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RESUMO GERAL

Fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam o interior dos tecidos sadios de plantas em
alguma ou toda parte do seu ciclo de vida sem causar danos aparentes aos seus hospedeiros. Esses
fungos podem contribuir com as condi¢fes adequadas para que 0s vegetais sobrevivam a diversos
tipos de estresses ambientais. Além disso, sdo um importante objeto de estudo em relacdo a
diversidade e potencial biotecnolégico, incluindo a producdo de antifingicos. Contudo, a
complexidade dessas interacfes ainda € bastante questionada, principalmente em ambientes secos
como a Caatinga. O objetivo desse estudo foi estimar a diversidade de fungos endofiticos em foliolos
e ramos de Anadenanthera colubrina da Caatinga e avaliar o efeito antiflngico dos endofitos contra
0s agentes etioldgicos da esporotricose. Foram coletadas amostras de ramos e foliolos de trés
individuos de A. colubrina, que foram desinfestadas em sua superficie e fragmentadas para
isolamento de endofitos. Para os testes contra os agentes etioldgicos da esporotricose (S. mexicana
URM301, S. chilensis URM 2439, S. shenckii URM 4252 e de S. brasiliensis URM 8233 e URM
8248) foi utilizado o método de bloco de gelose das culturas de fungos e discos impregnados com
antifangicos (itraconazol e anfotericina B) foram utilizados como controle positivo. A partir dos 406
fragmentos analisados, foram obtidos 126 isolados agrupados em 37 morfoespécies de fungos
endofiticos distribuidas em 21 géneros com base nas analises morfoldgicas, sequéncias ITS e LSU
rDNA e de outros genes (calmodulina, B-tubulina, actina, TEF-/a, histona, RPB1, RPB2 e GAPDH).
A taxa de colonizacdo (TC%) foi maior para os ramos (53,88%) do que para foliolos (5,55%). O
género Diaporthe foi 0 mais frequente seguido de Didymella e Rhytidhysteron. Os valores dos indices
de diversidade de Shannon-Wiener foram de H’=1,15 e 2,71 para foliolos e ramos, respectivamente.
Todos os enddfitos isolados foram utilizados para o teste contra agentes etioldgicos de esporotricose,
porém nao obtivemos resultados positivos. Este estudo é pioneiro em relacdo a fungos endofiticos
associados aos ramos e aos foliolos de A. colubrina em area de conservacdo da Caatinga e demonstra
uma importante riqueza de fungos associados com esta planta e que contribuem com estimativas

nacionais e internacionais de dados da diversidade micologica.

Palavras-chave: Angico, Endofitos, Floresta Tropical Seca, Esporotricose.



ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms that inhabit the interior of healthy plant tissues for some or all
of their life cycle without causing apparent harm to their hosts. These fungi can contribute to the
proper conditions for plants to survive different types of environmental stress. In addition, they are
an important object of study in relation to diversity and biotechnological potential, including the
production of antifungals. However, their complexity is still questioned, especially in dry
environments such as the Caatinga. The aim of this study was to estimate the diversity of endophytic
fungi in leaflets and branches of Anadenanthera colubrina from the Caatinga and to evaluate the
antifungal effect of endophytes against the etiologic agents of sporotrichosis. Samples were collected
from branches and leaflets of three individuals of A. colubrina, which were superficially disinfected
and fragmented for isolation of endophytes. The agar block method of fungal cultures was used for
tests against the etiological agents of sporotrichosis (S. mexicana URM301, S. chilensis URM 2439,
S. shenckii URM 4252 and S. brasiliensis URM 8233 and URM 8248), and discs impregnated with
antifungal agents (itroconazole and amphotericin B) were used as positive controls. From the 406
tissue fragments, 126 isolates were obtained and grouped into 37 morphospecies of endophytic fungi
distributed in 21 genera based on morphological analyses and on sequences of ITS and LSU rDNA
and other genes (calmodulin, B-tubulin, actin, TEF-1«, histone, RPB1, RPB2 and GAPDH). The
colonization rate (TC%) was higher for branches (53.88%) than for leaflets (5.55%). The genus
Diaporthe was the most frequent followed by Didymella and Rhytidhysteron. Shannon-Wiener
diversity index values were H'=1.15 and 2.71 for leaflets and branches, respectively. All isolated
endophytes were used for the test against etiological agents of sporotrichosis, but we did not obtain
positive results. This study is a pioneer in relation to endophytic fungi associated with the branches
and leaflets of A. colubrina in a conservation area of the Caatinga and demonstrates an important
richness of fungi associated with this plant and which created national and international estimates of

mycological diversity.

Key-words: Angico, Endophytes, Tropical dry Forest, Sporotrichosis.
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1. INTRODUCAO

Fungos endofiticos representam um grupo polifilético de microrganismos que habitam
os tecidos vivos de possivelmente todas as plantas sem causar evidéncia de doenga (Dastogeer
etal., 2017). Sobre a estimativa global da diversidade de fungos, os endéfitos representam uma
parcela negligenciada (Baucom et al., 2012) e que muitas vezes ¢é subestimada em ambientes
de climas tropicais secos, como a Caatinga (Bayman et al., 2006, Bezerra et al., 2017a).

A Caatinga, representante das florestas tropicais secas no Brasil, destaca-se pela alta
diversidade bioldgica, inclusive de fungos com potencial de descoberta de novos taxons e
produtos biotecnoldgicos (Faggin et al., 2017; Padua et al., 2019; Oliveira et al., 2021). Com
uma vegetacdo caracterizada pela presenca de espécies endémicas, ocupa grande extensdo na
regido semiérida do Nordeste brasileiro, além de uma pequena parte no norte de Minas Gerais
e quase 40% de sua area é recoberta por uma fitodiversidade heterogénea nativa pouco
protegida em unidades de conservacdo (Leal et al., 2005; Pagotto et al., 2015). Diversas plantas
medicinais sdo conhecidas na Caatinga e estudos etnobotanicos demonstram que o maior
namero das espécies vegetais pertence a familia Fabaceae (Falcdo et al., 2015; Silva et al.,
2015), a qual se difunde em zonas temperadas e tropicais do planeta, possuindo cerca de 19.500
espécies distribuidas em 751 géneros (Christenhusz & Byng, 2016). Nesta diversidade se
destaca Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, que além da Caatinga é encontrada também
no Cerrado e na Mata Atlantica (Morim, 2020).

Anadenanthera colubrina, conhecida popularmente como angico, € uma espécie
heliéfila decidua de porte arboreo que atinge cerca de 20 a 35 m de altura com distribui¢do
geografica desde o estado do Ceara até o Parand (De Medeiros et al., 2016). Suas folhas
apresentam efeitos fitoterapicos no tratamento de infeccdes bacterianas, doengas pulmonares e
ulceras externas (Bispo et al., 2017). O extrato hidroalcodlico da casca de A. colubrina mostrou
baixa toxicidade e alto potencial antifungico e antibiofilme contra isolados de Candida (Silva
etal., 2019).

Estudos demonstram que numerosos produtos secundarios extraidos de plantas
medicinais sdo produzidos por endofitos e suas atividades medicinais e nutricionais auxiliam a
medicina alternativa na descoberta de novos metabdlitos para terapias, incluindo antifngicos
(Venieraki, Dimou e Katinakis, 2017). Espécies de Sporothrix (Ascomycota) sdo agentes
etioldgicos da esporotricose, micose tropical grave que causa lesdes linfocutaneas e cutaneas

localizadas, que pode acometer humanos e outros animais. O perfil da doenca muitas vezes
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pode levar a quadros de lesbes disseminadas causando morbimortalidades (Oliveira et al.,
2015). O diagnostico precoce e uma abordagem terapéutica apropriada sdo necessarias,
principalmente pela constatacdo de cepas de espécies de Sporothrix resistentes aos farmacos
(Rodrigues et al., 2014). A alta incidéncia e prevaléncia de novos surtos com transmissao
zoondtica desta doenca na Regido Metropolitana do Recife (Silva et al., 2018) conduziu & agdo
de saude publica, e assim a esporotricose esta entre as doencas de notificagdo compulsoria desde
2015 (Portaria SES/PE N° 279 de 23/07/2015). Estudos da suscetibilidade antifungica in vitro
de isolados clinicos do complexo Sporothrix schenckii tém sido relatados e reforcam a
necessidade de novas alternativas terapéuticas frente a resisténcia de algumas cepas (Trilles et
al., 2005).

Considerando que os vegetais sdo potenciais fontes de riqueza de microrganismos
endofiticos e que ndo se tem conhecimento de nenhum estudo sobre esses endofitos associados
com foliolos e ramos de A. colubrina em &rea de Caatinga, acessar a comunidade endofitica
associada a essa planta com a possibilidade da descoberta de novos tdxons e de isolados com
possivel potencial contra agentes etiologicos da esporotricose direcionou o estudo dessa
micodiversidade. Foi testada a hipdtese de foliolos e ramos de Anadenanthera colubrina
abrigam grande riqueza de espécies de fungos endofiticos capazes de inibir o crescimento in
vitro de isolados de Sporothrix.

° O objetivo geral desse estudo foi estimar a diversidade de fungos endofiticos em foliolos
e ramos de A. colubrina em uma area de conservacao de Caatinga e avaliar o efeito antifingico
desses endéfitos contra isolados de Sporothrix. Os objetivos especificos foram: 1) Reativar 0s
fungos endofiticos isolados de foliolos e ramos de A. colubrina preservados na colecdo de
trabalho do Laboratério de Micologia Ambiental da UFPE; 2) Identificar esses fungos
endofiticos por analises morfoldgicas e moleculares; 3) Avaliar filogeneticamente 0s grupos
taxonémicos de fungos endofiticos de A. colubrina.; 4) Estimar a riqueza e a diversidade e
outros indices ecoldgicos de fungos endofiticos associados com A. colubrina; 5) Contribuir com
a estimativa global e nacional da diversidade de fungos endofiticos; 6) Testar o potencial
antifingico dos endofitos identificados contra espécies de Sporothrix, agentes etiologicos da

esporotricose.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Fungos endofiticos: breve historico, conceitos e caracteristicas gerais

O termo endofito € originado do grego (endhon + phyton) e quer dizer “no interior da
planta” (Kobayashi e Palumbo, 2000), entretanto diversos conceitos foram propostos com o
passar dos anos, direcionando-nos a novos parametros dentro da linha temporal. Assim, o0s
primeiros registros sobre esse assunto foram datados ainda no século XIX, em que De Barry no
ano de 1866 propds pela primeira vez o termo “endéfito”, o qual hoje ¢ utilizado para designar
0S microrganismos que estdo presentes no interior de planta sem causar danos aparente ao
hospedeiro (Azevedo et al., 1998; Hyde e Soytong, 2008).

