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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas estéo relacionadas a todo estudo que envolve os seres
vivos, sejam eles micro-organismos, animais ou vegetais, bem como a maneira
com que estes seres se relacionam entre si e com 0 ambiente. Quando se fala em
Ciéncias da Saude faz-se mencao a toda area e estudo relacionada a vida, saude
e doenca. Neste sentido, fazem parte das Ciéncias Bioldgicas e Saude areas como
Biologia, Biomedicina, Ciéncias do Esporte, Educacéao Fisica, Enfermagem, Farmacia,
Fisioterapia, Fonoaudiologia, Medicina, Medicina Veterinaria, Nutricdo, Odontologia,
Saude Coletiva, Terapia Ocupacional, Zootecnia, entre outras.

Apreservacao do meio ambiente, a manutengao da vida e a saude dos individuos é
foco principal dos estudos relacionados as Ciéncias Biol6gicas, onde pode-se navegar
por um campo bem abrangente de pesquisas que vai desde aspectos moleculares
da composicéo quimica dos organismos vivos até termos médicos utilizados para
compreensao de determinadas patologias.

Neste ebook é possivel observar essa grande diversidade que envolve os aspectos
da vida. A preocupacéo de profissionais e pesquisadores das grandes academias em
investigar formas de viver em equilibrio com o meio ambiente, bem como aproveitando
da melhor forma possivel os beneficios ofertados pelos seres vivos.

Inicialmente sdo apresentados artigos que discutem os cuidados de enfermagem
com os seres humanos, desde acidentes com animais peconhentos, cuidados com
a dengue, preenchimento de prontuarios, cuidados com a higiene, atendimento de
urgéncia e emergéncia e primeiros socorros, doengas sexualmente transmissiveis e
hemodialise.

Em seguida sao apresentados alguns estudos relacionados a intoxicacdo com
drogas e alcool, bem como aspectos envolvendo a farmacologia. Caracterizacao
bioguimica de enzimas e sua relacado com infarto, insegurancga alimentar e obesidade
infantil.

Ainda podem ser observados artigos que relatam sobre aspectos antimicrobianos
e antioxiodantes de vegetais e micro-organismos. Presenca de fungos plantas.
Caracterizacado do solo e frutas. Doencas em plantas. E para terminar, vocé ira
observar algumas discussdes envolvendo a fisioterapia no desenvolvimento motor de
criangas, os beneficios da caminhada, além de tratamentos estéticos para o controle
de estrias.

Christiane Trevisan Slivinski
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RESUMO: Os fungos endofiticos habitam
o interior de plantas de forma harmoniosa,
protegendo-as contra fitopatdgenos e induzindo-
as a resisténcia a pragas. Estudos mostram o
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potencial de protecdo da planta hospedeira,
produzindo compostos tais como enzimas,
alcalbides e antibibticos. As plantas medicinais
tém sido alvo de isolamento, caracterizacdo e
analise da diversidade de fungos endofiticos,
devido o seu potencial. Desse modo, o objetivo
deste trabalho é o isolamento de fungos
endofiticos em plantas medicinais coletadas no
municipio de ltambé-Bahia. Foram utilizadas
trés folhas saudaveis de cada planta (Lavandula
angustifolia  Mill  (Alfazema), Plectranthus
barbatus (Boldo), Plectranthus amboinicus
(Hortela Grosso), Citrus cf aurantium (Laranja)
) e esterilizadas por imersdo em alcool 70%,
NaClO 3% e etanol 70%. Feita a assepsia,
cortou-se com bisturi, fragmentos de 1cm e
inseridas em placas de Petri contendo meio
BDA (Batata-Dextrose-Agar) com 0,2% de
extrato de levedura e 100 pyg/ml de Tetraciclina,
além do controle negativo com aliquotas com
agua estéril. As placas foram identificadas e
incubadas em BOD a temperatura de 28° a 30°,
durante 7 dias. Em seguida os fungos crescidos
foram repicados em BDA e acondicionados sob
mesma temperatura e periodo, posteriormente
foi feita a caracterizagcdo macroscopica e
microscépica. Obteve-se um total de 11
fungos endofiticos isolados, sendo 1 fungo
da Lavandula angustifolia Mill, 4 fungos do
Plectranthus barbatus, 1 fungo do Plectranthus
amboinicus e 5 fungos do Citrus cf aurantium.
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Devido a auséncia de estruturas de esporulacéo n&o foi possivel identificar os fungos
isolados, sendo necessario novos isolamentos dos mesmos para identificagéao.
PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais. Isolamento fungico. Boldo. Hortela Grosso.
Laranja.

