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Resumo

Ao longo da evolugdo, as plantas se adaptaram aos diferentes habitats terrestres e
desenvolveram a capacidade de interagir com diferentes espécies de seres vivos, dentre 0s
quais, destacam-se os fungos, e tem apresentado grande interesse biotecnoldgico ou cientifico
e tém sido isolados e estudados a partir de plantas em diferentes biomas naturais. Com isso,
objetivou-se identificar fungos endofiticos cultivaveis associados a Bromeliaceae da restinga
de Jurubatiba, Estado do Rio de Janeiro. Duas coletas foram realizadas no Parque Nacional de
Restingas de Jurubatiba (PNRJ), localizada na costa norte do estado. Amostras de folhas
plantas sadias para o isolamento de fungos endofiticos foram coletadas das espécies de
bromélias habitantes desta restinga: Aechmea nudicaulis (L.) Griseb. (coleta 1) e Bromelia
antiacantha Bertol (coleta 2). As plantas foram coletadas de forma aleatdria visando-se
cobrir toda a sua faixa mais representativa. Em laboratério, sob condi¢des assépticas, efetuou-
se procedimento de isolamento de fungos endofiticos mantidos sob armazenamento e
posteriormente, identificacdo dos fungos isolados, sob microscépio dptico. Identificou-se os
géneros fangicos: Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp., Monilia sp., Nigrospora sp.,
Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., e Trichoderma sp. Isolados de Bipolaris sp., Curvularia
sp. e Monilia sp. foram identificados em ambas bromélias coletadas. Dentro de cada género,
os isolados foram agrupados e caracterizados em subtipos e, com base em levantamento
bibliogréfico, os fungos endofiticos encontrados poderdo ser estudados para diferentes fins
biotecnoldgicos e aplicabilidade nas diferentes vertentes do conhecimento, sendo que esse foi
o primeiro relato de fungos endofiticos nessas espécies de bromélias.

Palavras-chave: Bioprospec¢édo; Biotecnologia; Interacdo; Micoparasitismo.

Abstract

Throughout evolution, plants have adapted to different terrestrial habitats and developed the
ability to interact with different species of living things, among which, fungi stand out, and
have shown great biotechnological or scientific interest and have been isolated and studied
from plants in different natural biomes. Thus, the objective was to identify cultivable
endophytic fungi associated with Bromeliaceae from the Jurubatiba restinga, state of Rio de
Janeiro. Two collections were made in the Restingas de Jurubatiba National Park (PNRJ),
located on the north coast of the state of Rio de Janeiro. Samples of healthy plant leaves for
the isolation of endophytic fungi were collected from the species of bromeliads inhabiting this
restinga: Aechmea nudicaulis (L.) Griseb. (collection 1) and Bromelia antiacantha Bertol

(collection 2). Plants were collected at random in order to cover their most representative
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range. In the laboratory, under conditions aseptic procedures, an isolation procedure for
endophytic fungi kept under storage was carried out and, later, identification of isolated fungi,
under an optical microscope. The fungal genera were identified: Aspergillus sp., Bipolaris sp.,
Curvularia sp., Monilia sp., Nigrospora sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., And
Trichoderma sp. Isolates of Bipolaris sp., Curvularia sp. and Monilia sp. were identified in
both collected bromeliads. Within each genus, the isolates were grouped and characterized
into subtypes and, based on a bibliographic survey, the endophytic fungi found could be
studied for different biotechnological purposes and applicability in different aspects of
knowledge, and this was the first report of endophytic fungi. in these species of bromeliads.
Keywords: Bioprospecting; Biotechnology; Interaction; Mycoparasitism.

Resumen

A lo largo de la evolucion, las plantas se han adaptado a diferentes habitats terrestres y han
desarrollado la capacidad de interactuar con diferentes especies de seres vivos, entre los
cuales se destacan los hongos, y han mostrado un gran interés biotecnoldgico o cientifico y
han sido aislados y estudiados. de plantas en diferentes biomas naturales. Por lo tanto, el
objetivo fue identificar hongos endofiticos cultivables asociados con Bromeliaceae del banco
de arena Jurubatiba, estado de Rio de Janeiro. Se realizaron dos colecciones en el Parque
Nacional Restingas de Jurubatiba (PNRJ), ubicado en la costa norte del estado de Rio de
Janeiro. Se recogieron muestras de hojas de plantas sanas para el aislamiento de hongos
endofiticos de las especies de bromelias que habitan en este descanso: Aechmea nudicaulis
(L.) Griseb. (coleccion 1) y Bromelia antiacantha Bertol (coleccion 2). Las plantas se
recolectaron al azar para cubrir su rango mas representativo. En el laboratorio, bajo
condiciones procedimientos asépticos, se llevo a cabo un procedimiento de aislamiento para
hongos endofiticos mantenidos bajo almacenamiento y, mas tarde, identificacion de hongos
aislados, bajo un microscopio 6Optico. Se identificaron los géneros fungicos: Aspergillus sp.,
Bipolaris sp., Curvularia sp., Monilia sp., Nigrospora sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp.
Y Trichoderma sp. Aislamientos de Bipolaris sp., Curvularia sp. y Monilia sp. fueron
identificados en ambas bromelias recolectadas. Dentro de cada género, los aislamientos se
agruparon y caracterizaron en subtipos y, segin una encuesta bibliografica, los hongos
endofiticos encontrados se pudieron estudiar para diferentes propositos biotecnoldgicos y su
aplicabilidad en diferentes aspectos del conocimiento, y este fue el primer informe de hongos
endofiticos. en estas especies de bromelias.

Palabras clave: Bioprospeccion; Biotecnologia; Interaccion; Micoparasitismo.
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1. Introducgéo

O Brasil possui 9.200 km de extensdo de costa atlantica, sendo 5.000 km ocupados por
ecossistema de restinga, ocorrendo desde o Rio Grande do Sul até o Amapa. Embora bastante
extensa em comprimento, a largura da restinga varia de poucos metros a varios quilémetros,
resultante de fendmenos relacionados a variagcdo do nivel do mar, as correntes maritimas, aos
ventos fortes e aos processos de retencdo de sedimentos (Rizzini, 1979). Esse ecossistema
possui alta diversidade fitofisiondmica, estando sob diversos tipos de influéncias bioticas e
abidticas (Araujo et al., 2004; Menezes e Araljo, 2005), ora com predominéncia herbacea ou
arbustiva, ora florestal, estabelecidas por influéncia no nivel do lencol freatico (Pereira,
2003).

