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Resumo

Para posterior emprego na biotransformacao do acido betulinico e acido betuldnico, foram isolados fungos
epifiticos e endofiticos da casca de caule de Platanus orientalis L. de acordo com metodologia especifica.
Para cada experimento foram utilizadas 800 amostras cortadas em pequenos pedacos e plagqueadas em dois
meios de culturas diferentes: BDA (batata-dextrose-agar) e SDA (sabouraud-dextrose-agar). Os dados fo-
ram expressos em incidéncia de aparecimento do fungo. Foi realizado teste qui-quadrado (+”) para verifi-
car se algum dos meios favoreceu o isolamento e cultivo dos fungos isolados. Foram identificados 13
géneros de fungos epifiticos: Mucor sp.; Rhizopus sp.; Dematium sp.; Chaetophoma sp.; Arthobotrys sp.;
Trichoderma sp.; Drecheslera sp.; Nigrospora sp.; Fusarium sp.; Pestalotia sp.; Rhizomucor sp.; Aspergillus
sp. e Alternaria sp. Constatou-se que Mucor sp., Rhizopus sp. apresentaram as maiores incidéncias nos
dois meios. Oito géneros foram identificados para os fungos endofiticos: Mucor sp.; Stachibotrys sp.;
Trichophyton sp.; Trichoderma sp.; Aspergillus sp.; Phoma sp.; Fusarium sp. e Curvularia sp. Observaram-
se as maiores incidéncias dos fungos: Mucor sp. presente nos dois meios; Stachibotrys sp. em BDA;
Trichophyton sp. em SDA. P6de-se comprovar pelo teste (+”) que para alguns fungos a alteracdo do meio
foi significativa.
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Abstract

For a further use in the biotransformation of
betulinic acid and betulonic acid, epiphytes
and endophytes fungi were isolated from the
bark of Platanus orientalis L. following the
specific methodology. In each experiment 800
samples cut in small pieces were utilized.
These samples were plated in two culture
medium: Potato-dextrose-agar (PDA) and
Sabouraud-dextrose-agar (SDA). The results
were demonstrated in incidence of fungi
presence. Afterwards qui-quadrate test was
realized to verify if culture medium was in
favour of some fungi. Thirteen epiphytes fungi
genus were identified: Mucor sp.; Rhizopus
sp.; Dematium sp.; Chaetophoma sp.;
Arthobotrys sp.; Trichoderma sp.; Drecheslera
sp.; Nigrospora sp.; Fusarium sp.; Pestalotia
sp.; Rhizomucor sp.; Aspergillus sp. and Al-
ternaria sp. Besides, it was identified that the
fungi Mucor sp. and Rhizopus sp. had the
major incidence in both cultures medium.
Eight genus were identified into the
endophytes fungi: Mucor sp.; Stachibotrys sp.;
Trichophyton sp.; Trichoderma sp.; Aspergillus
sp.; Phoma sp.; Fusarium sp. and Curvularia
sp. It was observed that the major incidence
was demonstrated by the fungi: Mucor sp.
present into the two different cultures medium;
Stachibotrys sp. in PDA and Trichophyton sp.
in SDA. All in all, the test (+") demonstrated
that the change of culture medium was
significant to some fungi.

Keywords: Endophyte Fungi; Epiphyte Fungi;
Platanus orientalis.

Introducéo

A incidéncia de microrganismos nas plan-
tas ocorre pelainfeccao natural no campo favorecida
pelo clima damido, sendo que o seu isolamento
pode ser considerado o passo inicial para a com-
preensdo do aparecimento de metabdlitos secun-
dérios nas plantas e a ativacdo de enzimas especi-
ficas nos fungos.

Os fungos epifiticos sdo aqueles que vi-
vem sob outro ser vivo e os endofitos sdo aqueles
que vivem em associacdo intima com plantas
hospedeiras vivas e sadias, colonizando os tecidos
vegetais. Acredita-se que muitas substancias
bioativas que ocorrem nas plantas podem ser
produzidas por estes microrganismos associados,

porém a exata relacdo fisica e bioquimica entre os
enddfitos e a planta permanece obscura. (STROBEL,
2003).

