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Resumo: Este trabalho reporta o isolamento e identificacdo de fungos
associados a plantas da Caatinga da Regido dos Inhamuns, Tauai,
Ceara, Brasil. Inicialmente foram coletados caules, folhas, raizes e
ramos das plantas medicinais nativas (catingueira, faveleira, pinhao e
bamburral) e realizado tratamento prévio de esterilizacdo.
Posteriormente foram realizados o isolamento e a identificacio dos
fungos por analise morfologica. Como resultado, pode-se observar a
colonizacao das plantas por fungos filamentosos e leveduriforme,
endofiticos e epifiticos. Dentre os géneros identificados, prevaleceram
o Aspergillus sp., Fusarium sp. E Paecilomyces sp.
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INTRODUCAO

O Brasil possui a maior diversidade genética em espécies de
plantas no mundo, porém, menos de 10% foram avaliadas quanto as
suas caracteristicas bioldgicas e, menos de 5% foram submetidas a
estudos detalhados. Apesar de um recente aumento de pesquisas nesta
area, as plantas ainda constituem uma fonte relativamente subutilizada
e potencialmente muito valiosa (cf. AMARANTE et al,, 2011).

Muitas plantas da regiao do semiarido no nordeste brasileiro
sao de fundamental importancia, por apresentarem alta resisténcia as
adversidades do ambiente e constituirem importante fonte de
alimentos para a fauna. O carater xer6filo permite a sua sobrevivéncia
mesmo em periodos de secas prolongadas, contribuindo no equilibrio
do ecossistema, atenuando a degradacao ambiental. Além disso, pode
permitir uma exploragdo econdmica sustentada, melhorando desta
forma a qualidade de vida da populacao regional (cf. ARRIEL, 2004,
ARRIEL et al., 2004).

O reino Plantae é a base nutritiva dos outros seres vivos
heterotréficos, tais como os fungos, os quais necessitam para sua
subsisténcia de materiais organicos previamente elaborados. Dados
reportados da literatura apontam que grande parte ou mesmo a

totalidade dos vegetais, sio colonizados por fungos endofiticos (cf.

MAGALHAES et al., 2008).
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Os fungos sio microorganismos eucariontes e¢ grande parte
deles é multicelular, com excecao das leveduras. Os mesmos tém
classificacao taxonémica no reino Fungi. No ecossistema atuam como
decompositores e ajudam na fertilizagdo dos solos. Podem interagir
fisicamente com as plantas, tendo relacbes mutualisticas (micorrizas)
ou com algas (liquens) (cf. OLIVEIRA et al., 2012).

Os fungos encontrados externamente nas plantas sao
chamados de epifiticos, e os que habitam o interior de seus tecidos sao
chamados de endofiticos. Os fungos endofiticos geralmente ocupam a
parte dos tecidos aéreos de seus hospedeiros pelo menos durante uma
fase do seu proprio ciclo de vida. Sua associag¢ao pode ser benéfica a
planta, pois esses sao capazes de produzir metabdlitos secundarios que
podem auxiliar o sistema imunolégico da planta no combate a insetos,
com produ¢ao de toxinas e contra outros fungos patogénicos, com
producdo de fitoalexinas. Os fungos endofiticos agem de maneira,
assintomaticas, sendo assim mais dificil sua identificagao e, por isso, ha
necessidade de isolamento e cultivo em laboratério (cf.
MAGALHAES et al., 2008).

Os fungos endofiticos constituem um grupo ainda pouco
estudado de organismos produtores de metabolitos secundarios com
potencial para serem empregados na medicina, na agricultura e na
industria. Os produtos naturais produzidos por esses organismos estao
sendo avaliados para atender a crescente demanda de novas drogas,

agentes quimioterapicos e agroindustriais que sejam, a0 mesmo tempo,
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mais efetivos, menos toxicos € que apresentem menor impacto
ambiental (cf. SILVA, 2009).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo verificar a
presenca de fungos associados a catingueira (Caesalpinia pyramidalis
Tull.,, Fabaceae), faveleira (Cridoscolus phyllacanthus, Fuphorbiaceae),
pinhao  (Jatropha mollissima, Euphorbiaceae) e bamurral (Hyptis
suavnolens, Lamiaceae), importantes plantas da Caatinga do Nordeste

Brasileiro, Coletadas no Municipio de Taua-CE.

