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Resumo: O abacaxi ¢ uma fruta consumida em todo o mundo, tanto in natura quanto na forma de
produtos industrializados, de forma geral, assim como outras espécies vegetais ela apresenta fungos
endofiticos que colonizam seus diversos tecidos sem apresentar sintomas de infeccdo. Tais
organismos sdo uma rica fonte de produtos naturais que podem apresentar-se uteis na agricultura e
na industria, particularmente na alimenticia e farmacéutica. Este trabalho tem como objetivo,
contribuir para o conhecimento da microbiota endofitica associada a frutos de abacaxi de forma a
somar conhecimentos as metodologias ja estabelecidas e servir de base para novos estudos que
visem apontar novas estratégias para o controle biologico. Para tanto foram isolados os fungos das
folhas das coroas de abacaxi originarias do municipio de Miranorte — TO, sendo os mesmos
classificados por caracteristicas visuais em morfoespécies. Foram isoladas 95 colénias de fungos
endofiticos, e agrupados em 23 morfoespécies, de acordo com sua semelhan¢a macroscopica. Foi
observada a presenga de poucas morfoespécies dominantes e varias outras morfoespécies presentes
de forma pontual neste hospedeiro.
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1 INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus L. Merril), pertence ao género Anands, que ¢ o mais
importante da familia Bromeliaceae. A variedade “Pérola” ¢ a mais cultivada no Brasil, seus frutos
apresentam forma conica, casca pouco colorida, haste frutifera ¢ as folhas longas com finos
espinhos. A polpa ¢ saborosa, rica em suco, pouco acida e de coloragdo branco ou amarelo palido
(CARVALHO et al., 2009). O abacaxi ¢ muito consumido em todo o mundo, tanto in natura quanto
na forma de produtos industrializados (CUNHA et al., 2005).

Fungos endofiticos colonizam assintomaticamente diversos tecidos de plantas
(RODRIGUEZ et al., 2009). Eles podem mediar o crescimento da planta hospedeira, aumentar sua
tolerancia ao stress, ¢ alterar as interagdes com pragas ¢ patogenos (PORRASALFARO &
BAYMAN, 2011). Em algumas plantas os fungos endofiticos podem exercer influéncias sobre sua
capacidade em interagir no seu habitat. Por exemplo, o termo tolerancia de plantas que crescem em
solos geotérmicos pode estar relacionado com os endofitos que lhes estdo associados (REDMAN et
al., 2002). Estes endofitos de algum modo permitem que as plantas suportem as condi¢des de altas

temperaturas presentes no solo. Normalmente, plantas de regides tropicais apresentam uma alta
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diversidade de micro-organismos endofiticos quando comparadas com plantas de regides
temperadas (JALGAONWALA et al., 2011).

Micro-organismos endofiticos sdo uma rica fonte de produtos naturais que exibem um
largo espectro de atividades biologicas (STROBEL & DAISY, 2003). Endofiticos sdo
potencialmente Gteis na agricultura e na industria, particularmente na alimenticia e farmacéutica.
Podem ser utilizados como vetores para introducdo de genes de interesse nas plantas, como agentes
inibidores de pragas ¢ patogenos, ¢ como fontes de metabdlitos primarios e secundarios de
interesse como o taxol, poderoso anticancerigeno e a cryptocandina, lipopeptideo antimicético e
diversos outros antimicrobianos (GUIMARAES,2009).

Este trabalho tem como objetivo, contribuir para o conhecimento da microbiota endofitica
associada a frutos de abacaxi (4nanas comosus) de forma a somar, conhecimentos as metodologias
ja estabelecidas e servir de base para novos estudos que visem apontar novas estratégias para o

controle biologico.
2 METODOLOGIA

Para a obtengdo dos Micro-organismos Endofiticos, vinte frutos de abacaxi comerciais
foram aleatoriamente amostrados de produtores locais do municipio de Miranorte - TO. Os frutos
foram recolhidos em condig¢des assépticas e lavados em agua estéril, para remocdo de sujidades
superficiais. Apds esse processo os mesmos foram levados para o Laboratério de Microbiologia
Ambiental e Biotecnologia da Universidade Federal do Tocantins, Campus Palmas. No laboratorio
foram retiradas da coroa dos frutos 3 folhas saudaveis onde foram obtidos 3 fragmentos de cada

folha e desinfetados seguindo a metodologia proposta por Rosa et al. (2010).

Apos a desinfec¢do superficial, os fragmentos foram transferidos para placas de Petri
contendo BDA (Batata Dextrose Agar), suplementado com cloranfenicol (100 pg/mL) para evitar
possivel contaminag@o por bactérias. As placas foram inoculadas com 3 fragmentos de folha, sendo
a amostragem por individuo vegetal realizada em triplicata. Em seguida as placas foram incubadas

a 25-28 °C por um periodo de até 60 dias.

