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RESUMO

Morinda citrifolia, popularmente conhecida como noni, é uma arvore pequena, nativa do sul da Asia, que cresce nos
trépicos. Possui histérico de uso como planta medicinal como antibacteriano, antiviral, antifingico, antitumoral,
analgésico, anti-inflamatério, hipotensor e imunoestimulante. Varios estudos foram realizados para analisar compostos
quimicos e atividade bioldgica de M. citrifolia, no entanto, sdo raros os relatos sobre fungos endofiticos desta planta.
Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar os fungos endofiticos cultivaveis de M. citrifolia. Folha e caule foram
descontaminados superficialmente, inoculados em meio Agar Dextrose-Batata (BDA) e BDA com extrato de tecido
vegetal a 10%, e incubados a 18 °C ou 28 °C. Um total de 90 fungos foram isolados e agrupados em 53 morfoespécies,
sendo idenficiado os géneros Colletotrichum (23), Fusarium (8), Phomopsis (5), Xylaria (2), Aspergillus (2) e
Oidiodendron (1). A abundéncia, riqueza e composicdo de espécies endofiticas foram significativamente dependentes do
tecido, meio de cultura e temperatura de isolamento. Houve mais isolados em caule (57,6%) que folha (42,4%). No meio
de cultura BDA houve mais isolados, 57,6%, que em meio BDA + extrato (42,7%). A temperatura de 28 °C permitiu o
isolamento de mais fungos endofiticos, 55,3%. Os indices de diversidade foram Shannon — Wiener (2,89), Simpsom
(0,91) e espécie Evenness (0,64). Os resultados obtidos neste trabalhno mostram que M. citrifolia € um interessante
reservatorio de espécies de fungos, e que fatores nutricionais e ambientais utilizados para o isolamento de fungos
endofiticos em M. citrifolia influenciaram a quantidade e a riqueza de morfoespécies.
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CULTIVABLE ENDOPHYTIC FUNGI FROM Morinda citrifolia Linn.
ABSTRACT

Morinda citrifolia, popularly known as noni, is a small tree, native to South Asia, that grows in the tropics. It has a history
of use as a medicinal plant as antibacterial, antiviral, antifungal, antitumor, analgesic, anti-inflammatory, hypotensive and
immunostimulant. Several studies have been done to analyze chemical compounds and biological activity of M. citrifolia,
however, reports on endophytic fungi of this plant are rare. Thus, the objective of this work was to investigate the
cultivable endophytic fungi of M. citrifolia. Leaf and stem were superficially decontaminated, inoculated in Agar
Dextrose-Potato (PDA) and PDA with 10% plant tissue extract, and incubated at 18 °C or 28 °C. A total of 90 fungi were
isolated and grouped into 53 morphospecies, being identified the genera Colletotrichum (23), Fusarium (8), Phomopsis
(5), Xylaria (2), Aspergillus (2) e Oidiodendron (1). The abundance, richness and composition of endophytic species were
significantly dependent on the tissue, culture medium and temperature of isolation. There were more isolates in stem
(57.6%) than leaf (42.4%). In the PDA culture medium there were more isolates, 57.6%, than in PDA + extract (42.7%).
The temperature of 28 °C isolated more endophytic fungi, 55.3%. The diversity indexes were Shannon - Wiener (2.89),
Simpsom (0.91) and Evenness species (0.64). The results obtained in this study show that M. citrifolia is an interesting
reservoir of species of fungi, and that nutritional and environmental factors used for the isolation of endophytic fungi in
M. citrifolia influenced the quantity and richness of morphospecies.

KEYWORDS: noni, fungal community, Colletotrichum.
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1. INTRODUCAO

Morinda citrifolia Linn., conhecida como noni, tem seus frutos amplamente utilizados pela
populacdo. Sdo verdes, do tamanho médio de uma maca e suas caracteristicas sao a forma excéntrica
e o forte cheiro exalado, sendo conhecidos como frutos de queijo ou vomito (WU et al, 2015). E uma
pequena arvore encontrada no sul da Asia, pertencente a familia Rubiaceae, que cresce nos tropicos
(PAWLUS; KINGHORN, 2007).

