261
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RESUMO: Com a utilizagao de plantas medicinais em infusdes, xaropes, tinturas, unglentos,
dentre outras formas, pressupde-se que fungos endofiticos, presentes no interior das plantas,
mas sem causar doenca, possam tornar-se um componente destes produtos, principalmente
quando utilizados in natura. Além disso, os fungos endofiticos podem também produzir substancias
téxicas aos usuarios ou mesmo alterar o metabolismo vegetal, modificando a composicgao e as
propriedades medicinais, assim como, a qualidade do produto armazenado e comercializado.
Neste sentido, objetivou-se isolar e identificar a flora fungica endofitica de onze espécies medicinais
escolhidas ao acaso. Obtiveram-se culturas-puras dos fungos Phomopsis, Colletotrichum,
Pestalotia, Trichoderma, Fusarium, Nigrospora e Glomerella ocorrendo endofiticamente em
Plectranthus barbatus, Vernonia condensata, Pfaffia paniculata, Foeniculum vulgare, Cymbopogon
citratus, Cymbopogon nardus, Cordia curassavica, Maytenus ilicifolia, Punica granatum, Morus
nigra e Bauhinia forficata. As espécies vegetais em que se identificaram o maior numero de
fungos endofiticos foram Veernonia condensata, Punica granatum e Morus nigra. Todos os fungos
recuperados neste trabalho apresentaram caracteristicas estritamente endofiticas, nao
manifestando patogenicidade nas espécies hospedeiras. Dentre os fungos detectados, especial
atencao deve ser dada ao género Fusarium, uma vez que inimeras espécies deste género sao
conhecidas produtoras de micotoxinas e constituem-se em importantes patégenos pés-colheita.
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ABSTRACT: Endophytic fungi associated with medicinal plants. With the use of medicinal
plants in infusions, syrups, dyes, unguents, among other forms, it is expected that endophytic
fungi, present inside the plants but not causing diseases, become components of these products,
especially when used in natura. In addition, endophytic fungi can produce toxic substances to the
users or even modify the plant metabolism, altering the medicinal composition and properties, as
well as the quality of the stored and commercialized product. Therefore, the aim of this study was
to isolate and identify the endophytic flora from eleven randomly chosen medicinal species. Pure
cultures were obtained from the fungi Phomopsis, Colletotrichum, Pestalotia, Trichoderma,
Fusarium, Nigrospora and Glomerella endophytically occurring in Plectranthus barbatus, Vernonia
condensata, Pfaffia paniculata, Foeniculum vulgare, Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus,
Cordia curassavica, Maytenus ilicifolia, Punica granatum, Morus nigra and Bauhinia forficata. The
plant species that presented the highest number of endophytic fungi were Vernonia condensata,
Punica granatum and Morus nigra. All fungi recovered in this study showed strictly endophytic
features, not manifesting pathogenicity in their host species. Among the detected fungi, special
attention must be given to the genus Fusarium, since a wide range of species of this genus are
known to produce mycotoxins and constitute important post-harvest pathogens.
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INTRODUGAO

As plantas medicinais no Brasil podem ser
utilizadas de diversas maneiras e com diferentes
propositos, seja in natura, com partes inteiras ou sob
aforma para preparacao de chas e/ou outros preparos
caseiros. Sao destinadas ao uso doméstico ou em
rituais religiosos, espirituais de cura e transcendéncia
sob a forma pulverizada, extratos brutos ou fragdes
enriquecidas, extratos padronizados, tinturas,
extratos fluidos, pds, comprimidos, capsulas, e,
finalmente, podem ser submetidas a sucessivos
processos de extragao e purificacao, para isolamento
das substancias de interesse (Rates, 2001).No
entanto, o uso de plantas medicinais de forma
indiscriminada ou negligenciada pode ser
potencialmente agressivo, devendo-se ter cautela e
respeitar os riscos de toxidez. Um exemplo disso é
o efeito hepatotdoxico de apiol, safrol, lignanas e
alcaldides bem como a agao téxica renal causada
por espécies vegetais que contém terpenos e
saponinas e alguns tipos de dermatites, causadas
por espécies ricas em lactonas sesquiterpénicas e
produtos naturais do tipo furanocumarinas (Veiga
Junior et al., 2005).

