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RESUMO: (Primeiro registro de fungos endofiticos em folhas de Ixora coccinea L. em Pernambuco, Brasil). Este estudo
teve como objetivo avaliar a micobiota endofitica associada a folhas de Ixora coccinea L. (Rubiaceae). Fungos endofiticos
foram isolados de folhas saudaveis de dez plantas empregadas como ornamentais em jardins residenciais de quatro cidades da
Regido da Mata Norte, no estado de Pernambuco, Brasil. Foram isolados 530 fungos endofiticos pertencentes a seis géneros:
Curvularia, Fusarium, Guignardia, Pestalotiopsis, Phoma e Xylaria. Os géneros mais frequentemente registrados em Ixora
coccinea, em todas as cidades amostradas, foram Phoma e Curvularia. Os resultados apresentados neste estudo representam
o primeiro relato sobre a composi¢ao dos fungos endofiticos associados a Ixora coccinea para o estado de Pernambuco,
Brasil.

Palavras-chave: Rubiaceae, planta medicinal, micobiota, Phoma, Curvularia.

ABSTRACT: (First report of endophytic fungi in leaves of Ixora coccinea L. in Pernambuco, Brazil). This study evaluated
the endophytic mycoflora associated with leaves of Ixora coccinea L. (Rubiaceae). Endophytic fungi were isolated from
healthy leaves of ten ornamental plants in gardens of private houses of the towns of Regido da Mata Norte, in the state of
Pernambuco, Brazil. 530 endophytic fungi were isolated, belonging to six genera: Curvularia, Fusarium, Guignardia, Pes-
talotiopsis, Phoma, and Xylaria. Phoma and Curvularia were the most frequent fungi recorded from Ixora coccinea in all
towns surveyed. The results presented in this study represent the first report about the composition of the endophytic fungi
associated with Ixora coccinea in the state of Pernambuco, Brazil.
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INTRODUCAO

A planta ornamental e medicinal conhecida como al-
finete-de-soldado (Ixora coccinea L., Rubiaceae) ¢ um
arbusto denso e ramificado, nativo do sudeste da Asia.
Estudos fitofarmacologicos evidenciam que as folhas
dessa planta apresentam atividade antiinflamatoria, he-
patoprotetora, antimicrobiana, antioxidante ¢ analgési-
ca, sendo utilizada na medicina popular de diferentes
paises (Anonimo 2002).

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que colo-
nizam o interior de tecidos e o6rgdos vegetais, de forma
assintomatica, sem causar prejuizos aparentes ao seu
hospedeiro e sem produzir estruturas externas emergin-
do dos vegetais (Azevedo & Aratjo 2007).

Durante a evolugao das plantas, os fungos endofiticos
ocorreram e promoveram grande potencial adaptativo
as espécies hospedeiras frente a condi¢des adversas
geradas por fatores abidticos, como a seca, salinidade,
estresses oxidativos, solos acidos com alto teor de Zn
e Al, ou bidticos, como ataque de insetos, microrga-
nismos e herbivoros. A produ¢do de uma variedade de
compostos secundarios, como alcaldides, terpendides,
esterdides e compostos aromaticos repelentes ou toxi-
cos aos seus inimigos, decorrente desta simbiose, con-

fere maior habilidade competitiva as plantas e permite
um pleno desenvolvimento, traduzido por altas taxas de
germinacgdo e enraizamento, maior biomassa nos teci-
dos e maior produgdo de sementes (Schardl & Phillips
1997, Liu et al. 2001).

Alguns autores sugerem que certos fungos endofiti-
cos produzem compostos igualmente presentes em suas
plantas hospedeiras, como algumas enzimas (celulases
e ligninases), produzidas por fungos do género Xylaria
e fitormonios de crescimento, como a giberelina, produ-
zidos por Fusarium moniliforme (Strobel 2003).

Os metabolitos bioativos de microrganismos endofi-
ticos tém mostrado capacidade de inibir ou matar uma
ampla variedade de fitopatégenos, incluindo fungos,
bactérias e virus, além de apresentarem agao antibacte-
riana, antifingica e antitumoral e atuarem como agen-
tes antidiabéticos e imunossupressores, evidenciando
sua importancia para a industria farmacéutica (Strobel
et al. 1999, Zhang et al. 1999, Guo et al. 2000, Li et al.
2000, Lu ef al. 2000, Wagenaar et al. 2000, Strobel &
Daisy 2003, Strobel et al. 2004, Gunatilaka 2006).