e MATERIAL E METODOS

COLETA E HERBORIZACAO DE MATERIAL VEGETAL

Os procedimentos de coleta e herboriza¢do da amostra vegetal
foram realizados baseando-se nas metodologias de Cartaxo, Souza e
De Albuquerque (2010). A coleta das plantas foi realizada em junho de
2011 com autorizacao do SISBIO, conforme comprovante de registro
para coleta de material botanico, fungico e microbiolégico de n°
29145-2. Foram coletados folhas, cascas e galhos das plantas
medicinais nativas da Caatinga da Regido dos Inhamuns, a saber:
catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tull., Fabaceae), faveleira (Cridoscolus
phyllacanthus,  Euphorbiaceae),  pinhao (Jatropha — mollissima,
Euphorbiaceae) e bamurral (Hyptis suavuolens, Lamiaceae). As

identificagbes botanicas foram feitas no Departamento de Ciéncias

T/
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Biolégicas da Universidade Regional do Cariri - URCA. Uma exsicata
de cada planta foi depositada no acervo do Herbario Caririense
Diardano de Andrade-Lima (HCDAL/URCA), sob o numero 6674
para catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tull.)), 6678 para faveleira
(Cnidoscolus phyllacanthus), 6675 para o pinhao (Jatrgpha molissima), 6678
para faveleira (Cnidoscolus phyllacanthus) e 6680 para o bamburral (Hypis

suavnolens).

MEIOS DE CULTURAS

A preparagao do meio de cultura para germinagio e
crescimento vegetativo dos isolados foi realizada baseando-se em
metodologia proposta por Magalhides (2011). O meio utilizado foi
Batata-Dextrose-Agar (BDA), composto por 200,0 g de batata inglesa,
20,0 g de dextrose e 15,0 g de Agar e 1 L de agua destilada.
Inicialmente pedagos de batata inglesa sem cascas (200,0 g) foram
imersas, durante 10 minutos, em solug¢ao de hipoclorito de sédio
(NaClO, 1%) e posteriormente adicionados em Erlenmeyer contendo 1
L de agua destilada e fervidos em microondas. Em seguida foi
efetuada filtracdo simples e obtido o caldo batata. A dextrose e o Agar
foram dissolvidos no caldo batata. O meio foi distribuido em
Erlenmeyer de 250 mL e esterilizados em autoclave durante 15 minutos
a 121°C e 1 atm. Posteriormente, sob condi¢bes assépticas, placas de

Petri (80 x 15 c¢m), previamente esterilizadas, foram vertidas com 20
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mL de meio e resfriadas até solidificagio. As placas foram

armazenadas em geladeira (5°C) até utilizacao apos 24h.

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS CEPAS
FUNGICAS

O isolamento dos fungos foi desenvolvido segundo
metodologia proposta por Dreyfuss e Petrini (1984), com adaptacdes.
Para fungos endofiticos, das folhas das plantas coletadas, foram
obtidos discos de aproximadamente 8 mm de diametro com auxilio de
uma pipeta de Pasteur esterilizada. Dos ramos foram obtidos
fragmentos de aproximadamente 5 mm x 5 mm. Os discos e
fragmentos foram imersos em alcool 70%, durante 5 minutos, sendo
transferidos em seguida para uma solu¢ao de NaClO a 3% durante 10
minutos. Apds isso, foram imersos novamente em alcool 70% por
mais 5 minutos e lavados com agua destilada esterilizada. Em seguida
os discos e fragmentos foram transferidos para placas de Petri (100 x
15 cm), contendo meio de cultura BDA, preparado conforme
protocolo descrito anteriormente. Vale salientar que foi realizado
também o isolamento dos fungos epifiticos, utilizando-se aliquotas da
ultima solucdo de alcool 70% do procedimento de assepsia, onde os
discos e fragmentos estavam submersos. Estas aliquotas foram
transferidas, com auxilio de swabs estéreis, para placas de Petri,