Os microrganismos endofiticos, tais como
os fungos, podem colonizar folhas, ramos e raizes,
sem causar prejuizos aos hospedeiros (Peixoto Neto
et al., 2002), habitando de forma sistémica o
apoplasto, vasos condutores e em alguns casos o
interior da célula (Azevedo et al., 2003). Dessa relacéo
simbidtica os fungos podem desempenhar fungdes
relevantes para sanidade vegetal, protegendo as
plantas contra pragas e patégenos, aumentando o
crescimento, enraizamento, resisténcia a estresses,
além de produzir compostos quimicos como enzimas,
alcaldides, hormonios e antibidticos (Peixoto Neto et
al., 2002). Estes compostos, por sua vez, podem
apresentar consideravel toxicidade, como é o caso
de alcaldides produzidos por fungos endofiticos os
quais sao responsaveis pela protecao das plantas,
especialmente gramineas forrageiras, contra animais
herbivoros (Azevedo, 1999). Entretanto, o efeito
benéfico da associagao planta-enddfito, € muito maior
que os prejudiciais e é devido a isso que estes
microrganismos vém se tornando importante
ferramenta para a agricultura moderna (Peixoto Neto
etal., 2002). O fungo endofitico Taxomyces andreanae
Strobel, A. Stierle, D. Stierle & W.M. Hess isolado a
partir de Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), é capaz
de produzir o complexo diterpendide Taxol, utilizado
no combate de varios tipos de cancer (Stierle et al.,
1993). Outros fungos isolados de plantas do género
Taxus L. também tém a capacidade de produzir taxol
(Peixoto Neto et al., 2004). O fungo Stegolerium
kukenani Strobel, W.M. Hess & E.J. Ford endofitico
da espécie tropical Stegolepis guianensis Klotzsch
ex Kémn., uma Rapateaceae nativa de Roraima (Brasil)

e Venezuela, é outro exemplo de fungo endofitico
capaz de produzir o complexo diterpendide Taxol
(Strobel et al., 2001). Do ponto de vista ecoldgico, tal
descoberta é extremamente importante, pois pode
minimizar o perigo de extingdo de algumas espécies
vegetais as quais sdo coletadas para a extragao de
produtos medicinais, garantindo assim a preservagéao
destas e, mantendo a producédo de compostos que
garantam a continuidade no tratamento de pessoas
afetadas porinUmeras doencas (Souza, 2001; Peixoto
Neto et al., 2002; Peixoto Neto et al., 2004).

Devido as poucas informacgdes na literatura
especializada sobre a presenca, interferéncia ou
alteragdes das caracteristicas, principalmente in
natura das plantas medicinais comumente utilizadas,
objetivou-se neste trabalho isolar e identificar os
fungos endofiticos de algumas espécies medicinais
a fim de se conhecer a abundancia e a diversidade
desses organismos no material estudado.

MATERIAL E METODO

Coletaram-se folhas frescas de colegao de
espécies medicinais mantidas na Unidade de Apoio
a Pesquisa do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias localizada no “Campus Leonel Brizola”
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro - Campos dos Goytacazes/RJ, em 2006.
Amostras de onze espécies foram colhidas, optando-
se por aquelas sem sintomas de doengas (Tabela 1).

Folhas assintomaticas totalmente expandidas
foram destacadas, acondicionadas em sacolas de
papel e levadas para o laboratério. Cada folha foi
lavada com detergente neutro, sob agua corrente para
a retirada do excesso de impurezas e da flora epifitica
residente (Souza et al., 2004). Posteriormente, o
material foi colocado sobre papel toalha para a retirada
do excesso de agua.