Estudos sobre fungos endofiticos sdo de extrema rele-
vancia por fornecerem informagdes fundamentais para
a avaliacdo da diversidade e distribuigdo fiingica global,
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além de revelarem novos taxa e novas ocorréncias para
as espécies ja existentes (Stone et al. 2004).

Ixora coccinea foi selecionada, para identificacdo de
sua micobiota endofitica, por ser uma espécie de uso
medicinal, pois sabe-se que ¢ possivel que as proprieda-
des medicinais a ela atribuidas sejam consequéncia da
capacidade de seus microrganismos endofiticos produ-
zirem metabolitos secundarios biologicamente ativos,
como no caso do Taxol, anticancerigeno produzido por
Taxus brevifolia Nutt. e por seu endofitico Taxomyces
andreanae (Stierle et al. 1993).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi
conhecer a micobiota endofitica associada a Ixora coc-
cinea, mediante o uso de técnicas convencionais de
isolamento e identificagdo. Os resultados deste estudo
poderdo contribuir para pesquisas futuras direcionadas
para a descoberta de novos compostos bioativos deriva-
dos de algumas das espécies endofiticas presentes nesta
planta de uso medicinal.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material vegetal

As coletas do material vegetal foram realizadas
no setor urbano das cidades de Goiana (07°33°38”S;
35°00°09”W; 13m de altitude), Timbauba (07°30°19”S;
35°19°06”W; 102m de altitude), Nazar¢ da Mata
(07°44°30S; 35°13°40”W; 89m de altitude) e Carpina
(07°51°03”°S; 35°15°17”W; 184m de altitude), situadas
na Regido da Mata Norte do estado de Pernambuco, Bra-
sil, durante o periodo de maio a novembro de 2009.

Foram coletadas folhas de dez plantas adultas de al-
finete-de-soldado cultivadas como ornamentais em jar-
dins residenciais, ndo tratadas com fungicidas. De cada
planta foram retiradas seis folhas sadias, sem sintomas
de doencas causadas por fungos, que foram utilizadas
para o isolamento dos fungos endofiticos.

As amostras foram conduzidas para o laboratério de
Fungos Fitopatogénicos do Departamento de Micologia
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Reci-
fe, Brasil e processadas em até 24 horas apds a coleta.

Isolamento dos fungos endofiticos

O material vegetal foi submetido ao processo de
desinfec¢do superficial de acordo com Aragjo et al.
(2005), para a eliminacao de microrganismos epifiticos,
por meio de lavagens seriadas em etanol (70%) por 1
minuto, hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo) por
4 minutos, etanol (70%) por 30 segundos e duas lava-
gens em agua destilada esterilizada.

A eficacia do processo de desinfeccdo superficial foi
avaliada através do plaqueamento de aliquotas da agua
destilada e esterilizada utilizada na ultima lavagem, em
meio de cultura Batata—Dextrose—Agar (BDA, pH 6.8;
contendo 200 g de batata, 20 g de dextrose e 15 g de
agar para cada 1000 mL de agua; autoclavado por 25
min. a 120 °C).

Apds a desinfec¢do superficial, com auxilio de bis-
turi flambado, as amostras de folhas foram cortadas em
fragmentos com 0,3 cm?. Estes fragmentos foram trans-
feridos, em condigdes assépticas, para placas de Petri
(sendo um total de seis fragmentos por placa), contendo
o meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) suple-
mentado com o antibidtico cloranfenicol (100 pg/mL)
para inibir o crescimento bacteriano.

Todas as placas contendo o material vegetal foram
incubadas a 30°C e observadas diariamente durante 30
dias de forma a isolar tanto os microrganismos com
crescimento rapido quanto os com crescimento lento.
As colonias emergentes foram purificadas e preservadas
em BDA para posterior identificagao.

A frequéncia de colonizagdo (FC%) foi calculada se-
gundo Petrini (1991), onde FC = ntimero total de frag-
mentos com um ou mais isolados/total de fragmentos da
amostra multiplicado por 100.

