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RESUMO

A Coccoloba latifolia € uma espécie nativa do Brasil, mas também pode ser encontrada em
outros paises da América do Sul. Diversos estudos ja demonstraram que as espécies desse
género apresentam producdo de compostos de interesse bioldgico, como antimicrobianos. A
C. latifolia é encontrada em diferentes dominios fitogeogréficos e pode ser uma espécie chave
para reflorestamento e recuperacdo de biomas, como a Mata Atlantica. Os endoéfitos sao
organismos que se desenvolvem no interior dos tecidos vegetais sem causar dano ao
hospedeiro. Essa associacdo endofito-planta resulta em um equilibrio delicado, que leva a
producdo de metabdlitos secundérios e pode trazer beneficios para a planta, como a melhora
na nutricdo e resisténcia contra patégenos. O conhecimento sobre a composi¢do dessas
assembleias de organismos endodfitos também € importante para elucidar seu efeito na
fisiologia da planta. O presente estudo teve como objetivo caracterizar morfologicamente e
agrupar em morfotipos os 90 fungos endéfitos isolados de C. latifolia. Para realizagdo do
projeto, os fungos isolados foram reativados e cultivados em uma cole¢ao de trabalho. Todos
os enddfitos foram repicados da colec¢do de trabalho para placas de Petri com meio BDA e
submetidos as condicdes de incubacdo de 25 °C, 59% de umidade e fotoperiodo de 12h.
Foram analisadas as caracteristicas culturais, como cor da colOnia, textura, forma da borda,
efeito no meio de cultura e a taxa de crescimento micelial e, também, as caracteristicas
micromorfolégicas, como o tipo de micélio, presenga de septacdo e caracteristicas gerais dos
esporos. Ademais, também foi realizado o mapeamento da distribuicdo dos enddfitos nos
quadrantes da superficie foliar de C. latifolia, que levou a constatacdo de que a colonizagdo
por endofitos ocorreu de maneira homogénea por toda a folha. Com a caracterizagdao
morfolégica dos endéfitos foi constatada a provavel presenca de fungos zigomicetos e ou
oomicetos e fungos dos filos Ascomycota e ou Basidiomycota. Apenas 25,5% dos endoéfitos
esporularam em meio BDA. Outros meios e condi¢cdes de cultivo devem ser testados em
trabalhos futuros para a indug¢do da esporulagdo dos outros isolados. Neste estudo, foram
identificados 29 morfotipos entre os fungos analisados, confirmando a diversidade de
enddfitos presentes em C. latifolia. A compreensdo sobre essa variedade morfolégica é
valiosa para novos estudos que visem a identificacao dos isolados e o melhor entendimento de
como esses endofitos se relacionam com C. latifolia nos diferentes estadios do ciclo de vida

da planta e nas mudangas sazonais do ambiente.

Palavras-chave: fungos enddfitos; caracterizacdo morfolédgica; Coccoloba latifolia.



ABSTRACT

Coccoloba latifolia is a native species from Brazil and can also be found in other South
American countries. Several studies demonstrated that species of this genus can produce
biological compounds, as antimicrobials. C. latifolia is found in different phytogeographic
domains and may be a key species for reforestation and recovery of biomes, as the Atlantic
Forest. Endophytes are organisms that develop within the plant tissues without causing harm
to the host. This endophyte-plant association results in a delicate balance, leading to the
production of secondary metabolites and benefiting the plant with improved nutrition and
resistance to pathogens. The knowledge about the composition of these assemblages of
endophytic organisms is also important to elucidate their effect on plant physiology. This
study aimed to characterize morphologically and to group the 90 endophytic fungi isolated
from C. latifolia into morphotypes. To carry out the project, the isolated fungi were
reactivated and cultured in a working collection. All the endophytes were transferred from the
working collection to Petri dishes with PDA medium and subjected to incubation conditions
of 25 °C, 59% humidity, and 12h photoperiod. Cultural characteristics such as colony color,
texture, edge shape, effect on the culture medium, and mycelial growth rate were assessed, as
well as micromorphological characteristics such as mycelium type, presence of septation, and
general spore characteristics. Furthermore, the distribution of endophytes in the quadrants of
the leaf surface of C. latifolia was mapped, which led to the finding that the colonization by
endophytes occurred homogeneously throughout the leaf. The morphological characterization
of the endophytes confirmed the probable presence of zygomycetes and or oomycetes and
fungi of the phyla Ascomycota and or Basidiomycota. Only 25.5% of the endophytes
sporulated on PDA medium. Other media and conditions should be tested in future studies to
induce the sporulation of the other isolates. In this study, 29 morphotypes were identified
among the analyzed fungi, confirming the diversity of endophytes present in C. latifolia.
Understanding this morphological variety is useful for further studies of identification of the
isolates and a better understanding of how these endophytes interact with C. latifolia

throughout the plant's life cycle and seasonal changes in the environment.

Keywords: endophytic fungi; morphological characterization; Coccoloba latifolia.
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1. INTRODUCAO

Os fungos enddfitos sdo microrganismos capazes de infectar e colonizar os tecidos de
plantas sauddveis, no entanto, sem causar doengas. A relacdo enddfito-hospedeiro ocorre a
partir de um equilibrio delicado entre os fatores de viruléncia do fungo e as respostas de
defesa da planta para manter o estado de coloniza¢do balanceado. Dessa forma, caso a planta
entre em processo de senescéncia ou passe por algum estresse, a interacdo pode evoluir para
infec¢des sintomadticas, pois parte dessa microbiota endofitica € composta por sapréfitas ou
fitopatdgenos oportunistas (ROSA, 2021).

A maioria dos fungos enddfitos pertence ao filo Ascomycota em sua fase anamorfica.
Esses organismos produzem uma série de compostos bioativos em suas interacdes com as
plantas e, por isso, existe um grande interesse farmacéutico e agricola no estudo destes
metabdlitos secundarios. Além disso, a microbiota endofitica das plantas abriga uma ampla
diversidade taxondmica de fungos que demandam estudos sobre suas interacdes ecoldgicas,
evolutivas e bioprospeccao de compostos (ROSA, 2021).

Dessa forma, o presente trabalho traz a andlise morfoldgica da comunidade de fungos
endofitos isolados das folhas de Coccoloba latifolia, uma planta nativa do Brasil que pertence
a familia Polygonaceae. A C. latifolia também pode ser encontrada em outros paises da
América do Sul, mas em territério brasileiro, ela ocorre principalmente na Regidao Norte e
Regido Nordeste. Morfologicamente, essa espécie apresenta porte arbéreo, folhas coridceas,
glabras, com nervuras visiveis, caule cilindrico e maci¢o. O género Coccoloba ocorre na
Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica e apresenta algumas espécies como
importantes marcadores fitogeograficos. Além disso, muitas espécies de Coccoloba
apresentam relevancia etnomedicinal pelo uso de suas raizes, cascas e folhas para tratar
diversas enfermidades (TABOSA et al., 2016, MELO, 2004; PERERA; ALVES, 2017,
HOWARD, 1960; MELO, 2025; OLIVEIRA et al., 2008).

Para caracterizar os fungos endofitos de C. latifolia neste trabalho, foi realizada a
reativacdo dos isolados das folhas que estavam preservados em Castellani. Além disso,
também foi realizado o cultivo desses fungos em meio BDA para caracterizagdo
macromorfolégica e preparo de laminas de microscopia para a caracterizagdao
micromorfolégica. O objetivo principal do estudo foi, além de analisar morfologicamente as
coldnias, também agrupd-las em morfotipos para verificar a diversidade da comunidade de

endofitos presentes na planta e possibilitar a identificacdo taxonOmica deles em projetos
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posteriores. Alguns estudos sobre endofitos encontrados em membros da familia
Polygonaceae ja foram realizados, entretanto, com a espécie Coccoloba latifolia este trabalho
¢ inaugural. Entre os tdxons prevalentes nos trabalhos realizados com endofitos de plantas
pertencentes a Polygonaceae, destacam-se os filos Ascomycota e Basidiomycota e os géneros
Alternaria, Penicillium, Curvularia e Cladosporium (QUEIROZ et al., 2024; KUROSE et al.,
2012; GAO et al. 2023; WEARN et al., 2012; ALEYNOVA et al., 2024; DAS et al., 2018).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Coccoloba latifolia

A Coccoloba laifolia é uma espécie que possui porte arbéreo ou arbustivo ereto,
popularmente conhecida como coagu ou pajeu, pertencente a familia Polygonaceae (TABOSA
et al., 2016). Em alguns estados, como no Amazonas e no Pard, ela ¢ chamada de canassu-
preto ou caneleira e sua madeira € utilizada como lenha (MELO, 2004).

As caracteristicas que destacam C. latifolia das demais espécies desse género sao suas
folhas coridceas, ramos com medula maciga e a presenga de lenticelas marrons. Além disso, a
espécie pode chegar de 5 a 12 metros de altura, possui caule cilindrico e maci¢o com casca
estriada e ramos glabros. As folhas s@o bem desenvolvidas, elipticas com dpice acuminado ou
arredondado, superficie glabras e nervuras visiveis; o peciolo € dorsalmente plano e inserido
na base ou acima da base da Ocrea; a 6crea € coridcea e glabra; as flores sdo andrdginas e
pequenas com 2-3 mm de comprimento e os frutos possuem de 7-8 mm de comprimento, sao
ovais, glabros e com estriacdes longitudinais. Seu florescimento ocorre de mar¢o a maio e a
producdo de frutos, de maio a setembro. A aparéncia botanica da arvore de C. latifolia esta
ilustrada na Figura 1 (TABOSA et al., 2016; MELO, 2004; PERERA; ALVES, 2017).

