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Resumo

Os fungos endofiticos possuem um papel importante na mediacéo das interagdes planta-
herbivoros, planta-patégenos e planta-ambiente. Para compreender a interagao entre os
fungos endofiticos e Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) e deste com os herbivoros,
foram investigadas as seguintes hipoteses: (i) o nUmero de espécies de endofiticos (ri-
queza) aumenta com a idade foliar; (ii) a riqueza de endofiticos nas folhas varia com
a sazonalidade; (iii) a riqueza de endofiticos varia conforme o sexo do vegetal; (iv) ha
correlagédo negativa entre a riqueza de endofiticos e a riqueza de herbivoros; e (v) ha cor-
relagéo negativa entre a riqueza de endofiticos e a abundancia de herbivoros. Para este
estudo, folhas de B. dracunculifolia foram coletadas mensalmente na Estagdo Ecoldgica
da UFMG, de outubro de 2006 a agosto de 2007. Ao todo, foram encontradas oito morfo-
espécies de endofiticos, um nimero baixo, quando comparado com os resultados obtidos
em outro estudo, analisando a mesma espécie vegetal. As folhas maduras apresentaram
maior riqueza, principalmente durante a estagdo chuvosa, mas n&o houve diferengcas em
relagdo a riqueza equivalente ao sexo. Observou-se, também, que a riqueza endofitica
encontrada nas folhas néo influenciou a riqueza e a abundancia de herbivoros. Os resul-
tados do estudo indicaram que o ambiente exerceu um papel fundamental na determina-
¢éo da comunidade endofitica e nas interagdes Baccharis-herbivoros.
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Abstract

Endophytic fungi have an important role in the mediation of the plant-herbivores, plant-
pathogens and plant-environment interaction. To understand the interaction between en-
dophytic fungi and Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) and these with the herbivores,
the following hypotheses were investigated: (i) the number of endophytic morphospecies
(richness) increases with leaf age; (ii) the richness of endophytes varies with seasonality;
(iii) the richness of endophytes varies with the plant gender; (iv) there is negative corre-
lation between the richness of endophytes and richness of herbivores; and (v) there is
negative correlation between the richness of endophytes and abundance of herbivores.
Monthly, the leaves of B. dracunculifolia were collected in Estagdo Ecologica da UFMG
from October, 2006 to August, 2007. In total, we found eight endophytic morphospecies, a
low number when compared to the results found in other study in the same plant species.




Yumi Oki, Nubia Soares, Michel Stérquio Belmiro, Ary Corréa Junior, G. Wilson Fernandes

Introducao

Amplamente diversos nas regides
tropicais (Arnold, 2008), os fungos
endofiticos tém sido cada vez mais
investigados como mediadores das
interagdes entre herbivoros e plantas
hospedeiras. As pesquisas tém de-
monstrado que esses microorganis-
mos, conhecidos por viverem assin-
tomaticamente no interior dos tecidos
vegetais de todas as angiospermas
(e.g., Petrini et al., 1982; Clay, 1988;
Rodrigues, 1996), podem influenciar
na preferéncia e na performance de
insetos herbivoros.

As primeiras publicagdes com endo-
fiticos demonstraram que a presenga
desses microorganismos resultava na
diminui¢do dos danos causados por fi-
tofagos. Webber (1981) constatou que
o fungo Phomopsis oblonga produzia
metabdlitos que eram toxicos a Phy-
socnemum brevilineum, uma espécie
de besouro. Posteriormente, inimeros
trabalhos sobre a importancia dos fun-
gos na resisténcia ao ataque por insetos
foram publicados (ver Breen, 1992,
1993a,b, 1994; Hammon e Faeth,
1992; Faeth ¢ Hammon, 1997a,b; Raps
e Vidal, 1998; Faeth, 2002; Meister et
al., 2006), aumentando, consequente-
mente, o interesse para o uso destes
microorganismos no controle biologi-
co de pragas e patdgenos, em praticas
agricolas (Azevedo et al., 2000). Outro
interessante efeito ¢ que o crescimen-
to do fungo endofitico pode resultar
na morte do galhador e na protegdo da
planta hospedeira (Butin, 1992). Fer-
nandes ¢ Price (1992) também relatam
a enorme relevancia de fungos endofi-
ticos na distribuicdo espacial de galhas
de insetos em varias espécies de plan-
tas tropicais ¢ temperadas.