Identificagdo dos fungos endofiticos

A identificacdo foi realizada no Departamento de Mi-
cologia da UFPE, Recife, Brasil, onde os fungos com
esporulacdo abundante nas condi¢des de cultivo foram
identificados em nivel de género ou espécie, baseando-
-se nas caracteristicas morfoldgicas, por meio da obser-
vacdo das caracteristicas macroscopicas das coldnias
(cor, aspecto, consisténcia, presenca de pigmento, etc) e
caracteristicas microscopicas (morfologia de estruturas
somaticas e reprodutivas). Para tanto, foram preparadas
laminas com fragmentos das colonias dos fungos, que
foram observadas sob microscopico optico. Para maior
riqueza de detalhes das estruturas morfologicas dos
fungos, foram preparados microcultivos. Os fungos que
nao esporularam quando cultivados em BDA foram,
ainda, transferidos para os meios de cultura Agar Extra-
to de Malte e V8 Juice a fim de induzir a esporulagio.

Os aspectos morfoldgicos e fisioldgicos das culturas
foram comparados com os descritos em chaves taxono-
micas, com base em literatura especifica (Booth 1971,
Ellis 1971, Ellis 1976, Button 1980, Barnett & Hunter
1987, Hanlin 2000).

Andlises estatisticas

A andlise de variancia das frequéncias de colonizacao
registradas (porcentagem do total de folhas com fungo
endofitico pelo total da populagdo encontrada) foi rea-
lizada usando o programa Statistical Analysis Systems
version 8.1 (SAS Institute, Inc. Cary, NC). As médias
das frequéncias foram comparadas pelo teste de Duncan
ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As coldnias cresceram nas placas de Petri a partir do
terceiro dia até o trigésimo dia, depois deste tempo nao
houve mais nenhum isolamento. Foram isolados 530
fungos endofiticos, sendo 497 identificados como per-
tencentes a seis géneros: Curvularia, Fusarium, Guig-
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Fungos endofiticos de Ixora coccinea

Tabela 1. Incidéncia de fungos endofiticos em Ixora cocccinea L., cultivada em quatro cidades da Mata Norte do estado de Pernambuco, Brasil.

Fungos Endofiticos

Cidades Phoma Curvularia Fusarium  Xylaria Guignardia Pestalotiopsis Mpycelia sterilia Total
Goiana 50 30 10 3 10 3 10 116
Timbauba 62 77 69 0 0 0 15 223
Nazaré da Mata 46 27 27 0 0 0 0 100
Carpina 17 25 0 25 8 8 8 91
Total 175 159 106 28 18 11 33 530

nardia, Pestalotiopsis, Phoma e Xylaria. Alguns isola-
dos ndo esporularam nio sendo possivel identifica-los
(Tab. 1).

Phoma e Curvularia foram os géneros registrados em
folhas de Ixora coccinea em todas as cidades analisadas.
Neste estudo, a maior incidéncia de fungos endofiticos
em /. coccinea foi observada na cidade de Timbauba
(223 isolados) e a menor incidéncia ocorreu na cidade
de Carpina (91 isolados) (Tab. 1).

Os géneros encontrados foram Phoma (175 isolados),
Curvularia (159 isolados), Fusarium (106 isolados),
Xylaria (28 isolados), Guignardia (18 isolados) e Pes-
talotiopsis (11 isolados). Phoma e Fusarium sdo fungos
endofiticos comuns em plantas de climas tropicais e
temperados (Schulz & Boyle 2005). A prevaléncia des-
ses fungos neste estudo corrobora as observacdes reali-
zadas em outras plantas (Schulz ef al. 1998, Bussaban
et al. 2001, Vieira et al. 2011). Dentre as quatro cidades
amostradas, as maiores incidéncias foram de Curvula-
ria (77 isolados), Fusarium (69 isolados) e Phoma (62
isolados) registradas na cidade de Timbauba. As meno-
res incidéncias foram de Xylaria e Pestalotiopsis (3 iso-
lados) no municipio de Goiana (Tab. 1).

A frequéncia dos fungos endofiticos variou entre
as cidades estudadas. O género Phoma apresentou as
maiores frequéncias de colonizagdo, sendo a mais ele-
vada destas registrada na cidade de Goiana (23,5%)
(Tab. 2). Esse resultado corrobora dados anteriores que
registram esse fungo como um dos mais frequentes em
plantas brasileiras (Peixoto-Neto et al. 2002).

Fusarium & conhecido como um fungo endofitico
cosmopolita que ocorre em diversas plantas cultivadas,
sendo descrito na literatura como saprofita e fitopatoge-
no, podendo ocorrer como patdgeno latente endofitica-
mente e, sob condi¢des de estresse, manifestar doengas
na planta (Saikkonen et al. 1998). Além do Fusarium,
também ha registros de que Phoma e Phomopsis. Além

de serem endofiticos, também podem causar fitopatolo-
gias em seus hospedeiros (Chakrabarty et al. 1991). A
deteccdo desses fungos como endofiticos, nesse estudo,
indica que provavelmente esses organismos estejam em
equilibrio com outros componentes da microbiota, im-
pedindo a caracterizagdo de doengas em folhas de Ixora
coccinea.

