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RESUMO — Os micro-organismos endofiticos habitam o interior dos tecidos vegetais sem causar danos aparentes em seus hospedeiros. Estes vivem
associados as plantas em todo ou parte do seu ciclo de vida, auxiliando na prote¢do contra fatores bidticos e abioticos e sio também uma fonte
potencial de novos produtos naturais de importancia biotecnologica. Este estudo teve como objetivo conhecer a composi¢ao endofitica fangica de
cladodios sadios de Opuntia ficus-indica (L.) Mill e verificar se ha influéncia da infestagdo pelo inseto Dactylopius opuntiae (Cockerell, 1896)
(Hemiptera: Dactylopiidae) na comunidade endofitica da palma forrageira. Foram utilizados 45 fragmentos de cada tecido vegetal sadio ¢ infestado
pelo inseto. Um total de 44 fungos endofiticos foi isolado da palma forrageira infestada por D. opuntiae, sendo o maior nimero identificado como
mycelia sterilia (35). Da palma forrageira sadia foram isolados 46 fungos endofiticos, a maioria identificada como Chrysonilia sitophila (Mont.) Arx
(19). Os resultados mostram que a frequéncia de colonizagdo entre os dois tecidos estudados foi semelhante, havendo diferenga no ntmero de
géneros fangicos isolados de cada tecido vegetal. Estes resultados demonstram a necessidade de mais estudos sobre a influéncia da infestagdo pelo
inseto na comunidade endofitica fangica de palma forrageira.

PALAVRAS-CHAVE: Palma-forrageira, cochonilha-do-carmim, micobiota endofitica.

ENDOPHYTIC FUNGI FROM OPUNTIA FICUS-INDICA (L.) MILL. (CACTACEAE) HEALTHY AND INFESTED BY DACTYLOPIUS OPUNTIAE

ABSTRACT — The endophytic microorganisms inhabit the interior of plant tissues without causing apparent damage to their hosts. These living
associated with plants in all or part of their life cycle, helping protect against biotic and abiotic factors and are also a potential source of new natural
products of biotechnological importance. This study aimed to know the endophytic fungal composition of healthy cladodes of Opuntia ficus-indica (L.)
Mill and verify influence of infestation by the insect Dactylopius opuntiae (Cockerell, 1896) (Hemiptera: Dactylopiidae) in the endophytic community
of the cactus. Forty five fragments of each healthy plant tissue and infested by the insect were used. A total of 44 endophytic fungi was isolated from
the forage cactus infested by D. opuntiae, with the highest number identified as sterile mycelia (35). From the forage cactus healthy were isolated 46
endophytes, most identified as Chrysonilia sitophila (Mont.) Arx (19). The results show that the frequency of colonization between the two tissues
studied was similar, with the difference in the number of genera of fungi isolated from each plant tissue. These results demonstrate the need for
more studies on the influence of infestation by the insect in community of endophytic fungal of the cactus.

KEYWORDS: Forage cactus, cochineal insect, endophytic mycobiota.

HONGOS ENDOFITOS DE OPUNTIA FICUS-INDICA (L.) MILL. (CACTACEAE) SALUDABLES E INFESTADO POR DACTYLOPIUS OPUNTIAE

RESUMEN — Microorganismos endofitos habitan en el interior de los tejidos vegetales sin causar dafio aparente a sus anfitriones. Estan asociados con
plantas en todo o parte de su ciclo de vida, lo que ayuda a protegerlas contra los factores bioticos y abioticos y también son una fuente potencial de
nuevos productos naturales de importancia biotecnologica. Este estudio tuvo como objetivo conocer la composiciéon de hongos endofitos de cladodios
saludables de Opuntia ficus-indica (L.) Mill. y verificar la influencia de la infestacion por el insecto Dactylopius opuntiae (Cockerell, 1896) (Hemiptera:
Dactylopiidae) en la comunidad endofitica del cactus. Se utilizaron cuarenta y cinco fragmentos de cada tejido saludables de la planta y los infestados
por el insecto. Se aislo un total de 44 hongos endofitos de los cactus forraje infestada por D. opuntiae, con el mayor ntimero identificado como
micelios sterilia (35). Desde el cactus forraje saludables se aislaron 46 endofitos, la mayoria identificados como Chrysonilia sitophila (Mont.) Arx (19).
Los resultados muestran que la frecuencia de colonizacion entre los dos tejidos estudiados fue similar, con la diferencia en el nimero de géneros de
hongos aislados de cada tejido de la planta. Estos resultados demuestran la necesidad de mas estudios sobre la influencia de la infestacion por el
insecto en la comunidad de hongos endofitos de los cactus.

