, 1991;
PEREIRA, 1993; BACON e WHITE, 2000; TAN E ZOU, 2001).

O conhecimento da comunidade de endofitos de cada hospedeiro, bem como
o de suas interagdes, implica em seus isolamentos e caracterizagbes. E comum o
isolamento de dezenas a centenas de microrganismos de um uUnico vegetal e a partir
deste, pelo menos uma espécie pode mostrar-se especifica, ressaltando e confirmando
gue os endofitos sdo um componente importante da diversidade microbiana (TAN e
ZOU, 2001; STROBEL E DAISY, 2003).

Os microrganismos endofiticos podem ser estudados a partir do seu
isolamento em meios de cultura e sob condi¢cdes controladas, pela observacéo direta a
partir de técnicas de microscopia 6tica ou eletrdnica, ou ainda pela detecgéo direta por
técnica molecular de amplificagdo de DNA (SCHULZ E BOYLE, 2005).

As interacfes endofito/planta, ainda ndo sdo muito bem compreendidas, mas
podem ser simbidticas, neutras ou antagbnicas. Nas interacfes simbiodticas o0s
microrganismos produzem ou induzem a producdo de metabdlicos que podem conferir
diversas vantagens a planta tais como: a diminuicdo da herbivora e do ataque de
insetos, o aumento da tolerdncia a estresses abidticos e o controle de outros
microrganismos (ARAUJO, 1996; RODRIGO & DIAS FILHO, 1996; PEREIRA, 1993).

A Arrabidaea bilabiata (SPRAGUE) SANDW. é uma planta pertencente a
familia das Bignoniaceae, € uma trepadeira abundante nas regides da Bacia
Amazonica. E invasora resistente, adaptada a varias condicées ambientais. Cresce em
solos argilosos ou arenosos tolerando o encharcamento peridédico do terreno, locais
inundados e raramente, em solos de terra firme em florestas secundarias. Em bovinos
causa toxidez com sintomatologia em aproximadamente, 6 a 24 horas ap0s a ingestao
da planta. Afeta o funcionamento do coracdo e causa a morte subita do gado,
principalmente quando se realiza a introdugédo ou retirada do gado de regides de

varzea.



As plantas toxicas descritas no Brasil englobam 88 espécies, pertencentes a
50 géneros. Apesar desse grande numero de espécies toxicas, as identificadas como
causadoras de perdas econ6micas importantes sao relativamente poucas. Tokarnia et
al., (2000) consideram que as plantas que causam “morte subita” sdo responsaveis por
aproximadamente 60% de todas as perdas causadas por plantas téxicas no pais,
dentre estas, a Palicourea marcgravii, € a planta toxica mais importante do Brasil,
ocasionando perdas severas em quase todo o pais exceto na regido Sul.

Em toda a Regido Amazodnica sdo conhecidas até o momento, trés plantas
responsaveis pela maioria das mortes de bovinos na terra firme: Palicourea marcgravii
(cafezinho), na varzea do Rio Amazonas A. bilabiata (chibata) e na varzea do Rio
Branco e seus afluentes A. japurensis, Existem ainda outras plantas conhecidas que
causam intoxicacdo nos animais da Amazbénia como: L. camara e L. asarifolia
(TOKARNIA et al., 2000). O objetivo deste trabalho foi isolar os microrganismos
endofiticos da folha de A. bilabiata, quando presentes; descrever a ocorréncia de
microrganismos endofiticos nas folhas de A. bilabiata e identificar os microrganismos

mais frequentes, analisando as estruturas de reproducéo sexual e assexual.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Microrganismos Endofiticos

Microrganismos que vivem no interior de tecidos e 6rgdos vegetais sem
aparentemente causar danos aos seus hospedeiros sdo denominados microrganismos
endofiticos ou simplesmente endofitos. Acredita-se que esses microrganismos
evoluiram com os seus hospedeiros, apresentando, assim, uma intima interacao
mutualistica onde os microrganismos recebem nutrientes e protecdo e conferem ao
hospedeiro maior resisténcia em ambientes com intenso estresse, causado por fatores
climaticos ou bioldgicos. Essa resisténcia, geralmente, esta associada a producéao, por
parte dos endofitos, de compostos toxicos aos herbivoros ou aos patdégenos
(SERAFINI et al., 2002).