Nos locais analisados, ndo foram observadas dife-
rengas significativas nas frequéncias de Guignardia,
Phoma e Pestalotiopsis (P=0,3198; 0,1801 ¢ 0,9073,
respectivamente). Entretanto, diferencas significativas
ocorreram na frequéncia de Curvularia (P=0,0069),
Fusarium (P=0,0011) e Xylaria (P=0,0415). Os dois
primeiros foram mais frequentes em Timbauba (9,6 e
10,9%, respectivamente), enquanto que Xylaria foi
mais frequente em Carpina (2,5%), nao tendo sido re-
gistrada em Timbauba e Nazaré da Mata. Curvularia foi
menos frequente em Carpina (1,6%) e Fusarium nao foi
registrado nesta cidade.

A distinta distribuicao dos fungos, obtidos em plantas
de 1. coccinea nas diferentes cidades, pode ser explica-
da pela influéncia de diversos fatores, como: idade da
espécie vegetal coletada, diferengas na oferta nutricio-
nal do tecido do hospedeiro e variabilidade das condi-
¢Oes microclimaticas, tais como umidade relativa do ar
e intensidade de exposigdo a luz (Petrini 1991, Vieira et
al. 2011). Além disso, a elevada frequéncia de determi-
nados géneros poderia estar ocasionando o decréscimo
de outros, sugerindo um possivel efeito antagonico en-
tre os fungos endofiticos obtidos.

O registro de uma alta incidéncia de fungos endofi-
ticos mostra que estes microrganismos sao comuns em
folhas de Ixora coccinea cultivadas na Regido da Mata
Norte do estado de Pernambuco. Apesar de que no pre-
sente estudo ndo se tenha buscado explicar o custo e o
beneficio da presen¢a de fungos endofiticos nas folhas
da espécie analisada, sabe-se que 0os mesmos exercem

Tabela 2. Registro da frequéncia de fungos endofiticos em folhas de Ixora cocccinea L., coletadas em quatro cidades da Mata Norte do estado

de Pernambuco, Brasil.

Cidades

Frequéncia de Colonizac¢io dos Fungos Endofiticos (%)

Phoma Curvularia Fusarium Xylaria Guignardia Pestalotiopsis
Goiana 23,5 3,4b 0,8¢c 0,4b 1,0 0,7
Timbatba 12,3 9,6a 10,9a 0 0 0
Nazaré da Mata 13,5 2,9bc 7,1b 0 0 0
Carpina 4.5 1,6¢ 0* 2,5a 0 0,4

*Dado nao incluido na analise estatistica.

Dados seguidos por diferentes letras sobrescritas indicam que eles sdo significativamente diferentes pelo teste de Duncan (P=0,05).

Dados com auséncia de letras sobrescritas ndo apresentam diferencas significativas pelo teste de Duncan (P=0,05).
Valores de P: Phoma P=0,1801; Curvularia P=0,0069; Fusarium P=0,0011; Xylaria P=0,0415; Guignardia P=0,3198; Pestalotiopsis P=0,9073.
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um papel fundamental na manutencao da estrutura e do
funcionamento dos 6rgdos vitais da planta e aumentam
aresisténcia a inimigos naturais (Read 1999). De acordo
com Redman et al. (2001), as chances de sobrevivéncia
das plantas seriam minimas sem essas associa¢des sim-
bidticas, uma vez que existe uma pressdo muito grande
por parte dos fungos fitopatogénicos. Clay (1992) su-
geriu que os fungos endofiticos sobrevivem primaria-
mente sobre o fluxo de nutrientes dos tecidos da planta.
No entanto, os mecanismos dessa interagao endofitico-
-hospedeiro ainda ndo estdo bem esclarecidos (Miiller
et al. 2001).

Este estudo representa o primeiro relato qualitativo e
quantitativo sobre a comunidade de fungos endofiticos
associada a Ixora coccinea. Trabalhos como este, asso-
ciados a identificacdo da biodiversidade da micobiota
associada a vegetais, representam, além da perspectiva
taxondmica, de conhecimento e protecdo da biodiversi-
dade, uma grande alternativa para a obtencao de fungos
com potenciais diferenciados para investigagdes cienti-
ficas e utilizacdo na biotecnologia e industria.
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