ABSTRACT: Endophytic fungiinhabit the interior of plants harmoniously, protecting them
against phytopathogens and inducing them to resistance to pests. Studies show the
protective potential of the host plant, producing compounds such as enzymes, alkaloids
and antibiotics. Medicinal plants have been subjected to isolation, characterization
and analysis of endophytic fungi diversity, due to their potential. Thus, the objective
of this work is the isolation of endophytic fungi in medicinal plants collected in the
municipality of també-Bahia. Three healthy leaves of each plant were used (Lavandula
angustifolia Mill (Alfazema), Plectranthus barbatus (Boldo), Plectranthus amboinicus
(Horteld Grosso), Citrus cf aurantium (Laranja) ) and sterilized by immersion in 70%
alcohol, 3% NaClO and 70% ethanol. Aseptically, 1-cm-length fragments were inserted
into Petri dishes containing BDA (Potato-Dextrose-Agar) with 0.2% of yeast extract
and 100 pg / ml of Tetracycline, in addition to the negative control with aliquots of
sterile water. Plates were identified and incubated in BOD at 28° to 30° for 7 days. After
that, the fungi were grown in BDA and conditioned under the same temperature and
period, after which the macroscopic and microscopic characterization was done. A total
of 11 isolated endophytic fungi were obtained, 1 fungus from Lavandula angustifolia
Mill, 4 fungi from Plectranthus barbatus, 1 fungus from Plectranthus amboinicus and 5
isolates from Citrus cf aurantium. Due to the absence of sporulation structures it was
not possible to identify the isolated fungi, and new isolates of the same are necessary
for identification.

KEYWORDS: Medicinal plants. Fungal isolation. Boldo. Horteld Grosso. Orange.

11 INTRODUCAO

Os fungos séo organismos eucaribticos, heterotréficos, aclorofilados, unicelulares
ou pluricelulares, de tamanhos e formas variadas, desde muito pequenos visto apenas
em microscopios até as formas vistas a olho nu. Em sua maioria sdo aerdbicos,
entretanto, alguns sdo anaerdbios obrigatérios ou facultativos e se reproduzem por
via sexuada ou assexuada (MAIA; CARVALHO JUNIOR, 2010; VIEIRA; QUEIROZ,
2012). Estéao dispostos no ambiente de forma geral, seja no ar, no solo, na agua,
sobre plantas e animais vivos ou matéria orgénica morta por isso € considerados
como cosmopolitas (MORAES; PAES; HOLANDA, 2009), além disso, encontram-se
na natureza em temperaturas variadas desde as mais elevadas até as muito inferiores,
contam com uma larga distribuicao, bem como um numero enorme de espécies em
seu grupo sendo este de 200.000 espécies (COSTA; PEREIRA; JORGE, 2012).

O reino Fungi abrange todos os fungos, isto porque os mesmos foram separados
em um grupo devido a falta de caracteristicas semelhantes as plantas, dentre as
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quais estao a auséncia de pigmento fotossintético, tecidos verdadeiros, dentre outros
(COSTA; PEREIRA; JORGE, 2012). Conhecidos como bolores, mofos, os fungos em
sua grande maioria sao populares apenas pelos danos que causam aos humanos,
seja causando danos a saude a exemplo de doencas, tais como as micoses, alergias
dentre outras; seja prejudicando a agricultura, levando a morte de algumas plantas
devido a infeccbes nos seus tecidos, ou ainda perda de grande parte da lavoura, ja que
a presenca dos fungos nao se limita apenas a determinada produ¢do em sua maioria,
inclusive podendo atacar os gréos ja em estoque; ou também leva a destruicdo de
objetos, como obras de arte (SILVA; COELHO, 2006; MORAES; PAES; HOLANDA,
2009).