Na diversidade vegetal das restinga, cujo quantitativo de familias botanicas estd em
torno de 159, até o0 momento (Flora do Brasil, 2017), as Bromélias estdo presentes nas mais
diversas formacdes vegetais do ecossistema (Gomes e Silva, 2013). Pertencentes a familia
Bromeliaceae, ordem Poales, este grupo abrange cerca de um terco das monocotiledéneas,
num universo de aproximadamente 20.000 espécies de plantas, representando grande
variabilidade de formas, sendo em geral, plantas bem caracteristicas quanto a sua floragéo.
Essas caracteristicas sdo conferidas as bromélias por possuirem diferentes habitats e,
especialmente, porque a natureza do substrato influencia no aspecto da planta, que pode variar
amplamente em tamanho e coloracdo das folhas, assim como na morfologia das flores
(Schuttz et al., 2012).

Em funcdo dessas variacdes, as bromélias desenvolveram, complexas interagdes com
outros vegetais, animais e microrganismos que sdo parciais ou totalmente dependentes do
microhabitat aquatico formado em suas rosetas foliares. Além disso, ocorre uma gama
impressionante de polinizadores, consumidores de frutos e dispersores de sementes que
também dependem das bromélias (Kaehler et al., 2005), cujas interacdes sdo extremamente
importantes para que os individuos se alimentem, se abriguem e se desenvolvam por meio das
relacbes mutualisticas, como, por exemplo, aquelas envolvendo microrganismos endofiticos
(Del-Claro, 2012).

Os fungos endofiticos, dessa forma, sdo aqueles que vivem no interior das plantas,
habitando a parte aérea, tais como os caules, ramos e folhas, sem causar, aparentemente,
qualquer dano aos seus hospedeiros (Linakoski et al., 2011) distinguindo-se dos
fitopatogénicos e dos epifiticos, que causam doengas e que vivem na superficie da parte aérea

da planta, respectivamente.
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Esses organismos tornaram-se objeto de estudo de diversas pesquisas a fim de avaliar
a ecologia, diversidade, fisiologia e adaptacdo da relagéo entre os parceiros (Rakotoniriana et
al., 2007; Bayat et al., 2009). O interesse em investigar os fungos endofiticos reflete na
natureza assintomatica da interacdo com o hospedeiro, comparada ao mutualismo, porém,
essa classificacdo é errdnea devido a heterogeneidade dessas interagdes (Schulz et al., 2005),
por ainda ndo serem bem compreendidas, uma vez que podem ser simbidticas, neutras ou
antagbnicas (neste caso, estudadas pela fitopatologia) (Bae at al, 2009). Nas interacdes
simbioticas os microrganismos produzem ou induzem a producdo de metabdlitos primarios e
secundarios que podem conferir diversas vantagens a planta, tais como: a diminuicdo da
herbivoria e do ataque de insetos, 0 aumento da tolerancia a estresses abidticos e o controle de
outros microrganismos (Arnold et al., 2007; Akello et al., 2007; Redman et al., 2002; Bae et
al., 2009). Dentre os metabdlitos que podem ser induzidos pelos endéfitos as fitoalexinas tem
sido importante pois sdo substancias de baixo peso molecular que apresentam atividades
antimicrobianas, produzidas pelas plantas ante a acdo de microrganismos ou de agentes
estressantes (Bayat et al., 2009). Da parte dos fungos podem-se citar a producdo de
micotoxinas e metabolitos secundarios que podem causar doencas em humanos e outros
animais (Hong et al., 2000; Rodrigues et al., 2003).

Dentro da planta, os microrganismos endofiticos se encontram na regido definida
como endosfera, se estabelecendo protegidos com vantagens competitivas sobre os
microrganismos presentes na rizosfera e filosfera. Além disso, na endosfera, os endofitos séo
favorecidos por condigdes ideais de nutriente, pH e umidade (Backmann et al., 2008;
Linakoski et al., 2011).

Normalmente, mais de uma espécie de fungo endofitico pode ser obtida dos mesmos
tecidos de um Unico hospedeiro. Entretanto, a preferéncia pelo local de sua colonizacdo pode
ser um reflexo do contetdo daquele tecido especifico, uma vez que diferentes tecidos e 6rgaos
vegetais podem representar microhabitats distintos (Santos et al., 2003).

Como as informagfes sobre fungos endofiticos em bromélias sdo escassas e muito
menos aquelas relacionadas as espécies presentes no ecossistema de restinga, nosso trabalho
teve como objetivo isolar, identificar e realizar manutencdo dos fungos endofiticos de duas
especies de bromélias comumente distribuida e encontrada em areas da restinga do Parque

Nacional de Restinga de Jurubatiba, RJ.
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2. Material e Métodos

O presente trabalho trata-se de uma pesquisa experimental, quantitativa e exploratoria,
seguindo os preceitos fundamentais deste tipo de pesquisa, conforme recomendam Pereira et
al. (2018). Parte dos dados quantitativos foram obtidos em campo e parte em laboratério.

As coletas foram realizadas no Parque Nacional de Restingas de Jurubatiba (PNRJ)
(22°16'41 "S; 41°39'41"W), localizado na costa norte do estado de Rio de Janeiro, Brasil
(Figura 1).

Figura 1. Localizacdo do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, no litoral norte do
estado do Rio de Janeiro, Brasil, de onde foram obtidas amostras de folhas de bromélias para

isolamento de fungos endofiticos.

Rio de
Janeiro, "~

Restinga de Jurubatiba

National Park
025 § 10 15 20
R — T

Fonseca et al., 2015.

A érea percorrida (Figura 1), apresenta, segundo a classificacdo de Alvarez (2013), o
clima predominante na regido é do tipo tropical com inverno seco (Aw) com uma temperatura
média anual entre 22 °C e 24 °C. A média anual de pluviosidade é de 1000 a 1300 mm. A
area apresenta 14.922,39 hectares, 44 Km de costa e 18 lagoas costeiras, onde 0s pontos de
coletas foram gerados iniciando-se a partir do municipio de Macaé, passando por Carapebus e
finalizando em Quissamd, dos quais foram obtidas as folhas de bromélias de vegetacdo de
moitas em pleno sol, em uma faixa de vegetacdo apos a faixa de areia que separa 0 mar do
ecossistema aproximadamente de 2 em 2 km de distancia umas das outras. Duas épocas para
as coletas foram feitas, sendo a primeira em julho de 2015 e a segunda em outubro de 2015.
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Coleta de material botanico

Amostras de folhas sadias das bromélias Aechmea nudicaules (L.) Griseb. e Bromelia
antiacantha Bertol., onde se encontraram maduras e em fase de floragédo, foram obtidas para o
isolamento de fungos endofiticos. As folhas foram coletadas de moitas distando de 2 em 2 km
umas das outras, ao longo de toda a faixa longitudinal, paralelas a praia. Foram amostras
folhas maduras e sadias no terco superior da planta. Folhas manchadas, amarelecidas ou
apresentando sinais ou sintomas de senescéncia foram descartadas.