Com auxilio de furador de rolha (1,3 cm de
didmetro) retiraram-se fragmentos do limbo foliar.
Esses fragmentos foram imersos em alcool 70% (1
min) para quebrar a tens&o superficial, hipoclorito de
s6dio 3% (3 min) para desinfestacao, alcool 70% (30
seg) para retirar o excesso de hipoclorito e, agua
destilada estéril para lavagem final do fragmento
(Souza et al., 2004). O excesso de agua de cada
fragmento foi absorvido por papel de filtro previamente
esterilizado. Todo o procedimento foi realizado sob
camara asséptica.

De cada espécie vegetal seis fragmentos da
amostra assim preparados foram semeados em duas
placas de petri contendo meio de cultura semi-sélido
“BDA” (batata, dextrose e agar), acrescido de 0,2%
de extrato de levedura e solugao estoque de sulfato
de estreptomicina (100 mL L") (modificado de Freire
& Bezerra, 2001 e de Souza et. al., 2004). Apds a
vedacgao das placas com filme transparente de “PVC”,
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TABELA 1. Espécies vegetais utilizadas na obtengao de fungos endofiticos e respectivas familias.

Nome cientifico

Nome popular

Familia botanica Local de coleta*

Plectranthus barbatus Andrews Boldo Lamiaceae UAP/UENF
Vernonia condensata Baker Boldo-do-chile Asteraceae UAP/UENF
Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze Fafia Amaranthaceae UAP/UENF
Foeniculum vulgare Mill. Funcho Apiaceae UAP/UENF
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. Capim-limao Poaceae UAP/UENF
Cymbopogon nardus (L.) Rendle Citronela Poaceae UAP/UENF
Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult.  Erva-baleeira Boraginaceae UAP/UENF
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek Espinheira-santa  Celastraceae UAP/UENF
Punica granatum L. Roma Lythraceae UAP/UENF
Morus nigra L. Amora-negra Moraceae UAP/UENF
Bauhinia forficata Link. Pata-de-vaca Fabaceae UAP/UENF

* Unidade de apoio a pesquisa do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, localizada no Campus Leonel Brizola
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro/UENF - Campos dos Goytacazes, RJ.

as mesmas foram colocadas em camaras de
crescimento do tipo “BOD” a 28°C, com fotoperiodo
de 12 horas.

Sete dias apds a incubacao foi iniciada a
identificacdo das colbnias fungicas crescidas e
esporuladas. Para tanto, foram confeccionadas
laminas descartaveis dos fungos utilizando-se
lactofenol com ou sem corante azul de algodéao
(Dhingra & Sinclair, 1994).

As observacoes foram feitas em microscopio
optico de luz e os fungos foram identificados com
base na morfologia conjunta das estruturas
reprodutivas de acordo com literatura especializada
(Sutton, 1980; Hanlin & Menezes, 1996; Barnett &
Hunter, 1998).

RESULTADO E DISCUSSAO

Foram obtidos 20 isolados fungicos sendo
seis do género Phomopsis Sacc. & Roum., cinco
Colletotrichum Corda, cinco Nigrospora Zimm., um
de Glomerella Spauld. & H. Schrenk, um de Fusarium
Link, um de Pestalotia De Not. e um de Trichoderma
Pers.. De modo geral houve maior frequéncia de
fungos endofiticos nas folhas de amora-negra, boldo-
do-chile e roma, seguidos de erva-baleeira e demais
espécies de plantas (Tabela 2). Nao ha registros na
literatura sobre a ocorréncia de endofiticos nestas
espécies embora os fungos endofiticos aqui
recuperados ja tenham sido reportados em inimeros
hospedeiros e diversas localidades do mundo (Stone
etal., 2004).

Das folhas das plantas amostradas nao foi
isolado nenhum fungo endofitico para o capim-limao.
Ja para as folhas de amora-negra, obteve-se isolados
de Phomopsis sp. e outro fungo da classe

Coelomycetes, nao identificado (Tabela 2). Estes
dados sugerem flutuagédo espacial e sazonal dos
endofiticos nestas espécies vegetais o que também
foi observado por Gao et al. (2005) em Heterosmilax
japonica. Com essas observagdes, confirma-se que
a mesma espécie de fungo endofitico pode ocorrer
Oou ndo em mesma espécie vegetal, dependendo do
local de cultivo, condigbes ambientais, estadio
fenoldgico da planta e nivel tecnolégico empregado.