Ja foram identificados nesse género a producdo de compostos de interesse bioldgico,
como terpenos, fitoesterdides e benzendides (OLIVEIRA et al., 2008). Ademais, no extrato
etandlico de folhas de uma espécie de Coccoloba, também foi constatada a presenca de
compostos com atividade antimicrobiana contra Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus e
Fusarium oxyxporum (COTA et al., 2003). Apesar de ainda ndo ser possivel encontrar na
literatura estudos de investigagdo quimica para C. latifolia, a vasta quantidade de informacdes
dos compostos encontrados nesse género, aponta seu potencial bioldgico.

A C. latifolia é nativa do Brasil, mas nao € endémica (MELO, 2025). Ela se apresenta
distribuida em outros paises da América do Sul, como Guiana, Guiana Francesa, Suriname,
Trinidad & Tobago e Venezuela (HOWARD, 1960). No Brasil, pode ser encontrada em todos
os estados da Regido Norte e em alguns do Nordeste, como Maranhdo, Piaui, Rio Grande do
Norte e no extremo norte do Ceard, em 4reas de vegetacdo de influéncia marinha (TABOSA
et al., 2016).

A espécie estd presente em diferentes formagdes vegetais, como os dominios
fitogeogrificos da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (PERERA; ALVES, 2017;
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MELO, 2025). Ela ocorre em matas de varzeas, ciliares, de terra firme e cerrados, sobre solos
rochosos ou arenosos. Desse modo, hd um grande interesse floristico, pois algumas espécies
de Coccoloba podem ser usadas como marcadores fitogeograficos (MELO, 2004). A C.
latifolia pode ser uma espécie chave para a recuperacdo de biomas ameacados pelo processo
de fragmentagdo, como a Mata Atlantica, pois ela apresenta caracteristicas rusticas e
crescimento rdpido, o que o torna uma boa recomendacdo para reflorestamento de &4reas

degradadas (LORENZI, 1998).

Figura 1 - Aspecto botanico da espécie Coccoloba latifolia.

';} -

Fonte: F. Frainga, 2019 (https://ﬂorabrasil. jbrj.gov.br).

2.2.  Fungos endéfitos

Os fungos endofitos referem-se a uma diversidade de fungos que habitam os espagos
intercelulares e apopldsticos, principalmente, das folhas ou dos caules de plantas
aparentemente sauddveis, ambos coexistindo em uma relagdo considerada simbidtica. A partir
dessa interagdo, os endofitos se desenvolvem no interior dos tecidos vegetais sem prejudicar o
hospedeiro. Além dos fungos, as plantas também podem fornecer um habitat para outros

organismos endofiticos, como bactérias e virus. Esses organismos parecem aumentar a
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tolerancia da planta ao estresse e a resisténcia geral contra a herbivoria de animais. Em
associacdo com a planta, o fungo endéfito pode sintetizar metabdlitos secundarios que a
protegem, inclusive, contra outros fungos patogénicos. Além desses beneficios, a relagao
endofitica com o hospedeiro também € capaz de promover uma melhora na nutri¢ao da planta,
uma maior tolerincia a seca, rusticidade e melhor resisténcia a doencas (SANTOS, 2015;
OWNLEY; TRIGIANO, 2016; AGRIOS, 2005; WATKINSON et al., 2016).

Muitos estudos sobre fungos endofiticos demonstraram que as espécies do filo
Ascomycota sdo mais frequentemente isoladas da folhagem de plantas terrestres e os
endofitos mais bem estudados pertencem a ordem Hypocreales da classe dos
Sordariomycetes. Além da relacdo de fungos enddfitos com plantas terrestres, também foi
observada sua associagdo com cloroficeas, levando a hipdtese de que os enddfitos de liquen
podem ter sido os criadouros evolutivos dos fungos patogénicos de plantas vasculares.
Segundo Schulz e Boyle (2005), essas simbioses podem evoluir tanto na direcdo de
mutualismos altamente especializados quanto na dire¢do de parasitismos mais especializados.
A biodiversidade de endodfitos estd relacionada principalmente a latitude, apresentando-se
muito maior nos trépicos do que na floresta boreal e na tundra artica. No entanto, as
condi¢des abidticas locais também podem aumentar essa diversidade, como quando ha
ocorréncia de microclimas umidos em regides temperadas. Além disso, plantas com folhagem
perene podem abrigar uma maior diversidade de endéfitos do que espécies com folhagem de
vida mais curta (OWNLEY; TRIGIANO, 2016; WATKINSON et al., 2016; SCHULZ;
BOYLE, 2005).

De acordo com Schulz e colaboradores (2002), existe uma hipétese de que hd um
equilibrio delicado entre a viruléncia do fungo e a defesa da planta na interacdo enddfito-
hospedeiro. Essas varidveis podem ser influenciadas por fatores ambientais e o estado de
desenvolvimento dos organismos envolvidos. Desse modo, caso essa harmonia seja quebrada
pela diminuicdo na defesa da planta ou pelo aumento na viruléncia do fungo, uma doenca
pode se desenvolver. Portanto, a infec¢do por fungos endéfitos pode, por exemplo, causar
dano as plantas hospedeiras em periodos de seca, fazendo com que elas murchem mais
rapidamente, pois a composicdo da flora endofitica inclui saprotréficos latentes e parasitas
que podem se tornar ativos assim que os tecidos comecam a senescer. Ademais, acredita-se
que os endofitos, ao contrario dos fitopatdgenos conhecidos, possuem uma maior plasticidade
fenotipica e, portanto, apresentam mais op¢des de modos de infecg¢do, colonizagdo, laténcia,
viruléncia, patogenicidade e saprofitismo. Assim, os fungos enddfitos, além de sintetizar

metabolitos para competir com as epifitas e com outros patégenos a fim de colonizar a planta,
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também podem modular o metabolismo do hospedeiro para manter essa interagdo equilibrada,
como o que € observado na ativacdo da defesa da planta por meio de substancias produzidas
por endofitos (WATKINSON et al., 2016; SCHULZ et al., 2002; SCHULZ; BOYLE, 2005).

A associacdo com organismos endofiticos pode influenciar, além das plantas
individualmente, ecossistemas inteiros. Por exemplo, a interacdo do fungo Neotyphodium
coenophialum com a planta Lolium arundinaceum afeta as relacdes planta-herbivoro e a
produtividade da planta, assim como também influencia na competicdo planta-planta, nas
taxas de decomposicdo e na biodiversidade das pastagens. Outras situagdes importantes
ocorrem quando algumas espécies de endéfitos demonstram efeitos notdveis ao permitir que
seus hospedeiros se desenvolvam em habitats extremos para as plantas ou para os fungos
isoladamente. Como no caso da Curvularia protuberata que coloniza os tecidos e confere
termotolerancia para a planta geotérmica Dichanthelium lanuginosum. Esse efeito é reciproco,
pois nem a planta nem o enddfito tolerariam temperaturas acima de 40 °C isoladamente, mas
quando associados, a D. lanuginosum consegue crescer em locais com temperatura de até 65
°C. Da mesma forma, a graminea de dunas costeiras Leymus mollis apresenta resisténcia a
salinidade da dgua do mar apenas quando € colonizada pelo endofito Fusarium culmorum. Em
relacdo a protecdo contra patdgenos, algumas assembleias endofiticas promovem a reducdo na
formacdo de lesdes e morte foliar causada por Phytophthora em cacaueiros e, assim,
apresentam potencial como inoculantes para o controle biolégico de doencas (WATKINSON
et al., 2016; SCHULZ; BOYLE, 2005).

A relacdo de fungos enddfitos com a planta hospedeira e as inlimeras interagdes com
outros organismos presentes nesse ambiente, como bactérias, insetos, nematoides e outros
fungos aceleram a selecdo de metabdlitos secundérios produzidos por esses endofitos e
revelam seus potenciais biossintéticos. A partir da descoberta do taxol, um farmaco
antitumoral descoberto no século 20 e produzido pelo endéfito do Taxus brevifolia, inimeros
outros estudos foram conduzidos para triagem de outros fungos endoéfitos e investigacdo dos
seus metabdlitos secunddrios, os quais podem apresentar, por exemplo, potencial para
atividade antibacteriana, antiviral, antifingica, anticancerigena, anti-inflamatoéria, funcionar
como ativadores do receptor de insulina, inibidores de eosinéfilos, inseticidas e aceleradores
do crescimento radicular (WATKINSON et al., 2016; STIERLE et al., 1993).

Um estudo realizado com Ophiopogon japonicus, uma planta utilizada na medicina
tradicional chinesa, mostrou que os endofitos isolados produziram extratos miceliais e caldos
de fermentacdo que apresentaram inibicdo significativa no crescimento de Staphylococcus

aureus e Cryptococcus neoformans, revelando o potencial antimicrobiano dos metabdlitos
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secundarios desses endofitos (LIANG et al., 2012). Outro estudo isolou endéfitos da Ginkgo
biloba e constatou o atividade antifitopatogénica contra a giberela do trigo e da cevada
associada ao fitopatégeno Fusarium graminearum. Esse estudo revelou que o caldo de
fermentacdo da cepa mais bioativa do enddfito teve desempenho compardvel ao fungicida
carbendazim, comumente recomendado para o manejo dessa doenca (XIAO et al., 2013). A
riqueza vegetal da Amazonia € utilizada tradicionalmente pelas comunidades indigenas locais
para confec¢do de remédios artesanais, como as plantas téxicas Palicourea longiflora e
Strychnos cogens. Foram realizados bioensaios com metabdlitos extracelulares de endoéfitos
obtidos dessas plantas e observou-se a inibi¢do no crescimento de microrganismos
patogénicos, como Bacillus sp., S. aureus, Escherichia coli e Aspergillus flavus (SOUZA et
al., 2004). Os fungos endofiticos isolados do cacto Cereus jamacaru, planta caracteristica da
Caatinga brasileira, demonstraram atividade contra bactérias patog€nicas para humanos,
evidenciando a aptiddo desses fungos para a sintese de compostos antibacterianos (PIRES et
al., 2015).