Obtiveram-se 3 folhas/plantas em cerca de 30 pontos diferentes de coletas (moitas)
para A. nudicaulis e 10 pontos de coleta para B. antiacantha (Figura 2). Cada folha foi
acondicionada em sacola de papel, devidamente identificada e mantida em caixa térmica com

temperatura aproximadamente de 18 °C, até o processamento em laboratorio.

Figura 2. Bromeleaceas coledas no PNRJ para isolamento de fungos endofiticos: (A) A.

nudicaulis; (B) B. antiacantha.

Fonte: autores.

Isolamento e preservacgado dos fungos

O isolamento foi realizado a partir das folhas que foram lavadas com detergente
neutro, sob agua corrente, para a retirada do excesso de impurezas e da flora epifitica
residente. Posteriormente, o material foi colocado sobre papel toalha para a secagem do

excesso de agua.
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Com auxilio de um furador de rolha (1,3 cm de didmetro) retiraram-se seis fragmentos
do terco meédio das folhas, os quais foram imersos em alcool 70% (1 min.), hipoclorito de
sodio 1,5% (1 min.), alcool 70% (30 s) para retirar o excesso de hipoclorito e, triplice
lavagem em agua destilada estéril (Mussi-Dias et al., 2012). Todo o procedimento foi
realizado sob camara asséptica.

Os seis fragmentos, de cada folha, foram depositados em duas placas de Petri
contendo meio de cultura “BDA” (batata, dextrose e agar), acrescido de 0,2% de extrato de
levedura e Chloranphenicol (0,05g/L em 10 ml de alcool) (Freire e Bezerra, 2001)
modificado. As placas foram mantidas em cadmaras de crescimento do tipo “BOD” a 28 °C,
com fotoperiodo de 12 horas até o crescimento das col6nias fungicas. Quando necessério, de
cada col6nia crescida, foram feitas repicagens para outras placas contendo meio de cultivo
para purificacdo dos isolados (Alfenas e Mafia, 2007). Apds isolamento de cada isolado, 0s
fungos foram mantidos pelos métodos de Castellani e em tubos com meio inclinado,

apontados como ideais para esse tipo de armazenamento.

Identificacéo e caracterizacédo dos fungos

As observacdes das caracteristicas morfoldgicas e culturais de cada isolado foram
realizadas através de laminas, ao microscépio Optico, confeccionadas a partir das estruturas
reprodutivas obtidas das colénias crescidas em BDA ou em microcultura

A identificagdo dos fungos ao nivel género foi baseada em chaves dicotdmicas
distintas para cada grupo taxonémico (Hanlin, 1996; Barnett e Hunter, 1998; Seifert et al.,
2011). Posteriormente, procedeu-se a fotodocumentacdo das ld&minas em microscopico optico
(modelo Nikon i80) das estruturas dos fungos, com auxilio do software “Imaging Software
Nis-Elements”.

As colonias de isolados obtidos e identificados como sendo de mesmo genéro foram
cultivadas em placas de Petri e agrupadas de acordo com as semelhancas visuais de forma,

crescimento, coloracdo e producdo de corpos de frutificacdo ou conidiomas.
Anélise dos dados
Foi realizado avaliacdo da frequéncia (percentuais) dos isolados encontrados conforme

género provavel identificado e para cada género, com base na identificagdo morfoldgica

previamente descrita.
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3. Resultados e Discussao

Das duas coletas realizadas no PNRJ, foram isolados representantes de 8 géneros
fangicos, oriundos de 166 coldnias, a partir de 206 fragmentos de folhas assintomaticas de
bromeleaceae. Destas, cerca de 30 colbnias oriundas de fragmentos assintométicos foram
consideradas como “fungos ndo-identificados” por ndo esporularem em meio de cultura.

Houve uma frequéncia diferenciada de isolados por espécie de bromeleaceae. Na
espéecie Aechmea nudicaulis, género mais abundante foi Trichoderma (29,51%) e na espécie

Bromelia antiacantha, foi Pestalotiopsis sp. (44,64%) (Figura 3).

Figura 3 — Géneros de fungos endofiticos obtidos de bromeledceas do Parque Nacional da

Restingas de Jurubatiba, RJ.

Bromelia antiacantha Bertol .

h

Aechmea nudicaulis (L.) Griseb.

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
B Nigrospora sp. B Fungos ndo identificados ® Trichoderma sp.
B Pestalotiopsis sp. B Curvularia sp. Monilia sp.
® Bipolaris sp. B Penicillium sp. B 4spergillus sp.

Fonte: autores.

Houve uma maior frequéncia de fungos na espécie 1, devido ao numero de coletas
relacionados com a espécie. Na coleta 1, referente a espécie 1, onde foram realizadas coletas
de folhas em 30 pontos, 64% dos fungos isolados demonstraram caracteristicas de cultivo,
com estruturas reprodutivas aparentes, onde 36% foram de fungos que ndo esporularam em
meio de cultivo.

Na coleta 2, referente a espécie 2, das folhas coletadas em 10 pontos, 88% dos

isolamentos realizados, 0s fungos apresentaram estruturas reprodutivas em meio de cultivo,
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entretanto, 12% desses isolamentos, foram de fungos que ndo esporularam em meio de
cultivo. Com isso, indaga-se que alguns fungos endofiticos possuem preferéncia pela
colonizacdo de determinados Orgdos ou parte destes, 0 que expressa certo grau de
especificidade desses fungos a nichos restritos e bastantes caracteristicos em seus
hospedeiros. Estes microrganismos encontrados, representam uma grande diversidade, e sua
frequéncia no hospedeiro é fortemente influenciada por fatores climéaticos. Por causa desta
diversidade, a maioria dos estudos tem focado mais a composicdo de espécies de fungos e
seus padrdes de distribuicdo do que as relacoes e fungdes exercidas pelos endofitos sobre seus
hospedeiros (Arnold et al., 2003).