O presente trabalho teve como objetivo
isolar, identificar e observar a incidéncia de fungos
epifiticos e endofiticos presentes na casca do caule
de PlatanusorientalisL. (Platanaceae). Esta arvore,
original das regibes temperadas do hemisfério
norte, € comumente utilizada na arborizacao urba-
na inclusive no Brasil. Os fungos isolados foram
utilizados na biotransformacéo do acido betulinico
e acido betulénico (“in press”).

O acido betulinico é o principal metabdlito
secundario desta planta e ambos o0s &cidos possu-
em atividades farmacoldgicas importantes frente ao
HIV (Fujioka et al., 1994) e ao melanoma (Pisha et
al., 1995; Kim et al.,1998).

Material e métodos

A casca do caule de P. orientalis foi coletada
de diversos individuos no municipio de Curitiba,
Parana, Brasil. © material botanico foi identificado pelo
Prof. Dr. Olavo Guimarées e uma exsicata depositada
no Herbario da UFPR sob nimero 47812.

O isolamento e identificacdo dos fungos
sendo e epifiticos presentes na casca do caule de P.
orientalis foi realizada de acordo com metodologia
descrita a seguir.

Para cada experimento foram utilizadas 800
amostras de casca cortadas em pequenos pedacgos e
plagueadas em dois meios de cultura: Batata-dextrose-
agar (BDA) e Sabouraud (SDA) com adicao de solucéo
etandlica de tetraciclina (100 pg.L* de meio de cultura).

Para o isolamento dos fungos epifiticos, as
amostras foram previamente desinfetadas com
hipoclorito de sodio 3% durante trinta segundos,
posteriormente enxaguadas em agua destilada esterili-
zada.

Para o isolamento dos fungos endofiticos, as
amostras foram previamente parafinadas nas extremi-
dades, desinfetadas em solucdo de etanol a 70%
durante um minuto; com hipoclorito de sédio 3% por
guatro minutos, novamente em solucdo etandlica 70%
por trinta segundos, posteriormente enxaguadas trés
vezes em agua destilada esterilizada (NETO et al.,
2002).
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ApOs a desinfeccdo, quatro amostras de
aproximadamente 50 x 50 mm foram colocadas em
placas de Petri de 9 cm contendo os meios citados
e mantidas em estufa aproximadamente a 28°C
durante trés a cinco dias. Posteriormente os fungos
foram isolados pela transferéncia dos micélios ou
conidios em tubos de ensaio com meio BDA
inclinados e mantidos sob refrigeracao.

A identificacdo dos isolados foi realizada
por meio da observacdo de suas estruturas de repro-
ducédo (sexual e assexual), utilizando o método de
cultura em lamina ou técnica do microcultivo (KERN
e BLEVINS, 1999) e de acordo com literatura especi-
alizada (BARNETT; HUNTER, 1986; ELLIS, 1976; ARX,
1974). Aslaminas foram fixadas, coradas em lactofenol
com 0,05% de azul de algodao e/ou lactofenol de
Amann e analisadas ao microscépio 6tico.

Resultados e discussao

Os resultados dos fungos isolados foram
expressos em incidéncia de fungos (f - nimero de
cascas infectadas) e frequéncia de aparecimento (fr
- presenca em relacdo ao total) para cada amostra
avaliada. Com o proposito de se verificar se algum
dos meios utilizados (BDA, SDA) poderia ser mais
adequado para o isolamento e cultivo dos fungos
isolados, comparou-se a frequiéncia absoluta dos
mesmos através do teste qui-quadrado (=") no qual
se considerou a hipé6tese de independéncia. As
tabelas 1 e 2 mostram os géneros isolados com 0s
respectivos valores de freqiéncia absoluta (f),
relativa (fr), teste qui-quadrado (=), significancia
assim como a indicagdo do melhor meio para o
isolamento (+).