contendo mesmo meio de cultura, e espalhadas por toda a superficie
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das placas. Em seguida, as placas foram vedadas com uma fina pelicula
de plastico e acondicionadas a temperatura ambiente (30+2°C) para
crescimento vegetativo dos fungos por periodo de sete dias. Os
experimentos foram realizados em triplicata e como controle negativo
do ensaio foram mantidas placas de Petri (80 x 15 cm), contendo
mesmo meio de cultura, sob condi¢bes assépticas, abertas durante
todo o tempo dos procedimentos. Depois do perfiodo de incubagio,
procedeu-se a repicagem das colonias em placas de Petri, contendo
BDA, até purificacao dos fungos. Posteriormente, os isolados foram
arquivados em frascos ampolas (micotecas), contendo meio BDA e
codificados em CAT (catingueira), FAV (faveleira), PIN (pinhdo) e
BAM (bamburral). Logo em seguida, os isolados foram submetidos a
identificacao, mediante a analise conjunta dos aspectos morfologicos,

utilizando-se chaves taxonomicas (cf. SINGH et al., 1991).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos estudos ja foram reportados na literatura enfocando
o isolamento e a identificagdo de fungos associados as plantas
medicinais (cf. BOZZA et al., 2009; SILVA, 2009), incluindo plantas
da Caatinga do Ceara (cf. FREIRE; GONCALVES, 2012; FREIRE,
2015). Desta forma, adotamos os mesmos métodos para isolar e
identicar novas cepas fungicas associados a plantas medicinais nativas

da Caatinga da Regido dos Inhamuns, Taua, Ceara, Brasil. Como
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resultados deste trabalho foram obtidos 19 cepas fungicas
provenientes de rafzes, folhas, cascas e ramos das plantas estudadas.
Destas, 18 cepas isoladas sio fungos filamentosos e 1 leveduriforme.

Vale salientar que 13 fungos sio endofiticos e 6 sdo epifiticos (Tabela

1.

Tabela 1 Tipos de cepas fiingicas isoladas de plantas medicinais coletadas em Taud-Ce.

catingueira faveleira pinhdo bamurral
(C. pyramidalis) (C. phyllacanthus) (J. molissima) (H. suavuolens)

Cepas Endo Epi Endo Epi Endo | Epi Endo Epi
Levedura - - - - - - 1a -
Filamentoso 12 12 3b42c1d | 1b + 2d 2a 1c 1242¢ 12

Endo-fungo endofitico; Epi-fungo epifitico; a-fungo isolado dos ramos; b-fungos isolados das raizes;
e~fungo isolado das folbas; d-fungo isolado das cascas;

Como pode-se perceber, a taxa de colonizacio de cepas
fungicas nas plantas estudadas foi baixa. Mas vale salientar que o
numero de fungos associados as plantas pode variar de acordo com
a espécie vegetal, o local onde os mesmos se instalam e a fase de
desenvolvimento da planta. A quantidade e a diversidade de fungos

também podem ser influenciadas pelas estagdes do ano e pelo clima

local (cf. DOS SANTOS; BARRETO; SCORIZA et al., 2014).
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Em relacio a identificacdo morfoldgica das cepas fingicas,
duas cepas foram identificadas em nivel de familia (Hifomiceto e
Ascomiceto), treze cepas classificadas em nivel de género, sendo
um  Penicillinm sp., trés Fusarium sp., um Humicola sp., quatro
Aspergillus sp., trés Paecilonyces sp. e um Acremonio sp. Em nivel de
espécies foram identificadas duas: Curvularia lunata e Seytalidinm-like.
Vale salientar que duas cepas fungicas nao foram identificadas.

Dois fungos filamentosos foram isoladas dos ramos da
catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul., Fabaceae) (Tabela 1), uma
arvore endémica da regiao Nordeste do Brasil, tradicionalmente
usada como anti-inflamatéria, digestivo, dispepsia, diurético,
antipirético e efeitos expectorantes (cf. SANTANA et al., 2012).
Uma delas (CAT2, endofitico) foi idendificada como Paecilomyces sp.,

enquanto que o outro (CAT1, epifitico) nio foi identificado (Figura

1.

Figura 1. Cepas fiingicas isoladas da catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul., Fabaceae)
coletada em Taud-CE.

(N&o identificado) Paecilomyces sp.
Epifitico (Ramos) Endofitico (Ramos) 52
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Este resultado corrobora com relatos descritos por Freire e
Gongalves (2012), pois uma cepa fangica Paecilomyces sp. foi isolada do
umbu  (Spondias  tuberosa), também na Caatinga da Regido dos
Inhmauns, mais precisamente em Aiuaba. Segundo Sharma, Sharma e
Dalela (2014), espécimes de Paecilomyces isolados de plantas apresentam
grande potencial biotecnolégico, pois sio produtores de metabdlitos
secundarios com a¢ao nematicida.