Arnold, et al (2003), conta que a composi¢do de fungos associada a uma mesma
espécie vegetal ndo se altera muito quando as amostragens sdo realizadas em locais de coleta
distantes. Entretanto, a frequéncia relativa das espécies de fungos, mesmo entre plantas de
mesma especie, pode variar bastante de acordo com o regime de chuvas de cada local, o
método de isolamento dos endofitos a partir do hospedeiro e a idade dos 6rgdos vegetais
utilizados.

Além disso, observou-se que alguns isolados tendem a perder a viabilidade muito
rapidamente, quando cultivados in vitro.

N&o ha relatos desses géneros flngicos em interacdo com essas espécies de bromélias.
As bromélias abrigam uma grande diversidade de organismos e, segundo Maki (2006), a
estrutura de comunidades endofiticas variam em funcdo do ambiente ao qual as plantas se
encontram, bem como, das oscilacdes de fatores abidticos, tais como, temperatura e regime de
chuvas. Contudo, a riqueza e a composi¢do de fungos endofitos podem também estar
relacionadas as estacfes do ano em que se realizam as coletas (Assuncao, 2010).

Proferiu-se uma analise de dados agrupados dos isolados identificados e pode-se
constatar que embora alguns isolados tenham sido exclusivamente encontrados em uma das
duas espécies de bromélias, ndo se espera que estes sejam relacionadas a uma especificidade,
0 que somente poderd ser confirmado com ampliagdo dos estudos e novas coletas. Em
Aechmea nudicaulis foram exclusivos os géneros Bipolaris sp. e Curvularia sp., enquanto em
Bromelia antiacantha, o género Monilia sp. foi exclusivo na analise. Os demais géneros
identificados (Aspergillus sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., Trichoderma sp., e
Nigrospora sp.) foram encontrados em ambas bromélias, mas com diferentes frequéncias. Os
demais isolados que foram caracterizados como “fungos nao-identificados”, apresentaram o

mesmo padrdo cultural no isolamento e esses fungos apresentaram-se constantes e bastante

10
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homogéneos (Figura 4). Na auséncia de esporos, estudos de sequenciamento de genes ITS e

outros deverdo possibilitar a identificagdo destes isolados.

Figura 4 — Analise da similaridade e dominancia dos géneros fungicos em espécies vegetais

de bromeleaceae coletadas no Parque Nacional de Restingas de Jurubatiba, RJ.

Nigrospora sp. I

Fungos ndo identificados
Trichoderma sp.
Pestalotiopsis sp.
Curvularia sp.

Monilia sp.

Bipolaris sp.

Penicillium sp.

Aspergillus sp.
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%  100%

B _dechmea nudicaulis (L.) Griseb. Bromelia antiacantha Bertol

Fonte: autores.

O estudo revelou que as bromélias A. nudicaulis e B. antiacantha apresentaram uma
baixa diversidade de fungos endofiticos cultivaveis. Estas espécies botanicas apresentam
cisternas maiores, que acumularam um maior volume de agua e substratos vegetais
propiciando assim, possivelmente condicdes favoraveis ao desenvolvimento de fungos
conidiais endofiticos. Todavia, as limitagdes metodoldgicas, meios de cultura testados, bem
como a forma e intensidade das amostragens efetuadas, restringiram possivelmente o

isolamento de maior gama de fungos cultivaveis.
Caracterizacao dos grupos de isolados endofiticos obtidos das bromélias

Dos fungos endofiticos isolados das duas espécies de bromélias coletadas na restinga
do PNRJ 08 géneros ocorreram em maior frequéncia.

Duas espécies do fungo Aspergillus ocorreram como endofiticos de bromélias sendo

distintos entre si. Foram observadas colénias com conidios em massa pulverulenta de
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coloracdo negra, caracteristicas da espécie do grupo Aspergillus niger e coldnias com

coloracdo esverdeada, tipica de espécies do grupo Aspergillus flavus (Figura 5).

Figura 5 - Aspergillus endofiticos obtidos de bromélias do Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba, RJ. Col6nias de Aspergillus niger (A) e Aspergillus flavus (B). Conididforos,

vesicula, fidlides e conidios caracteristicos de cada espécie (C e D), respectivamente.

Fonte: autores.

Fungos do género Aspergillus sdo constituidos por inimeras espécies, sendo a maioria,
fungos hialinos que ndo produzem pigmento melaninico nas suas hifas e conidi6foros em
cultura pura (Gibbons e Rokas, 2013). A caracteristica microscopica que define este género é
o seu conidioforo semelhante a um “aspergillum” ou asperge, um objeto utilizado pelo clero
da Igreja Catdlica para aspergir 4gua benta durante uma parte da liturgia (Bennet, 2010;
Gibbons e Rokas, 2013).

Este género compde-se das principais espécies de microrganismos produtores de
enzimas de interesse alimenticio, com utilidades, tais como a clarificacdo de sucos de frutas

(pectinases), fabricacdo de xaropes (amilases) e a producdo do acido citrico. S&o também
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descritos como produtores de micotoxinas sendo, portanto, de interesse tanto econdémico
quanto médico (Sousa et al., 2004).

Espécies de Aspergillus sdo comuns no solo e em matéria organica em decomposicao,
principalmente em regifes de clima quente (Ribeiro, 2009), podendo se saprdbias e
cosmopolitas apresentam facil disseminacdo, além de causarem deterioragdo em grédos e
sementes (Cirio e Lima, 2003), afetando a producdo agricola. As aflatoxinas produzidas por
algumas espécies desse género sdo altamente tdxicas e carcinogénicas para homens e animais
(Sessegolo et al., 2011). Em algumas espécies vegetais o0 isolamento de Aspergillus sp. como
fungo endofitico em folhas ja foi relatado, tais como em llex paraguariensis (Pimentel et al.,
2006) e em Eremanthus erythropappus (Magalh&es et al., 2008).

Muitas espécies de Aspergillus, tem sido relacionada a habilidade na solubilizacao de
diferentes fontes de fosfato, associados a producédo de acidos organicos (Chuang et al., 2007)
podendo constituir em alternativa para reduzir custos de producdo e estabelecer a
sustentabilidade do sistema agricola (Vassilev et al., 2006).

Entre as espécies desse género, A. niger tem sido bastante estudado por sua habilidade
em produzir acidos organicos, principalmente o acido citrico (Bizukojc e Ledakowicz, 2004).
Inimeros mecanismos tém sido propostos, com relacdo a sua regulacdo e sintese, sendo a
producédo deste acido influenciada pelo pH do meio, pelas fontes de carbono (C), nitrogénio
(N), fésforo (P) e micronutrientes (Papagianni et al., 2005).

