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RESUMO: Objetivou-se, neste trabal ho, verificar a presenca de fungos endofiticos em candeia (Eremanthus erythropappus, (DC.)
Macleish), importante planta das areas de Cerrado do Brasil e de grande potencia econdmico, principalmente, na produgdo de 6leos
essenciais. O estudo foi conduzido na Reserva do Boqueirdo, com uma areatotal de 160 ha, situada no municipio de Ingai - MG, a21°
14' 59" de latitude Sul e a44° 59" 27" de longitude Oeste, foram coletadas sementes, folhas e fragmentos caulinares da candeia. Todas
as amostras foram submetidas ao tratamento prévio de esterilizagdo. Como resultado, pdde ser observada a colonizag&o dessa espécie
por fungos endofiticos, bem como uma significativa diferenca na taxa de colonizag&o nos diferentes tecidos analisados. Em relagdo a
especificidade de colonizagdo por 6rgdo amostrado, notou-se que os géneros Xylaria e Phomopsis sdo encontrados nos vérios 0rgéos
amostrados. Os géneros Alternaria e Fusarium demonstraram especificidade em semente; Nigrospora e Aspergillus em folha e
Dathiorella em caule. As curvas de acumulaggo de espécies para folha e caule seguem um padréo semelhante, mostrando um actimulo
lento de espécies ao longo da amostragem, indicando que uma amostragem maior poderia resultar em um incremento significante de
NoVos taxons.
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ENDOPHITIC FUNGI DIVERSITY IN Eremanthus erythropappus (DC.) MacL eish

ABSTRACT: The aim of this work was to verify the presence of endophitic fungi in Eremanthus erythropappus, (DC.) Macleish. This
tree species is an important plant of the Savannah of Brazl possessing a great economical potential, mainly, in the production of
essential oils. The study was conducted in the Park of Boqueirao, with a total area of 160 ha, located in Ingai - MG, at 21° 14' 59" of
latitude South and 44° 59' 27" of longitude West. It was observed that this specieis colonized by endophitic fungi and that thereisa
significant differencein the degree of colonization in the different samples analyzed. In relation to the colonization, it was observed
that Xylaria and Phomopsis were found in all organs sampled. The genera Alternaria and Fusarium demonstrated specificity in seed;
Nigrospora and Aspergillus in leaf and Dothiorella in stem. The curves of accumulation of species for leaf and stem followed a similar
pattern, showing a slow accumulation of species along the sampling, indicating that a larger sampling could result in a significant
increment of new taxons.

Key words: Endophitic fungi, candeia tree, biodiversity.

ciclo de vida. Desempenham variadas e estreitas rel acGes
ecolégicas sem demonstrar sintomas visiveis. Essa

1 INTRODUCAO

Fisicamente, um fungo pode viver e interagir com
seu hospedeiro, ocupando uma gama de locais.
Microrganismos que vivem externamente ao hospedeiro
sdo denominados epifiticos, e os que vivem no seu
interior recebem o nome de endofiticos (FAETH &
FAGAN, 2002). Porém, essa classificacdo rigida é
meramente académica e ndo muito clara (HASHIMOTO
& HYAKUMACHI, 2000).

Os fungos endofiticos sdo aqueles que habitam
mais freqlientemente o interior dos tecidos aéreos de seus
hospedeiros, pelo menos durante uma fase do seu proprio

caracteristica dificulta a avaliagdo desses organismos,
havendo necessidade de isolamento e cultivo em
laboratério (ARAUJO et al., 2002).

Estudos realizados (ABREU, 2005; FAETH &
FAGAN, 2002), levam acrer que grande parte ou mesmo a
totalidade dos vegetais seja colonizada por fungos
endofiticos e que seus tecidos sadios possam estar
acometidos por infec¢des assintomaticas. Essa
caracteristica leva a hip6tese de que a presenca desses
organismos é um fendmeno geral e comum (FAETH, 2002).
Porém, estudos minuciosos posteriores, complementares
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aos de identificacdo dessa microbiota, se fazem
necessarios, principa mente, em espécies tropicais.

Relacdes ecolbgicas e taxonomia de fungos que
produzem estruturas observaveis, bem como
fitopatdgenos, tém sido amplamente estudadas. No
entanto, poucos estudos foram realizados com relacdo aos
endofiticos, principamente pelo fato de apresentarem
infeccdes assintométicas (OTERO et d., 2002).