Os estudos comegaram a ter maior profundidade na década de 1970, e seu principal
objetivo foi descobrir e entender qual a real relacdo sobre a interagdo entre esses organismos e
seus hospedeiros (Carrol et al., 1977). Assim, no ano de 1988 Carrol utilizou o termo endofitico
para organismos endosimbiontes que poderiam causar infecgdes assintomaticas nas plantas,
mas que os fungos micorrizicos ndo participariam dessa organizacdo. Entretanto, no ano de
1991 essa definicdo foi expandida por Petrini que complementou o conceito informando que
esses organismos em algum periodo de seu ciclo de vida colonizam os tecidos das plantas sem
causar danos evidentes ao hospedeiro, acrescentando a defini¢cdo além dos microrganismos
simbiontes, os mutualistas e patogenos latentes (Petrini, 1991; Selosse et al., 2004).
Posteriormente, Bouarab et al. (1999) propuseram que todas essas interacdes endofiticas
possupiam algo em comum, neste caso, o fornecimento de nutrientes.

Especificidades entre o uso dos termos endofiticos, epifiticos, oportunistas e
fitopatdgenos deixam dividas em relacdo aos limites existentes entre eles, podendo por sua vez
atuar de diferentes formas no hospedeiro a depender do estdgio que se encontre e sendo
considerados termos puramente didaticos (Azevedo, 2000). Definic¢Ges artificiais dividem os
endofiticos em dois grupos ecoldgicos, sendo considerados balansiaceous e ndo-balansiaceous,
0 primeiro se refere aos colonizadores de gramineas (Schulz e Boyle, 2005; White et al., 2000),
enquanto o segundo possui a maioria de seus representantes no filo Ascomycota e encontrados
diferentes espécies de plantas (Petrini, 1991; Stone et al., 2004). Além disso, sabe-se que 0s
fungos endofiticos podem ser transmitidos para planta de uma forma vertical pelas sementes ou

de forma horizontal atraves dos estdmatos, raizes ou aberturas naturais (Aly et al., 2010).
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Outras definigdes foram propostas a partir do estudo de Mendes e Azevedo (2007) em
que se afirma que os enddfitos sdo microrganismos capazes de colonizar os 6rgaos das plantas
de uma forma assintomatica e sem causar danos aparentes aos hospedeiros, além disso estes
ndo podem produzir estruturas externas emergentes e seu crescimento pode ser obtido ou néo
em um meio de cultura. Esses autores dividiram esses fungos em dois grupos, onde o primeiro
pode ser entendido como os ndo produtores de estruturas externas na planta e o segundo como
0s que sdo capazes de produzir essas estruturas no hospedeiro. Posteriormente, por causa do
avanco nos estudos de enddfitos, o estudo dos microrganismos endofiticos foi definido como
“endofitologia” (Unterseher et al., 2012), sendo a maioria dos fungos endofiticos filamentosos
(Azevedo et al.,2002), apesar do isolamento de leveduras (Solis et al., 2015).

A interacdo entre os enddfitos e seus hospedeiros € complexa e ainda pouco
compreendida, porém a partir de andlises de tecidos fossilizados, alguns estudiosos sugeriram
que essas interagdes possam ter surgido ha mais de 400 milhdes de anos (Taylor e Taylor, 2000;
Krings et al., 2007) admitindo-se que, provavelmente, os fungos foram um dos responsaveis
pela migracdo das plantas para o ambiente terrestre (Pirozynski & Malloch, 1975; Krings et al.,
2007). Alguns estudos in vitro demonstraram que tanto o fungo endofitico como a planta
secretam substancias que podem ser tdxicas para ambos, algo que € questionavel dentro de
numa interacdo considerada como assintomatica (Peters et al., 1998) ja que o fungo produz
metabolitos tdxicos e em consequéncia a planta produz metabdlitos em sua defesa (Agrios,
1997). Outra hipdtese € que a colonizagdo de forma assintomaética seria uma consequéncia da
interacdo antagbnica balanceada entre a planta e os fungos, ou seja, 0s endoéfitos podem produzir
exoenzimas e micotoxinas fitotxicas necessarias no processo de infeccdo do hospedeiro
(Schulz e Boyle, 2005). Schulz et al. (2002) explicam que o vegetal em questdo pode vir a
reagir utilizando da producdo de metabdlitos e de respostas mecanicas semelhantes as
produzidas pelo patdégeno, havendo uma relacdo harménica entre a viruléncia dos fungos e a
defesa do hospedeiro.

Os fungos endofiticos apresentam distintas relagdes com seu hospedeiro, de forma que
sejam simbioticas, neutras ou antagonicas (PEIXOTO-NETO et al., 2002) e a diversidade e a
frequéncia desses endofitos no vegetal variam de acordo com as condi¢cbes ambientais
encontradas e com o seu hospedeiro (Kumar & Prasher, 2021). Além disso, podem ainda
realizar a producdo de diversos metabolitos secundarios como esteroides, xantonas,
terpendides, compostos aromaticos, fendis, furandionas, alcaldides, entre outros (Bae et al.,

2008). Esses autores ainda informam que, caso este equilibrio seja afetado, seja por uma
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reducdo ou aumento em relacdo a defesa da planta e viruléncia do fungo, pode ocorrer o
estabelecimento de doenca, pois fungos endofiticos podem ser patdgenos latentes (Azevedo,
1998; Azevedo et al., 2000; Qawasmeh et al., 2012).

A micobiota endofitica abre um amplo nimero de possibilidades de estudos, em razdo
da sua grande capacidade de colonizar uma ampla diversidade de espécies de vegetais,
contribuindo em uma gama de nichos ecologicos (Strobel e Daisy, 2003; Johri, 2006; Sun et
al., 2012). A biologia desses organismos € um campo em ascensao, pois ha poucos estudos
sobre esses endofitos em comparacdo a grande diversidade existente, tendo em vista seu
potencial bioativo (desenvolvimento de compostos naturais), ambiental (descoberta de novas

espécies e distribuicdo ecologica) e agricola (Strobel et al., 2003, Silva et al., 2022).

2.2 Distribuicéo e diversidade dos fungos endofiticos

Estima-se que existem mais de 3,8 milhdes de espécies de fungos no mundo, embora,
apenas cerca de 160 mil tenham sido descritas (Hawksworth e Rossman, 1997; Kirk et al., 2008,
Hyde, 2022). Sob a otica da diversidade dos fungos endofiticos, essa parcela ainda é
consideravelmente pouco estudada ou negligenciada (Baucom et al., 2012), o que reforca a
necessidade de estudos que ajudem no estabelecimento de novas informacdes, principalmente
em escala global (Suryanarayanan, 2013; Vaz et al., 2014). Menos de 1% das plantas do planeta
foram analisadas em relagdo a diversidade endofitica, além disso, a maioria dos estudos esta
ligado principalmente ao isolamento de enddfitos de folhas, o que sugere dificuldades no
entendimento sobre abundancia e diversidades desses microrganismos (Arnold et al., 2001).
Contudo, das plantas hospedeiras estudadas até o momento, sua maioria € habitada por
microorganismos endofiticos (Wang e Dai, 2011).

Os fungos endofiticos podem ser isolados da maioria das plantas e de diferentes tecidos
vegetais (Azevedo & Araljo, 2007; Hyde & Soytong, 2008). Visto isso, diversas pesquisas vém
sendo realizadas, € o nimero de espécies de fungos conhecidos tem crescido, destacando
aproximadamente 1,5 milhdo de espécies de fungos endofiticos que podem ser descobertos
(Hawksworth, 1991; Dreyfuss & Chapela, 1994; Li et al., 2007). Os fungos endofiticos
possuem ainda uma distribuigdo ampla, tendo em vista que podem habitar diferentes tecidos
vegetais (Gennaro et al., 2003). Sua abundancia ocupa diversos ambitos, podendo ser
encontrados associados com bridfitas (Schulz et al., 1993), pteriddfitas (Sati et al., 2009),

gimnospermas (Legault et al., 1989) e angiospermas (Petrini et al.,, 1991). Esses
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microrganismos podem ainda habitar outros hospedeiros como os liquens (Lin et al., 2007) e
as algas (Raghukumar, 2008). Além disso, também estdo associados com plantas medicinais
(Huang et al., 2001), herbaceas (Taechowisan et al., 2003), aquaticas (Chen et al., 2003) ou até
mesmo cultivadas (Melnroy e Klopper, 1995). Uma Unica planta é capaz de abrigar diversos
microrganismos endofiticos (cerca de 33 espécies) e, a0 menos uma dessas espécie se evidencia
como especifica, enfatizando o fato desses fungos serem integrantes indispensaveis na
composicdo da diversidade dentro dos biomas (Tan e Zou, 2001; Strobel e Daisy, 2003).
Segundo Perera et al. (2018) esses fungos podem habitar os mais variados érgdos vegetais tais
como as sementes, as raizes, os frutos e o caule, entretanto, sua frequéncia € maior nas folhas
(Hallmann et al., 1997). Muitos dos géneros de fungos isolados como patogénicos também
podem ser isolados como enddfiticos. Os exemplos mais comuns sdo espécies de Fusarium,
Curvularia, Cladosporium, Colletotrichum, Diaporthe, dentre outros que na sua grande maioria
correspondem ao filo Acomycota; contudo, alguns fungos Mucoromycota ou Basidiomycota
também podem ser encontrados (Newsham, 2012; Hardoim et al., 2015; Strobel, 2018).