Além da producdo de novos compostos bioativos, os endoéfitos também podem
promover a biotransformacdo de substincias quimicas utilizadas em modificacdes de
medicamentos € na producdo de biocombustiveis. Por meio da bioprospeccdo, é possivel
identificar grupos de genes que codificam vias biossintéticas em fungos ndo cultivaveis ou
pouco cultivdveis e, assim, introduzi-los em hospedeiros mais manipuldveis para poder
estudar sua expressao. Acredita-se que com a metagendmica, na andlise da expressdo de genes
especificos ligados a determinados tdxons, haverdo novas descobertas que poderdo explicar a
enorme diversidade taxonOmica e funcional de fungos endodfitos que habitam os
microambientes vegetais. A simbiose entre esses organismos nao € considerada apenas um
modo de vida especializado, mas, também, um impulsionador da evolucdo vegetal que
contribuiu para a conquista do ambiente terrestre pelas plantas, permitindo a manutencao da
produtividade e da diversidade de todos os biomas terrestres. Desse modo, existe um grande
interesse na elucidacdo dos efeitos das interagdes endofito-hospedeiro e dos mecanismos
fisioldgicos dessa microbiota endofitica na fisiologia e ecologia das plantas (WATKINSON et
al.,, 2016). A Tabela 1 traz os estudos ja realizados sobre microrganismos endéfitos em

plantas da familia Polygonaceae.

2.3. Diversidade taxonomica de fungos endoéfitos isolados de folhas em espécies da
familia Polygonaceae.
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Alguns dos proximos estudos citados analisam outros organismos endofiticos além dos
fungos e, também, outros 6rgdos das plantas, como caules e raizes. No entanto, os dados
apresentados nas citacdes sdao referentes, especificamente, as informacdes dos fungos
enddfitos isolados das folhas. A Tabela 1 traz os estudos ja realizados sobre microrganismos
enddfitos em plantas da familia Polygonaceae.

O trabalho de Queiroz et al. (2024) sobre diversidade e potencial antibacteriano de
enddfitos isolados de folhas de Triplaris gardneriana identificou os géneros: Trichoderma,
Penicillium, Rhizopus, Alternaria, Exserohilum, Aspergillus, Curvularia, Acremonium e
Cladosporium, entre os 131 fungos analisados. J4 no estudo sobre controle biolégico de
fungos endéfitos associados as folhas de Fallopia japonica foram reconhecidos os géneros:
Alternaria, Arthrinium, Bionectria, Colletotrichum, Didymella, Glomerella, Nigrospora,
Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Phyllosticta, Septoria e Xylaria, entre os 1581 isolados
(KUROSE et al., 2012).

No trabalho realizado por Gao e colaboradores (2023), no norte da China, foram
identificados os filos Ascomycota e Basidiomycota com predominio das classes
Dothideomycetes e Sordariomycetes em fungos isolados da comunidade de endéfitos em
folhas de Fagopyrum mill. Ja no estudo realizado em Londres sobre a prevaléncia de espécies
endofiticas em folhas de Rumex acetosa, analisadas em diferentes estacdes do ano, constatou
o predominio das espécies Penicillium sp., em Janeiro (inverno), e Septofusidium
elegantulum, em Junho (verdo) (WEARN et al., 2012). Ademais, no trabalho de Aleynova e
colaboradores (2024), realizado na Russia, os géneros dominantes nas amostras de fungos
endofitos associados as folhas de Polygonum cuspidatum foram Vishniacozyma e
Cladosporium, mas também foram reconhecidos em menor quantidade os géneros Golubevia,
Alternaria, Cercospora, Mycosphaerella, Phialophora, Aureobasidium, Malassezia e
Psathyrella.

Por fim, em um estudo sobre compostos bioativos realizados com 123 fungos
endofitos encontrados em folhas de Polygonum chinense identificou as espécies Fusarium
chlamydosporum, Fusarium solani, Alternaria alternata, Curvularia geniculata, Fusarium
incarnatum, Emericella nidulans e Alternaria longipes (DAS et al., 2018). Todos estes
trabalhos confirmam a diversidade da comunidade de fungos endéfitos que podem ser
encontrados em folhas de plantas da familia Polygonaceae e também oferecem um
embasamento tedrico sobre quais tdxons podem estar presentes entre os isolados de

Coccoloba latifolia.
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Tabela 1- Apresentacdo dos estudos relacionados a enddfitos de plantas da familia

Polygonaceae
TiTULO AUTORES ANO
A potential antioxidant resource: endophytic fungi from Wu-Yang Huang, Yi-Zhong Cai, Jie 2007
medicinal plants. Xing, Harold Corke, Mei Sun
. . . . . G. Wilson Fernandes, Arturo Sanchez-
Endophyte diversity mediates leaf optical properties. Azofeifa, Yumi Okia, Ronald Aaron Ballb 2011
oo . G. Wilson Fernandes, Yumi Oki, Arturo
Hail impact on leaves and endophytes of the endemic ) . e >
threatened Coccoloba cereifera (Polygonaceae). aa}qchez Azofeifa, Gabriela Faccion, 2011
élica C. Amaro-Arruda
O impacto do granizo na fisiologia e na riqueza de Yumi Oki, Geraldo Wilson Fernandes,
endofiticos em uma espécie endémica do campo rupestre, Arturo  Sanchez—Azofeifa, Gabriela 2011
Coccoloba cereifera (Polygonaceae). Faccion, Hélica C. Amaro - Arruda
. . . . . Arturo Sanchez-Azofeifa, Yumi Oki, G.
Relatlonshlps between endophyte diversity and leaf optical Wilson Fernandes, Ronald Aaron Ball 2012
properties. John Gamon
Species and organ specificity of fungal endophytes in James A. Wearn, Brian C. Sutton, Neil 2012
herbaceous grassland plants. J. Morley, Alan C. Gange
(Polygonaceas) n Japan and tnr ineractons wiln Daisuke Kurose. Naruo Furuya, Kerichi
Puccinia polygoni-amphibii var. tovariae, a candidate for Evansy ’ y ’ y
classical biological control.
Communities of endophytic Sebacinales associated with
roots of herbaceous plants in agricultural and grassland Kai Riess, Franz Oberwinkler, Robert 2014
ecosystems are dominated by Serendipita herbamans sp. Bauer, Sigisfredo Garnica
nov.
. L L . Susan Hodgson, Catherine de Cates,
]}(/)?l:tlscal transmission of fungal endophytes is widespread in Joshua Hodgson, Neil J. Morley, Brian 2014
: C. Sutton, Alan C. Gange
. . . - Madhuchhanda Das Harischandra
Bioactive sesquiterpene, plasticizer, and phenols from the . ’ :
fungal endophytes of Polygonum chinense L. ﬁgﬁgithy Prakash, Monnanda Somaiah 2018
Danielle H. Demers, Matthew A.
Knestrick, Renee Fleeman, Rahmy
Tawfik, Ala Azhari, Ashley Souza, Brian
Exploitation of mangrove endophytic fungi for infectious Vesely, Mandy Netherton, Rashmi 2018
disease drug discovery. Gupta, Beatrice L. Colon, Christopher A.
Rice, Mario A. Rodriguez-Pérez, Kyle H.
Rohde, Dennis E. Kyle, Lindsey N.
Shaw, Bill J. Baker
The colonization of plants by dark septate endophytes S - -
(DSE) in the valley-type savanna of Yunnan, southwest }(ﬁQOZhang, Tao Li, Lingfei Li, Zhi-wei 2020
China.
Tese de Doutorado: Réles des endophytes fongiques
racinaires dans la tolérance de Fallopia aux Eléments Louise Anita Bernadette Barberis 2020
Traces Métalliques.
Clohesyomyces symbioticus sp. nov., a fungal endophyte
associated with roots of water smartweed (Persicaria A. Elizabeth Arnold, Dustin C. Sandberg 2021

amphibia).
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Root endophyte of tropical Nyctaginaceae and

Raquel Aline M., Saint. Cyr Frias,

Polygonaceae plants in central and southern Mexico. Camille Truong, Rodolfo Salas-Lizana 2022
. . - Sigisfredo  Garnica, Zhiyong Liao,
e onaeien 1 Samuel Hama, Frak Waler,Macain 2022
P Py 9 ’ Parepa, Oliver Bossdorf
Community structure of endophytic fungi in roots and
leaves of Fagopyrum mill and Avena sativa in a chinese Yamei Gao, Zhiwen Li, Yigiang Han 2023
northern cold region.
Diversidade e potencial antibacteriano de fungos Francieldo dos Santos Queiroz, Carlos
endofiticos cultivdveis de folhas de Triplaris gardneriana Henrique Aradjo Dias, Virginia Michelle 2024
Wedd. Svedese
Olga A. Aleynova, Alexey A. Ananev,
. . . . . Nikolay N. ityagovsky, Andrey R.
EDS%Z%;?ﬁ?ﬁi”ﬁ,:;gmg?'é;i?omated with Polygonum Suprun, Nursaule Zh Zhanbyrshina, 2024
P ) Alina A. Beresh, Zlata V. Ogneva,
Alexey P. Tyunin, Konstantin V. Kiselev
. I . Ni Li, YiFan Mao, YalLi Huang, LingXuan
Seasonal succession of endophyte and the association with Zhang, Lu Hou, XiaoJun Liu, YaRong 2024

active ingredients in Rheum palmatum. Du, DaWei Chen, Kun Sun

Fonte: Autoria prépria.