Entretanto, os fungos apresentam varios beneficios, sendo estes em industrias
alimenticias na producao de queijos e paes; na industria de bebidas a como cerveja
e vinho, ou também no consumo direto, como os cogumelos que estdao sendo
amplamente consumidos principalmente em paises orientais (SILVA; COELHO, 2006).
Sao responsaveis pela manutencdo da biosfera em conjunto com as bactérias, pois
0S mesmos realizam a atividade de decomposicdo de matérias organicas (COSTA;
PEREIRA; JORGE, 2012).

Além dos beneficios supracitados os fungos sao importantes na area médica,
a exemplo do medicamento penicilina, que é produzido a partir do fungo Penicillium
chrysogenum; na biotecnologia, muitas enzimas de fungos estdo sendo exploradas;
no controle de pragas via producéo de inseticidas, na area farmacéutica, na area da
nutricdo, na agricultura, na fitopatologia e em outras areas (SILVA; COELHO, 2006;
MORAES; PAES; HOLANDA, 2009).

Dados baseados em inferéncias mostram que temos cerca de 99.000 espécies
de fungos descritas no mundo, destas aproximadamente 13.800 ocorreriam no Brasil,
e tém-se cerca de 584 espécies descritas na Bahia, sendo o quarto estado com maior
namero de espécies descritas (MAIA; CARVALHO JUNIOR, 2010).Uma parcela dos
microrganismos, principalmente bactérias e fungos, habitam o interior das plantas, que
séo os enddfitos.

Os microrganismos endofiticos vivem entre as células dos tecidos vegetais, e
nao provocam maleficios aos tecidos. Este comportamento dos endofitos auxilia no
controle bioldégico de patdgenos e pragas, uma vez que, onde eles vivem poderiam
disputar por espaco e nutrientes com os patdgenos e assim produzirem substancias
toxicas contra tais patégenos ou ainda, induzir a planta a desenvolver resisténcia as
doencas (BIZI, 2016).

Varios fungos endofiticos associados a plantas produzem substancias que
servem de repelentes naturais contra insetos e nematicidas, auxiliando assim, a
planta. Portanto, mesmo com a comprovacao da existéncia da microbiota endofitica,
demais pesquisas deverdao ser executadas em relacdo a aspectos ecoldgicos,
genéticos e fisiologicos dessa interacdo. Porém, antes disto, é importante conhecer a
diversidade, presenca, frequéncia e fungcbes destes microrganismos, isto porque néao

As Ciéncias Biolégicas e da Saude e seus Parametros 2 Capitulo 8




se tem informagdes para esclarecer a base biologica dessas interagdes, € devido ao
fato destes microrganismos serem vantajosos no sentido da producéo de substancias
(PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002).

De acordo com seu crescimento em meio de cultura, sao classificados em
cultivaveis ou nao cultivaveis (LACAVA; SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010). Para
Azevedo (1998), de maneira geral, os endofiticos se aderem a planta por aberturas
naturais, como estdématos e ferimentos. Apds a penetracéo, os fungos se disseminam
de maneira sistémica, para diversas partes da planta, podendo habitar de forma ativa o
apoplasto, vasos condutores e ainda em alguns casos ocorre colonizac¢ao intracelular.
Os enddfitos sdo de extrema importancia biotecnoldgica, devido a ampla fonte de
produtos, sendo uteis na agricultura e na industria, principalmente na alimenticia e
farmacéutica, também podem ser utilizados como vetores para a introducao de genes
de interesse nas plantas, como agentes inibidores de pragas e patdogenos, além
de apresentarem ampla aplicacdo como antibibticos, antiparasitarios, antifungicos,
antitumorais, entre outras aplicagcbes (LACAVA; SEBASTIANES; AZEVEDO, 2010).
Plantas medicinais tem sido alvo de isolamento, caracterizacdo e andlise da diversidade
de fungos endofiticos, pois representam um consideravel reservatédrio de endofiticos
com potencial para descobertas de novas moléculas bioativas (PEIXOTO NETO;
AZEVEDO; ARAUJO, 2002).