Alguns fatores influenciam na colonizacéo e relacéo endofiticia, entre eles relacionados
ao hospedeiro: a espécie da planta, tipo de tecido colonizado, nivel de desenvolvimento do
tecido vegetal, gendtipo, fen6tipo e a idade (Arnold & Herre, 2003). Alguns autores acreditam
gue quanto mais antiga for a planta, maior a quantidade de fungos endofiticos a serem
encontrados, pois o0 tempo de exposicdo dos esporos flngicos ao ambiente, assim como as
mudancas fisioldgicas e estruturais podem possibilitar a infeccao e acesso ao hospedeiro (Fisher
et al., 1994; Nascimento et al., 2015). Segundo Zheng et al. (2016), os fatores relacionados as
condi¢cdes ambientais incluem: poluicdo ambiental, umidade, precipitacdo, temperatura,
altitude e clima, os quais sdo de extrema importancia, pois definem os padrGes para
sobrevivéncia dos organismos. A geografia do local e regido também podem interferir nos
padrdes de distribuicdo desses microrganismos, tendo em vista que essas especificidades podem
sofrer influéncia dos fatores ecoldgicos, como a composicao da flora e as condic¢@es climaticas
ambientais (Collado et al., 1999; Sun et al., 2012).

Ainda que os primeiros estudos relacionados com fungos endofiticos tenham sido
realizados ha mais de sete décadas, os mesmos foram destinados apenas as regides tropicais
umidas e temperadas (Bose, 1947; Carroll et al., 1977; Petrini e Carroll, 1981; Clay et al., 1985;
Carroll, 1986; Rodrigues e Petrini, 1997; Arnold et al., 2000). Entretanto, ainda ha muito ao
que ser compreendido, principalmente em relagdo aos microrganismos endofitos de regides

tropicais, exclusivamente os de regides tropicais secas ou de ambientes aridos e semiaridos, 0s



Da Silva, Aparecida Clébia — FUNGOS ENDOFITICOS DE Anadenanthera Colubrina (Vell.) Brenan DE
AREA DE CAATINGA: DIVERSIDADE E POTENCIAL ANTIFUNGICO CONTRA ESPECIES DE
Sporothrix

20

quais ainda s&o menos estudados (Bills, 1996; Fisher et al., 1994; Suryanarayanan et al., 2005;
Sun et al., 2012; Bezerra et al., 2012). Hawksworth e Rossman (1997) também enfatizam a
hipdtese de que as espeécies de plantas tropicais sdo consideradas um grande deposito de muitas
espécies fungicas.

Outras pesquisas tém revelado a existéncia de uma maior diversidade da comunidade
de fungos endofiticos em plantas perenes de regiGes tropicais e subtropicais, quando
comparadas a de clima temperado (ARNOLD & LUTZONI, 2007; SILVA et al. 2022). Arnold
et al. (2003) explicam que isso pode acontecer ela existéncia de baixa precipitacdo nesse tipo
de regido, fato que pode facilitar a propagacao dos esporos fangicos entre as plantas. Sabendo
disso, a diversidade endofitica também sofrer influéncia em relacdo a morfologia do hospedeiro,
ao tipo de tecido colonizado, as condig¢des climaticas e a composicao fisioldgica e quimica da
planta (Hardoim et al. 2015). Embora essa diversidade seja pouco compreendida, alguns
estudos vém sendo realizados, contribuindo nas investigacGes sobre os fungos endofiticos em
regibes tropicais secas (Bezerra et al. 2012, Dastogeer et al. 2017; Padua et al. 2019; Silva et
al. 2019). Hoffman e Arnold (2008) revelaram que microrganismos endofiticos isolados de
plantas de &reas secas podem vir a sofrer pressdo e serem selecionados como generalistas,
demostrando o beneficio de que colonizar a planta pode superar o custo da exposicéo a fatores
como radiacdo ultravioleta e dessecacdo. Portanto, é de extrema importancia a valorizacdo dos
estudos de microrganismos endofiticos e as informacg6es prestadas a respeito dessa interacao
entre os fungos e seu hospedeiro (Azevedo et al., 2000; Araujo et al., 2001; Bezerra et al.
2017a; Bezerra et al. 2019).

2.3 Relacgao dos fungos endofiticos com plantas de ambientes extremos secos

A maioria das plantas vasculares é conhecida como como uma reserva para 0S
microrganismos endofiticos, constituindo uma grande diversidade, principalmente em
ambientes tropicais (Murali et al., 2007; Suryanarayanan et al., 2011). A diversidade dos
enddfitos comecou a ser investigada a partir dos estudos realizados em sua grande maioria nas
regibes Umidas, contudo, para as regides secas a compreensdo dessa transmissdo ainda é
bastante negligenciada. As regides secas apresentam baixa densidade em sua vegetagdo e
precipitacdo pluviométrica reduzida, entretanto, os habitats secos representam um quantitativo
promissor de estudos em relacdo a analise e caracterizacdo de sua estrutura na compreensao da

relacdo entre fungos e plantas de ambientes extremos secos (Khidir et al., 2010).
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Loro et al. (2012) explicaram que na associacdo de fungos endofiticos com plantas de
ambientes secos, boa parte da comunidade é composta de fungos endofiticos pigmentados,
expondo que essa pigmentacdo nos fungos poderia ajudar a planta quanto a tolerancia ao calor
prolongado e a seca (Khidir et al., 2010). Sugere-se que essa tolerancia das plantas em suportar
a seca pode ter sido herdada a partir dos endéfitos (Rodriguez et al., 2008), pois segundo alguns
autores hd um possivel e estreito envolvimento de genes na expressdao da capacidade de
tolerancia (Morsy et al., 2010; Krings et al., 2007).

Algumas espécies de fungos endofiticos pigmentados isolados de vegetais de regiGes
secas e desérticas, sdo representantes dos géneros Cladosporium, Alternaria e “Phoma”
(Suryanarayanan et al., 2005; Sun et al., 2012). Ainda que os beneficios dos endofitos que
possuem pigmentacdo sejam pouco estudados (Sun et al., 2012), experimentos em condi¢6es
laboratoriais como o de Redmar et al. (2002), demonstram que a melanina encontrada nesses
fungos ajuda na protecdo térmica ao hospedeiro. Essa pesquisa investigou principalmente a
protecdo inferida por Curvularia protuberata quando isolada de Dichanthelium (Poaceae).
Segundo Crabtree e Gessner (1982), os fungos com pigmentacdo absorvem mais radiacao
quando comparado aos de micélio branco apresentado por outros fungos. Isso é melhor
observado em regibes extremas, em que ha diversidade reduzida e uma alta colonizacdo de
espécies de fungos capazes de produzir pigmento (Suryanarayanan et al., 2005).

Estudos mais recentes tém demonstrado grandes esforcos em descobrir mais sobre a
diversidade endofitica de plantas em ambientes aridos com altas temperaturas e escassez de
nutrientes. Esses trabalhos evidenciam a descoberta de novos taxons de fungos endofiticos em
florestas tropicais, principalmente as que fazem parte do dominio Caatinga (Bezerra et al.,
2013; Paduaetal., 2019; Oliveira et al., 2021). Por exemplo, Oliveira et al., (2021) examinaram
a diversidade de fungos endofiticos presentes nos foliolos e ramos de uma planta (Poincianella
pyramidalis) endémica da Caatinga brasileira. Enquanto isso, outros autores investigaram a
comunidade endofitica presentes nas folhas de Myracrodruon urundeuva, bem como, seu
potencial na producdo de L-asparaginase. Sabendo disso, os biomas brasileiros podem ser
considerados grandes hotspots da diversidade biologica, por possuir caracteristicas Gnicas em

relacdo a sua biodiversidade (Nascimento et al., 2015; Noriler et al., 2018; Bezerra et al., 2019).

2.4 Potencial biotecnoldgico dos fungos endofiticos
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A microbiota endofitica vem sendo amplamente estudada, principalmente pela
capacidade desses microrganismos em produzir diversos metabdlitos secundarios e compostos
bioativos que podem auxiliar em sua adaptabilidade aos diferentes ambientes, bem como, na
defesa contra predadores e em sinalizagdes quimicas (Freire et al., 2014). Alguns desses
compostos sdo conhecidos e utilizados amplamente, tais como enzimas (Hawar, 2022),
antibioticos (Pinheiro et al. 2017), fitorménios, toxinas, imunossupressores (Azevedo et al.,
2000), antitumorais (RAN et al., 2017), antivirais (Khiralla et al. 2020), dentre outros. Além
disso, os metabdlitos secundarios podem ainda incluir compostos fenolicos, alifaticos,
peptideos, alcaldides, esterdides e terpendides (Tan & Zou, 2001; Zheng et al. 2021).

Dentre 0os compostos bioativos produzidos por fungos endofiticos, cerca de 20.000
foram relatados (Ownley et al., 2010), isso sugere um enorme potencial na utilizacdo desses
endofitos, uma vez que, novas drogas e substancias bioativas sdo produzidas (Kumar et al.,
2022). Visto isso, a produgéo de compostos bioativos se enquadra em diferentes modalidades
da industria, agricultura, saude e meio ambiente, o que reforca cada vez mais sua importancia
(Hashem et al., 2022).

Por exemplo, na agricultura os fungos endofiticos sdo usados principalmente para o
controle biolégico de pragas agricolas, sendo vistos como uma alternativa aos pesticidas
guimicos, uma vez estes que causam muitos danos ao meio ambiente (Volksch et al., 1992).
Muvea et al. (2014) avaliaram o impacto de alguns endo6fitos em sementes e mudas de cebola
contra o patdgeno Thrips tabaci, obtendo em suas observagdes bom desempenho dos endéfitos
contra a praga. Para o meio ambiente, os fungos endofiticos tem um papel importante na
biorremediacdo e fitorremediacdo de metais pesados, possibilitando a restauracdo de diversos
locais bioldgicos (Peng et al. 2016; Pietro-Souza et al., 2020). Além disso, também séo
utilizados como descontaminastes e decompositores de excrementos animais (Strobel et al.
2005).