Mature leaves had higher richness, mainly during the wet season. In relation to gender, the
richness was equal. It was also observed that the richness of endophytes found in leaves
did not influence the richness and abundance of herbivores. All the results of this work
indicated that the environment has fundamental role in the determination of the endophytic
community and in the Baccharis-herbivores interaction.

Key words: Baccharis, Cerrado, endophytic fungi, herbivores, Asteraceae.

O aumento ¢ a producdo de toxinas
produzidas por endofiticos podem
ser influenciados por estresse hidrico,
temperatura, nutriente ¢ pH do solo,
patogenos e pelo habitat (Fernandes
e Price, 1992) e, consequentemente,
influenciam as taxas de herbivoria.
Siegel e Bush (1996) observaram
que, nas areas com suplemento nu-
tricional, ocorria uma maior variagao
de alcaloides produzidos pelo endo-
fitico Neotyphodium em gramineas.
Esses pesquisadores notaram a ocor-
réncia de apenas um alcaloide em
ambientes naturais dos quatro pos-
siveis tipos produzidos pelos fungos
em areas fertilizadas. Richardson et
al. (1999) constataram que o aumen-
to da quantidade de nitrogénio acar-
retava maior produgdo de diferentes
alcaloides pelos endofiticos em Fes-
tuca rubra em condi¢des hidroponi-
cas, afetando a resisténcia a insetos
herbivoros. Todavia, nem sempre a
presencga de endofiticos pode benefi-
ciar a planta. Para certos gendtipos de
plantas hospedeiras, os custos podem
ser maiores que os beneficios (Faeth,
2002). A producao de alcaloides pe-
los endofiticos requer um custo alto
de produgdo que é retirado da pro-
pria planta hospedeira. Faeth (2002)
sugere que as mudangas de custo e
beneficios podem explicar, em parte,
a baixa frequéncia de endofiticos em
gramineas na natureza.

A magnitude da influéncia dos fun-
gos endofiticos nas intera¢des entre
plantas e insetos envolve a compo-
si¢do ¢ a riqueza destes microorga-
nismos e dos insetos herbivoros as-
sociados a planta hospedeira, além
dos fatores abidticos e biodticos do
ambiente (Fernandes ¢ Price, 1992;
Thompson, 1994; Wilkinson ¢ Schar-
dl, 1997). Um fungo sozinho pode
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ndo propiciar beneficios a planta,
mas isso ¢ possivel quando ele se
encontra na presenca de outros en-
dofiticos (Saikkonen ez al., 1998). A
diversidade de endofiticos varia com
a espécie vegetal hospedeira (Aze-
vedo et al., 2000), com aumento da
idade (Arnold e Herre, 2003; Arnold
et al.,2003) e do tipo de tecido vege-
tal (Rodrigues, 1994), com os fatores
climaticos (Carroll, 1988; Rodrigues,
1994) e com a distribuicdo geografica
da planta hospedeira (Arnold e Her-
re, 2003). Em geral, nas comunida-
des endofiticas, ocorre dominancia
de algumas poucas espécies em um
determinado hospedeiro, havendo,
também, certo grau de especificida-
de endofitico-hospedeiro (Azevedo,
1998). Além disso, a diversidade de
fungos endofiticos varia sazonal-
mente. Alguns estudos em Quercus
mostram que a diversidade por fun-
gos endofiticos ¢ maior no periodo de
chuvas, quando a dispersdo de espo-
ros também ¢é maior (Facth ¢ Ham-
mon, 1997b; Collado et al., 1999).
Neste estudo, as interagdes entre
fungos endofiticos, herbivoros ¢ B.
dracunculifolia (Asteraceae), em
uma area de Cerrado, foram inves-
tigadas para testar as seguintes hi-
poteses: (i) a riqueza de endofiticos
aumenta conforme a idade foliar
(nova, intermediaria e recém-expan-
dida); (ii) a riqueza de endofiticos
¢ alterada conforme a sazonalidade
(seca e chuvosa); (iii) ha diferenca
na riqueza dos fungos conforme o
sexo da planta hospedeira (mascu-
lina e feminina); (iv) ha correlagdo
negativa entre riqueza de endofiti-
cos e a riqueza de herbivoros; (v) ha
correlacdo negativa entre riqueza de
endofiticos e a abundéncia de herbi-
VOros.
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Materiais e métodos
Area e planta estudada

O estudo foi realizado em uma area
do Cerrado na Estagdo Ecologica da
Universidade Federal de Minas Ge-
rais (UFMGQG), Belo Horizonte (MG)
(19°52°S e 43°58°W), com altitude
de 800 m acima do nivel do mar, no
periodo de outubro de 2006 a agosto
de 2007. O clima desta area é tro-
pical. A estacdo seca compreende os
meses de abril a setembro e a estagdo
chuvosa abrange os meses de outu-
bro a margo. A temperatura média
anual varia entre 18°C e 20°C, ¢ a
precipitagdo média anual ¢ de apro-
ximadamente 1.500 mm (Espirito-
Santo e Fernandes, 1998). A Estagéo
Ecoldgica abrange uma area de 102
ha e apresenta uma vegetagdo bas-
tante diversa (Floresta secundaria
semidecidua e Cerrado).