Portanto, as plantas medicinais sao assim denominadas por possuirem
tradicdo em uso por comunidades e pelo potencial de cura ou reducéo de doencas
(TORQUATTO, 2013). O uso destas plantas apresenta relevancia inesquecivel para
as transformacbes da terapéutica, no que se refere ao uso das plantas medicinais
para fabricacdo de produtos farmacos, e também no uso dos seus principios ativos
isolados para uso como, por exemplo, de fitoterapicos (SIMAO, 2013), além do fato de
que as plantas medicinais sédo utilizadas na medicina popular desde tempos remotos
(CARVALHO, 2012; SIMAO, 2013; OLIVEIRA et al., 2006).

No Brasil, as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas em todo o territorio,
mesmo em regides distintas. Este uso se justifica ndo somente por estas plantas
apresentarem baixo custo quando comparados aos medicamentos alopaticos, mas
por questdes culturais (SILVA; SILVA; ANDRADE, 2007). O conhecimento sobre essas
plantas surgiu a partir dos saberes populares (BOSCOLO; SENNA VALLE, 2008),
assim muitas comunidades tradicionais as utilizam como recurso terapéutico de forma
hereditaria, pelo fato de apresentarem uma ampla farmacopeia natural (LOPES;
PANTOJA, 2012).

Provavelmente, todas as plantas apresentam em seu interior microrganismos
endofiticos, até mesmo diversas espécies em um unico hospedeiro. Algumas sao mais
frequentes em determinado tipo de vegetal, designadas dominantes, em contraposicao
a outras mais raras, chamadas de secundarias. Em alguns casos, constata-se
uma especificidade endofito- hospedeiro, em que poucas espécies de fungos séao
encontradas, enquanto na maioria dos casos, como em Stylosanthes e Musa, uma
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variedade enorme de géneros e espécies € observada (PEREIRA; AZEVEDO;
PETRINI, 1993; GLIENKE, 1995; AZEVEDO, 1998).

A ocorréncia de endéfitos varia bastante de acordo com o clima da regido onde
foi realizado o isolamento. A maioria dos estudos descreve a microbiota de vegetais
isolados de regides de clima temperado, que se revela bastante diversa das espécies
encontradas em regides tropicais, tanto em termos quantitativos quanto qualitativos
(RODRIGUES; PETRINI, 1997).

Diante do exposto, considerando a presenca de fungos endofiticos em plantas; a
importéncia das plantas medicinais, 0 seu uso tradicional ser de longa data e de facil
acesso, bem como a associacao de fungos endofiticos em plantas medicinais, este
trabalho teve por objetivo isolar fungos endofiticos das plantas: Lavandula angustifdlia
Mill (Alfazema), Plectranthus barbatus (Boldo), Plectranthus amboinicus (Hortela
Grosso), Citrus cf aurantium (Laranja) de caracter medicinal.

2| METODOLOGIA

A coleta das folhas das plantas: Lavandula angustifolia Mill (Alfazema),
Plectranthus barbatus (Boldo), Plectranthus amboinicus (Hortelda Grosso), Citrus cf
aurantium (Laranja), foi realizada no municipio de Iltambé - Bahia (Latitude: 15° 14’
42" S; Longitude: 40° 37’ 28” W). Posteriormente foram levadas ao Laboratério de
Microbiologia Geral e Aplicada da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia para
isolamento dos fungos.

Trés folhas saudaveis de um mesmo individuo de cada uma das espécies
estudadas foram esterilizadas por imersédo em alcool 70%, hipoclorito de soédio 3%
e etanol 70%. Feita a assepsia, cortou-se com bisturi fragmentos de 1cm e inseridas
em placas de Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) com 0,2% de extrato
de levedura e 100 pg/ml de Tetraciclina, além do controle negativo com aliquotas com
agua estéril. As placas foram identificadas e incubadas em BOD a temperatura de 28
a 30°C, durante 7 dias.