2.2. A Importancia do Estudo dos Endofitos

Os enddfitos sdo potencialmente Uteis na agricultura e na industria,
particularmente na alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizados como vetores para
introducéo de genes de interesse nas plantas (FAHEY, 1988; MURRAY et al., 1992);
como agentes inibidores de pragas e patdogenos (HALLMANN E SIKORA, 1996) e
como fontes de metabdlitos primarios (STAMFORD et al., 1998) e secundarios de
interesse como o taxol, poderoso anticancerigeno (STIERLE et al., 1993; WANG et al.,
2000), a cryptocandina, lipopeptideo antimicético (STROBEL et al., 1999) e diversos
outros antibioticos. Relatos como o do taxol, inicialmente isolado de Taxus brevifolia e,
em seguida, de diversos enddfitos desta e de outras plantas que o produzem, sugerem

um relacionamento entre planta e microrganismo que deve ser melhor explorado.

2.3. Ocorréncia de Fungos Endofiticos

A ocorréncia de enddfitos no vegetal varia espacialmente, ha diferenca e
especificidade na comunidade entre os tecidos do hospedeiro: raiz, caule, folha, flor e
fruto (TEJESVI et al.,, 2005; GOND et al., 2007). Além disso, a comunidade de



enddfitos depende também da interacdo com microrganismos epifiticos e patogénicos
(SANTAMARIA E BAYMAN 2005; OSONO, 2007); da influéncia do ambiente
(PIMENTEL et al., 2006; UNTERSEHER et al., 2007); e idade do hospedeiro (PHOTITA
et al., 2001; VUJANOVIC e BRISSON, 2002).

2.4. Efeitos dos Microrganismos Endofiticos sobre Herbivoros Domésticos

O efeito de endofitos sobre herbivoros domeésticos ocorre principalmente
devido a sintese pelos enddfitos de alcaldides e toxinas de outros grupos quimicos,
guando em associacdo com a planta hospedeira. A ingestdo de plantas, contendo as
toxinas produzidas pelos enddfitos, pode reduzir o apetite dos animais, resultando em
diminuicdo do peso e em prejuizos para o produtor. Mas os efeitos negativos mais
intensos sdo aqueles observados pela ingestdo de plantas contendo neurotoxinas, as
guais podem ser total ou parcialmente sintetizadas pelos endofitos (SERAFINI, et al.,
2002).

Apesar da imensa diversidade biolégica amazbnica, as espécies que a
compdem e suas relagdes filogenéticas sdo pouco conhecidas, muito menos seus
microrganismos e suas interagdes com outros seres.

Fungos endofiticos podem conferir resisténcia a planta contra herbivoria por
meio de dois mecanismos principais: 1) estimulo direto do vigor da planta e 2)

producdo de metabdlitos que aumentam a resisténcia a herbivoria.
2.5. Relacdo dos Endofitos com o Hospedeiro

A relacdo dos enddfitos com o hospedeiro ainda ndo foi completamente
elucidada. Ha duas hipéteses principais: a primeira diz respeito ao equilibrio antag6nico
e a segunda a simbiose mutualistica (FAETH, 2002; RUDGERS et al., 2004; SCHULZ
E BOYLE, 2005; KOGEL et al., 2006).

A ocorréncia de endofitos e a frequéncia de infeccdo variam grandemente de
acordo com a espécie hospedeira e a origem geografica da mesma. Penna (2000)
isolou enddfitos do interior de sementes de erva-mate, porém a maioria das plantas

investigadas n&o possuia sementes infectadas por microrganismos endofiticos.