Baccharis dracunculifolia DC. (As-
teraceac) ¢ uma espécie arbustiva
dioica, lenhosa, de até 4 m de altu-
ra, nativa do Brasil, comum em areas
de cerrado. A espécie se caracteriza
por apresentar ramos pilosos, folhas
alternas, lanceoladas e seus apices
foliares sdo densamente pontuados
de glandulas (Barroso, 1976). Esta
espécie, verde o ano todo, esta su-
jeita a visitagdes constantes por in-
setos herbivoros. Varios trabalhos
demonstram a relagdo desta espécie
vegetal com diversos herbivoros,
como coledpteros, principalmente
galhas e formigas associadas (Araujo
et al., 1995; Espirito-Santo e Fernan-
des, 1998; Faria e Fernandes, 2001;
Fagundes et al., 2005).

Trata-se também de uma espécie de
um género bem abundante nas regi-
des mais elevadas da América do Sul.
No Brasil, ocorrem cerca de 120 es-
pécies de Baccharis e, dentre as 500
espécies deste género distribuidas na
América do Sul, B. dracunculifolia
¢ encontrada, principalmente, nas
regides sudeste e sul do pais, na Ar-
gentina, Uruguai, Paraguai ¢ Bolivia
(Barroso, 1976).

Analise dos fungos endofiticos

Mensalmente, foram coletados aleato-
riamente seis ramos de cada um dos
cinco individuos masculinos e cinco
femininos de B. dracunculifolia. Fo-
ram escolhidos preferencialmente os
ramos saudaveis, sem presenga de
herbivoria. Os ramos foram coletados
manualmente, armazenados em sacos
de papel pardo resistentes e levados
para o laboratdrio. No prazo maximo
de 48h, escolheram-se, aleatoriamen-
te, trés ramos de cada individuo, e,
de cada ramo, retiraram-se trés folhas
nos estagios: nova (inicio do desen-
volvimento), intermediaria e recém-
expandida (madura). Depois disso,
cada folha passou pelos seguintes tra-
tamentos prévios para assepsia super-
ficial: alcool 70% (1min), hipoclorito
de sodio 4% (3 min), alcool 70% (30
s), agua destilada estéril (Imin) e dgua
destilada estéril (30 s) (modificado de
Fisher et al., 1994). Posteriormente,
as folhas foram cortadas em fragmen-
tos de 4 mm?, transferidos para placas
de Petri com BDA (Batata-Dextrose-
Agar) suplementado com o antibiético
cloranfenicol (1:1000 p/v modificado
de Fisher et al., 1994). As placas fo-
ram incubadas a temperatura de 25°C
(£ 1°). Apds o crescimento dos fungos
endofiticos, as colonias fungicas que
se apresentavam macroscopicamente
distintas foram isoladas e submetidas
a técnica de microcultivo em lamina,
para, posteriormente, serem identifi-
cadas.

Os dados de riqueza de fungos endofi-
ticos foram agrupados por idade e por
estacdo do ano (estacdo seca, de maio
a setembro; e chuvosa, de outubro a
margo).

Para comparar a riqueza ¢ a abun-
dancia dos fungos entre folhas novas,
intermediarias ¢ recém-expandidas
de Baccharis, durante os distintos pe-
riodos, foi utilizado o teste ANOVA
e, para comparagdes, o teste Student-
Newman-Keuls, por meio do Progra-
ma SigmaStat for Windows Version
2.03 (Copyright© 1992-1997 SPSS
Inc.). A fim de comparar a frequéncia
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de infecgdo de endofiticos entre plan-
tas femininas e masculinas, foi reali-
zado o teste t, mediante a utilizagdo do
mesmo programa estatistico.