Dessa maneira, estudos com fungos endofiticos
sd0 de grande importancia cientifica, por sua aplicabilidade
em estudos ulteriores e como prospeccéo de substancias
precursoras de novos farmacos (BAYMAN et al., 1998).

Os endofiticos surgem como um novo campo de
exploracdo e de novas descobertas biotecnol 6gicas. Com
0 uso indiscriminado de antibiéticos e a conseqguente
selecdo de cepas de bactérias resistentes a esses
medicamentos, é indispensavel a busca a novas drogas,
para que nao haja um retrocesso no tratamento.
Considerando que seis, em cada vinte medicamentos
relacionados a essa aplicacéo, tém origem fungica
(SCHULZ et al., 2002), os fungos endofiticos, por ainda
serem pouco estudados, principal mente os presentes em
espécies tropicais, surgem como um enorme potencial na
descoberta de novos produtos (PHOTITA et al., 2001;
KUMARESAN & SURYANARYANAN, 2001).

O controle bioldgico tem sido também, uma das
aplicacBes dessa microbiota (ARAUJO et a., 2001). Os
fungos sdo produtores de substancias secundarias,
algumas das quais atuam como inibidores de herbivoriae
de outros agentes causadores de injdrias. Além de aspectos
adaptativos, seu estudo é indispensavel para a
produtividade agricola e mitigacdo dos danos antropicos
ao meio ambiente. Outras aplicactes seriam a manipulagdo
e introdugdo de genes exdgenos de interesse em plantas
hospedeiras (VILA-AIUB et a., 2003), indicagdo de
deficiéncias nutricionais de plantas (OTERO et d., 2002),
além de contribuir como fonte de diversidade e variabilidade
para os outros fungos (GAMBOA & BAY AN, 2001).

Diversos estudos ja foram feitos sobre endofiticos
(LASOLA et al., 1983; SCHULZ et al., 2002). Esses estudos
tém abordado principalmente a taxonomia e distribuicdo
das espécies endofiticas de fungos em um grande nimero
de hospedeiros. Entretanto, recentemente, comegaram a
ser estudados os aspectos ecoldgicos e evolutivos das
associ agOes existentes entre endofiticos e plantas (ADLER,
2000; CLAY & SCHARDL, 2002; DAVISet al., 2003; FAETH
& FAGAN, 2002; SIEBER & DORWORTH, 1994; WILSON
& CARROL, 1997). Os aspectos acima relacionados
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demonstram a importancia de estudos com esses
microrganismos endofiticos, deixando claro o seu potencial
nas interacBes com seus hospedeiros vegetais.

Varias consideragdes sobre o potencial de alguns
microrganismos endofiticos vém afirmando que,
principal mente os restritos a certos hospedeiros, poderiam
ter aplicacdes biotecnoldgicas das mais diversas
(WIYAKRUTTA et d., 2004). Um exemplo é a producéo de
taxol, um agente antitumoral, extraido do teixo do Pacifico
(Taxus spp), utilizado no tratamento de canceres de mama
eovario (BILLS & POLLISHOOK, 1991, citados por SILVA,
1997; CORREA, 1995).

Objetivou-se neste trabal ho: verificar afreqiéncia
de colonizagdo a partir de sementes e partes vegetativas
aéreas da candeia, quantificando caracteristicas da
taxocenose em estudo e identificalas em nivel de género,
a partir de estruturas reprodutivas (quando apresentarem).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizacdo da area de coleta

O estudo no ambiente natural foi conduzido na
Reserva do Boqueirdo, de propriedade do Centro
UniversitariodeLavras— UNILAVRAS, com areadetotal
de 160 ha, situadano municipiodelngai — MG a21°14’ 59”
delatitude Sul ea44°59’ 27" delongitude Oeste, atitude
entre 1100 e 1250 metros. A fisionomia vegetal predominante
nareserva € 0 campo rupestre, com mosaicos de vegetacdo
ciliar e de cerrado “stricto sensu”

2.2 Caracterizagdo da hospedeira

A candeia pertence afamilia Asteraceae e ao grupo
ecoldgico das pioneiras, sendo considerada precursora
na invasdo de campos. Desenvolve-se rapidamente em
campos abertos, formando povoamentos mais ou menos
puros, fato que também acontece no interior de florestas
guando ha algum tipo de perturbacéo, pois € uma espécie
helidfila. Eremanthus erythropappus (DC.) Macleish é uma
arvore cujadturapode variar de 2 a10 m, e o DAP (Diametro
aAlturado Peito) pode atingir 65,0 cm. Desenvolve botdes
florais em marco, as flores abrem-se de maio a agosto, sendo
0 pico de floragdo no més de julho, época em que 0s
individuos comecam afrutificar. A dispersdo de sementes
0u aguénios ocorre entre 0s meses de setembro e outubro
(SCOLFORO et a., 2004).

