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Investigacao de fungos endofiticos associados a espécies vegetais
aguaticas

Investigation of endophytic fungi associated with aquatic plant species

Lorena Kozan Klimpel!, Giselle Maria Maciel?, Lucia Regina Rocha Martins?.

RESUMO

Fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam o interior de plantas sem causar danos aparentes e
sdo capazes de produzir uma grande variedade de compostos bioativos que podem trazer beneficios para
as plantas hospedeiras como maior resisténcia a doencas, tolerancia a estresses bidticos e abidticos e
promocéao do crescimento vegetal. A aplicagdo de fungos endofiticos na biotransformagédo de contaminantes
ambientais é considerada de grande importancia devido a sua capacidade de metabolizar (e, em alguns
casos, bioacumular) compostos organicos toéxicos (ex.: pesticidas, organoclorados), metais pesados e
contaminantes emergentes diversos. Este trabalho teve como objetivo a investigacdo de fungos endofiticos
em macrofitas aquaticas que se desenvolvem em lagoas do Parque Barigui (Curitiba — PR), sendo
analisada a espécie flutuante do género Salvinia. Apds a coleta, as amostras foram descontaminadas e
seccbes das folhas inoculadas em Agar Batata Dextrose suplementado com antibiético, os crescimentos
miceliais foram transferidos para meio de cultivo liquido, seguido de etapas de purificacdo e isolamento dos
enddfitos por microcultivo. As caracteristicas estruturais macroscopicas e microscopicas tém sido utilizadas
para a identificagdo no nivel de género.
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ABSTRACT

Endophytic fungi are microorganisms that inhabit the interior of plants without causing apparent damage and
are capable of producing a wide variety of bioactive compounds that can bring benefits to host plants such
as greater resistance to diseases, tolerance to biotic and abiotic stresses and promotion of plant growth. The
application of endophytic fungi in the biotransformation of environmental contaminants is considered of great
importance due to their ability to metabolize (and, in some cases, bioaccumulate) toxic organic compounds
(e.g.: pesticides, organochlorines), heavy metals and various emerging contaminants. This work aimed to
investigate endophytic fungi in aquatic macrophytes that develop in lagoons in Barigui Park (Curitiba — PR),
analyzing the floating species of the genus Salvinia. After collection, the samples were decontaminated and
sections of the leaves inoculated in Potato Dextrose Agar supplemented with antibiotic, the mycelial growths
were transferred to liquid culture medium, followed by purification steps and isolation of endophytes by
microculture. Macroscopic and microscopic structural features have been used for identification at the genus
level.
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REVISAO DA LITERATURA

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam o parénguima vegetal e se
desenvolvem de forma simbiética, sendo considerados especificos pois apenas poucos
fungos sdo dominantes em cada hospedeiro (Madigan et al., 2010). A transmissao se da

1 Bolsista do CNPg. Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Curitiba, PR, Brasil. E-mail: lorenakozan@gmail.com.
ID Lattes: http://lattes.cnpq.br/1977946475375284.

2 Docente no Departamento Académico de Quimica e Biologia. Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Curitiba,
PR, Brasil. E-mail: gisellemariam@gmail.com. ID Lattes: http://lattes.cnpq.br/1525661213489573.

3 Docente no Departamento Académico de Quimica e Biologia. Universidade Tecnolégica Federal do Parand, Curitiba,
PR, Brasil. E-mail: luciaregi@utfpr.edu.br. ID Lattes: http://lattes.cnpq.br/0301804822998646.

seisicite.com.br 1

PR

UNVERSIDADE TECHOLOGIGA FEDERAL 00 PARAN


http://lattes.cnpq.br/0301804822998646

SEI-SICITE

2023

através da penetracdo na planta hospedeira pelos estdmatos, raizes e ferimentos ou, até
mesmo, por meio das sementes (Aly et al., 2011).

Na relacdo fungo endofitico e seu hospedeiro, o endofito pode estabelecer uma
relagdo de mutualismo com a planta conferindo aumento da resisténcia a fatores biéticos
e abidticos a partir da producdo de metabdlitos secundarios, alteracdo de propriedades
fisiolégicas, bioquimicas e também conferir promoc¢édo do crescimento vegetal através da
producao de fitohormdnios (Wagas et al., 2012).