Outras possibilidades na utilizacdo desses microrganismos surgem na industria, onde
sua importancia € associada principalmente a producdo de detergentes, biocombustiveis,
tecidos e produtos de origem alimenticia (Chapman et al., 2018). Essa grande capacidade de
utilizagdoa qual vem sendo amplamente estudada (Kirk et al., 2002; Correa et al. 2014; Batista
et al. 2022). No campo farmacéutico, é possivel observar o uso e aplica¢des de diversos
metabolitos bioativos produzidos pelos fungos endofiticos, algumas delas sdo a vimcristina
(Talaromyces radicus), camptotecina (Pu et al. 2013) e a vimblastina (Ayob et al. 2017). Um

farmaco bem conhecido e amplamente utilizado € o taxol (paclitaxe), extraido do fungo
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endofitico Taxomyces andreanae isolado de folhas de Taxus brevifolia que também é capaz de
sintetizar esse composto (Stierle, Strobel, Stierle, 1993). A paclitaxe, mostrou resultados
positivos nos tratamentos contra canceres de pulméo, ovarios e mamas (Gallego-Jara et al.,
2020).

E importante salientar, que algumas pesquisas nessa area revelam que a relagio entre os
fungos endofiticos e plantas pode sofrer evolucdo em sua especificidade, pois, caso seu
hospedeiro apresente algum tipo de propriedade medicinal, as substancias bioativas produzidas
pelo vegetal podem também ser sintetizadas pelos fungos, revelando uma maior complexidade
desse tipo de interacdo (Zhao et al., 2011; Venieraki et al., 2017). Outros estudos também
visaram demonstrar a producao da enzima L-asparaginase por fungos endofiticos, a qual pode
ser utilizada na industria de alimentos e na medicina (Krishnapura & Belur, 2016; Padua, 2019;
Santos et al., 2022). Com objetivo de estimular a preservacdo desses fungos, alguns estudos
tem ressaltado cada vez a capacidade biotecnoldgica desses microrganismos na producdo de
biomoléculas de interesse industrial, como agentes antibacterianos e antifangicos (Bezerra et
al. 2012; 2015; Pires et al. 2015; Santos et al. 2015b; Venieraki et al. 2017).

Embora muitos desses compostos sejam amplamente usados em tratamentos e
prevencOes contra infeccBes causadas por bactérias e fungos (Arias & Carrilho, 2012), muitos
casos de resisténcia antimicrobiana (RAM) tém sido relatados (WHO, 2027). Alguns trabalhos
revelam a resisténcia de Candida krusei e Candida glabrata ao fluconazol ou de Aspergillus
terreus a anfotericina B (Ademe & Girma, 2020; Hoenigl et al., 2021; Denning, 2022). Esse
dado é importante pois esses medicamentos, assim como o itraconazol, sdo bastante utilizados
no tratamento de diferentes micoses, inclusive contra fungos do género Sporothrix responsaveis
por causar a esporotricose, doenca que tem atingindo humanos e outros animais desde o inicio
do século XX (Gutierrez-Galhardo et al., 2015; Rodrigues et al., 2020). Com isso, é de extrema
importancia a adogdo de medidas que auxiliem na reducgéo de sua incidéncia, além do controle
e prevencdo, destacando-se a descoberta de novos compostos contra os agentes etiologicos

causadores da esporotricose (Guimarées et al., 2010).
2.4.1 Esporotricose
A esporotricose € uma micose de implantacdo, na qual o fungo é inoculado

traumaticamente, e é causada por espécies do género Sporothrix encontradas no solo associados

a matéria organica, principalmente em locais de clima tropical/subtropical imido e temperado
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(Gutierrez-Galhardo et al., 2015; Rodrigues et al., 2020). Essa doenga pode acometer tantos 0s
humanos quanto outros animais, como cées, gatos, roedores, peixes, tatus e até aves, causando
manifestacdes cutaneas e extra cutaneas, a partir da sua transmissao que ocorre pela inoculacéo
traumaética do fungo por uma fonte infectante (Almeida et al., 2018; Lima et al., 2020).

Essa transmissdo pode ocorrer de uma forma ambiental (manipulagéo do solo,
inoculacdo traumatica na pele ou inalacdo de esporos de Sporothrix) ou zoonotica (mordeduras,
arranhaduras, ou secrecdes contaminadas de animais). Tendo isso em vista, sdo conhecidos
como “clado clinico” ou "clado patogénico" as espécies frequentemente isoladas de humanos e
animais: S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa e S. luriei (De Beer et al., 2022) e “clado
ambiental” as espécies que normalmente se encontram associados a solos, plantas e insetos:
complexo S. inflata, complexo S. stenoceras, complexo S. gossypina, complexo S. candida,
complexo S. pallida) e casos raros de algumas espécies do clado ambiental (S. mexicana, S.
chilensis e S. pallida) causando infeccGes em mamiferos (Rodrigues et al., 2020).

Os primeiros indicios da doenca no Brasil foram relados no inicio do século XX no
estado de Sé&o Paulo (Lutz & Splendore, 1907), entretanto, atualmente foram relatados casos
em praticamente todos os estados brasileiros com maior incidéncia nas regides Sul e sudeste
(Covisa, 2022). Alguns farmacos com potencial antifungico (itraconazol e anfotericina B) vém
sendo utilizados em seu tratamento, que normalmente tem uma duracgéo de cerca de trés a quatro
meses (Stalkup; Bell; Rosen, 2002; Kauffman, 2019). Embora na literatura sejam escassos 0S
estudos em relagdo a utilizacdo de fungos endofiticos no controle da doenga, Qian et al. (2013)
avaliaram a atividade antifingica do end6fito Epicoccum nigrum, responséavel por produzir

nanoparticulas de prata, as quais foram utilizadas contra Sporothrix schenckii.

2.5 Florestas Tropicais Secas: Caatinga

As florestas secas sdo consideradas formacdes florestais semideciduas ocorrentes nos
trépicos, com uma estacdo seca definida. Devido ao seu ritmo estacional, que se traduz por um
grau avancado de deciduidade foliar ao longo da estacdo seca, essas florestas, com suas
caracteristicas extremamente diversas, estruturas e composicfes florais, tém sido assim
definidas (Andrade-Lima, 1981).

Holdridge (1967) dividiu os tropicos em zonas ecoldgicas com base em critérios
climaticos como temperatura e umidade, e entdo definiu florestas secas como aquelas

encontradas em areas sem geadas, onde a temperatura média anual € superior a 17°C e a
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precipitagdo média anual é com base em critérios climaticos como temperatura e umidade, e
entdo definiu florestas secas como aquelas encontradas em éareas sem geadas, onde a
temperatura média anual € superior a 17°C e a precipitacdo média anual esta entre 250 e 500
mm.

Para Sabogal (1992), as florestas tropicais secas sdo a terceira maior formacao
vegetativa dos tropicos nessas regides. No Brasil, a formacao vegetacional seca é conhecida
como Caatinga, que significa floresta branca ou mata clara (Faggin; Behagel; Arts, 2017). Ela
também é conhecida como uma floresta tropical sazonal seca, com uma baixa estatura composta
por diversas espécies de plantas adaptadas e resistentes ao clima seco, algumas dessas
caracteristicas encontradas nessa vegetacdo sdo a presenca de espinhos, as raizes mais
profundas e a perda das folhas nas estacdes de seca (Cabral, Sampaio; Cortez; 2013; Althoff et
al., 2016).

Esse bioma possui um clima predominantemente semiarido, e abrange cerca de 6,83%
do territorio brasileiro (Pereira et al., 1989; Aradjo Filho, 1996). Na cobertura botanica das
areas da regido Nordeste, a Caatinga representa cerca de 70% de sua area (Maracaja e
Benevides, 2006). Assim, a Caatinga é a maior ecorregido tropical semiarida da América do
Sul, considerada “uma das florestas tropicais mais biodiversas do mundo” apresentando uma
vegetacdo xerofitica decidua e aproximadamente 4.657 das suas espécies (Faggin, Behagel &
Arts, 2017), incluindo plantas com sementes, arvores, arbustos e herbaceas, a qual essa Ultima
abrange o maior nimero em sua fitodiversidade (Moro et al., 2016). No brasil, essa area é
ocupada por uma area de cerca de 912.529 km?, sendo de fato representativa em modelos de
biodiversidade (Silva et al., 2017).

Diversas espécies de plantas endémicas também sdo encontradas na Caatinga, que possuem alto
valor econdmico, ornamental e industrial (Silva e Souza, 2018). Muitas dessas plantas também
sdo conhecidas pelas suas propriedades medicinais e alguns estudos etnobotanicos realizados
nessa regido apontam que o0 maior nimero de espécies vegetais pertence a familia Fabaceae
(Silva et al., 2015), com cerca de 19.500 espécies distribuidas em 751 géneros (Christenhusz e
Byng, 2016), incluindo Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, conhecida popularmente
como angico (Morim, 2020). Essa espécie € encontrada em diversos locais do pais, inclusive
em algumas areas de preservacdo, como por exemplo na Fazenda tamandua (Figura 1), situada
no estado da Paraiba. Essa regido é conhecida por atingir uma altitude média de 240 m, com
precipitacdo media anual de 800 mm e longos periodos de estiagem, caracterizando um clima

de regies tropicais semidridas (Silva et al. 2014). Além da familia Fabaceae, essa area também



Da Silva, Aparecida Clébia — FUNGOS ENDOFITICOS DE Anadenanthera Colubrina (Vell.) Brenan DE
AREA DE CAATINGA: DIVERSIDADE E POTENCIAL ANTIFUNGICO CONTRA ESPECIES DE
Sporothrix

26

possui uma diversidade de outras espécies vegetais, tais como Cactaceae e Bromeliaceae (Silva
e Souza, 2018).