Em seguida os fungos crescidos foram repicados em BDA e acondicionados
sob mesma temperatura e periodo. Para a caracterizacdo macroscépica avaliou-
se parametros como cor, dimenséao (didmetro do halo), elevacdo e margem. Para a
caracterizagcdo microscépica realizou-se microcultivo a partir da raspagem do fungo
e seu esfregaco em meio BDA presente numa lamina, onde foi acondicionada a
temperatura de 28 a 30°C por sete dias, com intuito de obter e identificar as estruturas
de esporulacéo dos endofiticos.

Os fungos isolados foram preservados em agua destilada contida em frascos de
vidro com tampa de borracha e armazenados em temperatura ambiente, de acordo
com a metodologia de Castellani (1939).
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31 RESULTADOS E DISCUSSOES

N&o houve crescimento fungico epifitico, pois 0 método de desinfestacéo das
folhas foi eficiente, sendo assim obteve-se um total de 11 fungos endofiticos isolados,
sendo 5 isolados do Citrus cf aurantium (Laranja), 4 fungos isolados do Plectranthus
barbatus (Boldo), 1 isolado do Plectranthus amboinicus (Hortela Grosso) e 1 fungo
isolado da Lavandula angustifélia Mill (Alfazema). Quanto as caracteristicas dos fungos
de cada uma das plantas, pode-se observar na Tabela 1.

Planta Caracteristicas macroscépica N° de isolados

1: Cor rosé. Brilho opaco. Margem inteira.
Textura aveludada. Elevagéo plana. Compr.
5,60cm/ Larg. 3,90cm.

2: Cor rosé. Brilho opaco. Margem ondulada.
Textura aveludada. Elevagéo plana. Compr.
4,00cm/ Larg. 3,80cm.

3: Cor rosé. Brilho opaco. Margem ondulada.
Laranja Textura aveludada. Elevagéo plana. Compr.
(Citrus cf aurantium) 4,20cm/Larg. 3,40cm.

4: Cor rosé. Brilho opaco. Margem inteira.
Textura aveludada. Elevagéo plana. Compr.
5,50cm/Larg. 5,40cm. 5
5: Cor rosé. Brilho opaco. Margem ondulada.
Textura aveludada. Elevagéo plana. Compr.
4,30cm/Larg. 3,30cm

1: Cor Branca. Brilho opaco. Margem ondulada.
Textura aveludada. Elevacéo plana. Compr.
4,00cm/Larg. 3,40cm.

2: Cor preta. Brilho opaco. Margem ondulada.
Textura aveludada. Elevagéo elevada. Compr.
1,80cm/ Larg. 1,90cm.

3: Cor branca. Brilho opaco. Margem ondulada.
Textura aveludada. Elevagéo elevada. Compr.
Boldo 4,80cm/ Larg. 4,80cm 4
(Plectranthus barbatus) | 4: Cor branca. Brilho opaco. Margem inteira.
Textura aveludada. Elevacéo plana. Compr.
4,90cm/ Larg. 4,90cm.

Cor branca. Brilho opaco. Margem inteira.

Hortela grosso Textura aveludada. Elevagdo mamelonada.
(Plectranthus Compr. 6,00cm/ Larg. 5,80cm. 1
amboinicus)
Cor preta. Brilho Opaco. Margem ondulada.
Alfazema Textura aveludada. Elevagéo elevada. Compr.
(Lavandula angustifélia | 1,00cm/Larg. 0,80cm. 1
Mill)
Total 11

TABELA 1. Caracteristicas morfoldgicas dos fungos endofiticos obtidos dos repliques.

As plantas que apresentaram mais de um fungo endofitico isolado foram Laranja
(Citrus cf aurantium) e Boldo (Plectranthus barbatus), sendo que para a Laranja
(Citrus cf aurantium), os 5 (cinco) fungos isolados apresentaram as caracteristicas
macroscopicas de cor, brilho, textura e elevacado semelhantes para todos (rosé, opaca,
aveludada e plana), bem como comprimento e largura médias de 4,72 e 3,9 cm,
respectivamente, e margem ondulada. Em relagdo as caracteristicas microscopicas,
os isolados apresentaram em geral hifas cenociticas (Figura 1).
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Figura 1. Aspecto macroscopico e microscédpico (aumento de 40x) dos 5 isolados fungicos
obtidos da Laranja (Citrus cf aurantium), representados, respectivamente, em A, B, C,D e E.