A obtencéo de isolados oriundos de novas fontes, ainda pouco exploradas, como €é o
caso de bromélias adaptadas as restingas pode contribuir na bioprospec¢do de espécies novas,
ainda ndo descritas, bem como isolados promissores para serem utilizados em beneficio do
homem.

Dos isolamentos realizados a partir de folhas de bromélias sé houve a ocorréncia de
um tipo de Bipolaris sp. (Figura 6), ndo ha relatos na literatura, até 0 momento, de detecgédo

deste género como um endéfito em bromeliaceas.
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Figura 6 - Bipolaris sp. endofitico obtido de bromélias do Parque Nacional da Restinga de

Jurubatiba, RJ. Aspecto da col6nia do fungo cultivado em meio de cultura (A). Conidioforo e
conidios (B e C).

Fonte: autores.

Por se apresentar bastante diverso entre espécies vegetais, o0 género Bipolaris (figura
6), apresenta diversificacdo entre espécies dentro do seu género, com diferenciagdes no
conidioforo e conidio, podendo transitar entre outros géneros.

O isolado de Bipolaris obtido apresentou coldnias com aparéncia aveludada e conidios
levemente curvos, fusiformes e elipsoidais, arredondados no apice, e com conidiéforos ndo
ramificados. Ha, no entanto, possibilidade de o fungo ser reclassificado, uma vez que
inimeras isoformas de Bipolaris sdo hoje consideradas Curvularia, com base em analise
filogenética de sequéncias de DNA e, a distincdo de Bipolaris e Curvularia como formas nédo
parasiticas € imprecisa com base apenas na morfologia de conidi6foros e conidios
(Manangoda et al, 2012).

Espécies de Bipolaris sdo taxonomicamente relacionadas a espécies de Drechslera,
Exserohilum e Curvularia, grupo que abriga importantes patégenos de plantas e saprofitos
(Pratt, 2006). Em sua fase sexual, tanto Bipolaris spp. quanto Curvularia spp. sdo hoje
tratados como teleomorfos de Cochliobollus (Manamgoda et al., 2012).

Este fungo é capaz de produzir pigmentos amarelo-alaranjados, em meio de cultura,
que apresentam dois tipos de estruturas, a antraquindnica e os derivados de xantona. Espécies
de Bipolaris sp. tém sido utilizadas na biorremediacdo da poluicdo por 6leo cru no Kuwaiti,
devido a sua capacidade de crescer e degradar o hidrocarboneto em meios com altas
concentragfes de NaCl (+10%) e em altas temperaturas (Obuekwe et al., 2005). Algumas
espécies também tém sido estudas e apresentando bons resultados como micoherbicida para o

controle ervas daninhas (Evidente et al., 2005).
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Estudos com extratos produzidos por Bipolaris tem sido realizado no controle do
crescimento celular. De 186 extratos de fungos endofiticos, de diversos géneros, isolados da
planta Smallanthus sonchifolius, cerca de 12% apresentaram moderada ou alta atividade
citotoxica contra células tumorais e foram considerados promissoras fontes de compostos
anticancerigenos. Dentre estes fungos, Bipolaris chamou a atencéo, pois seu extrato foi capaz
de inibir o crescimento celular (Gallo et al., 2009).

Espécies do complexo Bipolaris normalmente podem causar lesdes foliares necroticas,
provocando a morte dos tecidos em varias gramineas, como por exemplo, a mancha de
Bipolaris, importante doenca foliar da cultura do milho (Trigiano et al., 2010). Portanto,
estudos de patogenicidade com isolados endofiticos sdo recomendados para a confirmacao
dessa relacéo.

Um Uanico isolado Curvularia foi obtido a partir de folhas de A. nudicaulis. Este

género é caracterizado como um fungo filamentoso dematiaceo (Figura 7).

Figura 7 - Coldnia de Curvularia sp., endofitica de bromélias do Parque Nacional da

Restinga de Jurubatiba, RJ. a) aspecto lanoso do micélio quando cultivado em placa de Petri

contendo meio BDA; b e c) conidios e conidiéforos.

Fonte: autores.

A colbnia do fungo Curvularia apresenta aspecto lanoso, comumente encontrado em
diferentes espécies vegetais, apresentando diferentes tipos de reacbes patogénicas ou
endifiticas. Na figura 7, os conidios sdo de forma oblonga e apresentando septos entre suas
ramificacdes. Considerado como saprdfita do solo, as caracteristicas da colonia se
apresentam como sendo de crescimento rapido, preenchendo toda a placa em menos de uma
semana, coloracédo inicialmente verde escura, tornando-se preto-acinzentada com reverso da
placa preto e, textura lanosa.
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Fungos do género Curvularia sdo frequentemente encontrados como saprdbios,
fitopatogenos ou enddfitos em diferentes substratos vegetais, (Ferreira, 2010; Lima e Furtado,
2007). Como fitopatdgenos causam manchas em culturas de grande importancia como trigo,
milho, arroz, sorgo, cevada, aveia e centeio (FERREIRA, 2010). Tem sido encontrado
associado a manchas foliares e endofiticamente em diversas espécies de Heliconia (Lins e
Coelho, 2004; Costa, 2007; Sobrinho, 2008; Santos et al., 2009), como C. lunata isolada de
H. chartacea cv. Sex Pink, bem como de folhas de Musa (Assun¢do, 2010) e de Vitis
lambrusca (Lima, 2010).

As variagOes presentes neste género estdo distribuidas entre mais de 40 espécies
(Watanabe, 2010) e ainda ndo se conhece o papel biotecnolégico para este género, embora C.
geniculata tenha demonstrado atividade positiva na supressao de organismos patogénicos e C.
lunata na producdo de enzimas do sistema lignolitico e biossurfactante (Chomcheon et al.,
2010).

O género Monilia apresenta informacdes escassas nas literaturas. Em meio de cultura,
o fungo cresce rapido produzindo conidios hialinos que variam conforme a temperatura e o
hospedeiro. A coloracdo da coldnia vai de branca a alaranjada com margem inteira, micélio
aéreo inicialmente escasso e posteriormente zonado concéntrico.

Das bromélias do PNRJ foram obtidos somente dois isolados distintos entre si, de

Monilia, a partir da espécie B. antiacantha (Figura 8).