Figura 1 — Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) - Fazenda Tamandug, Brasil.

Fonte: Fazenda Tamandua, 2023.

2.5.1 Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

Pertencente a familia Fabaceae, Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, além de fazer
parte da fitodiversidade da Caatinga, pode ser encontrada no Cerrado e na Mata Atlantica
(Figura 2) (Morim, 2020). Popularmente conhecida como angico (Figura 3), apresenta diversas
aplicacdes, sendo utilizado principalmente pela inddstria madeireira e na medicina popular.
Essa planta varia de arbustiva a arbdrea decidua na estagéo seca, medindo de 7 a 15 m de altura,
com tronco robusto de casca rugosa e espinhos espacados, com flores de até 3 mm de
comprimento, bracteas folidceas bipinadas, de cor branca a amarelada e de aroma suave, seus
frutos sdo do tipo vagem, contendo até 15 sementes (Weber et al., 2011). Anadenanthera
colubrina também apresenta grande producdo anual de sementes, e sua dispersao autocorica
ocorre no final do periodo seco, normalmente entre agosto e setembro, sendo que a sua principal

forma de regeneracdo € através da germinacao de suas sementes (Carvalho, 2003).
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Figura 2 - Mapa de distribuicdo geografica da espécie A. colubrina (Vell.) Brenan no Brasil.

Fonte: Flora e Funga do Brasil, 2020.

Figura 3 — Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan A- Aspecto geral da espécie. B, C - Detalhe de folhas e

ramos.

(03] ke i

Fonte: A, B: Global Biodiversity Information Facility (GBIF); C: Flora e Funga do Brasil.
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Além disso, entre as plantas com potencial fitoterapico, Anadenanthera colubrina se

destaca na medicina popular, pois é bastante utilizada no tratamento de infec¢Ges bacterianas e

fangicas, assim como doengas pulmonares, atraves de decocgdes (Silva et al., 2012).

A

superficie do caule dessa planta também pode ser utilizada, bem como, seus frutos que possuem

propriedades narcdticas (Agra et al., 2007). Além disso, possui outras aplicacfes na industria

madeireira (construcdo civil) e também é uma espécie utilizada na recuperacdo de areas

degradadas (Lorenzi, 2009). Anadenanthera colubrina é considerada uma das principais
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leguminosas exploradas no Nordeste do Brasil (Silva et al., 2012, Martinotto et al, 2012,
Delices et al., 2022).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Area de coleta

Ramos e foliolos sadios de A. colubrina foram coletados durante a estacdo seca na
Fazenda Tamandua (07°02'20"S, 37°26'43"W), area de preservacdo particular localizada no
municipio de Santa Terezinha, no Estado da Paraiba (abril de 2013). A propriedade abrange
uma area preservada de 900 hectares, dos quais 325 hectares fazem parte de uma Reserva
Particular do Patriménio Natural (RPPN) (Figura 4) (Lopes et al., 2013; Oliveira et al. 2020).
A regido possui altitude média de 240 m, com precipitagdo média anual de 800 mm e longos
periodos de estiagem, caracterizando um clima de regides tropicais semiaridas (Silva et al.
2014). Essa area também possui uma diversidade de espécies vegetais, principalmente das

familias Cactaceae, Bromeliaceae e Fabaceae (Silva e Souza, 2018; Cabral et al., 2013).

Figura 4 - Localizagdo geogréafica da Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) - Fazenda Tamandua.

t

-

Fonte: Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), 2023
3.2 Material vegetal

Amostras de foliolos e ramos sadios de trés individuos de A. colubrina (de 5-10 m de

altura), foram coletadas aleatoriamente na estacéo seca na area de preservagdo de Caatinga. Os
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foliolos e ramos foram devidamente acondicionados em sacos de papel e processados no
laboratdrio de Micologia Ambiental do Departamento de Micologia (UFPE) em até 48 horas
apos a coleta. Para assepsia, realizou-se uma lavagem inicial do material vegetal com agua
destilada e detergente para eliminacdo das impurezas. Em seguida, esse material foi mergulhado
em uma solucdo de etanol 70% (1min), hipoclorito de sédio 2 a 2,5% de cloro ativo (3 min) e
novamente utilizou-se o etanol 70% durante 30s. Finalmente, a lavagem ocorreu por trés vezes
em agua destilada e esterilizada, sendo que cada uma delas dentro de um periodo de 1 minuto
(Araudjo et al., 2002).

3.3 Isolamento de fungos endofiticos

Apos a assepsia, 84 fragmentos de foliolos e 60 fragmentos de ramos de cada individuo,
totalizando 252 de foliolos e 180 de ramos, foram cortados medindo cerca de 0,5-1 cm?2 com
auxilio de uma lamina esterilizada. Em seguida, foram transferidos para placas de Petri (5
fragmentos por placa) contendo o meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) acrescido com
cloranfenicol (100 mg/L) e tetraciclina (50 mg/L) para inibir o crescimento bacteriano. As
placas foram incubadas a 28 + 2°C por até 30 dias em um ciclo natural claro-escuro. A eficacia
da esterilizacao da superficie foi realizada a partir da adicdo de 1 mL de agua da ultima lavagem
em placas de Petri contendo 0 mesmo meio, e sob as mesmas condi¢Bes de incubacdo. O
crescimento das colénias fangicas foi observado diariamente e toda coldnia foi isolada e
purificada. Os enddéfitos foram preservados em tubos de criopreservacdo de 2 mL contendo
agua + glicerol (10%) e mantidos na colecdo de trabalho no Laboratério de Micologia
Ambiental da UFPE.

Figura 5 - Etapas seguidas para o isolamento dos fungos endofiticos de A. colubrina.
Fragmentagio

e transferéncia
do material

Incubagio,
isolamento e

purificacio das !g‘
colénias

@A N
Material Vegetal: i
i Preservagao:
assepsia ; 2
agua + glicerol
E (10%)

Fonte: Silva, A. C. 2023.
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3.4 Reativacdo dos endofitos isolados de A. colubrina

Discos contendo o micelio dos endéfitos preservados foram transferidos diretamente
para placas de Petri contendo BDA e incubados a 28 + 2 °C para posterior identificagdo. Quando
necessario, parte do material preservado foi transferido para caldo glicosado contido em tubo

de ensaio e incubado nas mesmas condicgdes (Figura 6).

Figura 6 - Etapas de reativagdo dos fungos endofiticos de A. colubrina.

" -
» clou —y - . Idmtiﬁ’cggiu
Micélio dos Incubados a morfolégica e
enddfitos 28+ 17 °C molecular
Meio de Cultura (BDA) Caldo glicosado

Fonte: Silva, A.C. 2023

3.5. Identificacdo de fungos endofiticos

3.5.1 Identificacdo morfologica de fungos endofiticos

Para a identificagdo dos fungos foram analisadas estruturas macro (cor, didmetro,
textura, aspecto, consisténcia, presenca de pigmento, etc.) e micromorfoldgicas (estruturas
somaticas e reprodutivas) seguindo literatura especifica (ex. Seifert et al, 2011; Samson et al.,
2010; Gomes et al., 2013), além disso, laminas com acido latico 85% foram confeccionadas
para andlise de estruturas microscéopicas. O processo de identificacdo teve a colaboracdo da
equipe de taxonomistas do Departamento de Micologia da UFPE e do Setor de Micologia da
Universidade Federal de Goids (UFG), culturas tipo de novos taxons e/ou culturas
representativas foram depositadas na Micoteca URM da UFPE e na colegdo de trabalho
(FCCUFG) do Laboratério de Micologia do IPTSP/UFG e laminas permanentes no Herbario
URM da UFPE ou no Herbario UFG.

3.5.2 Identificacdo molecular de fungos endofiticos

3.5.2.1 Extracgdo, amplificacdo de fragmentos do DNA e Sequenciamento
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A extracdo do DNA gendmico seguiu metodologia proposta pelo fabricante do Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA). Os primers ITS1/ITS4 (White et al., 1990) e
LROR/LR5 (Vilgalys e Hester, 1990) foram utilizados para amplificacdo das regiGes ITS
(Internal Transcribed Spacer) e LSU (Partial Large Subunit), respectivamente para todos os
isolados. Além disso, de acordo com os dados prévios, apés as analises destas regides, outros
I6cus, como TEF1, RPB2, CAL e S-TUB foram selecionados de acordo com cada género ou
grupo taxondmico dos fungos identificados (Groenewald et al., 2013). As reacdes de
amplificacdo foram realizadas com volume total de 12,5 pl e seguiram metodologia proposta
por Bezerra et al. (2017). Para averiguar possiveis contaminac@es durante os processos, foram
utilizados controles negativos. Os produtos das extracdes de DNA e das reacdes de PCR foram
visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1% corados com GelRed (Biotium) e
purificados utilizando as enzimas Exonuclease/Fosfatase Alcalina contidas no Kit Exo+SAP
DPK-100 (Cellco), seguindo as recomendagdes do fabricante, e posteriormente encaminhados
para sequenciamento na Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento e Expressdo Génica do
Centro de Biociéncias da UFPE. As sequéncias obtidas neste estudo foram depositadas no
GenBank do NCBI (dados ndo mostrados).

3.5.2.2 Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

Para a analise filogenética, as sequéncias obtidas foram preliminarmente comparadas
com sequéncias depositadas no GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn. Posteriormente,
foram alinhadas utilizando o MAFFT v.7 (Katoh e Toh, 2013) e editadas manualmente no
MEGA v.7 (Kumar et al., 2016). As analises de Maxima Verossimilhanca (ML) foram
realizadas usando o RAxML-BlackBox em XSEDE 8.2.12 (Stamatakis 2014)
(www.phylo.org/) com 1.000 bootstrap na plataforma CIPRES (Miller et al., 2010), utilizando
0 modelo de substituicdo de nucleotideos padrdo GTR+G+l, e as arvores obtidas foram
visualizadas no FigTree v.1.4.4 (Rambaut, 2012) e exportadas para edi¢cdo. Os alinhamentos

obtidos foram depositados no TreeBASE (em processamento).