As colonias fungicas obtidas apés a incubagdo foram individualmente transferidas para
novas placas de Petri contendo BDA ¢ incubadas a 25-28 °C por 7 dias para purificagdo. Em
seguida, foi realizada a caracterizagdo morfoldgica das colonias e agrupamento das mesmas em

morfoespécies. Para tanto, as colonias foram agrupadas por similaridade visual.
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Todos os endofiticos isolados tiveram suas colonias observadas (frente ¢ verso) ¢ agrupadas
em morfoespécies, de acordo com caracteristicas macromorfoldgicas: (a) cor da coldnia (frente e
verso), (b) textura da superficie (frente), (c¢) aspecto da borda e (¢) produgdo de substancias

secretadas no meio.

A avaliagdo da riqueza observada foi realizada a partir dos dados de agrupamento
morfologico em morfoespécies, utilizando-se o estimador de riqueza Jaccknifel e para se revelar a
suficiéncia do esforgo amostral, foi produzida curva de acumulagdo de morfoespécies por individuo
vegetal coletado a partir dos valores de Mao-Tau com 200 aleatorizagdes, ambos obtidos através do

programa EstimateS.

A frequéncia de colonizacdo, que corresponde ao nimero de fragmentos colonizados, foi
calculada utilizando-se a formula: F=[( Nd/Nt)*100], onde F corresponde a frequéncia de
colonizag@o, Nd corresponde ao nimero de amostras das quais foi possivel isolar um ou mais

fungos endofiticos e Nt corresponde ao niimero total de isolados (TAYLOR et al., 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apos o periodo de crescimento foram obtidas 95 colonias fingicas, através do
processo de purificacao,sendo utilizados 85 isolados endofiticos devido ascaracteristicas de

desenvolvimeto e possibilidade de isolamento (Tabela 1).

Tabela 1 - Nimero de fragmentos e de colonias crescidas e isoladas de Ananas comosus.

Fr P1 Is To Fr Pl Is To Fr Pl Is To Fr Pl Is To
A 3 A 1 A 1 A 1

1 B 1 7 6 B 1 5 11 B 2 4 16 B 1 4
C 3 C 3 C 1 C 2
A 2 A 2 A 1 A 0

2 B 1 5 7 B 1 4 12 B 2 4 17 B 1 2
CcC 2 C 1 C 1 C 1
A 3 A 0 A 1 A 1

3 B 1 5 8 B 2 5 13 B 1 4 18 B 3 5
C 1 C 3 C 2 C 1
A 3 A 1 A 2 A 4

4 B 3 8 9 B 1 3 14 B 1 4 19 B 2 8
C 2 C 1 C 1 C 2
A 2 A 1 A 2 A 1

5 B 1 4 10 B 1 4 15 B 1 5 20 B 2 5
C 1 C 2 C 2 C 2

Fr = fruto; PI = placa; Is = numero de isolados na placa; To = total de fungos isolados no fruto. Fonte: os
autores
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Caules e folhas tém sido as partes vegetais mais utilizadas para a obtencao de
fungos endofiticos em estudos de diversidade e bioprospecgao (WANG et al., 2007). Sabe-
se que a frequéncia de fungos endofiticos cresce proporcionalmente a idade do tecido
hospedeiro (FISHER et al., 1986). Isto pode ser explicado, porque, além das folhas
maduras apresentarem uma area maior para captura de indculo em sua superficie, elas
ainda estariam expostas durante um periodo mais longo do que folhas jovens e,
consequentemente, receberiam maiores quantidades de fungos.

Embora ndo existam dados a respeito da frequéncia de fungos endofiticos estima-se
que ela seja inferior a 17% do total de micro-organismos associados a determinado
hospedeiro vegetal (ARNOLD, 2007).

Os endofiticos isolados foram agrupados em 23 morfoespécies de acordo com sua
semelhanca macroscopica. Sendo as mais frequentes, morfoespécie de numero 18 com
22,3% dos isolados, morfoespécie de nimero 20 com 18,8% dos isolados e morfoespécie

de niimero 17 com 16,4% dos isolados (Tabela 2).

Tabela2. Numero de endofiticos isolados de fragmentos de folhas de abacaxi (Ananas comosus) por
morfoespécie.

N° de Isolados Morfoespécie Total

01 2,3,4,9,10, 11, 12, 13, 14, 16, 21,22, 23 13
02 1,5,15 06
03 7,8 06
04 6, 04
07 19 07
14 17 14
16 20 16
19 18 19

TOTAL 85

Os endofiticos isolados foram agrupados em 23 morfoespécies de acordo com sua
semelhanca macroscopica. Sendo as mais frequentes, morfoespécie de niumero 18 com
22,3% dos isolados, morfoespécie de nimero 20 com 18,8% dos isolados € morfoespécie
de nlimero 17 com 16,4% dos isolados. Foi observada a presenca de poucas morfoespécies
dominantes e variasoutras morfoespécies presentes de forma pontual neste hospedeiro.