PALABRAS CLAVE: Cactus forraje, insectos de cochinilla, micobiota endofitico.

INTRODUCAO

O termo endofito define os micro-organismos que
colonizam o interior de 6rgaos e tecidos vegetais, mas que nao
produzem sintomas aparentes de doenga em seus hospedeiros
(Schutz e Boyle, 2005). Recentemente, o estudo de fungos
endofiticos foi denominado de “endofitologia”, com o intuito de
facilitar o entendimento da relagdo desses micro-organismos
com o seu hospedeiro (Unterseher et al., 2012), os quais podem

conferir diversos beneficios as plantas, auxiliando na protecao
contra ataque de patogenos, insetos-praga, substancias toxicas e,
até mesmo, condigbes de estresse causadas pela escassez de agua
(Peixoto-Neto et al., 2002). Esses fungos também sao relatados
como potenciais produtores de metabolitos de importancia
biotecnologica (Azevedo et al., 2000; Caféu et al., 2005;
Fernandes et al., 2009; Bezerra et al., 2012a; Chandra, 2012).
Micro-organismos endofiticos ja foram isolados a partir
de uma grande variedade de plantas (Arnold et al., 2000; Wang
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e Dai, 2010; Siqueira et al., 2011; Bezerra et al., 2015).
Entretanto, siao poucos os estudos que relataram fungos
endofiticos associados as plantas de ambientes secos, como o
estudo dos fungos endofiticos de Opuntia stricta (Haw.) Haw.
realizado em regides semiaridas da Australia (Fischer et al.,
1994) e o de Silva-Hughes et al. (2015) que estudaram os fungos
endofiticos Opuntia humifusa (Raf.) Raf. nos Estados Unidos,
além de outras espécies de cactos no Arizona, as quais foram
estudadas por Suryanarayanan et al. (2005). No Brasil, a
composi¢ao da comunidade de fungos endofiticos foi estudada
em Opuntia ficus-indica (L.) Mill. (Bezerra et al., 2012a) ¢ em
Cereus jamacaru DC. subsp. jamacaru crescendo na Caatinga, uma
Floresta Tropical Seca localizada na regidao Nordeste do pais
(Bezerra et al., 2013).

Opuntia ficus-indica, popularmente conhecida como
palma-forrageira, ¢ considerada a planta mais explorada e
distribuida nas regides aridas e semiaridas do mundo (Leite,
2006). O Brasil apresenta a maior area de cultivo da palma-
forrageira, sendo a regiao Nordeste responsavel por uma area
de aproximadamente 550 mil hectares (EMBRAPA, 2011),
distribuidos, especialmente, no agreste e sertao dos estados de
Alagoas e Pernambuco (Leite, 2006). Devido as suas
caracteristicas morfofisiologicas que conferem adaptacio a
regides aridas e semiaridas (Silva et al., 2012), a palma-
forrageira tornou-se um alimento alternativo e de grande
Nordeste
principalmente na pecuaria, combatendo fome e desnutrigdo

relevancia no brasileiro, sendo  utilizada
dos animais durante longas estiagens (Nunes, 2011).
A palma-forrageira vem sofrendo intenso ataque do

inseto Dactylopius opuntiae (Cockerell, 1896) (Hemiptera:

Dactylopiidae), popularmente chamado de cochonilha-do-
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carmim, conhecido mundialmente pela capacidade de produzir
um liquido vermelho, o acido carminico, bastante utilizado
como mateéria prima na produgdo de corantes (Santos et al.,
2006; Spodek et al., 2014). Atualmente, a cochonilha-do-
carmim ¢ considerada a principal praga da palma-forrageira nos
estados de Pernambuco, Paralba e Ceara (EMBRAPA, 2001;
CULTIVAR, 2013). Devido a grande capacidade de proliferagao
e disseminacdo, D. opuntide pode causar danos severos e
irreversiveis ~a  palma-forrageira, com  consequéncias
socioeconomicas graves em comunidades agricolas que
dependem da planta como suporte alimentar alternativo ao
rebanho durante a estiagem (Lopes, 2007; Chiacchio, 2008).
Este estudo teve como objetivo conhecer a composicao
endofitica fingica de O. ficus-indica (palma-forrageira) cultivada
em area de Caatinga e verificar se a infestagao pelo inseto D.
opuntiae (cochonilha-do-carmim) influencia a comunidade de

fungos endofiticos.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Quatro cladodios (raquete) de O. ficus-indica sadios e
quatro cladodios infestados por D. opuntiae foram coletados de
diferentes individuos em ambiente de Caatinga, durante a
estagdo seca, no Sitio Curral Velho, Municipio de Itaiba,
localizado na regido de transigao entre o agreste e o sertio do
Estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil (09°06’41”,
37°07'23") (Figura 1).