3.6. Analise dos dados ecoldgicos

A taxa de colonizagéo (TC) foi obtida através da razéo entre o nimero de fragmentos

colonizados (Nf) e o numero total de fragmentos (Nt) obtidos do tecido vegetal, multiplicado
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por 100 (TC=Nf/Nt x 100) (Araujo et al. 2002). As comunidades dos fungos foram avaliadas
em termos quantitativos e qualitativos (frequéncia de ocorréncia absoluta e relativa) e sua
estruturacdo, analisada por meio de indices ecologicos de diversidade. A frequéncia absoluta
foi calculada como numero total de isolados endofiticos e a frequéncia relativa de cada espécie
foi calculada aplicando-se a formula: Di = (Ni/N) x 100, onde Di = abundancia da espécie i; Ni
= ntmero de UFC da espécie i; N = nimero total de UFC (Photita et al., 2001).

Os indices de riqueza (S) e Shannon-Wiener (H") foram estimados para cada tecido
vegetal (foliolos e ramos). A riqueza foi definida como o nimero de espécies em cada amostra.
Para o célculo da diversidade foi utilizado o indice de diversidade de Shannon-Wiener
calculado com base na equacdo H'=—) Ni In(Ni) (Shannon & Weaver 1949). Todas as andlises
foram realizadas usando o software R v. 4.1.0 (R Core Team 2021) nos pacotes R 'vegan',
‘agricolae’ e 'Ismeans' (Lenth 2016; Oksanen et al. 2020; Mendiburu 2021). Os diagramas de
Venn foram criados usando o software online InteractiVenn (Heberle et al. 2015) e para
verificar a suficiéncia do esforco amostral com base na riqueza observada, curvas de acumulo
e extrapolacao de espécies endofiticas foram determinadas usando o iINEXT online (Chao et al.
2016).

3.7 Obtencao dos isolados de Sporothrix

Culturas de interesse clinico de S. mexicana (URM 301), S. chilensis (URM 2439), S.
shenckii (URM 4252) e de S. brasiliensis (URM 8233 e URM 8248) isolados de origem humana
e de outros animais foram cedidos pela colecdo de culturas Micoteca URM Prof. Maria
Auxiliadora Cavalcanti (URM) do Departamento de Micologia da UFPE e mantidas em BDA
a28+2-°C.

3.7.1 Avaliacédo da atividade antifungica

Os fungos endofiticos foram cultivados em forma de “tapete” em placas de Petri
contendo 20 mL do meio de cultura BDA e em seguida incubadas a temperatura de 28 + 2 °C
por dez dias em um ciclo natural de claro-escuro. Apos este periodo, com o auxilio de um
furador, foram retirados discos de 6 mm de diametro das culturas (micélio-agar) para serem

usados contra os isolados de Sporothrix.
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Suspensdes de cada patdgeno foram preparadas com base na escala 0,5 de Macfarland
em solucdo fisiologica, sendo usados 100 uL para semeio no meio de cultura agar Sabouraud
(SAB) contido em placa de Petri. Em seguida, os discos (6 mm) dos fungos endofiticos foram
transferidos para a superficie das placas com os agentes etioldgicos da esporotricose. Para cada
placa em triplicata do patdgeno, 5 endofitos foram utilizados (Ichikawa et al., 1971; Schmourlo
et al., 2005). Todas as placas foram incubadas a 36 °C por 48 horas (Figura 7).

Figura 7 - Etapas seguidas para a avaliagdo do potencial antiflngico dos fungos endofiticos de A. colubrina.
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Fonte: Silva A. C. 2023

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Diversidade de fungos endofiticos de ramos e foliolos de A. colubrina: anélises

filogenéticas e ecoldgicas

Dos 432 fragmentos de foliolos e ramos analisados, 111 foram colonizados (14 de
foliolos e 97 de ramos), correspondendo uma taxa de colonizagéo total de 25,69%. A taxa de
colonizagdo por tecido vegetal e por individuo podem ser visualizadas na Tabela 1. Embora os
ramos tenham apresentado uma taxa de colonizagdo superior em relacdo aos foliolos, essa
perspectiva é aceitavel quando comparada a outros estudos (Vujanovic; Brisson 2002;
Sunayana et al., 2014; Bezerra et al., 2015). Verma et al, (2014) também expdem que, chuvas

escassas e temperaturas mais baixas podem desfavorecer a colonizacao de fungos endofiticos.
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Além disso, A. colubrina é uma arvore decidua e apresenta caducifdlia, perdendo sua folhagem
durante a estacdo seca (Kill e silva, 2016), o que também pode favorecer uma maior colonizagéo
dos ramos pelos fungos endofiticos. Contudo, a taxa de colonizagéo total aqui apresentada foi
similar a outros estudos realizados em florestas tropicais secas que apontam uma taxa de

colonizacdo baixa, muitas vezes néo ultrapassando 50% (Sun et al., 2012; Jin et al., 2013).

Tabela 1 - Taxa de colonizagdo dos ramos e foliolos por individuos dos fungos endofiticos isolados de A. colubrina
em uma area de preservagdo de Caatinga da Fazenda Tamandua, Brasil.

Total de

Fragmentos ID Fragmentos TC% fragmentos TC%
Coletados Individuo/Tecido utilizados/colonizados (por individuo) am (Tecido vegetal)
colonizados
1-R 84/1 1,19%
252 2T 84/11 13,09% 14 5,55%
Foliolos
3-V 84/2 2,38%
1-Q 60/32 53,33%
180
- 0, 0,
RaMoS 2-S 60/34 56,66% 97 53,88%
3-U 60/31 51,66%
Taxa de Colonizagdo (TC%) total de fragmentos 25,69%

Foram isolados 126 enddfitos (111 de ramos e 15 de foliolos) nos fragmentos
colonizados de Anadenanthera colubrina e estes foram agrupados de acordo com a morfologia
em 37 morfoespécies para posteriores analises de identificagdo molecular. Contudo, ap6s sub-
cultivo dos isolados preservados, ndo foi possivel a identificacdo de 70 endofitos pois ndo foram
capazes de crescer apds o processo de reativacao. No total, foram analisados apenas 56 fungos
endofiticos (49 de ramos e 7 de foliolos) que foram identificados por letras (Q, S e U para ramos
e R, T e V para foliolos). Essa perda no nimero de isolados pode estar relacionada ao fato de
que fungos que possuem desenvolvimento lento, depois de transferidos para meio de cultura,
comegam apresentar um crescimento ainda mais demorado, podendo até mesmo morrer caso
algum dos nutrientes essenciais a sua sobrevivéncia esteja escasso no meio de cultura durante
seu cultivo (Strobel, 2018). Outros estudos de plantas da Caatinga e outras florestas secas
também tem relatado resultados semelhantes (ex. Oliveira et al. 2020)

Sdo escassos 0s estudos relacionados a fungos endofiticos isolados de ramos ou foliolos
de A. colubrina, contudo, foi relatado na literatura inoculagéo de cinco linhagens de fungos
endofiticos isolados a partir da casca do angico, e apenas uma espécie foi identificada como

Aspergillus niger ANG18, utilizado em um estudo para prospec¢do de tanases no estado da
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Paraiba (Cavalcanti & Guimardes, 2018). Outro estudo relacionado ao mesmo género é o de
L6cio (2019), que analisou o efeito inibitdrio das fracGes purificadas de metabdlitos secundarios
sob acdo antiparasitaria em Trypanosoma cruzi € Leishmania amazonenses na regido de Sumé-
PB. Os autores isolaram 24 fungos fenotipicamente diferentes de galhos de Anadenanthera
macrocarpa.

Outros estudos também relataram um numero relativamente proximo a riqueza
encontrada em nossa pesquisa. Por exemplo, Bezerra et al. (2013) isolaram 59 taxdns de fungos
endofiticos do cacto Cereus jamacaru, dos quais 18 deles foram registrados pela primeira vez
no Brasil. Analisando o cacto Opuntia ficus-indica, também encontrada na regido semiérida do
Nordeste brasileiro, Bezerra et al. (2012) apontaram uma riqueza de 44 espécies de fungos
endofiticos com predominancia dos géneros Aspergillus, Xylaria e Penicillium. Esses estudos
demonstram uma alta riqueza de fungos endofiticos presentes em espécies de plantas residentes
em regides tropicais seca; no entanto, essa diversidade endofitica ainda é subestimada e sofre
com a falta de pesquisas e politicas de conservacao (Phyo e Koike, 2015).

Quando comparamos nosso resultado com estudos em outras florestas tropicais, estes
ultimos apresentam uma riqueza maior (Bonfim et al., 2016; Correia et al., 2018). Sunayana et
al. (2014) estudaram fungos endofiticos de Vitex negundo e obtiveram 143 isolados a partir de
1.350 fragmentos divididos em ramos com uma taxa de colonizacdo de 22,66%, cascas com
uma taxa de 22,22% e de folhas com 21,33% de colonizacdo. Entretanto, na maioria dos
trabalhos a quantidade de fragmentos usados foram superiores as utilizadas no nosso estudo,
enfatizando diferencgas que podem existir sob a perspectiva das taxas de colonizacdo e riqueza.
Os estudos sobre endofitos podem sofrer interferéncia a partir da dindmica ecossistémica e das
interacdes entre os enddfitos e a planta (Hardoim et al., 2015), além da complexidade da
obtencdo de dados comparativos em relacdo a area de coleta, ao tipo de tecido vegetal e a
metodologia utilizada (Cannon e Simmins, 2002, Vieira et al., 2011).

Os 56 fungos endofiticos isolados foram agrupados morfologicamente por
caracteristicas macroscépicas e microscopicas confirmadas por microcultivos em laminas e/ou
analises filogenéticas. Devido a dificuldade dos endofitos em produzir estruturas de reproducgéo
em meio de cultura, a identificacdo apenas com base nas caracteristicas morfologicas é dificil
e em muitos géneros e espécies ndo é possivel se ter certeza no taxon isolado (Chen et al., 2013;
Leite, 2020). Para tentar facilitar os estudos com fungos, principalmente de diversidade, a

regido ITS do rDNA é utilizada como um cédigo de barras capaz de identificar diversos grupos
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fangicos, entretanto muitos estudos demonstram insuficiéncia dessa regido para delimitar e
separar algumas espécies e até mesmo géneros (Harder et al., 2013; Singh et al., 2017).