Resultados semelhantes foram observados por Rakotonirianaet al. (2007) em

Centellaasiatica, caracterizado por duas espécies endofiticas mais frequentes e numerosas
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outras com rara ocorréncia, sendo aquelas com frequéncia de isolamento menor do que
1%, reconhecidas como espécies cosmopolitas, relatadas como endofiticos de uma grande
variedade de hospedeiros vegetais distintos. No entanto, normalmente se observa a
presenga de uma ou duas espécies dominantes no hospedeiro € um nimero maior de
espécies mais raras (PIMENTA et. al., 2012). No presente estudo treze morfoespécies
apresentaram apenas um isolado.

A Tabela 3 representa o numero de isolados de fungos endofiticos e de
morfoespécies obtidas para cada fruto. Sendo que os espécimes vegetais de numero 3, 16,

17, 19 e 25, foram os que apresentaram maior niumero de isolados e morfoespécies.

Tabela 3. Numero de fungos endofiticos e morfotipos obtidos por individuo de abacaxi (4nanascomosus).

Individuo N° de Isolados N° de Morfotipos
01 7 5
02 5 4
03 5 4
04 8 5
05 4 3
06 5 3
07 4 1
08 5 5
09 3 1
10 4 4
11 4 3
12 4 2
13 4 1
14 4 2
15 5 3
16 4 2
17 2 2
18 5 3
19 8 5
20 5 5

Total 95 -

A partir da curva de riqueza de morfoespécies por individuo vegetal (Figura 1),
podemos visualizar o crescimento continuo no nimero de morfoespécies com o aumento
da amostragem sem, no entanto, se aproximar de uma parabola e, portanto, distante de uma
estabilizacdo. Isso indica a grande probabilidade de que fossem encontradas mais
morfoespécies caso o esfor¢o amostral tivesse sido maior, o que foi confirmado a partir do

resultado obtido através do estimador de riqueza empregado (Jackknifel), o qual se baseia
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no numero de espécies que ocorrem em somente uma amostra (Figura 1). Com isso,
percebemos que o método de coleta ndao atingiu o limite de saturacdo, embora tenha se
adequado aos objetivos propostos neste trabalho.

Segundo Schilling & Batista (2008), o uso da relacdo espécie-area, ou curva de
acumulagdo de espécies, ou curva de riqueza de espécies, para determinar a suficiéncia
amostral em estudos fito socioldgicos ¢ uma técnica usual. A definicdo de um tamanho
6timo de amostra esta baseado na ideia de que quanto maior otamanho da amostra, maior o
numero de espécies que serd encontrado, mas a uma taxa decrescente, até o ponto em que

acurva estabiliza e torna-se horizontal.

N® de morfotipos

1 2 3 4 5 6 7 85 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Amostras

Figural -Curva de riqueza de morfoespécies por individuo vegetal, estimador Jackknifel.
A frequéncia de colonizagdo normalmente ¢ dada em porcentagem e pode ser

amplamente variavel em decorréncia de inumeros fatores, como a localizagdo geografica
da planta, as condi¢des climaticas do local de coleta, idade e parte das plantas utilizadas
(TAYLOR et al., 1999). A frequéncia de colonizagdo global obtida neste trabalho para
Ananas comosus foi de 63,1%.

Chareprasert et al. (2006) estudaram a diversidade de fungos endofiticos associados
a duas espécies de plantas na Tailandia, Tectona grandis e Samaneasaman Merr., levando
em consideracdo a idade das folhas coletadas. Descobriu-se que a frequéncia de
colonizagdo de folhas maduras ¢ maior do que de folhas jovens, recém-emergidas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Suryanarayanan et al. (2003), avaliando a

variagdo temporal na assembléia endofitica de folhas de Plumeria rubra. Isto pode ser
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explicado, porque, além das folhas maduras apresentarem uma area maior para captura de
in6culo em sua superficie, elas ainda estariam expostas durante um periodo mais longo do
que folhas jovens e, consequentemente, receberiam maiores quantidades de fungos.

Fatores ambientais tais como, intensidade de luz e calor, nivel de precipitacao,
déficit hidrico, estabilidade de vetores, influenciam a colonizagao e permanéncia de micro-
organismos em seus hospedeiros. Taylor et al. (1999) obtiveram frequéncias de
colonizagdo que variaram de 23,4 a 57,3% em Trachycarpus fortunei, em funcao do local e

das condig¢des climaticas onde a planta foi coletada.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Foram isoladas 95 colonias de fungos endofiticos provenientes de frutos de abacaxi
(Ananas comosus), sendo agrupadas em 23 morfoespécies. A curva de riqueza de morfoespécies
manteve-se de forma ascendente, demonstrando que nao foi possivel verificar a real diversidade de

fungos endofiticos devido ao nimero amostral ou método de isolamento utilizado.
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