As &reas de ocorréncia natural da candeialocalizam-
se nos estados da Bahia, Minas Gerais (onde é
particularmente dispersa), Espirito Santo, Rio de Janeiro e
Sao Paulo, formando amplos agregados nos cerrados
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(PEREZ, 2001). Essa espécie € uma das poucas de habitat
especial, pois é encontrada em locais onde as altitudes
podem ultrapassar 1000 m, nas famosas “terrasfrias” onde
0 solo se classifica como cambissolo e litossolo, com rochas
afloradas e presenca de arenito, xistos e outros minerais em
decomposicao, locais de dificil implantacdo de culturas
agricolas e até mesmo florestais (PEREZ, 2001). No entanto
em relacdo ao clima, prefere regides relativamente mais baixas,
porém sem a presenca de geadas, pois esta dispersa em
terrenos bem drenados, altos de serras, solos arenosos, onde
poucas plantas conseguem se estabel ecer.

A candeia é uma espécie florestal de maltiplos usos,
como por exemplo, nafabricago de moirdes de cerca, pela
sua durabilidade, e na produgéo de éleo essencial, cujo
principio ativo, 0 a-bisabolol, € um componente muito
utilizado pelas indistrias cosméticas e de farmacos, devido
as suas propriedades antiflogisticas, antibacterianas,
antimicoticas, dermatol gicas e espasmaédicas (HERZ &
KUMAR, 1980; LABORATORIES LBVH, 2004;
SACILOTTO et d., 2002).

2.3 Esterilizagdo Superficial das Amostras

Para os experimentos foi utilizado um total de 150
sementes, 150 fragmentos caulinares e 150 folhas, sem
qualquer tipo de tratamento quimico prévio, ou agéo que
possa alterar a microbiota tratando-se as amostras
provenientes de uma unidade de conservacdo. Procurou-
se coletar aquelas que, visualmente, ndo possuiam
evidéncias de dano fisico causado por ataques de insetos
ou possiveis fungos epifiticos, para que ndo ocorrem-se
davidas quanto ao possivel aparecimento de fungos
endofiticos. Todas as amostras foram submetidas ao
tratamento prévio de esterilizagdo, segundo método
descrito em Petrini & Muller (1986) com modificacBes.

* Lavagem das amostras col etadas em agua corrente
e sabdo neutro afim de retirar os possiveis fungos epifitos
nela existente.

* Imersdo em alcool 70% v/v, pelo periodo de 1
minuto, para que ocorresse a quebra da tensdo superficia
existente, conseqlientemente gjudando na assepsia de
possiveis microrganismos epifiticos.

* Imersdo em hipoclorito de sddio (NaOCl) a2,5a
3% de cloro ativo (v/v), durante 3 minutos, o qual teve
como funcgdo a assepsia do material.

* Em seguida, foram novamente lavadas em & cool
70% v/v por 30 segundos com afinalidade de retirar-se o
excesso de hipoclorito das amostras.

Como controle negativo foi coletada a ultima adgua
utilizada na assepsia das amostras sendo essa também
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plagueada, as que apresentaram crescimento de coldnias
foram descartadas, evidenciando falhas no processo de
assepsia superficial das amostras.

Apoés a esterilizagdo, 30 sementes, folhas e
fragmentos caulinares, provenientes de cada espécime (N=
5), foram distribuidas sobre a superficie do meio, em placas
de Petri, com cada placa abrigando 5 fragmentos de cada
tratamento. Nas folhas e fragmentos caulinares foi tomado
o cuidado de retirar as bordas, aproximadamente 1 mm, que
poderiam ter absorvido a solucdo utilizada na assepsia e
COM iSs0 inserir um viés na amostragem. Para o cultivo dos
fungos isolados foram utilizados os meios de cultura, Malte
2% e BDA (ARAUJO et al., 2002).