Avaliacao dos insetos
herbivoros

Nos mesmos individuos de B. dracun-
culifolia dos quais se coletaram as fo-
lhas analisadas nesse estudo, foram ob-
servados ¢ quantificados todos os tipos
de herbivoros encontrados. O tempo
de observagdo média, gasto para ava-
liar todo o individuo, foi de 30 min. Os
dados sobre a abundancia e a riqueza
de cada ordem de inseto herbivoro em
cada individuo vegetal foram coleta-
dos. Os exemplares de cada morfoes-
pécie de herbivoro foram coletados
manualmente, guardados em frascos
de plasticos contendo alcool 70% e fo-
ram identificados por ordem.

A riqueza de endofiticos encontrados
nos individuos de B. dracunculifolia
foi correlacionada (Correlagdo de Pe-
arson) com a riqueza e abundancia de
herbivoros, com a utilizacdo do pro-
grama estatistico Sigma Stat 3.5 (Co-
pyright 2006, Systat Sofware Inc.).

Resultados

Apenas oito morfoespécies de fungos
endofiticos foram encontradas em B.
dracunculifolia na Estagdo Ecoldgica
de Minas Gerais. O género predomi-
nante identificado foi Cladosporium
(trés morfoespécies), seguido de Ri-
zoctonia (duas morfoespécies). Trés
morfoespécies ndo foram possiveis de
ser identificadas.

A riqueza de endofiticos aumentou
com a idade foliar de B. dracuncu-
lifolia (Figura 1, p = 0,003). Trés
morfoespécies endofiticas foram
encontradas, na idade intermediaria
e cinco na recém-expandida. Nao
foram encontrados endofiticos nas
folhas novas.

Um numero maior de morfoespécies
de endofiticos foi encontrado na es-
tagdo chuvosa (Figura 1, p<0,01). No
total, foram encontradas seis morfoes-
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pécies que ocorreram somente duran-
te o periodo chuvoso, e apenas duas
no periodo seco.
A porcentagem de infec¢do fungi-
ca registrada em plantas femininas
(3,247,6) e masculinas (2,1+4,3) foi
estatisticamente similar (p>0,05), em-
bora sua composi¢do seja totalmente
diferente.
Em relagdo aos herbivoros, maior ri-
queza e abundancia foram observadas
durante a estacdo chuvosa (Tabela
1). As ordens mais frequentes foram
Homoptera e Hymenoptera. Nao
houve correlagdo entre a riqueza de
endofiticos e a riqueza de herbivoros
(r=-0,03; p>0,05), assim como entre
a riqueza de endofiticos e a abundan-
cia de herbivoros entre os individuos
(r=-0,08; p>0,05).

Discussao

A riqueza encontrada nas folhas de B.
dracunculifolia na Estagdo Ecoldgi-
ca de Minas Gerais foi relativamente
baixa, em comparagdo com resultados
encontrados na Serra do Cipd (MG)
(52 morfoespécies), levando-se em
conta a mesma espécie, 0 mesmo pe-
riodo de analise e 0 mesmo numero de
individuos (Oki et al., 2008). E pro-
vavel que a baixa riqueza de endofiti-
co esteja associada a alguns aspectos
intrinsecos relacionados com a area
de estudo. Taylor et al. (1999) desta-

cam que aspectos ambientais como
temperatura, umidade e condi¢des do
solo podem influenciar a micota en-
dofitica. E provéavel, também, que a
localizag¢do da area estudada, nas ad-
jacéncias urbanas, tenha influenciado
a baixa frequéncia da comunidade en-
dofitica, uma vez que as agdes antro-
pogénicas no ambiente podem afetar
a populacdo de endofiticos (Helander
et al., 1996).

A maior riqueza de fungos endofiticos
também foi encontrada nas folhas com
mais idade e foi igualmente observada
em espécies tropicais como Theobro-
ma cacao (Arnold et al., 2003) e em
estudos realizados em paises tempera-
dos (Bernstein e Carroll, 1977; Petrini
e Carroll, 1981; Sieber e Hugentobler,
1987; Bertoni e Cabral, 1988; Car-
roll, 1991). Esse aumento da riqueza
conforme o aumento da idade foliar
pode estar associado ao maior tempo
de exposi¢do das folhas a colonizagéo
endofitica e as caracteristicas vegetais
(espessura da cuticula, biomassa e
substancias secundarias) relacionadas
a idade foliar (Stone, 1987; Espinosa-
Garcia e Langenheim, 1990).