Tabela 1. Frequéncia absoluta (f) e relativa (fr) de fungos epifiticos isolados
da casca de Platanus orientalis L. nos meios de cultura BDA e SDA.

BDA SDA
BDA SDA

Género f fr(%o) f fr(%o)
M ucor sp. 158 39,50 136 34,00 2,600n.s. n.s. n.s.
Rhizopus sp. 100 25,00 164 41,00 23,150** -
Dematium sp. 57 14,25 0 0,00 61,380** + -
Chaetophoma sp. 0,00 32 8,00 33,350** - +
Arthobotrys sp. 0,00 27 6,75 27,940* * - +
Trichoderma sp. 15 3,75 3 0,75 8,180** + -
Drechedera sp. 15 3,75 3 0,75 8,180** + -
Ni grospora sp. 11 2,75 0 0,00 11,140** + -
Fusarium sp. 6 1,50 2 0,50 2.020 n.s. n.s. n.s
Pestolotia sp. 2 0,50 0 0,00 2,004 n.s. n.s. n.s.
Rhizomucor sp. 0 0,00 2 0,50 2.004 n.s. n.s. n.s.
Aspergillus sp. 1 0,25 0 0,00 1,002 n.s. n.s. n.s.
Alternaria sp. 1 0,25 0 0,00 1,002 n.s. n.s. n.s.
Sem crescimento 34 8,50 31 7,75 0,150 n.s. n.s. n.s.
Total 400 100,00 400 100,00 -

* significancia a 5%

s néo sgnificatvo

(+) melhor meio a ser utilizado
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Tabela 2. Frequéncia absoluta (f) e relativa (fr) de fungos endofiticos isolados

da casca de Platanus orientalis L. nos meios de cultura BDA e SDA.

BDA SDA

. o BDA SDA
Género f fr(%) f fr(%)
Mucor sp. 73 18,25 91 22,75 2,48n.s. n.s. n.s.
Sachibotrys sp. 162 40,50 0 0,00 203,00* * -
Trichophyton sp. 0 0,00 87 21,75 97,61** - +
Trichoderma sp. 26 6,50 37 9,25 2,08n.s n.s. n.s.
Aspergillus sp. 49 12,25 52 13,00 0,10n.s n.s. n.s.
Phoma sp. 32 8,00 86 21,50 28,99** - +
Aspergillus niger 2 0,50 0,50 0,00n.s. n.s. n.s.
Fusarium sp. 12 3,00 0,50 7,27 + -
Curvularia sp. 0,00 1 0,25 1,00n.s. n.s. n.s.
N&o ldentificado 9 2,25 13 3,25 0,74n.s n.s. n.s.
Sem crescimento 35 8,75 29 7,25 0,61n.s. n.s. n.s.
Total 400 100,00 400 100,00 -

significancia a 5%

significancia a 1%

ndo significativo

(+) melhor meio a ser utilizado

Dos 800 fragmentos de casca de caule
utilizados em cada experimento foram isolados 21
fungos epifiticos e 17 endofiticos. Apds a identifica-
¢do resultaram em 13 géneros de fungos epifiticos
e oito endofiticos. Desses quatro apareceram em
ambos os experimentos: Mucor sp.; Trichoderma
sp.; Aspergillus sp.; Fusarium sp.

Asincidéncias dos fungos epi e endofiticos
nos meios BDA e SDA apresentaram diferencas, no
entanto, péde-se constatar que os fungos Mucor
sp.; Rhizopus sp.; Trichoderma sp.; Aspergillus sp.;
Drescheslera sp.; Phoma sp. e Fusarium sp. desen-
volveram-se nos dois meios, sendo que Mucor sp.
apresentou a maior incidénciarepresentando 36,75%
dos fungos epifiticos, 20,50% dos endofiticos resul-
tando em 28,62% do total das amostras.

Os fungos epifiticos Trichoderma sp.,
Drecheslera sp. e Fusarium sp. foram encontrados

nos dois meios, porém foram mais freqiientes em
BDA. Os fungos Dematium sp., Nigrospora sp.,
Pestolotiasp., Aspergillus sp. e Alternaria sp. foram
encontrados somente em BDA enquanto
Chaetophoma sp., Arthobotrys sp. e Rhizomucor
sp. em SDA.