2.4 Delineamento Estatistico

A frequéncia de colonizagdo nas sementes e nas
outras partes das plantas pelos fungos foi definida como
sendo o nimero total de fragmentos contendo um
determinado fungo em relacdo ao ndamero total de
fragmentos analisados. Considerando cada parte vegetal
analisada como um tratamento.

Taxa de Colonizaggo = Nimero de fragmentos com crescimento fiingico x 100
NUmero total de fragmentos

Os dados foram col etados considerando cada placa
como uma unidade amostral. Planilhas foram montadas
relacionando a composicéo de espécies e a freqliéncia de
isolamento de fungos endofiticos para cada tratamento
(semente, folha e caule). A comparagdo dariqueza de espécies
foi realizada através de curvas de rarefacdo. Para ataxade
colonizagdo foi realizada uma andlise de variancia, e teste de
Tukey com o auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2000).

2.5 ldentificacao dos fungos isolados

Todas as placas foram incubadas em BOD (+/- 26°C),
e examinadas ao longo de 14 dias consecutivos ou mais,
dependendo do crescimento. Com o aparecimento de
micélio sobre o meio de cultura, esses foram purificados e
transferidos, com o auxilio de uma alca de platina, para
placas de Petri contendo, aproximadamente, 20 mL de meio
de cultura slido. As placas com micélios foram novamente
incubadas até que ocorresse a esporulacdo e dessaforma
fosse possivel a identificacdo. Os fungos foram
identificados baseados nas suas estruturas macro e
microscopicas, utilizando-se literatura especializada como
chaves de identificacdo (BARNETT & HUNTER, 1987)
Muitas placas ndo apresentaram estruturas reprodutivas e
nao foram identificadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Taxa de colonizagdo

Foram obtidos 159 isolados provenientes de
diferentes partes amostradas, sendo 9 colbnias de
sementes, 35 coldnias de fragmentos foliares e 115 col6nias
isoladas de fragmentos caulinares (Figura 1).
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Figura 1 - Numero de coldnias obtidas em cada tecido vegetal.

Figure1— Number of colonies obtained in each vegetable tissue.

Houve diferenca significativa (Pr>Fc =0.0000* *)
entre as taxas de colonizag&o nos diferentes tratamentos,
caso também relatado por Bayman et al. (1997), através
da tabela de andlise de variancia e do Teste de Tukey
(Tabelal).

Segundo Abreu (2005) e Gamboa et al. (2002), ataxa
de colonizacdo por fungos endofiticos é alta (+-600).
Quando comparada aos trabalhos citados, o nimero de
fungos endofiticos recuperados da candeia foi baixo (159).
Tal diferenca pode estar relacionada ao emprego de
diferentes metodol ogias. Mais que uma mera especul acdo,
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tal fato exige o emprego de varios métodos para uma
amostragem consistente e confiavel dataxocenose. Ainda,
segundo esses autores, a metodologia de trituragdo tem
como vantagens o aumento da superficie especifica do
material vegetal além de facilitar a recuperacdo de um
ndmero maior de isolados permitindo que espécies menos
abundantes sgjam recuperadas.

Foram recuperados 41 morfotipos de fungos, sendo
21 identificados até o nivel de género, obtendo-se um
total de 8 géneros, os quais foram agrupados em
quatro diferentes categorias de acordo com a taxa de
colonizacdo: Phomopsis (38,9%) e Xylaria (37,1%);
Dothiorella (8,8%), Nigrospora (8,0%) e Fusarium
(0,9%); Cladosporium (4,4%); Alternaria (0,9%) e
Aspergillus (0,9%) (Figura 2). O restante dos fungos
ndo foi identificado.
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Figura 2 — Contribui¢cdo de cada género para a taxa de
colonizago.

Figure 2 — Contribution of each genera for the colonization
taxa.

Tabela 1 - Andlise de Variancia e Teste de Tukey parataxa de colonizagdo entre os trés tecidos analisados.

Table 1 — Analysis of Variance and Tukey Test for colonization tax among the three analyzed tissues.