Todos os tecidos sao utilizados terapeuticamente, incluindo folhas, frutos, raizes, cascas, flores
e sementes. Possui um longo histérico de uso como planta medicinal em todo o mundo, sendo
utilizado na Polinésia, Sul e Sudeste da Asia, Nordeste da Australia e Caribe (POTTERAT;
HAMBURGER, 2007). E geralmente usado para tratar furinculos, abscessos e inflamag6es de varias
origens, infeccdes por fungos, constipacdo e diarréia, e sua raiz e casca também sdo usadas como
corantes naturais (DUSSOSSOYA et al, 2011).

Estudos descrevem a composi¢do quimica de M. citrifolia indicando que possui compostos
fenodlicos (PAWLUS; KINGHORN, 2007), glucoésideos, polissacarideos, iridoides, ligninas,
aminoacidos, ésteres de acidos graxos trissacarideos, antraquinonas (SAMOYLENKO et al, 2006) e
alcaldide (RODRIGUEZ et al, 2012).

Morinda citrifolia apresenta diversas atividades biolégicas como antibacteriano (MURRAY et
al, 2008; CRUZ-SANCHEZ et al, 2019), anticancer (WANG; SU, 2001), antituberculose
(SALUDES et al, 2002), antioxidante, anti-inflamatério (KAMIYA et al, 2004), analgésico e
hipotensivo (FURUSAWA et al, 2003).

Além disso, esta espécie vegetal abriga diversos e abundantes microrganismos, incluindo
fungos endofiticos, que s&o encontrados colonizando diferentes tecidos vegetais como caule e folha
(JIA et al, 2019). Na literature, foi encontrado somente um estudo descrevendo os fungos endofiticos
de M. citrifolia (WU et al, 2015). A estrutura e composi¢do das comunidades de fungos podem ser
influenciadas por muitos fatores, como localizacdo geografica, padrfes climaticos, sazonalidade,
identidade da planta hospedeira, estrutura e diversidade da vegetacdo circundante, fisiologia e
especificidade dos tecidos colonizados (PERSOH, 2013; UNTERSEHER et al, 2013). Estes fungos
tém impactos profundos nas espécies vegetais hospedeiras, pois influenciam diretamente na aptidéo,
resisténcia e suscetibilidade a doencas (RODRIGUEZ et al, 2009).

Assim, o objetivo deste trabalho € relatar fungos endofiticos cultivaveis de Morinda citrifolia.
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2. METODOLOGIA

2.1 MATERIAL VEGETAL

Folha e caule saudaveis e assintomaticos de um exemplar de M. citrifolia foram coletados em
fevereiro de 2014 na cidade de Rio Branco, Estado do Acre, Brasil (S 09°57°72,50” ¢ W
67°50°57,70”) (Figura 1). Apdés a coleta, todos os materiais vegetais foram imediatamente
armazenados a 4 °C durante o periodo maximo de 24 h. Os tecidos vegetais coletados foram

fragmentados em 40 segmentos medindo 5mm de diametro para o isolamento dos fungos endofiticos.

Figural— A. Local de coleta de Morinda citrifolia, Rio Branco, Acre, Brasil. B. Planta com fruto
de M. citrifolia.
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2.2 ISOLAMENTO FUNGICO E IDENTIFICACAO MORFOLOGICA

Para reduzir a quantidade de microrganismos epifiticos, todas as amostras de M. citrifolia foram
cuidadosamente higienizadas em adgua corrente para a remocgao de detritos e depois foram secas ao ar
naturalmente. As amostras secas foram esterilizadas individualmente na superficie com etanol a 70%
(1 min), hipoclorito de so6dio a 2,5% (3 min), etanol a 70% (30 seg) e lavadas com agua destilada
estéril duas vezes (1 min) (ARAUJO et al, 2010).

Posteriormente, as amostras de folha e caule foram cortadas em fragmentos de Smm de
diametro e inoculadas em agar-dextrose-batata (BDA) e BDA + extrato de tecido vegetal 10% (p:v)
suplementado com cloranfenicol (100 pg mL™"). Para o meio com 10% de extrato, foi feito extrato da
planta triturando 100g de tecido vegetal em 500 mL de agua destilada, adicionado 500 mL de infusdo
de batata de 200g e solubilizado os reagentes para a produgcdo de BDA+extrato (ARAUJO et al,
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2010).