Os géneros que apresentaram diferenca
significativa quanto a freqiéncia observada nos
diferentes meios foram: Dematium sp.,
Trichoderma sp., Dreschelera sp. e Nigrospora sp.
mais freqiientes em BDA, enquanto que Rhizopus
sp., Chaetophoma sp. e Arthobotrys sp. o foram em
SDA. Para os demais fungos o teste +”mostrou que
a alteragdo do meio néo foi significativa.

Os fungos endofiticos Mucor sp.;
Trichoderma sp.; Aspergillus sp.; Phoma sp.;
Aspergillus niger e Fusarium sp.; foram encontra-
dos nos dois meios sendo que 0s quatros primeiros
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foram mais frequientes em SDA. O fungo Stachibotrys
sp. foi encontrado somente em BDA; enquanto
Trichophyton sp. em SDA, nesses casos, de acordo
com teste +”, a alteracdo do meio foi fundamental
para o crescimento dos fungos.

Portanto, péde-se concluir que os diferen-
tes meios de cultivo utilizados favoreceram o
crescimento de determinados fungos o que se
justifica pela composicdo diferenciada dos mes-
mos. De posse desta informagdo, foi testado o
melhor meio para a biotransformacdo do acido
betulinico e &cido betulbnico.

Agradecimentos

Os autores agradecem ao Prof. Dr. Olavo
Guimaraes (Departamento de Botanica, UFPR)
pela identificagdo botéanica e a Coordenacgdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pelo apoio financeiro concedido.

Referéncias

ARX, J.A. The genera of fungi sporulation in
pure culture. Vaduz: A.R. Gantner, 1974.

BARNETT, H.C.; HUNTER, B.B. Illlustrated genera
of imperfect fungi. New York: Burgess, 1986.

ELLIS, M.B. More dematiaceous hyphomycetes.
Kew: Survey Commonhealth Mycological Institut,
1976.

FUJIOKA, T., KASHIWADA, Y., KILKUSKIE, R.E.,
COSENTINO, L.M., BALLAS, L.M., JIANG, J.B.,
JANZEN, W.P., CHEN, L.S.; LEE, K.H. Anti-aids
agents,11.Betulinic acid and platanic acid as anti-
HIV principles from Syzigium claviflorum, and the
anti-HIV activity of structurally related triterpenoids.
Journal of Natural Products, v. 57, p. 243-247,
1994.

KERN, M.E.; BLEVINS, K.S. Micologia médica. Sdo
Paulo,SP:Premier, 1999.

KIM, D.S.H.L., PEZZUTO, J.M.; PISHA, E. Synthesis
of betulinic acid derivatives with activity against
human melanoma. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, v.8, p.1707-1712, 1998.

NETO, P.A.S., AZEVEDO, J.L.; ARAUJO,W.L. Mi-
crorganismos endofiticos interacdo com plantas e
potencial biotecnoldgico. Revista Biotecnologia,
v. 29, p. 62-76, 2002.

PISHA, E., CHAI, H., LEE, |.S., CHAGWEDERA, T.E.,
FARNSWORTH, N.R., CORDELL, G.A., BEECHER,
C.W.W., FONG, H.H.S., KINGHORN, A.D.,
BROWN, D.M., WANI, M.C., WALL, M.E., HIEKEN,
TJ., GUPTA, T.K.; PEZZUTO, J.M. Discovery of
betulinic acid as a selective inhibitor of human
melanoma that functions by induction of apoptosis.
Natural Medicine, v. 1, p.1046-1051, 1995.

STROBEL, G. Endophytes as sources of bioactive
products. Microbes and Infection, v. 5, p. 535-
544, 2003.

Recebido em/ Recived in: 31/10/2003
Aprovado em/ Approved in: 01/12/2003

Revista Estudos de Biologia, v. 26, n.54, p.37-41, Jan./Mar. 2004

41