FIGURA 1. Opuntia ficus-indica (L.) Mill. (Cactaceae) (A) sadia e (B) infestada por Daty]o‘;wm opu

5
ntiae (Cockerell, 1896) (Hemiptera: Dactylopiidac),

cultivada em area de Caatinga do Municipio de Itaiba, Estado de Pernambuco, regiao Nordeste do Brasil.

Isolamento de fungos endofiticos

O material botanico coletado foi desinfestado para o
processamento no prazo de até 48 horas, seguindo as
recomendagdes de Bezerra et al. (2012a). Os cladddios foram

lavados em agua corrente com detergente neutro e, em seguida,
retiradas partes da regido central para assepsia em alcool 70%
(1min), hipoclorito de sodio (2,5-3% de cloro ativo) (3 min),
alcool 70% (1 min) e trés vezes em agua destilada esterilizada
(Imin). Apos a desinfestacio superficial, foram utilizados 25
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fragmentos de cada raquete com aproximadamente 1 cm’,
transferidos para placas de Petri (5 fragmentos por placa),
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA)
suplementado com antibiotico e incubados a temperatura de 28
+2°C.

Para avaliar a eficacia da desinfestagao, aliquotas de 1
mL da tltima agua de lavagem foram inoculadas em placa de
Petri contendo o mesmo meio de cultura e incubadas sob as
mesmas condigdes. Para os cladodios colonizados pela
cochonilha-do-carmim, as colénias dos insetos foram retiradas
para facilitar o processo de assepsia do material vegetal.

Identificacdo de fungos endofiticos

Os fungos isolados foram purificados e mantidos em
tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA, para
identificagao pela equipe da Micoteca URM (WCDM 604) da
Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Para identificagao
morfologica foram observados os aspectos macro e micro
morfologicos, utilizando metodologia e literaturas especializadas
(Ellis, 1971; Sutton, 1980; Samson e Frisvad, 2004; Leslie e
Summerell, 2006; Domsch et al., 2007).

Frequéncias de fungos endofiticos

Foram calculadas as frequéncias absoluta e relativa dos
fungos isolados, sendo a frequéncia absoluta expressa pelo
ntmero de vezes que cada fungo foi isolado dos fragmentos e a
frequéncia relativa, a razao entre a frequéncia de cada endofito e
o total de isolados. Esse namero foi dividido pelo niimero total
de fungos encontrados (Larran et al., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram recuperados 90 fungos endofiticos
pertencentes a 12 géneros, sendo 44 endofitos isolados da palma
forrageira infestada pela cochonilha-do-carmim e 46 da palma
forrageira sadia. A frequéncia de colonizagdo entre os dois
tecidos estudados mostrou-se semelhante, contudo, houve
diferenga no namero de géneros fingicos isolados de cada
tecido vegetal (Tabelas 1 e 2). Douanla-Meli et al. (2013),
estudando a diversidade de fungos endofiticos em 360 folhas
saudaveis e 120 amareladas de Citrus x limon (L.) Osbeck
(Rutaceae), verificaram que a composi¢do endofitica flingica
variou entre os dois tipos de folhas, sendo maior nas folhas
amareladas, enquanto a riqueza de espécies das folhas sadias
mostrou-se maior.

Fungos endofiticos sao um componente fundamental na
associagdo com o hospedeiro, podendo contribuir na protegdo
da planta contra fatores bioticos e abioticos (Clay e Schardl,
2002). No presente estudo, o maior nimero de isolados foi
agrupado como mycelia sterilia e os demais fungos endofiticos
sdo pertencentes a géneros com espécies ja relatadas como
endofitos (Tabela 1). Fungos nao esporulantes em cultura
foram isolados em niimero elevado nos trabalhos desenvolvidos
em regides tropicais (Lodge et al., 1996; Brown, 1998; Photita
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et al., 2001), o que pode acontecer devido a dificuldade de
adaptagio de alguns fungos as condigdes artificiais que eles sao
submetidos (Guo et al., 2000; Bezerra et al., 2012a, 2012b,
2013; Sun et al., 2012). Endofitos ndo esporulantes em meio
artificial tém sido um campo para estudos de outras técnicas
para identificagdo, tais como as de biologia molecular (Naik,

2009; Gou et al., 2000).

TABELA 1. Frequéncias absoluta (f) e relativa (f,) de fungos endofiticos
isolados de Opuntia ficus-indica (L.) Mill. (Cactaceae) infestada por
Dactylopius opuntiae (Cockerell, 1896) (Hemiptera: Dactylopiidae).