A frequéncia e composicdo de espeécies das comunidades microbianas sao
dependentes das interacdes entre os fatores bidticos e abioticos inerentes aos seus
habitats, uma vez que o habitat associado a planta é um ambiente dindmico. Ha
variagdo espacial nas comunidades endofiticas em diferengas e especificidades da
micobiota entre os isolados vegetais: raizes, caules, folhas e frutos. (NALINI et. al.,
2005; TEJESVI et al., 2005; GOND et. al., 2007); dependem das interagbes com outros
microorganismos como patogenos e epifiticos (OSONO, 2007; SANTAMARIA E
BAYMAN 2005).

2.6 O Hospedeiro Arrabidaea bilabiata (SPRAGUE) SANDW.

Arrabidaea bilabiata (SPRAGUE) SANDW. também conhecida por outros
nomes populares como; chibata, gibata, gibata-branca, gibata-roxa, jurara bucha, jurara
branco dentre outros, é uma planta arbustiva de habito lianescente, robusta com folhas
lisas, face superior verde lustrosa e inferior verde clara, trifolioladas ou bifoliadas com
um foliolo terminal transformado em gavinhas simples. E uma planta invasora
resistente, adaptada a varias condicdes ambientais. Cresce em solos argilosos ou
arenosos tolerando o encharcamento periddico do terreno, locais inundados e
raramente, em solos de terra firme em florestas secundarias. Ha registros desta planta
na regido norte nos estados do Amazonas, Par4, Roraima e Acre. Em bovinos causa
toxidez com sintomatologia em aproximadamente, 6 a 24 horas apds a ingestdo da
planta. Os animais intoxicados ficam em decubito lateral, passam a fazer movimentos
de pedalagem e em certos casos fecham as palpebras fortemente berrando
constantemente, e morrem. O principio toxico da planta sdo glicosidios do tipo
esterdides cardio-ativos TOKARNIA et al., 2000).

Arrabidaea bilabiata, pertencente a familia Bignoniaceae, é uma trepadeira
escandente abundante em muitas areas da Bacia Amazobnica, (varzeas e restingas)
que sao inundadas periodicamente durante a “cheia”; sua toxicidade foi descoberta na
Venezuela (CORTES, 1969/1971) onde ocorre as margens do rio Orinoco e alguns de

seus afluentes.
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No Brasil, devido a caréncia de dados sobre a frequéncia das causas de
mortalidade em diversos estados, € dificil estimar as perdas por morte dos animais
ocasionadas pelas plantas toxicas. Segundo RIET-CORREA E MEDEIROS (2001) em
Rio Grande do Sul e Santa Catarina observou-se a mortalidade anual de bovinos de
5% causada por plantas toxicas, entdo para um rebanho de 160 milhGes de cabecas,
podem ser estimadas entre 800.000 e 1.120.000 de bovinos. Relativo a ovinos, no Rio
Grande do Sul, a mortalidade por plantas toxicas representa 7,2%, assim, para um
rebanho de cinco milhdes de cabecas podem ser estimadas em 54.000 a 72.000
animais. Existem trés fatores principais que desencadeiam perdas econdmicas por
intoxicacdo de plantas toxicas na pecuaria: 1) Perdas diretas. Sdo aquelas causadas
pelas mortes de animais, diminuicdo dos indices reprodutivos (abortos, infertilidade,
malformacdes), redugcdo da produtividade nos animais sobreviventes e outras
alteracdes devidas a doencas transitorias, enfermidades subclinicas com diminui¢ao da
producéo de leite, carne ou |14, e aumento a susceptibilidade a outras doencas devido a
depressdo imunolégica. 2. Perdas indiretas. Os custos de controlar as plantas téxicas
nas pastagens, as medidas de manejo para evitar as intoxicagdes como a utilizacéo de
cercas e 0 pastoreio alternativo, a reducdo do valor da forragem devido ao atraso na
sua utilizacao, a reducao do valor da terra, a compra de gado para substituir os animais
mortos, e 0s gastos associados ao diagnéstico das intoxicacdes e ao tratamento dos
animais afetados (HARAGUCHI, M. 2003).