Isolamentos efetuados a partir de outras
espécies hospedeiras também podem resultar nos
mesmos endofitos aqui encontrados. Como exemplos
podem ser citados Phomopsis e Glomerella em
Heterosmilax japonica Kunt (Gao et al., 2005),
Colletotrichum, Glomerella e Trichoderma em
Palicourea longiflora DC. e Strychnos cogens Benth.
(Souza et al., 2004); Fusarium dentre outras em
Bactris gasipaes Kunt (pupunheira) (Almeida et al.,
2005). Alta frequéncia de Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. foi encontrada
em Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore,
Anacardium occidentale L., Mangifera indica L.,
Spondias purpurea L., Spondias tuberosa Arruda,
Manihot esculenta Crantz, Malpighia emarginata DC.,
Punica granatum L. e Ricinus communis L. (Freire &
Bezerra, 2001). Os mesmos autores encontraram
baixa freqiiéncia de Phomopsis sp. em Copernicia
prunifera, Mangifera indica, Spondias purpurea,
Spondias tuberosa, Punica granatum e Syzygium
jambolanum (Lam.) DC. assim como de Nigrospora
sp. em Spondias purpurea, Spondias tuberosa e
Malpighia emarginata bem como de Fusarium em
Copernicia prunifera e Anacardium occidentale.
Kamei et al. (2008) isolaram Phomopsis sp. em
Borreria verticillata (L.) G. Mey. (vassourinha-de-bot&o)
e Pimentel et al. (2006), Colletotrichum, Fusarium e
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TABELA 2. Géneros de fungos endofiticos isolados das respectivas espécies hospedeiras.

Espécie vegetal Nome comum Isolado Fungos endofiticos recuperados
Plectranthus barbatus Boldo UENF/CF 60 Phomopsis sp.
Vernonia condensata Boldo-do-chile UENF/CF 64 Colletotrichum sp.
UENF/CF 61 Phomopsis sp.
UENF/CF 63 Pestalotia sp.
Pfaffia paniculata Fafia UENF/CF 65 Phomopsis sp.
Cymbopogon nardus Citronela UENF/CF 80 Colletotrichum sp.
Foeniculum vulgare Funcho, erva-doce UENF/CF 81 Trichoderma sp.
Cymbopogon citratus Capim-limao UENF/CF 66 Fusarium sp.
Cordia curassavica Erva-baleeira UENF/CF 70 Phomopsis sp.
UENF/CF 69 Nigrospora sp.
Maytenus ilicifolia Espinheira-santa UENF/CF 71 Nigrospora sp.

Punica granatum Roma

Morus nigra Amora-negra

Bauhinia forficata Pata-de-vaca

UENF/CF 75a
UENF/CF 75b

Colletotrichum sp
Phomopsis sp.
Nigrospora sp.
Glomerella sp.
Colletotrichum sp

UENF/CF 73 Phomopsis sp.
UENF/CF 74 Nigrospora sp.
UENF/CF 77 Colletotrichum sp.
UENF/CF 78 Nigrospora sp.

Trichoderma em llex paraguariensis A. St.-Hil. (erva-
mate). Ainda Siqueira (2008) encontrou Colletotrichum
gloeosporioides, Phomopsis e Fusarium em Lippia
sidoides Cham.