2.4. Caracterizacao morfolégica de fungos

A identificacdo da maioria dos fungos é amplamente baseada em caracteristicas
morfoldgicas macroscopicas e microscopicas. Os dois principais tipos de fungos sdo os
bolores, coldnias filamentosas multicelulares, e as leveduras, células individuais. Nos
aspectos macroscopicos sdo observados: o tipo de coldnia, caracteristicas do verso e reverso
da placa de Petri, ocorréncia de pigmentacao no meio, velocidade de crescimento do micélio,
além das bordas da colonia e a presencga de elevagdes ou sulcos. O elemento fundamental da
forma vegetativa do bolor € a hifa, uma estrutura tubular ramificada que se entrelagca para
formar o micélio, resultando na composicdo de colonias com aspecto cotonoso, aveludado ou
pulverulento. As hifas dos fungos podem ser hialinas ou pigmentadas e septadas, quando se
apresentam divididas por paredes transversais, ou cenociticas (sem septos). Parte do micélio
aéreo pode compor estruturas especializadas para formar células reprodutivas sexuadas ou
assexuadas (esporangiosporos e conidios). Essas estruturas de frutificacio também sao
elementos importantes para o processo de identificacdo do fungo. Segundo Watkinson e
colaboradores (2016), a morfologia dos esporos é uma caracteristica importante para a

identificacdo dos fungos e a grande variedade de tipos de esporos é uma demonstragao da sua
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ampla diversidade evolutiva. Os esporos fingicos podem ser, desde unicelulares a
pluricelulares, de paredes finas ou espessas, hialinos ou pigmentados, lisos ou ornamentados
por espinhos, dobras ou reticulagdes. Todas essas caracteristicas e o arranjo das estruturas
formadoras de esporo, tém grande valor na classificacdo e identificacdo dos fungos. Os
esporangidsporos sdo exemplos de esporos assexuados, produzidos dentro de esporangios e
caracteristicos dos zigomicetos, como Rhizopus sp. € Mucor sp.. Comumente, esses fungos
apresentam as hifas largas e com pouca ou nenhuma septacdo. J4 os conidios sdo esporos
assexuados, nus, imdveis e mais resistentes a agentes quimicos e fisicos do que as hifas. As
estruturas responsaveis pela formagdo dos conidios s@o os conidiéforos e podem ser
observados em géneros como, Aspergillus e Penicillium. Os esporos sexuais sdo resultado do
processo de plasmogamia e cariogamia seguida de meiose e seu modo de produgdo pode
servir como base para o agrupamento taxondmico. A identificacdo de um esporo como sexual
ou assexuado depende principalmente do conhecimento do ciclo de vida do fungo e da
morfologia caracteristica do esporo. Por exemplo, os esporos sexuais do filo Ascomycota sdo
os ascosporos, caracterizados por serem produzidos dentro de uma estrutura semelhante a um
saco, o asco. Ja os esporos sexuais do filo Basidiomycota sao os basidiésporos e sao formados
em estruturas de reproducdo com o formato tipico de clava (basidio). As formas
leveduriformes correspondem morfologicamente a células ovais ou esféricas que podem
produzir cadeias de células irregulares, as pseudo-hifas. Desse modo, as leveduras constituem
coldnias circulares, restritas, opacas e cremosas. Além disso, alguns fungos sdo conhecidos
como dimorficos e podem existir na forma micelial, quando estdo em temperatura ambiente
(25 °C), e mudar para a forma de levedura em temperaturas de 37 °C ou quando estdo
presentes em tecido animal (CARTER et al., 1995; MURRAY et al., 1995; MAZA et al.,
1997; SANTOS, 2015; WEBSTER; WEBER, 2007; WATKINSON et al., 2016).

A taxonomia dos fungos é refinada e revisada de forma continua, principalmente,
devido as contribuicdes da filogenia molecular. As caracteristicas macroscopicas e
microscOpicas ainda sdo muito importantes para o reconhecimento e identificacdo inicial de
muitas espécies de fungos que podem, se necessdrio, ser sustentadas por métodos
moleculares. O ciclo sexual, quando estd presente, pode ser usado para confirmar a identidade
da espécie. No entanto, nem sempre o ciclo sexual do fungo é conhecido e, assim, a
classificacdo pode ser baseada na morfologia assexuada e vegetativa. Além disso, a utilizagdo
de critérios fundamentados em comparacdes de sequéncias de DNA, que codificam genes
com funcao bioldgica conservada, t€ém ajudado a estabelecer relagdes de género e familia. Os

resultados das comparagdes dessas homologias de DNA sdo representados em darvores
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filogenéticas, onde os organismos sdo organizados baseados em uma ancestralidade comum,
formando, assim, agrupamentos preferencialmente monofiléticos. Essas ferramentas
moleculares tém demonstrado que fungos morfologicamente semelhantes podem ser
filogeneticamente distantes e vice-versa. Apesar disso, os critérios morfolégicos ainda devem
ser estudados, pois sdo muito uteis para classificagdo de varios grupos de fungos. Assim, para
o processo de classificacio dos fungos, a filogenia molecular desempenha um papel
importante para confirmar classificacdes ja bem definidas ou amparar casos em que oOs
critérios avaliados sdo duvidosos (CARTER et al.,, 1995; CARTER; WISE, 2004;
WEBSTER; WEBER, 2007; AMORIM et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1.

3.2

Objetivo Geral

= Realizar a caracterizacdo macromorfolégica e micromorfoldgica de 90 fungos

enddfitos isolados de Coccoloba latifolia e agrupa-los em morfotipos.

Objetivos Especificos

= Reativar 90 fungos endéfitos de C. latifolia para verificar a viabilidade dos
isolados;

= Criar uma colecdo de trabalho com os isolados reativados para utilizacdo das
coldnias na forma ativa e diminuir o risco de contaminagao;

= Preservar os isolados reativados pelo método de Castellani para manutengdo da
colecdo e viabilizar seu uso em novos trabalhos;

= Utilizar o método da suspensdo de esporos para repicar os isolados de fungos
anemofilos de esporos secos;

= Mensurar o crescimento das colonias em meio BDA para calcular a taxa de
crescimento micelial dos isolados;

= Organizar as observacdes obtidas em tabelas comparativas com as
caracteristicas culturais e micromorfoldgicas dos isolados;

= Elaborar um anexo com imagens dos aspectos culturais (placas de Petri) e
micromorfolégicos (imagens de 1aminas) dos isolados reativados;

= Mapear o padrao de distribui¢ao dos endoéfitos nas folhas de C. latifolia.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reativacio dos isolados

Os fungos enddfitos isolados da espécie Coccoloba latifolia estavam preservados pelo
método de Castellani desde 2018. A reativagdo foi realizada em cabine de fluxo laminar para
reduzir o risco de contaminag¢do no processo. Assim, para cada isolado, foi feito um repique
do material preservado em tubos criogénicos com o auxilio de uma al¢a flambada para placas
de Petri contendo meio batata, dextrose e 4gar (BDA). Depois, as placas foram identificadas e
transferidas para a sala de incubagdo com temperatura média de 25 °C, 59% de umidade e
fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro. Os isolados repicados foram mantidos

em média por uma semana na incubacao para a observacao do crescimento micelial.

4.2. Criacao da colecao de trabalho

A colecdo de trabalho para esse projeto foi criada para permitir a utilizacdo dos
isolados na sua forma ativa e com o metabolismo normalizado para que fosse possivel fazer a
caracterizacdo morfologica. Dessa forma, os isolados que apresentaram crescimento micelial
apos a reativacdo foram verificados por meio de preparagdes em laminas e microscopio para
constatar a pureza e se estavam livres de contaminacdo por bactérias ou outros
microrganismos. Depois, ele foram repicados em cabine de fluxo laminar com o auxilio de
uma al¢a flambada para tubos de ensaio contendo meio BDA inclinado e, posteriormente,
vedados com um tampao de gaze esterilizada e plastico filme de PVC. Os tubos da cole¢do de

trabalho foram mantidos na sala de incubacdo nas condi¢des ambientais j4 descritas.

4.3. Preservacio pelo método de Castellani

Os isolados reativados foram preservados pelo método de Castellani (CASTELLANI,
1939) para renovar a colecdo, pois alguns criotubos ja estavam sem dgua e o material em
preservacdo apresentava-se ressecado. Essa metodologia € utilizada para induzir os

microrganismos preservados a atingir um estado de hipobiose, que consiste na reducdo da sua
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atividade metabdlica por causa da escassez de fontes nutritivas (DELLARETTI, 2014). Dessa
maneira, apos o crescimento micelial, os fungos foram verificados em microscépio para
deteccao de contaminantes, através do preparo de laminas para microscopia. Apds constatada
a pureza, foi realizada, em cabine de fluxo laminar, a repicagem da colonia proximo da borda
com o auxilio de canudos plésticos esterilizados e, posteriormente, utilizando-se uma alca
flambada foram transferidos de 6 a 7 discos de micélio para tubos criogénicos com 1,0 mL de
agua destilada esterilizada (ADE) (ALFENAS; MAFIA, 2007). Por fim, os tubos foram
identificados e acondicionados nas caixas da colecio em local seco e em temperatura

ambiente.