Apesar do grande numero de espécies toxicas, as identificadas como
causadoras de perdas econdmicas importantes sdo relativamente poucas. Na regido
Norte, a intoxicacdo por plantas é a principal causa de mortes em bovinos na Amazonia
€ determinada por A. bilabiata (SPRAGUE) SANDW. nas varzeas do rio Amazonas e
seus afluentes, e por Paulicourea marcgravii St. Hil, na terra firme. Enquanto essa
tltima planta tem sido extensivamente estudada, em relacdo a A. bilabiata ha ainda
diversos aspectos a serem estabelecidos.

Extratos de A. bilabiata no controle de Escherichia coli, Klebsiella pneumonae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus, sp. e Candida albicans
mostraram-se resistentes com excecéao a C. albicans, sugerindo uma possivel atividade

antifungica.
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2.7. Plantas Toxicas

As plantas toxicas quando ingerida pelos animais domésticos, sob condi¢bes
naturais, causa danos a saude ou até a morte. A toxicidade da planta deve ser
comprovada experimentalmente.

Existem diversas crendices no Brasil a respeito de plantas tdxicas, o que pode
levar a idéias equivocadas. Um exemplo de conceito equivocado é que lactescéncia
esta relacionada a toxicidade. A maioria das plantas téxicas ndo € lactescente e a
maioria das plantas lactescentes nao € toxica. A planta lactescente mais indicada como
causa de mortes em bovinos é a Oxypetalum banksii (paininha, cipo-de-leite ou timbo),
considerada nao toxica experimentalmente por Tokarnia et al. (1967).

A grande maioria das plantas tdxicas tem acdo remota, isto é, o principio toxico
nao afeta o tubo digestivo, € absorvido pela mucosa gastrintestinal, e através da
circulacdo-porta, é levado ao figado. Antes de chegar ao figado, a microflora ruminal
pode modificar a toxicidade do que é ingerido, por processos de degradac¢éo ou fixacao
de toxinas. No figado, a estrutura da toxina pode sofrer processos de oxidacao,
reducdo e desdobramentos, e s6 entdo cai na corrente sanguinea geral, alcancando
tecidos e 6rgéaos.

Uma crenca comum € de que quantidades minimas de plantas toxicas seriam
suficientes para causar a morte de um animal. Mesmo as plantas mais téxicas, como
Baccharis coridifolia (mio-mio) e P. marcgravii (erva-de-rato) precisam ser ingeridas em
doses de 0,25 e 0,69 por kg de peso animal, respectivamente. Isto €, um bovino de 300
kg tem que comer pelo menos 180 g de folhas erva-de-rato para intoxicar-se, massa
equivalente a mais de 150 folhas.

Quando se fala em dose letal, para a maioria das plantas toxicas, essa dose se
refere a quantidade a ser ingerida durante um dia. No caso das plantas cianogénicas,
cujo principio toxico € absorvido rapidamente, o prazo para ingestdo da dose letal € de
aproximadamente uma hora. H4 ainda, plantas que precisam ser ingeridas durante
periodos prolongados para causar efeitos nocivos. Pteridium aquilinum (samambaia),
por exemplo, para causar quadro de intoxicacdo aguda, precisa ser ingerida pelos
bovinos em doses acima de 10 g/kg por dia, por pelo menos um ano.
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As plantas téxicas causam impactos negativos nos sistemas de producao
pecuarios, e como ha poucos tratamentos recomendados para animais intoxicados,
medidas profilaticas sdo de suma importancia. Garantir fornecimento adequado de
forragem aos animais ao longo do ano é uma importante medida preventiva. Além
disso, investir na cultura forrageira visando maximizar sua producao significa favorecer

0 capim no processo competitivo com as daninhas, reduzindo o risco de intoxicacdes.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Bioldgico

Foram utilizadas folhas de A. bilabiata, aparentemente sadias coletadas no
municipio de Autazes. Foram coletadas 20 plantas (Figura 01). As coletas foram feitas
a partir de tecidos sadios de plantas isentas de manchas ou lesfes. As amostras
vegetais foram coletadas em campo e colocadas em sacos de papel, protegidas do
calor e encaminhadas ao laboratério onde foram processadas em menos de doze

horas apés a coleta.