Em muitas espécies vegetais, duran-
te a estagdo chuvosa, ¢ encontrada
uma maior riqueza micoendofitica
(Rodrigues, 1994; Wilson ¢ Carroll,
1994; Bills, 1996; Suryanarayanan e
Thennarasan, 2004). Segundo Faeth e

Hammon (1997a,b), a propagagdo de
esporos ¢ maior na estagdo chuvosa em
um ambiente xérico, com distinta sa-
zonalidade, mas também pode ocorrer
no cerrado. Indices maiores de umida-
de e de precipitacdo regulam e favore-
cem uma maior dispersdo e infecgdo
nesses ambientes (Faeth ¢ Hammon,
1997a,b). Por outro lado, investiga-
¢cdes realizadas em outra regido de
cerrado (Serra do Cipo), com a mesma
espécie vegetal, demonstraram maior
riqueza na esta¢do seca (Oki et al.,
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Figura 1. Riqueza de endofiticos encon-
trada em folhas novas, intermediarias e
madura (recém-expandida) de Baccharis
dracunculifolia na Estagdo Ecolégica da
Universidade de Federal de Minas Gerais
(UFMG, Belo Horizonte, MG) durante a es-
tacdo seca e chuvosa.

Figure 1. Richness of endophytes found
in young leaves, intermediate leaves and
mature (newly expanded) ones from Bac-
charis dracunculifolia in the Ecologic Field
Station of the Universidade de Federal de
Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte, MG)
during the dry season and wet season.
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Tabela 1. Riqueza e abundancia de insetos herbivoros, separados por ordem, encontrados em Baccharis dracunculifolia na Estagao
Ecologica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte (MG).
Table 1. Richness and abundance of herbivore insects, separated by the order, found in Baccharis dracunculifolia from the Ecologic Field
Station of the Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte (MG).

Diptera Hymenoptera Homoptera Coleoptera Lepidoptera Orthoptera Total
quue~zal 6 2 4 2 0 0 14
estacdo seca
Riquezal 1 3 2 4 2 4 16
estagdo chuvosa
Riqueza total 2 5 3 3 2 3 18
Abundancia/ 6 3 15 2 0 0 26
estacdo seca
Abundancial estagao 2 1 12 6 8 4 43
chuvosa
Abundancia total 8 14 27 8 8 4 69
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2008). Certamente, as caracteristicas
do ambiente estdo relacionadas com
o resultado encontrado neste estudo e
precisam ser mais bem avaliadas para
subsidiar maiores inferéncias.

As diferencas na composi¢do endofi-
tica entre plantas femininas ¢ masculi-
nas podem ser creditadas a diferencas
quimicas entre esses dois géneros,
constatadas por Ferracini (1995) e
Verdi et al. (2005). No entanto, a ri-
queza encontrada foi baixa para fun-
damentar maiores consideracdes.

Na maioria espécies vegetais, geralmen-
te se observa uma maior riqueza e abun-
dancia de herbivoros na estagdo chuvo-
sa. Em geral, as ordens de insetos que
mais frequentemente interagem com
Baccharis sio Homoptera ¢ Hymenop-
tera (Aratijo et al.,1995; Fagundes et al.,
2005). O efeito neutro dos fungos sobre
os herbivoros de B. dracunculifolia na
area estudada ja foi demonstrado em
outros estudos, como em Festuca glau-
ca (Breen, 1993a,b). Por outro lado, as
investigagdes com a mesma espécie
vegetal, em outra area de pesquisa, tém
demonstrado que os fungos endofiticos
afetam negativamente a riqueza de her-
bivoros (Oki et al., 2008). A auséncia
de fungos envolvidos na prote¢do con-
tra herbivoros em B. dracunculifolia na
area estudada pode estar associada as
caracteristicas intrinsecas do ambiente,
pois este influencia fortemente as ex-
pressodes génicas dos fungos endofiticos
e, consequentemente, as inter-relagdes
associadas a eles (Siegel e Bush, 1996;
Richardson et al., 1999; Azevedo et al.,
2000).

Certamente, varios outros estudos ain-
da sdo necessarios, no so para a me-
lhor compreensdo dessas interacdes
dos endofiticos com as plantas ¢ destas
com os herbivoros, mas também para o
estabelecimento de modelos e hipoteses
em diferentes escalas temporais, gené-
ticas e espaciais. Espera-se que este es-
tudo possa contribuir para uma maior
compreensdo das relagdes ecologicas
e evolutivas das plantas hospedeiras e
dos fungos endofiticos, auxiliando, as-
sim, na manuten¢do ¢ preservagdo da
biodiversidade do Cerrado.
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