Espécies de fungos dos géneros Colletotrichum,
Phomopsis, Nigrospora e Fusarium s&o agentes
etiologicos de doencas em varias espécies de plantas
(Kimati et al., 2005). Espécies do género
Colletotrichum sp. sédo citadas como agentes
etiolégicos de inumeras doengas em hortaligas,
fruteiras em geral, podriddes de floragdo e pds-
colheita. Phomopsis sp. tem sido relatado como
agente causal de manchas foliares, queimas, gomose
e podriddes de frutos. Nigrospora sp. pode causar
doencas secundarias em gramineas e Fusarium sp.
ampla gama de doengas em inumeros hospedeiros,
desde murchas vasculares e podriddes de colo e
raizes até lesdes foliares, de floragao e frutificagéo
(Kimati et al., 2005). Todos os fungos recuperados
neste trabalho se comportaram estritamente como
endofiticos ndo manifestando patogenicidade nas
espécies hospedeiras (dados nao apresentados de
inoculagéao - teste de patogenicidade).

As interacdes entre fungos endofiticos e a
possivel atuagao dos mesmos como simbiontes ou
mesmo eventuais fitopatdgenos nestes hospedeiros
necessita mais atengéo. Fungos endofiticos podem

tornar-se patogénicos em potencial, manifestando-
se em plantas estressadas e tornando-se problema
fitossanitario, como é o caso de Botryosphaeria
dothidea (Moug.) Ces. & De Not. em varias espécies
de Eucalyptus L'Hér. no sul da Africa (Smith et
al.,1996), que tornou-se um dos maiores problemas
da cultura naquela regido. Outro fator que se faz
interessante salientar é que devido a desequilibrios
no metabolismo da planta, causados por situacoes
de estresse, sejam elas de causa natural ou mesmo
por praticas culturais mal realizadas, como uso
excessivo de fertilizantes e outros produtos quimicos,
pode ocorrer desequilibrio na micobiota endofitica
potencializando-os como fitopatégenos ou
favorecendo a agao de fitopatégenos propriamente
ditos.

Com relagédo aos fungos endofiticos
Nigrospora, Trichoderma e Pestalotia, encontrados
nesse trabalho, ndo se pode subestimar a capacidade
dos mesmos como patdgenos em algum momento
ou fase de desenvolvimento da cultura, uma vez que
ainda nao ha dados suficientes que comprove a sua
estrita relagédo endofitica.

Vale a pena considerar a presenga do género
Fusarium ocorrendo endofiticamente. IniUmeras
espécies deste género sdo potenciais produtoras de
micotoxinas (ex.: fumonisina) causadoras de diversos
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disturbios em animais e humanos (Mallozzi & Corréa,
1998), principalmente em material amazenado,
podendo levar ao ébto. Mesmo que o processo de
desidratagéo das plantas medicinais colhidas seja
feito com o mais rigoroso cuidado e dentro dos
padrdes de qualidade, a presencga de fungos desse
tipo, mesmo que invisiveis a olho nu, pode resultar
no seu posterior desenvolvimento e produgao de
toxinas. Portanto, a qualidade do armazenamento,
transporte e exposigado na prateleira do mercado,
principalmente com relagdo a umidade deve sempre
ser observada. Neste sentido, todos os procedimentos
que geralmente iniciam-se pela época certa para a
colheita, desidratacao, acondicionamento, transporte
e comercializagdo (Guido et al., 2004) devem ser
seguidos de forma rigorosa para minimizar perdas
principalmente de qualidade do produto.

Como a presenca de enddéfitos ja foi
constatada em plantas medicinais de interesse
econdmico (llex paraguariensis, Borreria G. Mey.,
Eucalyptus, Heterosmilax japonica), trabalhos
verificando a produgéo de toxinas por estes fungos
isoladamente ou em antibiose, comparacgao de
extratos foliares das espécies vegetais com ou sem
enddfito para avaliar a protecao da planta contra outros
endofiticos, insetos, e agentes fitopatogénicos sao
necessarios. Ao ampliar o conhecimento a respeito
dessas interagdes, como agem, os efeitos toxicos e
colaterais e producao de substancias bioativas pelos
mesmos, muitas espécies medicinais que se
encontram ameacgadas de extingcao, poderao ser
preservadas além de possibilitar a sintese de novas
substancias analogas e seletivas.
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