Figura 01 — Aspecto geral de Arrabidaea bilabiata (SPRAGUE) SANDW.
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3.2. Meio de Cultura para o Isolamento de Fungos Endofiticos

O meio de cultura utilizado foi: BDA (Extrato de 200g de Batata, 15 g de
Dextrose, 15 g de Agar e agua até completar 1000 mL). pH 6,8. Acrescido ao meio
Amoxilina 50 mg/mL.

3.3. Isolamento dos Fungos Endofiticos

As folhas coletadas foram lavadas com detergente liquido em agua corrente.

Para a remogdo de microrganismos epifiticos foi feita, em camara asséptica,
uma esterilizacao superficial, segundo PETRINI (1986) e PEREIRA (1993).

1) Colocar os pedacos de folha dentro de um recipiente contendo alcool 70%
e, agitar por um minuto para quebrar a tenséo superficial.

2)Transferir pedagos para outro recipiente que continha NaOCI 3% (Hipoclorito
de Sddio), sob leve agitacdo, por trés minutos para promover a esterilizacao.

3) Colocar os fragmentos em alcool 70% por mais 30 segundos, para retirar o
excesso de NaOCI.

4) Transferir os pedacos de folhas para o recipiente que continha agua

destilada autoclavada por mais quatro minutos.

ApOs o processo de esterilizacdo, as folhas foram cortadas em seis fragmentos
de 3 - 4 mm e colocados de forma seriada em placas de Petri contendo Meio BDA,
acrescido de Amoxilina 50 mg/mL. Os fragmentos foram dispostos em duas linhas,
sendo que cada uma tinha trés fragmentos Figura 02. Todas as placas contendo o0s
isolados fangicos foram identificadas e incubadas a 18°C (GUIMARAES, 1998).



14

Figura 02 — Disposigéo dos fragmentos da Arrabidaea bilabiata em meio BDA na placa
de Petri.

3.4. Identificacdo dos Endafitos Isolados

A identificacdo dos isolados foi realizada pela analise de suas estruturas de
reproducdo assexual e sexual (ELLIS, 1971; BARNETT & HUNTER, 1972; ARX, 1957,
PETRINI, 1986; ROSSMAN et al.,, 1987; DUARTE, 1999). Essas estruturas foram
fixadas com Azul de Lactofenol de acordo com as técnicas de coloragdo (ARX, 1974;
PUNITHALINGAM, 1974; SIVANESAM, 1984; VAN DER A. A. 1973) e observados em
microscopio Optico. Esta etapa foi realizada no Laboratério de Genética de
Microrganismos (LAGEM) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal

do Amazonas (ICB/UFAM).
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Apos o isolamento das culturas foram obtidas culturas monospoéricas por
meio de diluicdo seriada.

Em camara de fluxo laminar, as estruturas reprodutivas dos fungos foram
raspadas com auxilio de uma al¢a de platina flambada. Preparou-se uma suspensao de
conidios em tubos de ensaio contendo 2,5 mL de solu¢cdo Tween-80 0,1%. Os tubos
foram submetidos a agitagdo, por um minuto, em agitador Vortex e 1 mL da suspensao
em Tween-80 foi transferida para tubos de ensaio contendo 9 mL de solugcdo salina
0,9%. A nova suspensao foi agitada, por alguns segundos, em agitador Vortex. Foram
realizadas quatro diluicbes seriadas (1:10; 1:100; 1:1000 e 1: 10000).