A localizagdo geografica, umidade e temperatura ambiente, estagio de
desenvolvimento vegetal e outros fatores podem afetar a diversidade e frequéncia de
fungos endofiticos, entretanto as regifes de clima tropical sdo consideradas habitats de
maior abundancia (Bezerra et al., 2013). Sendo assim, o desenvolvimento de estudos
sobre as interacfes biofisioldgicas estabelecidas entre a planta e fungos endofiticos sédo
consideradas relevantes tendo em vista o potencial de obtencéo de substancias bioativas
especificas, produzidas a partir da associacdo dos organismos.

COMPETENCIA METABOLICA DE FUNGOS ENDOFITICOS

Segundo Chapla, Biasetto e Araujo (2016), os fungos endofiticos tém sido
encontrados em quase todas as plantas vasculares e estdo relacionados com a producéao
de substancias de grande interesse biotecnologico em diversas aplicagbes, como na
agricultura, farmacologia, biorremediacéo entre outros.

No que tange ao potencial de utilizacdo de fungos para a biorremediacdo
ambiental, entre os temas atuais que mais demandam estudos cientificos vigoram o0s
poluentes emergentes, que sdo substancias (sintéticas ou de origens naturais) cujo
monitoramento ainda ndo esta previsto na legislacdo ambiental vigente, mas que estdo
presentes nos compartimentos ambientais e podem causar efeitos nocivos nos
ecossistemas e/ou na saude humana. Destacam-se como poluentes emergentes 0s
pesticidas, plastificantes, conservantes de madeira, polimeros, compostos
organoclorados, subprodutos de desinfec¢gédo, produtos de higiene pessoal e farmacos
(Geissen et al., 2015).

Os farmacos sao poluentes emergentes comumente encontrados em ambientes
hidricos e que apresentam potenciais riscos ao meio ambiente. Baixas concentracdes
dessas substancias inalteradas podem estar presentes em consequéncia do descarte
incorreto de medicamentos, efluentes de industrias farmacéuticas ou da fragcdo nao
metabolizada e excretada ap6s consumo pelos seres vivos, podendo atingir aguas
superficiais. Os sistemas de tratamento de esgotos sao inaptos a remocédo dos farmacos
e de seus metabdlitos e, por serem introduzidos no meio ambiente de forma continua,
mesmo em baixas concentracdes, a absorcdo dessas substancias pelos organismos de
diferentes niveis troficos ocorre de forma progressiva e crbnica (Jones et al., 2005).
Dessa forma, sdo necessarias medidas para remediacdo e diminuicdo de farmacos
presentes no ambiente.

A biotransformacédo de contaminantes emergentes por fungos endofiticos pode ser
uma estratégia Util na remocdo desses compostos e minimizagcdo de seus efeitos
prejudiciais ao ambiente e a saude humana. Consiste em um conjunto de reacfes que
produzem modificagcbes estruturais de substancias pelo aparato metabdlico disponivel no
micro-organismo exposto, que dispbe de sistemas enzimaticos e oxidativos aptos a
degradacédo e perda de toxicidade (Castro, 2004).
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Além da biorremediacdo ambiental, o metabolismo realizado pelos fungos
endofiticos pode apresentar um papel importante na biotransformacdo de farmacos e
formacdo de estruturas com novas atividades biolégicas, o que tem sido uma
possibilidade inesgotavel de novas substancias bioativas (Chapla, Biasetto e Aradjo,
2016).

PRESENCA DE FUNGOS ENDOFITICOS EM MACROFITAS AQUATICAS.

Macréfitas aquaticas sdo vegetais que possuem um papel muito importante nos
ecossistemas aquaticos como fornecimento de alimento e habitat para animais
associados a esses ambientes, ajudam no controle de erosdes das margens, fornecem
oxigénio pela fotossintese e ajudam a manter a qualidade da agua. H4& uma grande
diversidade dentre as espécies vegetais e, conforme sua forma bioldégica séo
classificadas em: anfibias, emergentes, flutuantes fixas, flutuantes livres, submersas fixas,
submersas livres e epifita (Xavier et al., 2021).

Dentre os diversos sistemas de tratamento de agua residual, as tecnologias que
utilizam macréfitas aquaticas destacam-se por sua capacidade de reduzir a concentracao
de poluentes inorganicos, metais pesados e substancias toxicas, melhorando a qualidade
das aguas residuais. Esse tratamento alternativo por macrofitas aquaticas tem revelado
grande potencial devido a esses vegetais absorverem nutrientes funcionando como
biofiltros e gerando um efluente com menores niveis de contaminantes. Estas
caracteristicas de algumas macrofitas aquaticas podem estar relacionadas aos fungos
endofiticos presentes nelas, uma vez que possuem capacidade de sequestro, absor¢éo e
degradacéao de poluentes e contaminantes (Sezerino, P.H.; Pelissari, C., 2021).