4.4. Método da suspensao de esporos

Para os isolados de fungos anemofilos que produziram esporos secos, o0s quais t€ém
por caracteristica ficar suspensos no ar e espalhar-se facilmente pelo ambiente (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2015), foi realizada a repicagem utilizando o método da suspensdo de
esporos. Seguindo esse método, foi retirada uma pequena quantidade de esporos do tubo da
colecdo de trabalho com uma al¢a flambada, a qual, em seguida, foi mergulhada em um
criotubo contendo cerca de 0,5 mL de Tween 2,5% (solucao detergente). Apds isso, a solucao
foi misturada e a suspensao de esporos obtida foi inoculada utilizando-se uma al¢a flambada
na placa de Petri contendo o meio BDA. Esse procedimento foi realizado com a placa de Petri
de cabeca para baixo, a fim de evitar que outras goticulas ou esporos caissem no meio por

causa da agitac@o da alca (SINGH et al., 1991).

4.5. Calculo da taxa de crescimento micelial

Para o célculo da taxa de crescimento micelial foram realizadas as medi¢des do
crescimento radial do micélio do fungo cultivado em meio BDA nas condi¢des utilizadas na
sala de incubagdo (25°C, 59% de umidade e fotoperiodo de 12h de claro/ 12h de escuro). Esse
procedimento foi realizado, observando-se o verso da placa contra a luz. Durante trés dias
foram feitas duas mensurag¢des perpendiculares do diametro do micélio, com o auxilio de uma
régua graduada em centimetros. As retas perpendiculares foram tracadas na placa para o
acompanhamento do crescimento € o tamanho do fragmento repicado foi descontado do

crescimento micelial para o primeiro dia (SALES-CAMPOS et al., 2008). A partir das
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medidas das duas retas foram obtidas as médias para cada dia e, ao final do dltimo dia, as
médias foram somadas e divididas por trés, obtendo-se, assim, a taxa de crescimento do fungo

em mm/dia.

4.6. Caracterizacao cultural e micromorfoldégica

A caracterizagdo macromorfoldgica foi realizada 10 dias ap6s o cultivo dos fungos em
meio BDA nas condi¢des usuais da sala da incubacao. A observag¢do da morfologia da colonia
e dos aspectos micromorfoldgicos foram realizados para iniciar o processo de identificacdo
dos fungos endoéfitos isolados. A andlise cultural foi feita a partir da visualizacdo da cor da
coldnica na frente e no verso da placa, efeito no meio de cultura, forma da borda da coldnia,
textura, relevo e medi¢do da taxa de crescimento. Jd a andlise da micromorfologia foi
realizada por meio da preparacdo de laminas para visualizagdo em microscépio 6ptico. Dessa
forma, foi feita a observacdo das estruturas microscépicas, onde foi possivel definir o tipo de
micélio vegetativo, os aspectos das hifas, como cor, septacdo e presenca de especializacdo.
Além disso, para os fungos que esporularam, foi realizada a caracterizacio dos esporos
através da observacdo dos aspectos, como cor, septagdo, forma do esporo e tipo de superficie

(SCHREIBER et al., 2013).

4.7. Método adotado para a divisdo da superficie foliar e isolamento dos
organismos.

Para o isolamento dos endéfitos foram escolhidas cinco folhas de cinco arvores da
espécie Coccoloba latifolia. Cada folha foi dividida em quatro quadrantes (A, B, C e D) com
cortes no sentido transversal e longitudinal, considerando-se o dpice como por¢do superior € a
base com o peciolo, como porcao inferior. O quadrante A corresponde a por¢do superior
esquerda; o quadrante B, superior direito; o quadrante C, inferior direito e o quadrante D,
inferior esquerdo, como representado na Figura 2. Apds a desinfeccdo do material, de cada
quadrante foram retirados 5 discos e tranferidos para placas de Petri com meio BDA e
antibidticos (estreptomicina e cloranfenicol). As colonias obtidas desses isolamentos foram
repicadas para meio SNA e, posteriormente, colocadas em preservacdo pelo método de
Castellani e identificadas com o cdédigo correspondente para cada isolado. Castellani e

identificadas com o cédigo correspondente para cada isolado. Os isolamentos foram
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realizados a partir de folhas assintomaticas de C. latifolia do Parque Estadual Botanico do

Ceard, que é uma unidade de conservacao localizada no municipio de Caucaia, Ceara.
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Tabela 3 - Caracterizacdo micromorfolégica de 90 fungos endéfitos isolados de Coccoloba
latifolia e cultivados em meio BDA

CARACTERISTICAS DAS HIFAS

CARACTERISTICAS DOS ESPOROS

TIPO DE MICELIO SEPTACAO COR SEPTACAO COR FORMA SUPERFICIE
TPOO1 filamentoso septado hialino - - - -
TPO02 filamentoso septado hialino - - - -
TPOO3 filamentoso septado hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TPO04 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPOO5 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO08 filamentoso septado pigmentado sem septo hialino clavado lisa
TPO10 filamentoso septado hialino - - - -
TPO11 filamentoso septado hialino
TPO12 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO13 filamentoso septado hialino - - - -
TPO14 filamentoso septado Hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TPO16 filamentoso septado hialino - - - -
TPO18 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP019 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TP020 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO21 filamentoso septado hialino - - - -
TP022 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP023 filamentoso septado hialino - - - -
TP024 filamentoso septado hialino - - - -
TP026 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TPO27 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP028 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP029 filamentoso septado hialino sem septo hialino cilindrico lisa
TPO30 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO31 filamentoso septado hialino - - - -
TPO33 filamentoso septado hialino - - - -
TP034 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO36 filamentoso septado hialino - - - -
TPO37 filamentoso septado hialino - - - -
TPO38 filamentoso septado hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TPO39 filamentoso septado hialino sem septo hialino clavado irregular
TPO40 filamentoso septado hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TPO41 filamentoso septado hialino - - - -
TP042 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TPO045 filamentoso septado hialino - - - -
TP0O46 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP048 filamentoso septado hialino sem septo hialino oblongo lisa
TP049 filamentoso septado hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TPO50 filamentoso septado hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TPO51 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP052 filamentoso septado hialino - - - -
TPO53 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO56 filamentoso cenacitico/ hialino sem septo hialino clavado lisa

septado

32



TPO57 filamentoso septado hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TPO58 filamentoso septado hialino - - - -
TP0O59 filamentoso septado hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TPO60 filamentoso septado hialino - - - -
TPO61 filamentoso septado hialino - - - -
TP064 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TPO065 filamentoso septado hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TP0O66 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO67 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP068 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TP070 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TPO71 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TPQO72 filamentoso septado hialino - - - -
TPO73 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO74 filamentoso septado hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TPO75 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO78 filamentoso septado hialino - - - -
TP079 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TPO80 filamentoso septado hialino - - - -
TP082 filamentoso septado hialino - - - -
TPO83 filamentoso septado pigmentado sem septo hialino eliptico lisa
TP084 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TPO88 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO89 filamentoso septado hialino sem septo hialino achatado lisa
TP0O90 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPO091 filamentoso septado pigmentado - - - -
TPQ095 filamentoso septado hialino sem septo  pigmentado  eliptico lisa
TP097 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TP100 filamentoso septado hialino - - - -
TP103 filamentoso septado hialino - - - -
TP106 filamentoso septado hialino - - - -
TP107 filamentoso septado hialino - - - -
TP108 filamentoso septado hialino sem septo hialino achatado lisa
TP109 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TP115 filamentoso septado hialino - - - -
TP116 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TP117 filamentoso septado hialino sem septo hialino esférico lisa
TP118 filamentoso septado hialino sem septo hialino achatado lisa
TP119 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP120 filamentoso cenocitico hialino sem septo hialino fusiforme lisa
TP121 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP122 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP123 filamentoso cenocitico hialino - - - -
TP124 filamentoso septado hialino - - - -
TP126 filamentoso septado hialino sem septo hialino achatado lisa
TP128 filamentoso septado pigmentado - - - -
TP130 filamentoso cenocitico hialino - - - -

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 4 — Classificagdo dos

fungos endoéfitos quanto a velocidade de crescimento

VELOCIDADE DE CRESCIMENTO NUMERO DO ISOLADO
RAPIDA TP001, TP013, TP022, TP031, TP033, TP045,
(<7 dias ) TP052, TP057, TP059, TP060, TP073, TP074,
TP090, TP091, TP095 e TP100
TP003, TP005, TP008, TPO10, TPO11, TP014,
TP0O16, TP019, TP020, TP023, TP029, TP030,
. TP034, TP037, TP038, TP039, TP040, TP042,
INTERMEDIARIA TP046, TP048, TP049, TP050, TP051, TP0S53,
(8a14dias) TP056, TP060, TP064, TP065, TP066, TP068,
TP072, TP078, TP080, TP082, TP083, TP084,
TP088, TP097, TP103, TP106, TP107, TP117,
TP118, TP121, TP122, TP126 e TP128
TP002, TP004, TP012, TPO18, TP021, TP024,
LENTA TP026, TP027, TP028, TP036, TP041, TP0S58,
(> 15 dias ) TP061, TP067, TP070, TPO71, TPO75, TP079,

TP089, TP108, TP109, TP115, TP116, TP119,
TP120, TP123, TP124 e TP130

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 5 — Localizacdo dos endofitos nos quadrantes da folha de Coccoloba latifolia

LOCALIZACAO NA FOLHA

NUMERO DO ISOLADO TOTAL

QUADRANTE A

TP001, TP008, TP022, TP023, TP033, TP034,
TP036, TP040, TP046, TP051, TP053, TP0S58,
TP061,TP064, TP072, TP080, TP095, TP100, TP108,
TP118, TP119, TP126 e TP128