As sequéncias de DNA obtidas no nosso estudo foram analisadas com base na analise
de ML da matriz combinada de ITS e LSU do rDNA juntamente com sequéncias de referéncia
para cada grupo que foram recuperadas do GenBank. Ao total, foram utilizadas 82 sequéncias,

incluindoTrametes velutina (Basidiomycota, Dai 14636) como grupo externo (Figura 8).

Figura 8 - Filograma obtido através de anélise de verossimilhanca a partir de matriz combinada de sequéncias de
ITS e LSU do rDNA de fungos endofiticos de foliolos e ramos de Anadenanthera colubrina em &rea de Caatinga.
Trametes velutina Dai 4636 foi utilizado como grupo externo. Valores de bootstrap acima de 70% sdo mostrados
perto dos nos. Os representantes destacados em negrito foram os obtidos nesse estudo.
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Além disso, codificadores de proteinas (ex. calmodulina, B-tubulina, actina, TEF-1a,
histona e RPB1, RPB2 e GAPDH) para determinados grupos fungicos foram sequenciados e
analisados separadamente (dados ndo mostrados) para auxiliar na separacdo dos taxons que
foram distribuidos em 21 géneros (Figura 9), todos pertencentes a 13 ordens do filo
Ascomycota, sendo Pleosporales a ordem com maior predomindncia, com 5 géneros
(Alternaria, Curvularia, Didymella, Exserohilum e Pseudochaetosphaeronema), seguido de
Amphisphaeriales (Bartalinia, Hymenopleella e Truncatella), Hypocreales (Fusarium e
Sarocladium) e as demais ordens com um género cada (Capnodiales, Calosphaeriales,
Chaetothyriales, Coniochaetales, Diaporthales, Dothideales, Eurotiales, Hysteriales,
Myrangiales e Patellariales) e o género Camarographium foi identificado como incerta sedis

em Pleosporales.

Figura 9 - Fungos endofiticos isolados de folhas e ramos de A. colubrina.
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A grande frequéncia de isolados do filo Ascomycota pode ser explicada pelo fato que
0s géneros pertencentes a esse filo possuem caracteristica especificas dentro da comunidade
endofitica capaz de habitar o interior de distintos hospedeiros em diferentes ecossistemas
(Arnold; Lutzoni 2007; Gazis; Chaverri 2010; Sunayana et al., 2014; Padua et al., 2018). A
classe de fungos Ascomycota mais predominante, Dothideomycetes, é representada por
diversos fungos cosmopolitas conhecidos como saprotroficos necrotroficos e biotroficos, os
quais fazem parte principalmente a ordem Pleosporales, mais frequente também em nosso
estudo, assumindo uma grande variedade de niveis ecolégicos (Ohm et al., 2012).

Os géneros mais frequentes foram Diaporthe (8 taxons), Didymella (6 taxons), Rhytidhysteron
(5 taxons), e Curvularia, Elsinoe e Fusarium (4 tAxons cada). As frequéncias absoluta e relativa
dos géneros em cada tecido vegetal pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncia absoluta (FA) e relativa (FR) (%) de fungos endofiticos de A. colubrina. (t) = valor total.

Fungos endofiticos Foliolo Ramo FA  FR (%) (t)
Alternaria sp. 2 2 3,56
Aspergillus sp. 1 1 1,79
Aureobasidium sp. nov. 1 1 1 1,79
Aureobasidium sp. nov. 2 1 1 1,79
Aureobasidium planticola Wang, Wu & Wang 1 1 1,79
Bartalinia sp. 1 1 1,79
Camarographium sp. 1 1 1,79
Cladosporium sp. 1 (complexo C. cladosporioide) 1 1 1,79
Cladosporium sp. 2 (complexo C. sphaerospermum) 1 1 1,79
Coniochaeta 1 1 1 1,79
Curvularia sp. 1 2 2 3,56
Curvularia sp. 2 1 1 1,79
Curvularia sp. 3 1 1 1,79

Diaporthe myracrodruonis Padua, Oliveira, Souza-Motta, Fan &

Bezerra 1 1 1,79
Diaporthe sp. 1 4 7,13
Diaporthe sp. 2 1 1 1,79
Diaporthe sp. 3 1 1 1,79
Diaporthe sp. 4 1 1 1,79
Didymella sp. 1 1 1 1,79
Didymella sp. 2 5 5 8,92
Elsinoe sp. 4 4 7,13
Exophiala sp. 1 1 1,79
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Exserohilum cf. rostratum 2 2 3,56
Fusarium sp. 1 (complexo F. lateritium) 3 3 5,36
Fusarium sp. 2 (complexo F. fujikuroi) 1 1 1,79
Gloniopsis sp. 1 1 1 1,79
Gloniopsis sp. 2 1 1 1,79
Gloniopsis sp. 3 1 1 1,79
Hymenoplella sp. 1 1 1,79
Pleurostoma sp. 2 2 3,56
Pseudochaetosphaeronema sp. 1 1 1,79
Rhytidhysteron sp. 1 2 2 3,56
Rhytidhysteron sp. 2 2 2 3,56
Rhytidhysteron sp. 3 1 1 1,79
Sarocladium sp. 1 2 2 3,56
Sarocladium sp. 2 1 1 1,79
Truncatella sp. 1 1 1,79

Total 7 49 56

O género mais frequente, Diaporthe (14,3%), é cosmopolita e apresentam uma ampla
distribuicdo em diversos hospedeiros, com espécies atuando como saprobias, patogénicas e
endofiticas (Gomes et al., 2013). O isolamento de Diaporthe foi possivel tanto a partir dos
foliolos (1) quanto dos ramos (7), sugerindo aptiddo das espécies em colonizar os diferentes
tecidos do hospedeiro (Noriler et al., 2018). Além disso, € um dos géneros de fungos endofiticos
mais encontrados, como por exemplo em Costus spiralis (Costaceae) (Marson-Ascéncioet al.
2014), em Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae) e em Delonix regia representante da
familia Fabaceae (Zhou et al., 2014), a mesma familia da planta utilizada nesse estudo. Outros
estudos também obtiveram este género como o mais frequente, Oliveira et al., (2020)
analisaram foliolos e ramos de Poincianella pyramidalis, uma espécie de planta endémica
Caatinga, e verificaram que 111 dos isolados eram endofitos de Diaporte, distribuidas em cinco
espécies. Semelhantemente, Padua et al., (2018) avaliaram folhas da planta medicinal
Myracrodruon urundeuva em brejo de altitude e Caatinga e obtiveram 66 isolados pertencentes
a 15 morfoespécies de Diaporthe. Além disso, vérias espécies de Diaporthe tém sido descritas
a partir de estudos com endoéfitos da Caatinga (Bezerra et al., 2019; Oliveira et al., 2020;
Araujo-Magalhdes, 2018). Além disso, alguns autores relatam que esse género é bastante
conhecido pela utilizagdo na producdo de metabolitos secundarios (GOMES et al., 2013;
Ferreira et al., 2021).
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Didymella, o segundo género mais frequente nesse estudo, pertence a uma das principais
familias de Pleosporales na classe Dothideomycetes (Hyde et al. 2013; Hongsanan et al. 2020).
Algumas das espécies do género sao relatadas como patdgenos oportunistas de plantas (Rouxel
& Balesdent 2005; McDonald & Peck 2009; Salam et al. 2011; de Gruyter et al. 2013),
humanos e outros animais (Boerema et al. 2004; de Hoog et al. 2011). Contudo, algumas
espeécies sdo conhecidas como endofiticas ou até mesmo saprofiticas vivendo em associacdo
com outros organismos (Schulz e Boyle 2005; Tahtamouni et al. 2016). Recentemente,
Ahmadpour et al. (2022) descreveram novos membros da familia Didymellaceae isoladas a
partir de vérias plantas no Ird, enquanto que Scarpari et al., (2020) descreveram Didymella
corylicola como sendo um fungo associado a frutificacdo da avela (Corylus avellana), estando
presente durante todos os seus estagios de desenvolvimento. O género também foi relatado por
Shen et al. (2012) em ramos de Phyllostachys edulis.

E interessante o fato de Rhytidhysteron, terceiro género mais predominante, ter sido
encontrado nos ramos de A. colubrina, pois espécies desse género sdo capazes de degradar
madeira, sendo saprébio como uma alternativa nutricional. 1sso é relatado por De Silva et al.
(2020) que coletaram algumas espécies de Rhytidhysteron em galhos mortos de Magnolia
grandiflora e de madeira em decomposic¢ao de Morus australis na China.

Outros géneros ndo muito seletivos, como Curvularia, Elsinoe e Fusarium, costumam
ser relatados com alta frequéncia em diferentes hospedeiros de plantas tropicais (Arnold;
Lutzoni 2007; Hyde; Soytong 2008; Siqueira et al., 2011; Kharwar et al., 2011; Chowdhary;
Kaushik 2015; Verekar et al., 2017). Géneros também conhecidos como fitopatdgenos foram
isolados em nosso estudo (ex.: Fusarium e Diaporthe) e possuem alta importancia econémica
em ambientes naturais e culturas agricolas (Udayanga et al., 2011; Thompson et al., 2015). Isso
sugere uma correspondéncia nas defini¢bes para fungos endofiticos que possuem relagdo com
0 endofitismo como uma etapa do ciclo de vida fungico dependente das condicdes entre as
interacbes entre planta x fungo (Azevedo e Araljo, 2007; Hyde e Soytong, 2008;
Suryanarayanan et al., 2005; White Jr. e Bacon, 2012, Hardoim et al., 2015).