Figura 8 - Col6nias de Monilia sp. endofiticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga
de Jurubatiba, RJ. (a) aspecto do crescimento em placa de Petri contendo meio BDA; b)
conidios e conidioforo.
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Fonte: autores.
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As colbnias do género Monilia (figura 8) apresentam aspectos laranjados cotonoso,
com os conidios aéreos em desenvolvimento em cadeia, ovalados.

O género Penicillium, isolado de folhas de bromélias, apresentou dois padrbes quanto
a morfologia das col6nias, porém em andlises microscépicas, ndo foram diferentes entre si.
Em bromeleaceae, ndo ha relatos de interacdes endofiticas envolvendo o fungo Penicillium, a
ndo ser como fitopatdgeno de frutos de abacaxi (Verzignassi et al, 2009). Todos os isolados

obtidos apresentaram coloracdo esverdeada, caracteristica da cultura em meio BDA (figura 9).

Figura 9 - Col6nia de Penicillium endofiticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga
de Jurubatiba, RJ. (A, B) organizacdo da colénia do fungo em placa de Petri contendo meio
BDA,; deposic¢do do género Penicillium em microscopio optico, com detalhe da organizagédo

dos conidios e conidioforo (C e D).
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Fonte: autores.
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Os fungos do género Penicillium comporta inimeras espécies e sdo filamentosos com
hifas septadas e hialinas. As diferentes espécies apresentam um crescimento rapido em meio
de cultura devendo ser incubadas a temperatura adequada ao local de origem ou da infecgéo.
Em microscopico a estrutura geral do conididforo é especifica e identifica o género (Figura 9).

O fungo Penicillium sp., é conhecido como o fungo dos bolores cuja coloragdo verde
ou azul é uma caracteristica especifica deste género.

Este fungo possui grande importancia, sendo utilizado como organismo modelo em
diversos estudos de pesquisa basica e pesquisa aplicada, por exemplo, controle biologico,
secrecdo de metabdlitos secundarios, fonte de novos farmacos para industria farmacéutica,
fonte de enzimas de interesse industrial, entre outros (Wang et al.,, 2008). Tem sido
frequentemente isolado como endofitico em tecidos de diversas plantas, sendo que o seu papel
nesta condicdo estd associado intrinsecamente ao hospedeiro e as condi¢des ambientais
envolvidas (Cao et al., 2002).

Espécies de Penicillium vem sendo citadas como enddfitos produtores de metabdlitos
secundarios bioativos e com potencial de aplicacdo na industria farmacéutica e quimica, tais
como esteroides produzidos por Penicillium sp., endofito de Melia azedarach (Marinho et al.,
2009). Wang et al. (2008) descreveram a atividade de metabdlitos secundarios de Penicillium
sp. isolado das folhas de Hopea hainanensis, relatando a acéo destes contra Candida albicans,
C. krusei e A. niger.

Estudos relatam a grande frequéncia desse género habitando internamente tecidos de
cana-de-acucar, assim como a rizosfera (Stuart, 2006; Mendes, 2008; Favaro, 2009; Romao,
2010), folhas e raizes de Musa acuminata (Cao et al., 2002), de folhas, raizes e frutos de
Melia azedarach (Santos et al., 2003) e em café (Coffea arabica, C. congensis, C. dewevrei e
C. liberica), os quais foram caracterizados como P. brevicompactum, P. brocae, P.
cecidicola, P. citrinum, P. coffeae, P. crustosum, P. janthinellum, P. olsonii, P. oxalicum, P.
sclerotiorum e P. steckii (Vega et al., 2008)

Narloch et al. (2002) estudaram o efeito dos fungos solubilizadores de fosfato
Penicillium sp. e Aspergillus sp. associados em diferentes doses de fosfato na produgédo da
matéria seca e na absorcao de fosforo pela cultura do rabanete.

De acordo com os autores os isolados diferiram quanto capacidade de promover a
producdo de materia seca, dependendo da dose de fosforo aplicada. Plantas submetidas a
inoculagdo de Penicillium sp. com 17,5 mg kg* de P apresentaram producio de matéria seca

equivalente as obtidas por plantas com até 70,0 mg de P por kg de solo, sem inoculag&o.
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O género Pestalotiopsis foi 0 mais abundante isolado de B. antiacantha, mostrando
frequéncia de 44,64% dos isolados identificados. Apresentou cerca de 6 (seis) grupos
morfologicos, com disposicOes regulares e irregulares de conidiomas (Figura 10).

Apesar do reconhecimento da importancia crescente do género Pestalotiopsis, a
identificacdo de isolados em nivel de espécie ainda € muito complexa.

Caracteristicas consideradas relevantes em chaves baseadas exclusivamente na
morfologia nem sempre combinam com a posi¢do taxondmica de isolados obtida por meio de
dados de sequenciamento de DNA.

Liu et al. (2010) conseguiram associar a caracteristica morfoldgica, pigmentacdo das
celulas medianas do conidio com relacGes filogenéticas inferidas por sequéncias de DNA de

regides ITS e do gene da - tubulina.

Espécies do género Pestalotiopsis podem ser encontradas como endofiticas, saprobias
e fitopatdgenos (Kruschewsky, 2010). Sdo de ocorréncia comum em Anacardium occidentale
(Kimati et al., 1997)., Eucalyptus spp., Ananas lucidus (Barguil et al, 2008), Caryota mitis
(Pessoa et al., 2008), Licuala grandis, Rhapis excelsa, Heliconia rostrata, H. psittacorum, H.
psittacorum cv. Golden Torch, Etlingera elatior, H. psittacorum, H. rostrata, Heliconia sp.,
H. bihai cv. Chocolate, H.latispatha, H. orthotricha cv. She, H. orthotricha cv. Total Eclipse,
Vigna unguiculata (Rodrigues; Menezes, 2002; Sologuren; Juliatti, 2007; Castro, 2007,
Kruschewsky, 2010). Pestalotiopsis microspora, P. maculans e Pestalotiopsis sp. séo
endofiticas em raizes de Vellozia compacta (Rodrigues, 2010), folhas de Musa spp.
(Assuncéo, 2010), Vitis labrusca (Lima, 2010) e Pinus taeda (Pimentel et al., 2010).