Nove fungos filamentosos foram isolados da faveleira (Cridosculus
phyllacanthus), planta medicinal com propriedades desinfectantes e
cicatrizantes (cf. CAVALCANTI, 2011). Das folhas foram isolados dois
endofiticos (FAV1 e FAV2). Das cascas foram isolados dois epifiticos
(FAV3 e FAV4), bem como um endofitico (FAV0). Das raizes foram
isolados trés endofiticos (FAV8-FAV10) e um epifitico (FAV5). Quanto
a identificacdo dos mesmos, uma cepa foi identificada em nivel de familia,
FAV4, como Hifomiceto, cinco em nivel de género (Penicillium sp. FAV1,
Fusarium sp. FAV5 e FAV9, Humicola sp. FAV6 e Aspergillus sp. FAV10) e

dois em nivel de espécie (Curvularia luneta FANV?2 e Seytalidinm-Like FAV3).
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Destes nove fungos, apenas um deles nio foi identificado (FAVS), Figura

2.

Figura 2. Cepas fiingicas isoladas da faveleira (Cnidosculus phyllacanthus) coletada em Taud-CE.

Penicillium sp. Cuu!aria lunata Scytalidium-like
Endofitico (Folhas) Endofitico (Folhas) Epifitico (Cascas)

Humicola sp.
Endofitico (Cascas)

Hifomiceto Fusarium sp.
Epifitico (Cascas) Epifitico (Raizes)

Aspergillus sp.

(N3o identificad Fusarium sp.
{Nio leenkiicado) Endofitico (Raizes)

Endofitico (Raizes) Endofitico (Raizes)
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Fungos do género Penicillium sp. ja foram isolados do
mandacaru (Cereus jamacari), também na Caatinga Cearense, mais
precisamente em Tejuguoca (cf. FREIRE; GONCALVES, 2012).
Segundo Jouda et al. (2014), isolados deste género apresentam grande
importancia farmacolégica, pois sio fontes promissoras de compostos
antimicrobianos.

Endofiticos tais como Curvularia sp. e Fusarium sp. também ja
foram isolados da faveleira (Cuidosculus phyllacanthus), coletada em
Taua-CE (cf. FREIRE; GONCALVES, 2012). Estes isolados
apresentam considerada importancia farmacoldgica, pois sdo
reportadas como fontes de metabélitos secundarios com potencial
antimicrobiano (cf. ALBERTO et al., 2011; IBRAHIM; MOHAMED;
ROSS, 2016). Vale salientar que endofiticos de Fusarium sp. também
sao produtores de metabdlitos secundarios com potencial anti-
malarial, anti-leshimanial e citotéxicos (cf. IBRAHIM; MOHAMED;
ROSS, 2016).

Endofiticos de Huwumicola sp. ja foram isolados de plantas do
Nordeste, mais precisamente de planta em Pernambuco (cf.
FORZZA, 2010). Dados reportados na literatura apontam espécimes
deste isolado como fontes de enzimas utilizadas na industria
alimenticia (cf. LI et al., 2015).

Seytalidinm é um género de fungo reportado como endofitico
de plantas no Panama (cf. PIEPENBRING; GOETHE, 2005). Este

género tem grande importancia mundialmente, pois isolados sio
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produtores de enzimas hidroliticas, as quais desempenham papel
importante no controle biolégico contra outros fungos saprofitas (cf.
GOH et al, 2015).

Do vpinhido (Jatropha molissima) foram isolados trés fungos
filamentosos, sendo dois endofiticos dos ramos (PIM1 e PIM2) e um
epifitico das folhas (PIN3). Os fungos endofiticos foram identificados
em nivel de género, Aspergillus sp PIN e PIN2, enquanto que o
epifitico foi identificado como sendo Fusarium sp. PIN3. (Figura 03).

Figura 3. Cepas fiingicas isoladas do pinhao (Jatropha molissima) coletada em Taud-CE.