23 ISOLADOS

QUADRANTE B

TP002, TP003, TP0O10, TPO11, TPO12, TP027,

TP031, TP041, TP052, TP059, TP060, TP065,

TP067, TP068, TP073, TP079, TP109, TP116 e
TP130

19 ISOLADOS

QUADRANTE C

TP004, TP005, TP013, TP014, TPO16, TP026,
TPO037, TP038, TP042, TP045, TP048, TP050,
TP056, TP066, TP070, TPO71, TP074, TP084, 26 ISOLADOS
TP090, TP091, TP097, TP106, TP107, TP117, TP121
e TP122

QUADRANTE D

TP018, TP019, TP020, TP021, TP024, TP028,

TP029, TP030, TP039, TP049, TP057, TP075,

TPO078, TP082, TP083, TP088, TP089, TP103,
TP115, TP120, TP123 e TP124

22 ISOLADOS

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 6 - Isolados de C. latifolia agrupados em morfotipos e suas caracteristicas

MORFOTIPOS NUMERO DO ISOLADO CARACTERISTICAS
colénias brancas, borda irregular, textura aveludada,
Morfotipo 1 TPOO1 relevo uniforme, crescimento rapido, hifas septadas e
hialinas
colénias claras, borda irregular, textura cotonosa,
Morfotipo 2 TPO002; TP058; TP061 relevo em camadas, crescimento lento, hifas septadas
e hialinas
TPO03; TP014; TP038;
! ! ; centro marrom e borda branca, textura pulverulenta,
. TPO040; TP049; TP050; ; .
Morfotipo 3 ! ! ! hifas septadas e hialinas, esporos sem septo,
TPOS57; TPOS9; TPOBS; igmentados, elipticos e de superficie lisa
TP074; TP095 Pig , &P P '
. . . colénias com borda clara, hifas septadas e hialinas,
Morfotipo 4 TP089; -%—.211%% TP118; esporos sem septo, hialinos, achatados e de superficie
lisa
colénias brancas e pretas, borda irregular, textura
Morfotipo 5 TP109; TP116; TP123 cotonosa, crescimento lento, hifas cenociticas e
hialinas
Morfotipo 6 TP070: TPO71 colon!as brancas, porda |rreg'ular, textgra cotonosa,
crescimento lento, hifas cenociticas e hialinas
Morfotipo 7 TPO11; TPO78; TP117 ~ °olonias claras, borda irregular, velocidade de
crescimento intermediaria, hifas septadas e hialinas
Morfotioo 8 TP021; TP024; TP036; colénias brancas, borda irregular, textura cotonosa,
p TP124; TP115 crescimento lento, hifas septadas e hialinas
colénias brancas, borda irregular, textura cotonosa,
Morfotipo 9 TP079; TP130 relevo pregueado, crescimento lento, hifas cenociticas

e hialinas

Morfotipo 10

TP084; TP097

colénias claras, borda irregular, textura cotonosa,
relevo  irregular, velocidade de crescimento
intermediaria, hifas cenociticas e hialinas

Morfotipo 11

TPO05

colbnias alaranjadas, borda irregular, textura cotonosa,
relevo com centro elevado, velocidade de crescimento
intermediaria, hifas septadas e pigmentadas

Morfotipo 12

TP004; TP012; TPO18;
TPO20; TP022; TP028;
TPO67; TP08S

colénias verdes-escuro, borda irregular, textura
aveludada, hifas septadas e pigmentadas

Morfotipo 13

TP008; TP030; TP034;
TP037; TP075; TP083;
TP122

colénias escuras, borda regular, textura cotonosa e
hifas septadas

Morfotipo 14

TPO27

colbénias brancas com areas laranjas, borda irregular,
textura cotonosa, relevo ndo uniforme, crescimento
lento, hifas septadas e pigmentadas

Morfotipo 15

TP045; TP060

colénias claras, borda irregular, textura cotonosa,
relevo com bordas elevadas, crescimento rapido, hifas
septadas e hialinas

Morfotipo 16

TPO046; TP051; TP053;
TP066; TP073; TP090;
TP091; TP121; TP128

colbénias claras, textura cotonosa, hifas septadas e
pigmentadas
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Morfotipo 17

TP026

colénias brancas, borda regular, textura cotonosa,
relevo uniforme, crescimento lento, hifas cenociticas e
hialinas

Morfotipo 18

TP010; TP016; TP019;
TP023; TP031; TP082;

TP107

colbnias brancas, textura aveludada e hifas hialinas

Morfotipo 19

TP033

colénias de centro creme e borda branca, borda
regular, textura cotonosa, relevo pregueado,
crescimento rapido, hifas septadas e hialinas

Morfotipo 20

TP068

colénias brancas, borda irregular, textura aveludada,
relevo  uniforme, velocidade de crescimento
intermediaria, hifas cenociticas e hialinas

Morfotipo 21

TP039; TP041; TP048;

TP052

colénias claras, textura cotonosa, hifas septadas e
hialinas

Morfotipo 22

TP064; TP120

colbnias claras, borda regular, textura cotonosa, relevo
uniforme, hifas cenociticas e hialinas

Morfotipo 23

TPO13; TP100

colénias brancas, borda irregular, textura cotonosa,
crescimento rapido, hifas septadas e hialinas

Morfotipo 24

TP072; TP080

colénias brancas, borda irregular, textura cotonosa,
relevo  irregular, velocidade de  crescimento
intermediaria, hifas septadas e hialinas

Morfotipo 25

TP056

colénias cinzas/ brancas, borda irregular, textura
cotonosa/ aveludada, relevo irregular, velocidade de
crescimento intermediaria, hifas cenociticas/ septadas
e hialinas e esporos sem septo, hialinos, clavados e de
superficie lisa

Morfotipo 26

TP029; TP106

colénias claras, borda irregular, textura cotonosa,
velocidade de crescimento intermediaria, hifas
septadas e hialinas

Morfotipo 27

TP042

colénias brancas, borda regular, textura cotonosa,
relevo com centro elevado, velocidade de crescimento
intermediaria, hifas cenocitics e hialinas

Morfotipo 28

TP103

colénias brancas, borda regular, textura cotonosa,
relevo  uniforme, velocidade de crescimento
intermediaria, hifas septadas e hialinas

Morfotipo 29

TP119

colénias de centro verde-escuro e borda amarelada,
borda irregular, textura cotonosa, relevo uniforme,
crescimento lento, hifas septadas e pigmentadas

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 2 — Representacdo da distribui¢do dos endéfitos nas folhas de Coccoloba latifolia de

acordo com os quadrantes.
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Fonte: Adaptado de Melo, 2004.
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Figura 3 - Coldnias dos isolados endofiticos de Coccoloba latifolia que exibiram sintese de

pigmentos difundidos no meio BDA.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 4 - Observacdo do desenvolvimento de estruturas verticais distantes do centro da
coldnia (TP058) e na regido central do micélio (TP070).

Fonte: Autoria prépria.

Figura 5 — Exemplos de isolados que apresentaram formacdo de hifas inchadas e hifas em
espiral (setas).

.

Fonte: Autoria prépria.‘Aumento de 400x

Figura 6 - Diversidade de esporos produzidos por fungos endéfitos em meio BDA.







A Tabela 6 traz resumidamente os isolados agrupados por morfotipos e suas
caracteristicas. Os Morfotipos 1, 11, 14, 17, 19, 20, 25, 27, 28 e 29 correspondem,
respectivamente, aos isolados TP0OO1, TPOOS, TP027, TP026, TP033, TP068, TP056, TP042,
TP103 e TP119. Cada um desses isolados apresentaram caracteristicas distintas dos demais,
por isso foram agrupados individualmente nesses morfotipos.

O Morfotipo 2 € composto pelos isolados TP002, TP058 e TP061 que caracterizam-
se pelo micélio de coloragdo clara, borda com crescimento irregular, textura cotonosa,
crescimento lento e hifas septadas e hialinas. Nesse morfotipo foi identificado um padrdo de
crescimento do micélio em camadas com as bordas com aspecto de franjas bem definidas.

Os isolados representantes do Morfotipo 3 (TP003, TP014, TP038, TP040, TP049,
TPO050, TP0O57, TP059, TP065, TP074 e TP095) apresentam micélio branco com formacgao de
esporos secos de cor marrom na superficie, dando o aspecto de textura pulverulenta. O
micélio € septado com conidios pigmentados de formato eliptico.

O Morfotipo 4 é composto pelos isolados TP089, TP108, TP118 e TP126 e tem
caracteristicas similares ao Morfotipo 3, no entanto, os esporos apresentam formato mais
achatado e € observada a presenca de um pigmento castanho entre as hifas nas preparacdes

das laminas microscopicas.
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As coldnias dos isolados TP109, TP116 e TP123 representam o Morfotipo 5. O
micelio dos fungos desse grupo apresenta cor branca com manchas pretas na superficie que
vao aumentando a medida que a col6nia se desenvolve. A borda € irregular, a textura
cotonosa, crescimento € lento e as hifas sfo cenociticas e hialinas.

O Morfotipo 6 (TPO70 e TPO71) apresentou caracteristicas semelhantes ao Morfotipo
5, exceto pela formacdo de exsudado de cor rosa no centro da coldnia e do desenvolvimento
de estruturas verticais, também, na regido central.

O Morfotipo 7 € formado pelos isolados TPO11, TPO78 e TP117 e suas principais
caracteristicas sdo a formacdo de coldnias de cor clara, borda irregular, velocidade de
crescimento intermedidria, micélio septado e a presenca de pigmento castanho entre as hifas.

Os endoéfitos do Morfotipo 8 sao TP021, TP024, TP036, TP124 e TP115. Eles
apresentam como caracteristicas gerais: micélio branco, borda irregular, textura cotonosa,
crescimento lento e hifas septadas e hialinas. A principal caracteristica desse grupo € a
expansdo das hifas das bordas em camadas finas sobre o meio de cultura, enquanto a parte
mais central vai ganhando um pouco mais de volume.