Fungo endofitico f f (%)
Acremonium curvulum W. Gams 1 2,4
Aspergillus fumigatus Fresen. 1 2.4
Chrysonilia sitophila (Mont.) Arx 2 4,5
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries 1 2,4
Fusarium lateritium Nees 1 2.4
Penicillium funiculosum Thom 2 4,5
Phoma sp. 1 2,4
Mycelia sterilia 35 79
Total 44 100

Micro-organismos endofiticos tém sido encontrados
em uma grande diversidade de ambientes quando isolados de
plantas de florestas tropicais (Strobel, 2003), boreais (Higgins et
al., 2007), ambientes articos (Fisher et al., 1995; Rosa et al.,
2009) e desérticos (Suryanarayanan et al., 2005). Além de
poder atuar como agentes controladores de micro-organismos
fitopatogénicos e proteger a planta contra o ataque de
herbivoros (Peixoto-Neto et al., 2002). Por exemplo, Clay et
al. (1985) estudando o efeito do fungo endofitico Balansia cyperi
Edgerton, observaram que a graminea Cyperus virens Michx.
(Cyperaceae) colonizada pelo endofito era mais resistente ao
ataque de larvas do que a planta ndo colonizada.

Entre os isolados obtidos dos tecidos sadios de palma-
forrageira, Chrysonilia sitophila (Mont.) Arx apresentou maior
frequéncia, seguido de mycelia sterilia, Cladosporium sp. e
Penicillium sp. (Tabela 2).

TABELA 2. Frequéncias absoluta (f) e relativa (f,) de fungos endofiticos
isolados de tecidos sadios Opuntia ficus-indica (L.) Mill. (Cactaceae).

Fungo endofitico f £, (V)
Chrysonilia sitophila (Mont.) Arx 19 41,3
Cladosporium sp. 5 10,8
Cunninghamella sp. 1 2,3
Curvularia sp. 2 4,3
Fusarium oxysporum Schltdl. 2 4,3
Mucor sp. 2 4,3
Penicillium citrinum Thom 2 4,3
Penicillium janthinellum Biourge 1 2,2
Phialophora repens (R.W. Davidson) Conant 1 2,2
Phoma sp. 1 2,2
Rhinocladiela sp. 1 2,2
Mycelia sterilia 9 19,6
Total 46 100
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Segundo Srivastava e Thakre (2000), algumas espécies
do género Chrysonilia sao capazes de produzir metabolitos com
atividade antibiotica. Apesar de C. sitophila ser citada na
literatura como fitopatogénica, saprofita (Auer e Junior, 2002;
Strapasson et al., 2002) e contaminante do ambiente (Souza e
Farias, 2013), esse fungo foi isolado dos tecidos sadios de O.
ficus-indica. O mesmo fato foi verificado em estudo realizado
por Bezerra et al. (2013), quando isolaram esse mesmo fungo de
fragmentos do cacto colunar C. jamacaru subsp. jamacaru
crescendo na Caatinga.

Cladosporium foi outro género com maior frequéncia
em palma-forrageira sadia e infestada pela cochonilha-do-
carmim. Comparando com os resultados obtidos por
Suryanarayanan et al. (2005), em estudo realizado com cactos
do Arizona, os autores também obtiveram isolados de
Cladosporium como fungo endofitico. Resultados semelhantes
foram verificados por Bezerra et al. (2012a, 2012b, 2013) ao
estudarem fungos endofiticos de outros cactos. Esse género

também ¢ relatado como endofito em outras espécies vegetais,
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sendo encontrados em frutos de cafeeiros sadios (Pereira et al.,
2005) e em aciculas de arvores jovens de Pinus taeda L.
(Pinaceae) (Pimentel et al., 2010).

No presente estudo, Aspergillus sp. e Acremonium
curvulum W. Gams foram encontrados unicamente na palma-
forrageira infestada com a cochonilha-do-carmim e Curvularia
sp., Phialophora repens (R.W. Davidson) Conant, Rhinocladiela
sp., Mucor sp. e Cunninghamella sp. foram isolados somente de
tecidos sadios de palma-forrageira (Tabelas 1 e 2 e Figura 2).
Santos et al. (2003), isolando fungos endofiticos de tecidos
sadios de Melia azedarach L. (Meliaceae) também encontraram
Penicillium e Aspergillus como um dos géneros mais frequentes.
Segundo  Schulthess e Faeth (1998), esses fungos sdo
cosmopolitas e geralmente epifiticos, mas podem ocorrer como
endobfitos. Semelhante ao presente estudo, Bezerra et al. (2012a)
também isolaram espécies do género Cladosporium e Acremonium
como endofiticos da palma forrageira e Aspergillus, Penicillium e
Curvularia de C. jamacaru subsp. jamacaru (Bezerra et al., 2013).