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 2 17.423071 8.711536 172.097 0.0000
Erro 87 4.403942 0.050620

Total corrigido 89 21.827014

Teste Tukey paraa FV Tratamento

Tratamentos Médias Resultados do teste

semente 1.121052 al

folha 1.467186 a2

caule 2.178029 a3
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3.2 Especialistas X Generalistas

Em relacdo a especificidade de colonizacdo por 6rgéo
amostrado, nota-se que os géneros Xylaria e Phomopsis
sd0 generalistas, pois foram encontrados em todos os
tecidos. Demonstraram especificidade os géneros:
Alternaria e Fusarium, presentes em sementes; Nigrospora
eAspergillusem folhaeDothiorella em caule. Abreu (2005)
observou gque ataxa de colonizagéo de tecidos foliares de
Phoradendron perrottettii foi menor que no caule, criando
a hipébtese de restricéo a colonizagdo extensiva dos tecidos
foliares, devido, em parte, a complexa composi¢do quimica
das folhas. Para os resultados obtidos em candeia essa
hipétese ndo é satisfatoria e € até de certaforma, antagbnica
pois a maior quantidade de colénias foi recuperada de
fragmentos caulinares. Segundo L aboratories LBVH (2004),
nos caules encontra-se a maior quantidade de metabdlitos
secundarios, destacando-se entre eles 0 a-bisabolal, o que
leva acrer que a comunidade que se abrigano caule sgja
favorecida pela acdo protetora de tais metabdlitos (OTERO
etal., 2002; SIEBER & DOWORTH, 1994).

Alguns fungos parecem demonstrar uma certa
especificidade por determinados 6rgdos vegetais (Figura
3), (CLAY & SCHARDL, 2002; RODRIGUES, 1994;
RODRIGUES & SAMUELS, 1990), resultado também obtido
por Felizardo (2005), que, trabalhando com Licnophora
pinaster (arnica mineira), verificou a presenca de
Glomerella cingulata apenas em amostras provenientes
defolhas.
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Figura 3 — Presenca e auséncia dos diversos géneros em cada
tecido analisado.

Figure 3 — Presence and absence of several fungi genera in
each analyzed tissue.

Para melhor comparagéo entre a riqueza de espécies
por partes da planta analisada, curvas de rarefacéo foram
geradas (Figura 4). As curvas referem-se somente aos
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tratamentos folha e caule, devido ao pegueno nimero de
sementes que apresentaram crescimento de coldnias (N =
9), 0 que pode evidenciar uma subamostragem no tecido
em questdo. Outra explicacdo paratal fato seriaaauséncia
de dispersdo vertical por parte da comunidade endofitica
hospedeira, situacdo descrita para alguns fungos
endofiticos presentes em gramineas (FAETH & FAGAN,
2002; FAETH & SULIVAN, 2003), e parafungos dafamilia
Xylariaceae (ARAUJO et ., 2001; BAYMAN et al., 1998;
CLAY & SCHARDL, 2002).

15 caule

folha

Numero de espécies

0 S 10 15 20 25 30

Amostras

Figura 4 — Curvade rarefagdo parafolhae caule.

Figure 4 — Rarefaction curve for leaf and stem.

As curvas de acumulagdo de espécies parafolhae
caule seguem um padrdo semelhante, mostrando um
acumulo lento de espécies ao longo da amostragem,
indicando que uma amostragem maior ou emprego de outra
metodologia poderia resultar em um significante incremento
de novos téxons. Outro fator que pode influir no nimero
de espécies amostradas é a dificuldade de identificagcdo
dos fungos isolados podendo gerar uma sub-estimativa
do nimero de espécies (HAWKSWORTH, 2005; PHOTITA
et al., 2001). Segundo (LODGE et al., 1996) ha dificuldades
em identificar espécies da familia Xylariaceae devido a
auséncia de estruturas de reproducdo (ARNOLD et a.,
2000) utilizou o termo morfo-espécie para se referir aqueles
micélios que ndo apresentavam tais estruturas.

4 CONCLUSOES

Existe diferenca entre as taxas de colonizagdo em
cada tecido analisado. A taxa de colonizagdo segue a
seguinte relacdo caule> folha> semente.

Os géneros Xylaria e Phomopsis foram
considerados generalistas, pois foram encontrados em
todos os tecidos analisados.

Demonstraram especificidade os géneros:
Alternaria e Fusarium, presentes em sementes; Nigrospora
e Aspergillus em folha e Dothiorella em caule.
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