As placas inoculadas foram incubadas a 18 ou 28 °C por até 30 dias para permitir o crescimento
das hifas fungicas e verificadas regularmente. Os isolados fungicos foram purificados utilizando a
técnica de estrias por esgotamento (LACAZ et al, 1998). Para garantir que a esterilizacao superficial
removesse todos os fungos aderidos externamente aos segmentos, 200 pL da agua do Gltimo enxague
foram inoculados em placas de d4gar BDA e BDA + extrato e incubados a 18 ou 28 °C. Todos os
isolados puros foram numerados e inoculados em meio BDA inclinado e mantidos a temperatura
ambiente (ARAUJO et al, 2010).

Os endofitos fungicos foram identificados com base nas caracteristicas morfologicas. As
caracterizacdes fungicas foram feitas de acordo com as caracteristicas macroscopicas da colonia (cor,
aspecto e presenga de pigmentagdo) e caracteristicas microscopicas (morfologia das estruturas dos
esporos vegetativos) (LACAZ et al, 1998), utilizando manual taxondmico padrdo para identificar os

géneros fungicos (BARNETT; HUNTER, 1998).

2.3 ANALISE DE DADOS

A frequéncia relativa de cada género isolada foi calculada em porcentagem como o nimero de
isolados de um género dividido pelo nimero total de isolados em cada condicdo especifica. A formula
para calcular o indice de diversidade de Simpson =1 — ) (pi) 2. Diversidade de Shannon — Wiener
(H) =—)_ pi In pi, em que pi = propor¢ao da frequéncia de colonizagdo das espécies em uma amostra.
A uniformidade de espécies (E) foi calculada usando a seguinte formula: E=H /In S, onde S =0

namero de espécies na amostra.

3. ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Um total de 90 isolados de fungos foi recuperado de 40 fragmentos de folhas e 40 de caule de
Morinda citrifolia, resultando em uma frequéncia de 85%. A frequéncia maxima de colonizacao foi
encontrada em caule (84,5%), seguido de folha (82,5%).

A composicdo microbiana endofitica pode variar dependendo da espécie da planta, distribuigcdo
geografica, idade das plantas, precipitacdo anual entre outros fatores ambientais (PIMENTEL et al,
2006). A maior colonizagdo no caule de M. citrifolia pode ser devida a emisséo de raizes secundarias
e a entrada destas pelas folhas e subsequente migracéo para outros tecidos da planta, atingindo o caule
(CHAUHANA et al, 2015).

Os 90 fungos isolados de M. citrifolia foram classificados em 53 morfoespécies e 15 (35,3%)

306 Revista Théma et Scientia — Vol. 11, n°2, jul/dez 2021



Fungos Endofiticos Cultivaveis de Morinda citrifolia Linn

foram identificados em nivel de género. 41 isolados foram identificados em seis géneros,

Colletotrichum, Fusarium, Phomopsis, Xylaria, Aspegillus e Oidiodendron (Tabela 1). Os 49 isolados

restantes que nao apresentaram estruturas reprodutivas foram tratados como sem identificacdo, sendo

observados 54,4% de frequéncia relativa (Figura 2).

Tabela 1 — Numero e frequéncia relativa de endofitos fungicos isolados de Morinda citrifolia de
acordo com o tecido da planta, meio de cultura e temperatura.

Tecido Vegetal Meio de Cultura Tempoe(r:atura
Género T RF(%)
Folha  Caule BpA DDA+ BDA+ 18 28
folha Caule

Colletotrichum 21 2 14 9 - 12 11 23 25,6
Fusarium 1 7 3 - 5 4 4 8 8.9
Phomopsis 3 2 1 3 1 2 3 5 5,6
Xylaria 1 1 1 1 - 1 1 2 2,2
Aspergillus - 2 2 - - 2 2 2,2
Oidiodendron 1 1 - 1 - 1 1,1
Sem identificagdo 10 39 27 5 17 31 18 49 54,4
Total 36 54 49 18 23 51 39 90
RF (%) 40 60 54,4 20 25,6 56,7 433

T= total identificado na amostra; RF=frequencia relativa.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 2 — Frequéncia dos fungos endofiticos isolados de Morinda citrifolia de acordo

com o tecido da planta, meio de cultura e temperatura de isolamento.
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Entre as espécies de fungos identificados, Colletotrichum foi o género dominante com

frequéncia relativa de 25,6%, seguido por Fusarium (8,9%) e Phomopsis (5,65%). Os géneros menos
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frequentes ou incidentais foram Xylaria (2,2%), Aspegillus (2,2%) e Oidiodendron (1,1%). Os
géneros Colletotrichum, Fusarium, Xylaria, Aspergillus e Phomopsis identificados no presente
trabalho, também foram isolados no Unico trabalho realizado com fungos endofiticos de M. citrifolia
(WU et al, 2015).