MATERIAIS E METODOS

A coleta de espécimes flutuantes do género Salvinia foi realizada no Parque Barigui
na cidade de Curitiba-PR (autorizacéo para pesquisa emitida pela Secretaria Municipal de
Meio Ambiente sob numero 04-024486/2022), na lagoa localizada nas coordenadas
geograficas 25°25°13”S 49°18'26"W. Alguns espécimes foram utilizados na confeccao de
exsicatas para posterior identificacéo e deposito em herbario.

O material vegetal foi transportado para o laboratdrio imediatamente apds a
remocdo da superficie da agua, em sacos plasticos descartaveis. Os procedimentos
adotados para o preparo das amostras foram adaptados da literatura (Chapla, Biasetto e
Araujo, 2016). As folhas foram inicialmente lavadas em agua corrente e entéo realizou-se
a esterilizacédo da superficie do tecido visando a eliminagdo de microrganismos epifiticos
(comunidade externa) da amostra. Nesta etapa a amostra € imersa em etanol 70% por
cerca de dois (2) minutos, e posteriormente em hipoclorito de sédio 1% por um (1) minuto
e em seguida sdo novamente mantidas em etanol 70% por trinta (30) segundos. Por fim,
o material é lavado com agua destilada.

A inoculacdo foi feita utilizando pequenos fragmentos de tecidos foliares
assepticamente retirados e aplicados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA
(Agar Batata Dextrose) suplementado com ciprofloxacino (2 mg/mL). As placas
permaneceram incubadas em camara de germinacdo a 20°C com fotoperiodo de doze
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(12) horas por cerca de sete (7) dias. O crescimento micelial obtido foi transferido para
frascos Ernelmeyer contendo meio liquido Sabouraud Dextrose (com ciprofloxacino
2mg/mL), que permaneceu sob incubacédo por 14 dias nas mesmas condi¢des de cultivo.

O crescimento fungico foi analisado quanto a suas caracteristicas macroscépicas
(aspectos de coldnias) e aspectos estruturais morfolégicos por microscopia Otica. As
laminas foram preparadas retirando-se fragmentos do crescimento micelial obtido do
crescimento em meio liquido, utilizando corante azul-algod&o. A identificacdo ao nivel de
género requer analise de estruturas de propagacdo (esporangios, conidios) e, para
propiciar esse desenvolvimento, procedeu-se a técnica de microcultivo em laminas
contendo agar PDA (Silva, 2009).

RESULTADOS

Apébs o periodo de incubacgédo, alguns fragmentos foliares inoculados de Salvinia
sp. apresentaram crescimento fungico. Os aspectos macroscépicos das colbnias,
coloracdo, presenca de goticulas e texturas puderam ser observadas como mostrado na
Figura 1.

Figura Caracteristicas macroscépicas do crescimento de fungos endofiticos.

Fonte: autoria propria.

A visualizacdo microscoépica permitiu evidenciar as estruturas de hifas confirmando
a presenca de fungos endofiticos. Algumas laminas mostraram conidioforo verticilado,
com formacéo de fidlides caracteristicas do género Penicillium, porém em outras laminas
ndo foi possivel a visualizacdo de estruturas de propagacdo, o que dificultou a
diferenciacdo de géneros. Os experimentos de microcultivo estdo em andamento.
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Figura 2 — Caracteristicas macroscopicas e microscopicas de fungos filamentosos isolados.

Fonte: Autor (2023).
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo evidenciou a presenca de fungos endofiticos em macrdfitas
aquéticas do género Salvinia. Os protocolos experimentais utilizados até o momento
obtiveram pouco éxito na identificacdo taxondmica do género devido a dificuldade em
induzir a esporulacdo, por isso tém-se como etapa em andamento a técnica de
microcultivo com a finalidade de melhor visualizacdo dos o6rgéos de frutificacdo destes
fungos.

A identificacdo ao nivel de espécie sera realizada por técnica de sequenciamento
genético para os enddfitos que apresentarem resultados favoraveis nos experimentos de
biotransformacédo de farmacos. Serdo preparados extratos a partir da biomassa vegetal
de espécimes de Salvinia e das biomassas flngicas, para posterior andlise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem.
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