Aspergillus sp. Aspergillus sp. Fusarium sp.
Endofitico (Ramos)  Endofitico (Ramos) Epifitico (Folhas)
Fungos do género Aspergillus sp. ja foram isolados do xiquexique
(Pilosocerens gounelles), também na Caatinga Cearense, mais precisamente
em Tejuguoca (cf. FREIRE; GONCALVES, 2012). Segundo Sadorn et
al. (2010), isolados deste género apresentam grande importancia
farmacolégica, pois sdo fontes promissoras de metabodlitos secundarios

com potencial antimicrobianos e citotoxicos.
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No total de cinco fungos foram isolados do bamburral (Hyptis
suavuolens), planta medicinal empregada como antitussigeno, sudorifero,
antiespasmoédico (cf. MAIA et al, 2008). Destes, quatro sio fungos
filamentosos (BAM1-BAM3, BAM5) e um ¢ leveduriforme (BAM4). Dos
quatro fungos filamentosos, trés sao endofiticos e foram isolados de
folhas (BAM1 e BAM2) e ramos (BAM3). O isolado BAMS5 ¢ epifitico e
foi isolado dos ramos. A levedura é endofitica e foi isolada dos ramos.
Quanto a identificacio dos mesmos, o isolado BAM1 foi identificado em
nivel de familia (Ascomiceto) e os outros quatro isolados em nivel de
género, sendo Paecilomyces sp. BAM2 e BAM4), Aspergillus sp. (BAM3) e
Acremoninm sp. (BAMS) — Figura 4.

Figura 4. Cepas fiingicas isoladas do bamburral (Hyptis suavnolens) coletada em Tand-CE.

Ascomiceto Paecilomyces sp. Aspergillus sp.
Endofitico (Folhas) Endofitico (Folhas) Endofitico (Ramos)

Paecilomyces sp. Acremonium sp.
Endofitico (Ramos) Epifitico (Ramos) 57
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Freire e Gongalves (2012) também reportam o isolamento de
uma cepa fangica Acremonium sp. do mandacaru (Cereus jamacaru),
ambas na Caatinga Cearense, mais precisamente em Tejucuoca. Dados
reportados na literatura apontam o fungo Acremoinm sp., isolado de
plantas, como sendo fonte promissora de metabodlitos secundarios
com potencial antimicrobiano e inseticida (cf. ASSANTE et al., 2005).

Os resultados apresentados neste trabalho sio considerados
importantes, haja vista que os fungos isolados das plantas estudadas
que prevalecem sio dos géneros Aspergillus sp., Fusarium sp. e
Pacecilomyces sp., os quais sao fungos ja reportados na literatura com
grande potencial farmacolégico (cf. SHARMA; SHARMA; DALELA,
2014; IBRAHIM; MOHAMED; ROSS, 2016; SADORN et al., 2016).
Vale salientar que os fungos sio bons produtores de metabolitos
secundarios, muitos com atividade biolégica util, onde estas podem
ajudar a planta hospedeira no combate a infestagdes por outros
fungos, virus e bactérias (cf. MARINHO et al, 2011), bem sio
capazes de produzir os mesmos metabolitos secundarios produzidos
por seus hospedeiros, ou seja, as plantas medicinais (cf. MARTINEZ,
2004).

CONCLUSAO

Através do deste estudo junto as plantas medicinais nativas da

caatinga da Regido dos Inhamuns (catingueira, faveleira, pinhdo e
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bamburral), Taua, Ceara, foi possivel isolar fungos filamentosos
endofiticos e epifiticos, prevalecendo os géneros _Aspergillus sp.,
Fusarium sp. e Paecilomyces sp. Estes resultados sugerem que novos
estudos sejam realizados empregando-se as cepas isoladas para a
producio de novos compostos bioativos de importancia

biotecnoldgica.

ISOLLATION AND IDENTIFICATION OF FUNGI ASSOCIATED
WITH NATIVE MEDICINAL PLANTS OF CAATINGA
REGION INHAMUNS, TAUA, CEARA, BRAZIL.

Abstract: This work reports the isolation and identification of fungi associated with
Caatinga plants Region Inbamuns, Tand, Ceard, Brazil. Initially stems, leaves,
roots and stems of the native medicinal plants (catingueira, faveleira, pinhdo e
bamburral) were collected and performed pretreatment sterilization. Subsequently
the isolation and identification of fungi by morphological analysis were performed.
As a result, it can be seen colonization of plants by filamentous fungi and yeast,
and epiphytic endophytes. Among the genera identified prevailed Aspergillus sp.,
Fusarium sp. and Paecilomyces sp.

Keywords: Medicinal Plants of the Caatinga, filamentous fungi, Aspergillus sp.
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