O meio BDA permitiu o isolamento de maior quantidade de fungos, com 57,6%, seguido pelo
meio BDA + extrato, com 43,4%. Resultado semelhante foi observado usando o meio BDA no
isolamento de um unico individuo de Strychnos cogens (SOUZA et al, 2004). Embora o meio BDA
seja 0 mais utilizado em estudos com fungos endofiticos, a avaliagdo de fontes alternativas €
fundamental, pois interferem diretamente na diversidade de isolados (RODRIGUES et al, 2018;
VARGAS et al, 2018).

Em relacdo a temperatura de isolamento, 0 maior nimero de isolados de fungos foi a 28 °C
(55,3%), em contraste com 18 °C (44,7%). Resultados semelhantes foram observados no isolamento
de llex paraguariensis usando duas temperaturas (28 e 25 °C), e a 28 °C houve 0 maior numero de
isolado fungicos (PIMENTEL et al, 2006). Dos fungos identificados, apenas Aspergillus foi
incidental para temperatura e meio de cultura, isolado apenas em meio BDA a 28 °C. Apesar das
preferéncias de cada género por tecido, temperatura e meio de cultura, ndo houve género presente em
todas as condicdes estudadas.

Os géneros dominantes, Colletotrichum, Phomopsis e Xylaria, recuperados de M. citrifolia,
também foram identificados como enddfitos associados as plantas tropicais. Estes fungos foram
observados colonizando Annona squamosa (SILVA et al, 2006), Caesalpinia echinata (CAMPOS et
al, 2015), Palicourea longiflora e Strychnos cogens (SOUZA et al, 2004).

Os indices de diversidade fornecem informac6es importantes sobre espécies raras e comuns em

uma comunidade (Tabela 2).

Tabela 2 — Indices de diversidade de fungos endofiticos de Morinda citrifolia de acordo com o tecido
vegetal, meio de cultura e temperatura utilizadas para o isolamento.

indice de Diversidad Tecido vegetal Meio de Cultura Temperatura

ce de Piversidade Folha Caule _BDA __ BDA+folna __ BDA+caule 18°C_ 28°C
Abundancia 36 54 49 18 23 51 39
Riqueza de espécies 26 15 22 13 6 20 21
Shannon-Weiner 1,72 2.79 242 1.45 2.08 2,64 2,31
Simpson 0,64 0.93 0.90 0.58 0.80 0,91 0,87
Evenness 0,48 0.70 0.62 0.50 0.66 0,67 0,63

Fonte: Dados da Pesquisa.

O indice maximo de diversidade de Shannon-Weiner foi encontrado em caule de M. citrifolia.
Da mesma forma, o indice de diversidade de Simpson apresentou valores maiores para folha que para

308 Revista Théma et Scientia — Vol. 11, n°2, jul/dez 2021



Fungos Endofiticos Cultivaveis de Morinda citrifolia Linn

caule. Além disso, a uniformidade de espécies foi maior em caule de M. citrifolia que em folhas. Por
outro lado, a maior riqueza de espécies por esfor¢o amostral foi obtido em folha de M. citrifolia, em
comparacdo com caule (Tabela 2).

Para 0 meio de cultura, a analise do indice de diversidade de Shannon-Weiner foi maior no
meio de BDA, seguida de BDA + caule, e BDA + folha foi muito menor. Resultado semelhante foi
observado para o indice de diversidade Simpson, com meio BDA, seguido de BDA + caule, e menor
em BDA + folha. Por outro lado, a uniformidade de espécies foi observada mais alta para BDA +
caule do que para BDA. Corroborando os valores de riqueza de espécies por tecido, BDA + folha
apresentou um indice superior ao BDA + caule.

A temperatura de 18 °C proporcionou os maiores valores do indice de diversidade de Shannon-
Weiner, e resultados semelhantes também foram observados para o indice de diversidade de Simpson,
espécies Eveness e abundancia. Somente a riqueza de espécies foi maior em caule a 28 °C que a 18
°C.

4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo traz um relato sobre populac6es de fungos endofiticos isolados de tecidos
vegetais saudaveis de M. citrifolia. Nossos dados mostram que tecido, meio de cultura e temperatura
afetaram a abundancia e a riqueza de fungos endofiticos, causando mudancas no indice de diversidade

da comunidade endofitica.
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