FIGURA 2. Fungos endofiticos isolados de tecidos sadios de Opuntia ficus-indica (L.) Mill. (Cactaceae) e de tecidos infestados por Dactylopius opuntiae
(Cockerell, 1896) (Hemiptera: Dactylopiidae). (A) Aspergillus fumigatus Fresen., (B) Penicillium funiculosum Thom, (C) Penicillium citrinum Thom, (D)

Penicillium janthinellum Biourge.
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As especies de fungos mais isoladas como endofiticos
sdo, frequentemente, pertencentes aos ascomycetes, e espécies
de  basidiomycetes e  Mucoromycotina  [zygomycetes]
representam um nimero bem menor de isolados (Schulz e
Boyle, 2005). Em Dactylis glomerata L. (Poaceae), uma espécie
de graminea, Sanchez Marquez (2009) isolou especies de
Cunninghamella como endofito. Huang et al. (2001) isolaram
Mucor sp. como fungo endofitico da planta medicinal Taxus
maire, ¢ em estudo de Zhao et al. (2010), o género foi isolado
como possivel produtor de metabolitos secundarios. Strapasson
et al. (2002) isolaram como fungo endofitico e rizosférico em
sementes de Piptadenia paniculata Benth. (Fabaceae).

Apesar de alguns endofitos terem sido isolados
somente uma ou duas vezes, os géneros Phialophora, Phoma e
Rhinocladiella foram recuperados e sio considerados achados
raros. Analisando fungos endofiticos de Taxus wallachiana Zucc.
(Taxaceae), Yang et al. (1994) relataram Phoma sp. como um
endofito mutualista que obtém nutrientes e protegao da planta,
enquanto ¢ capaz de produzir um composto antibiotico, o
altersolanol, que confere protegao ao seu hospedeiro contra
infecgbes bacterianas. Espécies de Phialophora sio relatadas
como endofito de Pinus ponderosa Douglas ex C. Lawson
(Pinaceae) (Hoff et al., 2004) e de P. taeda (Pimentel et al.,
2010). Rhinocladiella ¢ comumente encontrado como saprofito
em troncos de arvores, e também foi isolado como endoéfito
produtor de metabélitos bioativos da planta medicinal
Tripterygium wilfordii Hook.f. (Celastraceae) (Wagenaar et al.,
2000).

Espécies de Fusarium, também isoladas nesse estudo,
sio de grande importancia, pois sio cosmopolitas e causam
danos em grande parte de especies vegetais (Granata, 2001),
inclusive em cactos (Bonfim et al., 2013). No Nordeste,
principalmente nos estados de Pernambuco e Alagoas, Santos et
al., (2006) relataram Fusarium solani (Mart.) Sacc. como
fitopatogeno da palma-forrageira, que causa podridao das raizes
e das raquetes com consequente murcha e queda dos cladodios.
Da mesma forma, Souza et al. (2010), em trabalho realizado no
semiarido paraibano, isolaram F. solani como causador de
doengas na palma-forrageira. No Mexico, tambeém houve
registros de infecgGes causadas por espécies de Fusarium em
Opuntia (Granata, 2001; Flores-Flores et al., 2013).

CONCLUSAO

Recentes estudos tem demonstrado a riqueza de fungos
endofiticos associados as plantas de ambientes secos,
estimulando a prospecgdo desses micro-organismos com
vegetais tipicos de habitats aridos e semiaridos. Os estudos de
endofitos associados aos cactos tém demonstrado uma marcante
presenga de fungos ndo esporulantes em meios de cultura.
Plantas com sintomas de amarelamento, doengas ou coloniza¢ao
de insetos necessitam ser verificadas quanto a sua comunidade
de fungos endofiticos para entendimento das relagdes ecologicas
entre as plantas e os fungos. Neste estudo, a frequéncia de
fungos endofiticos entre os cactos avaliados foi semelhante, ja a
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riqueza de endofitos foi maior na palma forrageira sadia. Os
resultados obtidos sugerem a necessidade de maiores estudos da
composi¢do endofitica fingica de O. ficus-indica infestada pelo
inseto D. opuntige. Novos estudos de verificagio da comunidade
de endofitos em cactos cultivados e nativos sio necessarios para
melhor entendimento da contribui¢io desses micro-organismos
na permanéncia das plantas nas areas agriculturaveis e naturais
da Caatinga.
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