O Morfotipo 9 (TP079 e TP130) € caracterizado pelo micélio de cor branca, borda
irregular, textura cotonosa, crescimento lento e hifas cenociticas e hialinas. O aspecto
diferencial do relevo das colonias desse grupo € ser levemente pregueado a partir do centro.

Os isolados TP084 e TP097 representam o Morfotipo 10, que caracteriza-se pelo
micélio de cor clara, borda e relevo irregulares, textura cotonosa, velocidade de crescimento
intermedidria e hifas cenociticas e hialinas.

O Morfotipo 12 € representado pelos isolados TP004, TPO12, TPO18, TP020, TP022,
TP028, TP0O67 e TPO88 e possui como caracteristicas o micélio de cor verde-escuro, borda
irregular, relevo pregueado ou com sulcos e hifas septadas e pigmentadas. Nesse grupo foi
possivel verificar a presenca de hifas inchadas.

O Morfotipo 13 € formado pelos isolados TP0OS, TP030, TP034, TP037, TPO75,
TPO83 e TP122 e a maioria apresenta micélio escuro, ou que se torna escuro com O
desenvolvimento da coldnia. Além disso, a forma da borda € regular, a textura cotonosa e as
hifas septadas.

O Morfotipo 15 (TP045 e TP060) € caracterizado por micélio de cor clara, borda
irregular, textura cotonosa, crescimento rdpido, hifas septadas e hialinas e a principal
caracteristica € o relevo da colonia com as bordas mais elevadas do que o centro.

Os isolados TP046, TP051, TP053, TP066, TP073, TP090, TP091, TP121 e TP128

representam o Morfotipo 16, que possui como principais caracteristicas a textura cotonosa,
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hifas septadas e pigmentadas e, além disso, a observacdo da presenca de um pigmento
castanho entre as hifas nas preparacdes em laminas microscépicas.

O Morfotipo 18 (TP010, TPO16, TPO19, TP023, TP0O31, TP0OS2 e TP107) apresenta
micélio claro, borda irregular e hifas hialinas. A principal caracteristica desse grupo ¢é a
textura da sua superficie pela forma¢do de uma camada fina de micélio que possui o aspecto
de p6 branco.

O Morfotipo 21 € composto pelos isolados TP039, TP041, TP048 e TP052 e
apresenta micélio claro, com hifas septadas e hialinas, mas a principal caracteristica € o
micélio pouco volumoso, principalmente, na parte central.

O Morfotipo 22 (TP064 e TP120) € caracterizado pelo micélio claro, borda regular e
hifas cenociticas e hialinas. A principal caracteristica é o micélio pouco volumoso com a
superficie uniforme.

Os isolados TPO13 e TP100 representam o Morfotipo 23 que apresenta micélio
branco, borda irregular, textura cotonosa, crescimento rapido e hifas septadas e hialinas.

O Morfotipo 24 (TP072 e TP080) apresenta micélio branco, borda irregular, textura
cotonosa, velocidade de crescimento intermedidria e hifas septadas e hialinas. A principal
caracteristica desses fungos € o micélio alto e volumoso com aspecto de nuvem.

Por fim, o Morfotipo 26 € formado pelos isolados TP029 e TP106 que formam
coldnias com borda irregular, textura cotonosa, crescimento intermedidrio e hifas septadas.
Nesses isolados houve formacdo de pigmento difundido no meio e o micélio se apresentou

mais escasso nas por¢des com maior concentracao de pigmento.
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6. DISCUSSAO

6.1. Caracterizacao macromorfoldgica

Neste trabalho foram reativados e caracterizados 90 fungos isolados de Coccoloba
latifolia. Na Tabela 2 € possivel observar que os fungos endoéfitos apresentaram uma ampla
variedade de coloragdes tanto no verso quanto no reverso das placas de Petri e isto indica a
presenca de uma grande diversidade de morfotipos entre os isolados. Alguns fungos
apresentaram variagdo de cor entre o centro e a borda da colonia e, nestes casos, foi observado
que a maioria apresentou o centro com a colora¢do mais escura do que as bordas. De acordo
com Amorim e colaboradores (2018), o crescimento das hifas ocorre pelas extremidades e,
assim, as bordas sdo as dreas de crescimento ativo da colOnia e tendem a apresentar cores
mais claras. J4 a por¢do central do micélio, onde ocorreu a inoculagdo do fungo no meio de
cultura, é a regido mais antiga e, de acordo com o observado neste trabalho, hd uma tendéncia
a apresentar a colora¢do mais escura.

Nos isolados TP027, TP029, TP090, TP106 e TP119 foi observada a producdo de
pigmentos difundidos no meio. Essa caracteristica foi melhor verificada nos tubos da colecdo
de trabalho com meio BDA inclinado, pois nas placas de Petri, a formacao de pigmentos foi
mais sutil, provavelmente, devido a camada de meio de cultura nos tubos de ensaio ser mais
espessa. As cores observadas foram, respectivamente, alaranjada, roxa, avermelhada, amarelo
e verde, como ilustrado na Figura 3. Segundo Canuto e colaboradores (2012), para a
bioprospeccao de pigmentos € necessdrio realizar a extracao, o isolamento e a caracterizagao
desses metabolitos extracelulares para, posteriormente, submeté-los a diferentes ensaios
bioldgicos e testar sua atividade potencial. No caso da sintese de pigmentos por fungos, um
exemplo de aplicagdo seria a bioprospeccdo de corantes naturais que ndo tenham efeitos
carcinogénicos ou provoquem reagdes alérgicas em humanos, uma vez que a maioria dos
corantes alimentares sintéticos, como a tartrazina € o amaranto apresentam algum nivel de
toxicidade (KISCHKEL et al., 2018).

As colonias de diferentes espécies podem apresentar caracteristicas distintas como a
forma da borda regular, quando sdo circulares e lisas; ou irregular, quando a borda é ondulada
ou angular. Além disso, seu relevo pode ser uniforme, quando nio ha varia¢do de altura no
micélio; pregueado, quando a coldnia apresenta-se enrugada; irregular ou com diferenca de

altura em determinadas porcdes do micélio (AGRIOS, 2005). J4 em relacdo a textura, as
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colonias foram classificadas em cotonosas, quando apresentaram o micélio alto com aspecto
de algodao; aveludadas, quando apresentaram micélio baixo com aspecto aveludado e
pulverulentas, quando eram planas e tinham o aspecto de areia na superficie (SIDRIM;
ROCHA, 2003).

A taxa de crescimento dos isolados variou de 1,7 a 27,7 mm/dia. A velocidade de
crescimento nos fungos pode ser classificada, como rdpida (< 7 dias), intermedidria (8 a 14
dias) ou lenta (> 15 dias) (SCHREIBER et al., 2013). Dessa forma, os isolados TPO0OI,
TPO13, TP022, TP031, TP033, TP045, TP052, TP057, TP059, TP060, TP073, TPO74, TP09O,
TPO91, TP095 e TP100 que apresentaram taxa de crescimento superior a 12,8 mm/dia podem
ser classificados como fungos de crescimento rapido. J4 os isolados TP002, TP0O0O4, TPO12,
TPO18, TPO21, TP024, TP026, TP027, TP028, TP036, TP041, TP058, TP0O61, TPO67, TPO70,
TPO71, TPO75, TPO79, TP0O89, TP108, TP109, TP115, TP116, TP119, TP120, TP123, TP124
e TP130 que apresentaram taxa de crescimento inferior a 6 mm/dia podem ser classificados
como fungos de crescimento lento. Os demais isolados apresentaram velocidade de
crescimento intermedidria, como estd resumido na Tabela 4. De acordo com Moraes e
colaboradores (2010), parametros como a umidade, composi¢do do meio, iluminagdo,
temperatura e pH influenciam na taxa de crescimento dos fungos e cada organismo terd um
valor 6timo para cada um desses fatores. Neste trabalho foram utilizados critérios gerais para
a realizacdo da caracterizagao dos enddéfitos de Coccoloba latifolia. Em trabalhos posteriores,
esses isolados poderao ser testados, por exemplo, com outros tipos de meios de cultura, além
de suplementacdes distintas e diferentes temperaturas de incubagdo para avaliar melhor suas
caracteristicas individuais de crescimento micelial.

Os isolados TP003, TP014, TP038, TP040, TP049, TP050, TP057, TP059, TP065,
TPO74, TP089, TP095, TP108, TP118 e TP126 apresentaram a produgdo de esporos secos e,
por isso, foi necessdrio realizar a repicagem usando o método da suspensao de esporos, que é
indicado para fungos anemofilos de esporos secos. Isto evita a dispersdo demasiada de
esporos no ambiente e, desse modo, facilita a inoculagdo do fungo em um udnico ponto na
placa de Petri e evita a contaminag@o de outros isolados. Os fungos de esporos secos t€m seu
transporte facilitado pelo ar e sua dispersdao pode ser impulsionada pelo vento e correntes de
ar, permitindo que eles atinjam grandes distancias (WATKINSON et al., 2016).

Por fim, outras observagdes macromorfoldgicas foram feitas, como a verificagdo do
desenvolvimento de estruturas verticais distantes do centro da colonia nos isolados TP0O58 e

TPO61. Ja nos isolados TP0O70 e TPO71 foi possivel observar o desenvolvimento de estruturas
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semelhantes, no entanto, desenvolvidas a partir da regido central do micélio. Ambos os casos

estdo representados na Figura 4.