Espécies de Pestalotiopsis ja foram descritas como endéfitos em vérias plantas, mas
para poucas gimnospermas. Wei & Xu (2007) descreveram a ocorréncia de cancro provocado
por P. funerea em gimnospermas adultas de Cupressocyparis leylandii na Italia; Yang et al.
(2011) isolaram P. photiniae da gimnosperma chinesa Podocarpus macrophyllus. Entretanto,
alguns estudos demonstraram a presenca de espécies de Pestalotiopsis como fitopatdgenos.
Gangadevi & Muthumary (2009) caracterizaram isolados de Pestalotiopsis capazes de causar

apodrecimento das folhas e caules de Camellia sinensis no sul da india.
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Figura 10 — Pestalotiopsis sp. endofiticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba, RJ. (A, B, C, D) Varia¢cbes morfoldgicas de colonias de Pestalotiopsis sp. em
meio BDA, em colbnias com 7 dias de crescimento; (E — P) conidios apresentando 2

apéndices basais, 3 apéndices basais, 4 apéndices basais e um apical.

Fonte: autores.

Na figura 10, apresentam variac6es morfoldgicas de colnias de Pestalotiopsis sp. em
meio BDA, em colbnias apds 7 dias de crescimento e diversidade entre o género, com
conidios apresentando o numero de flagelos na base do conidio.

Pestalotiopsis spp, podem ser um grupo de fungos com um grande potencial
biotecnoldgico devido a producédo de alguns metabdlitos secundarios, entre eles o taxol. Hao
et al. (2007) avaliaram a producdo de lacase por Pestalotiopsis alterando a composi¢do do

20




Research, Society and Development, v. 9, n. 7, e971974298, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.4298

meio de cultivo, variando as fontes e concentrag¢fes de carbono e nitrogénio. A influéncia de
diferentes indutores e inibidores da producéo de lacase também foram examinados. Segundo
0s autores, Pestalotiopsis sp. € um produtor da enzima lacase, com grande potencial de uso
industrial. O potencial sintético dos fungos € bastante conhecido, pois produzem enzimas que
possuem larga aplicacdo industrial. Devido a capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e
outros compostos aromaticos, e por apresentarem baixa especificidade por substratos, as
lacases tém sido utilizadas em diversos processos, como remocao de lignina de polpas kraft
em industrias de papel e celulose, remocao de xenobioticos de cursos d'agua, analise de
drogas, remogéo de compostos fendlicos de vinho, clarificacdo de corantes e efluentes, entre
muitos outros (Baldrian & Gabriel, 2002).

O género Nigrospora, identificado neste trabalho, apresentou poucas variacfes
morfoculturas, apresentando 4 diferenciacdes na disposicdo micelial em meio BDA (Figura
11).

Figura 11 — Nigrospora sp. endofiticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba, RJ. (A - D) Variagbes nas colbnias de Nigrospora sp. isolados de bromélias e
organizacédo da coldnia do fungo em placa de Petri contendo meio BDA; (E - H) deposi¢édo do
género Nigrospora em microscopio oOptico, com detalhe da organizagdo dos conidios e
conidioforo.

Fonte: autores.

Com base nisso, o género Nigrospora encontrado nesse trabalho, ndo se pode

subestimar a capacidade dos mesmos como patdgenos em algum momento ou fase de
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desenvolvimento da cultura, uma vez que ainda ndo ha dados suficientes que comprove a sua
estrita relagdo endofitica.

A maioria das espécies de Nigrospora possui habito saprobio, no entanto, associam
este fungo com a podridao das macas do algodoeiro (Gossypium spp.), a podridao no colmo
do milho (Zea mays) e do arroz (Oryza sativa). Nigrospora oryzae foi isolada de folhas de H.
bihai no DF (Costa, 2007), de Rosa hybrida (Salazar; Garcia, 2005), Annona squamosa
(Silva, 2006), Leucaena leucocephala (Mendes et. al., 2009), Musa spp. (Assuncédo, 2010) e
Vitis labrusca (Lima, 2010).

Os caracteres biologicos do género Trichoderma sp. sdo saproéfitas, muitas vezes no
solo ou em madeira, algumas espécies relatadas como parasitas de outros fungos. Usado na

producdo de antibioticos, enzimas e agentes de controle bioldgico (Figura 12).

Figura 12— Trichoderma sp. endofiticas de bromélias do Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba, RJ. (A — D) Colénia de Trichoderma isolados de bromélias e organizacdo da
colénia do fungo em placa de Petri contendo meio BDA; (E — H) deposicdo do género

Trichoderma em microscépio éptico, com detalhe da organizacdo dos conidios e conidioforo.

Fonte: autores.

Os isolados de Trichoderma sp. apresentou poucas diferenciacdes culturais, mostrando
3 parametros morfoculturais, onde pode mostrar distingdes nas espécies, que podem ser
identificadas por meio de desenvolvimento em meio de cultura.

Stolf (2006) avaliou o efeito de fungos endofiticos correspondente a um isolado de

Trichoderma atroviride e uma cepa ndo patogénica de Fusarium oxysporum sobre o
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biocontrole de Radopholus similis e seu efeito sobre a promogéo de crescimento em mudas de
bananeira micropropagadas do cultivar “Williams”. O experimento foi avaliado seis semanas
depois da inoculacdo com nematdides. Verificou-se que Trichoderma apresentou melhor
biocontrole que Fusarium. Porém, tanto para Fusarium como para Trichoderma, o melhor
efeito de biocontrole foi obtido com trés re-inoculagdes, correspondendo a 69% e 80% de
biocontrole respectivamente. Em relacéo as variaveis de crescimento observou-se que nenhum
fungo afetou o crescimento das plantas.

Fungos do género Trichoderma tem sido isolado de solos e também como endofitico,
porém com menor frequéncia. Rela¢Bes antagbnicas entre enddfitos e fitopatdgenos, j& foram
verificadas em outros trabalhos. O antagonismo entre o fungo endofitico Trichoderma
harzianum e o fungo fitopatogénico Alternaria alternata foi avaliado sob diferentes condi¢fes
ambientais de temperatura e atividade de dgua por Sempere e Santamarina (2007). Na anélise
microscopica os autores verificaram que T. harzianum compete por espaco e nutrientes,
realizando antagonismo com A. alternata e diminuindo seu crescimento, sendo um grande
candidato ao biocontrole deste patdgeno. Martins-Corder e Melo (1998), analisando a
capacidade de isolados de Trichoderma spp. em controlar o fitopatdgeno da berinjela
Verticillium dahliae, verificaram que dentre os 47 isolados de Trichoderma spp. testados pelo
antagonismo em placa, pelo menos 10 obtiveram alto indice de antagonismo, sendo que a
maioria colonizou e produziu esporos em abundancia sobre as colénias de V. dahliae,
indicando grande capacidade de antagonismo.