Foram distribuidos 100 pL, em duplicata, de cada uma das duas Uultimas
diluicbes em placas de Petri contendo meio BDA. ApGs a germinacao dos esporos, foi
transferido, de cada placa, um fragmento do meio BDA contendo uma ponta de hifa
produzida a partir da germinacéo de um unico esporo. O fragmento foi transferido para
uma nova placa de Petri com meio BDA a qual foi mantida em Camara Incubadora a

28°C, pelo tempo necessario para o crescimento da colbnia.

3.5. Técnica de coloragédo — Lactofenol

Os fragmentos de endofitos foram corados e fixados em Lactofenol (ONIONS
et al., 1981), objetivando a andlise em microscépio Optico das caracteristicas

morfolégicas apresentadas pelas suas estruturas reprodutivas.

3.6. Técnicas de Armazenamento

Os isolados foram armazenados em agua destilada segundo Castelani (1967)

e mantido a temperatura ambiente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificagdo dos microrganismos endofiticos

O numero total de fungos endofiticos isolados de folhas de A. bilabiata
coletadas no municipio de Autazes, apos trés dias de incubacao foi de 112 isolados

obtidos de 120 fragmentos inoculados, representando uma frequéncia de 93,3%.

A completa identificacdo dos microrganismos endofiticos ndo é tarefa fécil

devido a deficiéncia de especialistas em taxonomia das diferentes espécies.

Foram identificados até o nivel de género: Colletotrichum, Guignardia, e Xylaria
(Figura 03). Os fungos que nao apresentaram estruturas reprodutivas nédo foram
identificados.

Endofitos destes géneros foram isolados de outras plantas tropicais tais como
Theobroma grandiflorum, Pueraria phaseoloides e Scleria pterota (MEDEIROS-
GALVAO, 1998). Similarmente Guimardes, (1998) isolou de Pauliinia cupana var.
sorbilis Colletotrichum, Guignardia, Xylaria entre outros fungos endofiticos. Fungos
endofiticos de plantas toxicas (Paulicourea marcgravii e Strychnos cogens) foram
isolados por Souza et. al. (2004) onde foram isolados os géneros Colletotrichum,
Guignardia, Aspergillus Phomopsis, Glomerella e Xylaria semelhante aos isolados
neste trabalho.

Apesar dos representantes dos géneros Colletotrichum, Guigniardia serem
considerados fitopatdgenos, estes isolados foram obtidos a partir de plantas sadias

sem qualquer doenca aparente.
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Figura 03 - Colénias Monospdricas. A) Guignardia sp.;B) Colletotrichum sp.;
C) Xylaria sp.D) Colletotrichum sp.

4.2. Indice de Infeccéo

Foram inoculados 120 fragmentos de folhas de A. bilabiata, onde foram
isoladas 112 col6nias de fungos endofiticos, correspondendo em uma frequéncia de
93,3% do total dos isolados (Tabela 01). De acordo com o método utilizado para
identificagdo dos enddfitos por meio da andlise das estruturas macro e microscopicas
as estruturas de reproducdo sexual e assexual, os géneros isolados das folhas de A.

bilabiata foram: Colletotrichum, Guignardia e Xylaria (Figura 04).



Tabela 01 — Quantidade e indice de Infeccdo de Fungos Endofiticos Isolados de A.

bilabiata.
Géneros Total de indice de N° de plantas | % de Plantas
Isolados Infeccao infectadas Infectadas
Colletotrichum 29 24,1 20 100
Guignardia 22 18,3 15 75
Xylaria 17 14,2 5 25
NI* 44 36,7 20 100
Total 112 93,3
* Nao Identificados
B Calletotrichum sp
OGuignardia sp
Wylaria sp

anr

Figura 04 - Porcentagem de Infeccao por
Enddfitos em A. bilabiata.