6.2. Caracterizacao micromorfologica

Na Tabela 3 tem-se a caracterizacdo dos aspectos micromorfolégicos dos 90 fungos
isolados de Coccoloba latifolia. Nas anédlises microscopicas todos os isolados apresentaram
micélio vegetativo do tipo filamentoso, caracteristico dos fungos conhecidos como bolores.
Em relagdo as caracteristicas das hifas, foi observado que os isolados TP019, TP026, TP042,
TP056, TP064, TP066, TP068, TP070, TPO71, TP079, TP084, TP097, TP106, TP109,
TPO116, TP120, TP123 e TP130 apresentaram hifas cenociticas, caracteristicas dos
zigomicetos e oomicetos, que formam esporangio e esporangiésporos (esporos assexuais). Ja
os demais isolados apresentaram hifas septadas, que estdo presentes nos filos Ascomycota e
Basidiomycota (TORTORA et al., 2017). Além disso, alguns isolados exibiram a formagao de
hifas inchadas ou hifas em espiral (Figura 5). Segundo Bent e Morton (1963), foi observado
que algumas espécies de fungos produzem hifas inchadas em pH mais baixo e que essas hifas
seriam uma indicacdo da tentativa de reprodugdo assexuada, no entanto devido ao distirbio
metabdlico causado pelo pH muito dcido, a formacgao de esporos nio se completa.

Em relacio a coloragdo das hifas, 26 fungos endofitos apresentaram micélio
pigmentado. Os fungos pigmentados também sdo chamados de demaceos ou melanizados e
apresentam colonias de coloracdo escura. Eles podem ser saproéfitos de solo ou patdégenos de
plantas e humanos imunocomprometidos. A presen¢a de melanina na parede celular dos
fungos demdceos pode ser um importante fator para a coloniza¢do do hospedeiro, pois ela
confere uma vantagem protetora ao eliminar radicais livres que poderiam danificar a
membrana plasmatica desses fungos (OZGOK; ILHAN, 2020; REVANKAR, 2006).

Durante as observagdes no microscopio, apenas 23 isolados (25,5%) apresentaram
formacdo de esporos em meio BDA. Esses esporos sdo apresentados na Figura 6 e estdo
identificados pelos codigos dos seus respectivos isolados (TP003, TP0OOS, TPO14, TP029,
TP038, TP039, TP040, TP048, TP049, TP050, TP056, TP057, TP059, TP065, TP074, TP0OS3,
TPO089, TP095, TP108, TP117, TP118, TP120 e TP126). Na caracterizagio geral, os conidios
observados ndo apresentaram septo e variaram entre as cores hialina e pigmentada. Os
esporos apresentaram grande diversidade de formatos que variaram entre eliptico, clavado,

oblongo, achatado, fusiforme e esférico. A variedade de formas conidiais e seus processos de
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desenvolvimento sdo utilizados para descri¢do das espécies de fungos. Muitos géneros nao
relacionados podem compartilhar o0 mesmo processo de formagdo de esporos e espécies
proximas podem apresentar mecanismos de conidiogé€nese diferentes. A variagdo da forma e
da massa dos esporos também sdo adaptacoes que refletem na sua velocidade de
sedimentacdo. Dessa forma, essas variagdes influenciam na sua exposi¢do as correntes de ar e,
consequentemente, sua dispersdo no ambiente (WATKINSON et al., 2016). No estudo
realizado por Mattoo e Nonzom (2022), também foi observada uma taxa de esporulagcdo
semelhante de enddfitos em meio de cultura, cerca de 26,8%. Varios fatores exdgenos, como
nutrientes, luz, pH, umidade e tecido do hospedeiro, influenciam a esporulagdo fingica, mas
para os fungos endofitos parece ser mais complexo descobrir a combina¢do de fatores
responsaveis por esse fendmeno. Essa complexidade pode ser atribuida as suas estratégias
variaveis de coloniza¢iao e manuten¢ao do endofitismo na planta. Assim, muitos endé6fitos nao
esporulam em meios artificiais, mesmo quando submetidos a estresse nutricional e outras
condi¢des adversas. Uma maneira de induzir a esporulacdo desses fungos seria testar
tratamentos combinados, como alteracio do fotoperiodo, tratamento a frio, utilizacdo de
tecidos vegetais, como aciculas de pinheiro e meios com baixa concentracdo de nutrientes.
Além de servir para caracterizagcdo morfolégica dos esporos, identificacdo ou descoberta de
novos taxons de fungos endofitos, o conhecimento sobre o seu processo de esporulacdo pode
revelar as estratégias de interacdo desses organismos com a planta hospedeira e com outros
fungos da microbiota endofitica da planta.

No isolado TP056 foi observado um processo de setorizagdo no micélio, apresentando
um setor com micélio algodonoso e cinza e, outro setor, com micélio aveludado e branco.
Além disso, na observagdo microscopica, o micélio cinza apresentou hifas cenociticas,
hialinas e esporos hialinos. J4 o micélio branco, apresentou hifas septadas e hialinas. Essas

informacdes indicam a provavel presenca de dois fungos diferentes neste isolado.

6.3. Padrao de colonizacao dos fungos enddéfitos na folha de Coccoloba latifolia

A infeccdo por enddfitos, geralmente, inicia-se pelos estdmatos, ou em aberturas
naturais das estruturas da planta e pela colonizacdo intercelular do tecido hospedeiro, ao
contrdrio do modo de infec¢do de patdgenos, que conseguem, também, penetrar diretamente
pela epiderme (WEBSTER; WEBER, 2007). Assim, a colonizacdo dos organismos
endofiticos em 6rgdos aéreos das plantas tende a ser limitada, localizada e intercelular, por
1ss0, os endofitos sdo bem adaptados a utilizar o fluido apopldstico como fonte de nutrientes.
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Por outro lado, os fungos patogénicos conseguem realizar uma colonizacdo mais extensa,
inclusive penetrando a parede celular e atingindo o interior das células (SCHULZ et al.,
2002).

A maioria dos enddéfitos que colonizam as folhas sdo transmitidos horizontalmente
por esporos transportados pelo ar. Desse modo, os esporos e as hifas desses fungos
inevitavelmente precisam interagir com a superficie foliar e, assim, esses organismos sao
confrontados com uma variedade de caracteristicas foliares que podem limitar ou facilitar os
processos de fixagdo, penetracdo e proliferacdo das hifas. A abundancia e a diversidade dos
fungos endofitos sdo fortemente afetadas por caracteristicas funcionais foliares, como a
espessura foliar, o conteido de nutrientes das folhas e metabdlitos secundarios das plantas
(GONZALEZ-TEUBER et al., 2021).

No caso da Coccoloba latifolia, como observado na Tabela 5 e representado na
Figura 2, o nimero de endofitos totais isolados por quadrante sdo similares e este fato mostra
que ndo existem diferencas determinantes nas caracteristicas foliares entre o dpice e a base
das folhas que resultem numa afinidade maior dos endéfitos pelos quadrantes do dpice foliar
(A e B) ou da base préxima ao peciolo (C e D). As folhas de C. latifolia sao uniformemente
glabras por toda sua superficie tanto na face adaxial como na abaxial e essa auséncia de pelos
ou estruturas revela-se como um ponto fundamental para o sucesso da infeccao por endéfitos.
Além disso, a nervagdo das folhas € bem distribuida entre o dpice e a base, com cerca de 6-10
pares de nervuras laterais, nervuras tercidrias conspicuas, nervuras impressas na face adaxial e
proeminentes na face abaxial (TABOSA et al., 2016; MELO, 2004). Essa rede de capilares
mostra-se importante para o aporte uniforme de nutrientes e metabodlitos por toda a folha, o
que pode explicar o nimero semelhante de endoéfitos isolados por quadrante na folha de C.

latifolia.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho, a reativag@o e a manuten¢do da preservacdo dos 90 endéfitos isolados
de Coccoloba latifolia permitird a utilizagdo desses organismos em novos projetos. Os
isolados TP027, TP029, TP090, TP106 e TP119, que apresentaram producdo de pigmentos
difundidos em meio BDA, demonstraram potencial para bioprospec¢do de corantes naturais.
Ja o isolado TP056, no qual observou-se a setorizacdo do micélio, sinaliza a provavel
presenca de dois fungos diferentes, devido as caracteristicas morfoldogicas distintas dos
setores.

Apenas 25,5% dos isolados esporularam em meio BDA e isto demonstra a
possibilidade de que em trabalhos posteriores sejam testados diferentes meios de cultura e
tratamentos para induzir a esporulacdo dos outros isolados e realizar a caracterizacdo dos seus
esporos. Ademais, de acordo com o que foi observado na caracterizacdo cultural e
micromorfolégica dos endoéfitos de C. latifolia, esses fungos isolados podem ser zigomicetos,
oomicetos ou pertencer aos filos Ascomycota e ou Basidiomycota.

O mapeamento dos enddfitos isolados por quadrante na superficie da folha de C.
latifolia revelou um padrao aleatério de colonizago.

Por fim, a presenca de 29 morfotipos revela que a microbiota endofitica de C.
latifolia € diversa e o estudo mais aprofundado dessa variedade morfoldgica pode ajudar na
identifica¢do dos tdxons desses isolados e na compreensdo de como as relagdes planta-fungo
se desenvolvem nos diferentes estidgios de vida do vegetal e nas mudangas sazonais do

ambiente.
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ANEXO I

Imagens do crescimento macroscopico das colonias em meio BDA por 10 dias (placas de
Petri) e da estrutura microscopica (preparacdes em laminas — aumento: 400x).
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* TPO56 — presenca de setorizagdo; metade da imagem da micromorfologia representa o

micélio cinza e a outra metade, o micélio branco.
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