Algumas linhagens de trichoderma sdo utilizadas no controle de fitopatdgenos e na
promogédo de crescimento vegetal devido a sua versatilidade de agdo, como parasitismo,
antibiose e competicdo, aléem de atuarem como indutores de resisténcia das plantas contra
doencas. Essas caracteristicas tornam trichoderma um dos fungos mais pesquisados em
condicdes de laboratorio, casa de vegetacdo, no Brasil, estufa em Portugal, e campo (Louzada
et al., 2009; Hoyos-Carvajal, Orduz, e Bissett, 2009).

Contudo, o sucesso do controle de fitopatdgenos e da promocdo de crescimento por
bioagentes dependerd das propriedades e mecanismos de a¢do do organismo. As espécies do
género Trichoderma sdo as mais utilizadas no controle de fitopatdgenos por serem
encontradas em uma vasta diversidade de ambientes, devido a facilidade de serem cultivadas
e observadas, ao rapido crescimento em um grande numero de substratos e ao fato de néo
serem patogénicas para plantas superiores. Apresentam-se capazes de inibir fitopatdgenos
através de competicdo, parasitismo direto, producdo de metabdlitos secundarios e

micoparasitismo de estruturas de resisténcia de patdgenos, como esclerodios, esporos e
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clamiddsporos, que em geral sdo dificeis de serem destruidos. Pesquisas mostram que
isolados de trichoderma reduzem a viabilidade de esclerodios de Rhizoctonia solani. Dentre
0s antagonistas de fungos fitopatogénicos usados no biocontrole, cerca de 90% tém sido
realizados com diferentes isolados pertencentes a este género (Benitez et al., 2004; Kunieda-
Alonso, Alfenas e Maffia, 2005).

A aplicagdo de Trichoderma tem proporcionado aumentos significativos na
percentagem e na precocidade de germinacao, no peso seco e na altura de plantas, além de
estimular o desenvolvimento das raizes laterais (Contreras-Cornejo et al., 2009). Eles séo
capazes de atuar como bioestimulantes do crescimento radicular, promovendo o
desenvolvimento de raizes através de fitohorménios e assim, melhorar a assimilacdo de
nutrientes, aumentando a resisténcia diante de fatores bidticos ndo favoraveis, além de
degradar fontes de nutrientes que serdo importantes para o desenvolvimento do vegetal
(Harman et al., 2004).

Filho et al. (2008), observaram producdo de acido indolacético (AIA) em isolados de
Trichoderma spp.. De acordo com os resultados obtidos, nos isolados CEN 209 e CEN 500, a
producdo desse hormdnio foi detectada em baixos niveis. No entanto, o isolado CEN 262
revelou niveis consideravelmente superiores em relagdo aos demais isolados estudados.

A concentracdo elevada de AIA verificada nas analises do isolado CEN 262 foram
compativeis com os valores obtidos nos experimentos relativos ao desenvolvimento de
miniestacas de eucalipto clonal, que atingiu aumento de 137%, 145% e 43% da parte aérea,
raiz e altura das plantas, respectivamente, comparados a testemunha. Segundo os autores,
outros fatores também podem estar envolvidos na promogdo de crescimento como
solubilizacdo de nutrientes e controle de microrganismos deletérios de raizes.

Hoyos-Carvajal et al. (2009), avaliaram a producdo de metabdlitos de 101 isolados de
Trichoderma spp. na Colémbia. Vinte por cento das cepas foram capazes de produzir formas
soluveis de fosfato de rocha fosfatica, 8% das amostras avaliadas mostraram capacidade de
produzir sideréforos consistentes para converter ferro a formas sollveis, 60% produziram
acido indol-3-acético (IAA) ou andlogos a auxina.

A producéo destes metabdlitos é uma caracteristica de cepas especificas, assim, variou
muito entre as espécies. Além disso, nem todas as substancias produzidas se correlacionaram
com o aumento do crescimento de mudas de feijdo, sendo que, sete isolados aumentaram
significativamente o crescimento das mudas. Portanto, o potencial biotecnolégico dos

isolados obtidos no presente estudo devera ser investigado com a continuidade da pesquisa.
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Neste contexto, o estudo com fungos endofitos sdo promissores para o controle
bioldgico de fitopatdgenos (Nalini et al., 2014), pois sdo considerados benéficos as plantas.
Quando presentes em determinadas fases do ciclo de vida da planta contribuem para o
aumento da tolerancia a estresses abioticos e na promoc¢do do crescimento, uma vez que
microrganismos endofitos podem atuar inibindo os patdégenos por competi¢do por nutrientes,
parasitismo direto e pela producdo de metabdlitos (Grigoletti Jr et al., 2000), estimulando a
planta a produzir fitormdnios, toxinas e substancias promotoras de crescimento que estdo
relacionadas ao controle de fitopatdgenos (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Azevedo
& Araujo, 2007).

Estudos como o aqui descrito precisam ser incentivados, sobretudo em ecossistemas
ainda pobremente explorados, como a Restinga, a fim de contribuir para o descobrimento e
aprofundamento do conhecimento acerca das acBes desses microrganismos, bem como
decifrar suas estratégias de sobrevivéncia, defesa, reproducdo e adaptacdo, além de
contribuirem para potenciais aplica¢fes biotecnoldgicas.

Considerac0es Finais

Como foi proposto, realizou-se o isolamento, identificagdo e manutencéo de isolados
fangicos de restingas em bromélias, assumindo o compromisso com o destinado no presente
trabalho.

Foram possiveis o isolamento e a identificacdo de 164 isolados, pertencentes 0s
géneros: Aspergillus sp., Bipolaris sp., Curvularia sp, Monilia sp., Nigrospora sp.,
Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., e Trichoderma sp.

Houve diferencas nas frequéncias das colonias e isolados obtidos para os géneros
fangicos dentre espécies e coletas. Na espécie A. nudicaulis foram exclusivos os géneros
Bipolaris sp. e Curvularia sp., enquanto que na espécie B. antiacantha, o género Monilia sp.

Os demais géneros foram encontrados em ambas hospedeiras estudadas, mas com
diferentes frequéncias. 21% isolados que ndo produziram esporos em cultura pura, foram
caracterizados, mas ndo-identificados em nivel de género, o que requerera estudos adicionais,
com marcadores moleculares.

Em associacGes com bromélias de restinga, este € primeiro relato publicado sobre a
interacdo desses fungos identificados em espécies de bromélias. Propde-se mais estudos
exploratorios para avaliar a aplicabilidade desses fungos nas mais diferentes areas do
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conhecimento que podem atuar desde o controle de doencas até outros aplicacOes
biotecnoldgicas.
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