Guimaréaes (1998), estudando Paullinia cupana var. sorbilis (guaranazeiro), em
trés populacdes, isolou representantes de quatro géneros mais frequentes: Guignardia,

Phomopsis, Glomerella, e Xylaria.
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Medeiros-Galvéao (1998), ao trabalhar com Theobroma grandiflorum, Pueraria
phaseoloides e Scleria pterota, isolou de T. grandiflorum a Guignardia com 16,3% de
infeccdo. Para P. phaseoloides o género Phomopsis com 12,5% e Guignardia com
3,5% de infeccdo, enquanto que para S. pterota a comunidade endofitica também foi

representada por Phomopsis sp. com 31,5% de infecgao.

4.3. O Género Colletotrichum

O género Colletotrichum, (anamorfo de Glomerella cingulata) apresenta
conidios de formato cilindrico com as extremidades arredondadas, presenca de setas
longas em alguns acérvulos segundo Holliday, 1980 e Alexopoulos et. al. (1996)
Apresenta massa conidial com colora¢do variando de rdsseo a laranja segundo a
descricao de Smith (1990) e Galli (1978) (Figura 05).

Espécies de Colletotrichum estéo relacionadas a pinta preta e a antracnose do

guarana.

Figura 05- Aspecto Macro Morfologico de Colletotrichum sp.
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4.4. O Género Guignardia

O género Guignardia é a forma pleomorfica de varias espécies de género
Phyllostica e de alguns outros fungos imperfeitos, os quais geralmente sédo saprofitas
ou semiparasitas de folhas. E causador de podriddo de videira e causa graves
prejuizos a cultura de citrus. (Figura 06).

Espécies do género Guignardia sdo citadas como os agentes da podridao da
videira e da doeng¢a "mancha negra" nas culturas de citros (GLIENKE-BLANCO, 1999),
causando grandes perdas econémicas. Diferencas morfologicas neste grupo ja haviam
sido descritas por Glienke-Blanco (1999) para um periodo de crescimento de 3-4

semanas e meio de cultura diferente Meio Completo (MC).

L —— .

Figura 06- Aspecto Macro Morfologico de Guignardia sp.
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4.5. O Género Xylaria

O Xylaria, é um fungo saprobio de madeira, desenvolve seu peritécio embutido
num estroma bem desenvolvido, sendo ereto, clavado, ou ramificado. (Figura 07).
Causa cancros, em arvores e podriddo da madeira (BERGAMIN et. al., 1995; AGRIOS,
1997). E importante para metabolitos secundéarios, pois em cada dez espécies de
Xylaria identificadas como endofiticas cerca de oito sdo produtoras de metabdlitos
secundarios (PEREIRA, 1993).

Espécies de Xylaria sdo naturalmente encontradas em arvores mortas como
saprofitas. Espécies de Xylaria sdo isoladas de plantas tropicais com maior frequéncia
gue de plantas de clima temperado, sendo capazes de sintetizar celulases e ligninases

e podendo atuar como patégenos latentes ou como decompositores.

Figura 07 - Aspecto Macro Morfologico de Xylaria sp.

Vérios estudos comprovam a infeccao em diversos hospedeiros vegetais por
microrganismos endofiticos.

Rodrigues e Dias-Filho (1996), realizando um levantamento de fungos
endofiticos em duas espécies de Brachiaria, verificaram que os endofitos mais
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frequentes em B. brizantha foram Acremonium sp., Colletotrichum gloespodioides,
Fusarium sp., Phoma sp. e, dentre outros. Havendo maior infec¢géo na folha, em ambas
as espécies trabalhadas.

Assim, vemos a necessidade de se estudar estes microrganismos endofiticos,

habitantes de tantas espécies vegetais, principalmente as tropicais.
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5. CONCLUSAO

- A microbiota fungica isolada de folhas de plantas adultas de A. bilabiata pode
ser caracterizada como endofitica, pois as plantas ndo apresentam nenhum sintoma
visual de patogenicidade.

- De acordo com os resultados obtidos neste estudo podemos considerar que
Colletotrichum sp Guignardia sp e Xylaria sp foram os endofitos que apresentaram

maior indice de infeccdo em A. bilabiata
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