Géneros como Cladosporium, também encontrado nesse estudo, além de possuirem
importancia taxonémica para estimativa da diversidade endofitica, também apresentam
potencial como produtores de metabdlitos bioativos, como demonstrado por Gongalves, Freire
e Lima (2013) em vaérias plantas da Caatinga do estado do Ceara. Outras morfoespécies aqui

relatas pertencem aos géneros Alternaria e Truncatella, e mesmo que sua frequéncia tenha sido
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menor com relagdo as demais, eles sdo0 mencionados na literatura como endofitos de folhas,
caules, peciolos e raizes (Purmale et al., 2012; Rana et al., 2017).

Outro género que é importante ser destacado € Aureobasidium (Saccotheciaceae,
Dothideales, Dothideomycetes) (Thambugala et al. 2014; Wijayawardene et al. 2022; Lee et
al., 2021). Embora a frequéncia de Aureobasidium em nosso estudo tenha sido de apenas trés
isolados, dois deles estdo sendo descritos como novas espécies e A. planticola como nova
ocorréncia. Espécies de Aureobasidium podem ser encontradas em diferentes substratos como
solo, gelo e 4gua, além de habitar diferentes hospedeiros. Se apresentam principalmente de
maneira saprofitica, patogénica e endofitica, devido a sua grande capacidade de adaptagdo as
diferentes condicbes (Zalar et al. 2008). Por exemplo, Bezerra et al. (2013) demonstram a
capacidade de isolados de Aureobasidium em habitar cactos da floresta tropical seca brasileira
(Caatinga). Os autores isolaram endofitos de C. jamacaru revelando que boa parte dos fungos
identificados no estudo pertenciam a Aureobasidium.

Alguns taxons relatados no nosso estudo foram considerados raros ou de isolamento
ocasional, pois foram encontrados pelo menos uma vez (Aspergillus, Bartalinia,
Camarographium, Coniochaeta, Exophiala, Pseudochaetosphaeronema e Truncatella.).
Resultados semelhantes também foram observados em outros estudos de comunidades
endofiticas, onde um numero reduzido de alguns isolados pode estar associado a frequéncia de
algum género que atua como dominante (Gazis; Chaverri 2010; Hilarino et al., 2011; Bezerra
et al., 2012; Santos et al., 2015, Oliveira et al., 2020).

A diversidade estimada no nosso estudo com base no indice de Shannon demonstrou
diferenca entre foliolos (H” = 1,15) e ramos (H’ = 2.71), seguindo o que foi observado para a
taxa de colonizacdo dos fragmentos e riqueza de espécies. Semelhantemente, quando Oliveira
et al. (2020) analisaram a diversidade de fungos endofiticos em planta (Poincianella
pyramidalis) da mesma area de Caatinga do nosso estudo, os autores obtiveram indice de H’ =
1,04 de foliolos e ramos. Outros estudos na Caatinga também demonstraram indices de
diversidade semelhantes. Por exemplo, estudando a comunidade de end6fitos de Myracrodruon
urundeuva, Padua et al. (2019) obtiveram um indice de diversidade de H’ = 2,10 na Caatinga e
de H’ = 3,41 em brejo de altitude; os autores atribuiram essa diferenca ao fato de que brejos séo
areas no meio da Caatinga com entraves de floresta tropical Umida. Ainda na Caatinga, a
diversidade de fungos endofiticos de cactos foi estimada em H* = 2,991 (Bezerra et al., 2013);

0s mesmos autores demonstraram uma diversidade de endofitos em folhas (H’ = 1,842) e ramos
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(H’ = 2,206) da planta Bauhinia forficata (Bezerra et al., 2015) semelhantes aos obtidos no
nosso estudo; contudo, o estudo de B. forficata foi em area de Floresta Atlantica.

A curva de acumulacdo e extrapolacdo de espécies no nosso estudo foi calculada com
base no indice de diversidade de Simpson e demonstrou que o esfor¢co de amostragem nao foi
suficiente para chegar a riqueza esperada, sendo possivel recuperar 54% da riqueza esperada
para os dois tecidos vegetais (Figura 10a); contudo, quando analisados os tecidos vegetais
separadamente foi possivel recuperar uma riqueza de 63% para foliolos e de 56% para ramos
(Figura 10b), sugerindo que a riqueza possa ter sido subestimada em A. columbrina, e algum
fator pode ter sido limitante impedindo o crescimento de endofitos, aléem do método de
isolamento para estimativa da diversidade. Técnicas dependentes de meio de cultura podem
impactar no crescimento de alguns fungos devido as suas especificidades, reforcando a
necessidade de também serem incluidos técnicas independentes de cultura para estimativa total
da diversidade endofitica (Singh et al., 2017; Sapkota et al., 2017; Collinge et al., 2019).

Figura 10- Curva de acumulagdo e extrapolagdo de taxons, baseada na diversidade de Simpson, para fungos
endofiticos de A. colubrina em uma area Caatinga, Brasil (A). Curva de acumulag@o e extrapolagdo de taxons,
baseada na diversidade de Simpson, para fungos endofiticos de foliolo e ramo de A. colubrina em uma area
Caatinga, Brasil (B).
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No nosso estudo, foi observado que a comunidade de fungos endofiticos dos dois tecidos
vegetais compartilham apenas dois géneros, Cladosporium e Diaporthe, enquanto Coniochaeta
e Elsinoe foram exclusivos de foliolos e os demais géneros exclusivos de ramos (Figura 11).
Essa peculiaridade também € relatada em trabalhos como o de Bezerra et al., (2015) em o caule
de Bauhinia forficata apresentou alguns géneros de fungos endofiticos (ex. Cladosporium,
Aspergillus, Gibberella, Penicillium) também isolados em suas sementes, sépalas e folhas,
enquanto que alguns outros géneros obtiveram frequéncia exclusiva em apenas um desses

tecidos (ex. Myrothecium, Trichoderma, Talaromyces).

Figura 11 - Diagrama de Venn mostrando os géneros de fungos endofiticos Unicos e compartilhados entre foliolos
e ramos de A. colubrina em uma area Caatinga, Brasil.
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2 2 17

4.2 Teste antifungico dos endoéfitos de A. colubrina contra agentes da esporotricose

Para o teste antifingico, todos os 56 fungos endofiticos isolados nesse estudo foram
testados, porém nove ndo cresceram durante o sub-cultivo, totalizando 47 endoéfitos
representando todos os géneros, com excecdo de Bartalinia e Pleurostoma. N&o foi obtido
sucesso nos testes antifungicos realizados com os fungos endofiticos isolados de A. colubrina
contra os agentes etiologico da esporotricose (Figura 12). Entretanto, esse resultado ndo o torna
os endodfitos invidveis para outras possiveis andlises, inclusive a utilizacdo de outras

metodologias com 0 mesmo objetivo.
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Figura 12 - Enddfitos de A. colubrina testados contra isolados de A: S. mexicana URM 301, B: S. chilensis URM
2439, C: S. shenckii URM4252, D: S. brasiliensis URM 8233 (isolada de felino) e E: S. brasiliensis URM 8248

(isolado de humano) apés 3 dias de incubagdo a 36 + 2 °C.

Embora alguns dos géneros encontrados (ex. Aspergillus, Diaporthe e Fusarium) sejam
também relacionados como produtores de metabolitos secundarios com atividade bioldgica (ex.
alcaldides, compostos fenolicos, peptideos e terpenos), nenhum deles apresentou potencial
contra 0s agentes etiolégicos da esporotricose testados no nosso estudo (Freire et al. 2014;
Sobreira et al. 2018; Oliveira & Nogueira, 2022). Outro fator que corrobora com esse resultado,
é o fato de que as cepas dos agentes etioldgicos da esporotricose foram utilizadas na sua fase
filamentosa para o teste (Figura 12), e desse ponto de vista, possivelmente poderiamos ter
obtido melhores resultados com a fase leveduriforme, que é a fase considerada infectiva
(Rodrigues et al., 2020). Entretanto, com base nessas informagdes, 0 nosso estudo parece ser 0
primeiro trabalho com dados sobre o potencial antifingico de fungos endofiticos isolados de A.
colubrina de uma éarea de preservacdo da Caatinga. A obtencdo desses dados ajuda no

direcionamento sobre as pesquisas nesse &mbito (DANTAS; ALVES; CHAPLA, 2021).

Figura 13: Teste de suscetibilidade para isolados de A: S. mexicana URM 301, B: S. chilensis URM 2439, C: S.
shenckii URM4252, D: S. brasiliensis URM 8233 (isolada de felino) e E: S. brasiliensis URM 8248 (isolado de
humano) ap6s 3 dias de incubagdo a 36 + 2 °C.
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*AB: anfotericina B e ICZ: itraconazol.

5. CONCLUSOES

Embora sejam escassas na literatura informaces sobre os fungos endofiticos
relacionados aos ramos e foliolos de A. colubrina (angico), nosso estudo parece ser o primeiro
a tratar sobre a riqueza, abundancia e potencial antifingico de endéfitos isolados dessa planta
em uma area de preservacgdo de Caatinga.

Partindo desse principio, o estudo com fungos endofiticos de foliolos e ramos de A.
colubrina contribui para um melhor entendimento sobre padrdes de diversidade endofitica na
Caatinga. Além disso, contribui com estimativas nacionais e internacionais de dados da
diversidade micoldgica a partir da descri¢do de novas espécies e relato de espécies conhecidas
que ainda ndo tinham sido relatadas como endofitos na Caatinga. Além disso, foi possivel a
constatacdo da existéncia de diferenca na diversidade endofitica de angico entre os tecidos
foliares e os ramos, demonstrando o impacto deles na comunidade de fungos endofiticos. Foi
observado que o padrdo de frequéncia de isolamento da maioria dos fungos endofiticos de A.
colubrina é de espécies raras. Além disso, ainda que os testes com os endéfitos contra agentes
etiologicos da esporotricose ndo tenha obtido atividade, os mesmos servem como subsidio na

coleta de informac@es sobre o potencial biotecnoldgico de fungos da Caatinga.
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