Ja os fungos isolados encontrados no Boldo (Plectranthus barbatus),
apresentaram variagdo quanto as caracteristicas macroscopicas de cor, forma,
margem e comprimento. Em relacdo as caracteristicas microscopicas, os isolados
apresentaram em geral hifas cenociticas (Figura 2).

Figura 2. Aspecto macroscopico e microscédpico (aumento de 40x) dos 4 isolados fungicos
obtidos do Boldo (Plectranthus barbatus), representados, respectivamente, em A, B, C e D.

As plantas Hortela grosso (Plectranthus amboinicus) e Alfazema (Lavandula
angustifolia Mill) apresentam apenas um fungo endofitico isolado cada uma. Os dados
macroscopicos observados podem ser observados na Tabela 1 e Figuras 3a e 4a.
Quanto as hifas, Hortelad grosso apresentam hifas cenociticas (Figura 3b), enquanto
que Alfazema apresentaram hifas septadas (Figura 4b).
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Figura 3. Aspecto macroscopico (A) e microscopico (B, aumento de 40x) do fungo endofitico do
hortela grosso (Plectranthus amboinicus).

Figura 4. Aspecto macroscopico (A) e microscépico (B, aumento de 40x) do fungo endofitico da
Alfazema (Lavandula angustifélia Mill).

Com base nas informacdes obtidas das caracteristicas macroscopicas obtidas
da Laranja (Citrus cf aurantium) podemos inferir que os fungos endofiticos isolados da
Laranja trata-se de um fungo de mesmo género, ja que todos os isolados apresentaram
as mesmas caracteristicas macroscopicas.

Entretanto, para as demais plantas testadas, ndo se pode fazer a mesma
inferéncia pois houve diferenca entre as caracteristicas macroscopicas no Boldo
(Plectranthus barbatus) para cada isolado obtido e nas demais plantas, hortela grosso
(Plectranthus amboinicus) e Alfazema (Lavandula angustifolia Mill) apenas um isolado
de cada planta foi obtido.

Portanto, torna-se necessario a realizacédo de métodos moleculares para a real
identificacdo dos fungos isolados obtidos, ja que as estruturas de esporulacdo que
tornam possivel a identificacdo se encontram escassas nos isolados obtidos.

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial, no entanto apesar
da imensa diversidade biolégica, as espécies de microrganismos e suas relacbes
filogenéticas séo pouco conhecidas, muito menos as suas interacées com outros seres
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(MANFIO, 2002). Em outros trabalhos também houve a auséncia de identificacéo
baseada nos dados microscopicos dos fungos endofiticos devido a escassez de
estruturas de esporulacéo (SILVA, 2017; PAUL, 2014; PIMENTEL; FIGURA; AUER,
2010).

Bary (1866) foi quem realizou a primeira descricdo destes microrganismos,
entretanto houve uma grande pausa, cerca de mais de um século no que se refere
a identificacdo dos mesmos, ja que o conhecimento que se tinha ndo era téo
consideravel e também por estes organismos serem endofitos e ndo expor suas
estruturas visivelmente dificultava, tanto a identificacdo quanto os estudos (PEIXOTO
NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002), com base nisso pode-se inferir que a pequena
quantidade de estudos sobre estes microrganismos se devem pela dificuldade de
analise dos mesmos.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Mediante a metodologia utilizada,11 fungos endofiticos foram isolados das
plantas medicinais analisadas, porém nédo foi possivel realizar a classificacdo dos
mesmos. Assim, faz-se necessario o isolamento de fungos endofiticos de Lavandula
angustifélia Mill (Alfazema), Plectranthus barbatus (Boldo), Plectranthus amboinicus
(Hortela Grosso) e Citrus cf aurantium (Laranja) para a identificacdo dos mesmos,
e associado a isso, avaliar o potencial biotecnolégico desses fungos, como acgéo
antagonica frente a fungos/bactérias patogénicos de interesse agricola e médico, na
producéo de enzimas e corantes, dentre outras atividades.
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