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CAMPOS DE SOUSA, FULVIA SOARES. Bioprospeccdo de fungos
endofiticos, associados a Manilkara salzmannii, planta de Restinga, com
atividade antimicrobiana. 60 f. il. 2013. Dissertacao (Mestrado). Instituto de
Ciéncias da Saude. Universidade Federal da Bahia, Salvador 2013.

RESUMO

O bioma restinga pode ser caracterizado por areas arenosas, de alta salinidade
e com uma vegetacdo tipica, com plantas adaptadas e de ocorréncia
descontinua no litoral brasileiro, sendo inclusive a transicdo para a mata
atlantica. A macaranduba, Manilkara salzmannii, uma sapotacea muito comum
em areas de transicdo e em varios biomas, inclusive na floresta amazonica
atingindo mais de 20 metros de altura e usada como madeira para
reflorestamento e na fabricagdo de médveis, mas varias espécies de plantas do
género Manilkara sp tem caracteristicas herbaceas como na restinga, sendo
retorcida e com folhas duras e alternadas, A ocorréncia de plantas da familia
Sapotaceae na restinga, pode representar um modelo para estudos desde em
eco-fisiologia até de biodiversidade. Os micro-organismos endofiticos vivem no
interior das plantas e desempenham importantes papéis ecologicos, podendo
ser benéficos as plantas, como produtores de fito-hormdnios e agentes de
controle biolégico e até prejudiciais, como os fitopatégenos, Recentemente,
tem-se estudado fungos endofiticos principalmente para fins de bioprospecgéo
e neste trabalho foram isolados e caracterizados endofiticos de Manilkara
salzmannii quanto a atividade antimicrobiana. Um isolado, MKO0O1, apresentou
atividade antimicrobiana, onde, diferentes fragbes do mesmo extrato, inibiram
fungos (Candida albicans ATCC18804) e bactérias (Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Corynebacterium sp. VD57). Este isolado foi caracterizado
como do género Lophiostoma sp., Ordem Pleosporales, e com caracteristicas

gue podem indicar uma nova espeécie.

Palavras chaves: fungo endofitico, Manilkara salzmannii; atividade
antimicrobiana; Lophiostoma sp.






CAMPOS DE SOUSA, FULVIA SOARES. Bioprospecting endophytic fungi
associated with Manilkara salzmannii, plant of the Restinga, with antimicrobial
activity. 60 pp. ill. 2013. Master Dissertation. Instituto de Ciéncias da Saude.
Universidade Federal da Bahia, Salvador 2013.

ABSTRACT

The biome sandbank, can be characterized by sandy areas, high salinity and
with a typical vegetation with plants adapted and with a discontinuous
occurrence of the Brazilian coast, and even the transition to rainforest. The
macaranduba, Manilkara salzmannii, represents a sapotacea very common in
transitions areas and can be found in various biomes, including the Amazon
rainforest reaching over 20 feet tall and used as wood for reforestation and the
manufacture of furniture, but several species of plants from this genus
Manilkara sp has herbaceous characteristics, mainly in the sandbank, being
twisted and stiff and alternate leaves, the occurrence of plants from the
Sapotaceae family in sandbank, may represent as a model for studies on eco-
physiology and biodiversity. Endophytic microorganisms living inside the plants
and play important ecological roles, may be beneficial to plants as producers of
phyto-hormones and biological control agents and even harmful, such as
pathogens, has been recently studied, mainly endophytic fungi for
bioprospecting purposes and in this work were isolated and characterized
endophytic from Manilkara salzmannii with the goal to selected fungi with an
antimicrobial activity. One isolate, MK001, shows antimicrobial activity, where
different fractions from the same extract was able to inhibit the growth fungi
Candida albicans and bacteria (Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Corynebacterium sp.). This isolate was characterized as genus Lophiostoma

sp., Order Pleosporales, and can be a new species.

Keywords: endophytic fungi; Manilkara salzmannii; antimicrobial activity;
Lophiostoma sp.
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1. INTRODUGAO

O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas, de um total estimado entre 350.000 a 550.000
(SIMOES et al., 1999), consistindo em importante potencial de desenvolvimento
sécio-econdmico para o pais, como fonte de corantes, 6leos vegetais, gorduras,
fitoterapicos, antioxidantes e 6leos essenciais para o setor produtivo. Industrialmente
0s Oleos essenciais e/ou produtos derivados sdo empregados como matérias-primas
para as industrias de higiene e limpeza, alimentos e bebidas, farmacéutica e
cosmeética, além de apresentarem atividade antimicrobiana, antifungica, antioxidante,
entre outros (ABIHPEC, 2002).

Com o desenvolvimento da Biotecnologia, a alta taxa da biodiversidade presente nos
ecossistemas brasileiros, tornou-se alvo de interesse do governo, das empresas e
da comunidade cientifica. Assim, & imprescindivel o conhecimento sobre a

diversidade microbiana e de suas fun¢des exercidas (ROQUE, 2005).

As interagbes dos micro-organismos endofiticos e as plantas, ainda ndo s&o bem
compreendidas, mais podem ser simbioticas, neutras ou antagbnicas. Nas
interacbes simbidticas, estes fungos e bactérias produzem ou induzem a produgao
de metabdlitos primarios e secundarios que podem conferir diversas vantagens a
planta, tais como a diminuigdo da herbivoria, ataque dos insetos, aumento da
tolerancia a estresses abidticos e o controle de outros agentes, como os
fitopatdogenos (AZEVEDO, 1998).

Entre grupos de micro-organismos, especialmente bactérias e fungos, encontram-se
espéecies que colonizam o interior das plantas, denominados como endofiticos que,
segundo Cardoso (1992), vivem no interior ou na superficie interna de tecidos sadios
da planta, incluindo raizes e, sem causar efeito deletério, compartilham do ciclo de

vida vegetal.

Os fungos formam um complexo grupo de organismos, presentes nos mais diversos
habitats terrestres e aquaticos, e sao distintos produtores de metabdlitos

secundarios, muitos dos quais denominados compostos bioativos (BERDY, 2005).
1



Entretanto, varias espécies sao patogénicas e produzem toxinas que auxiliam na
infeccdo e colonizagdo de seus hospedeiros. Ja a contaminacdo por fungos em
alimentos pos-colheita, pode trazer riscos a saude humana e animal, devido a
producao de micotoxinas (BENNETT e KLICH, 2003). Os fungos também sao fonte
de metabdlitos secundarios utilizados como farmacos, ou como precursores para
sintese ou semi-sintese de medicamentos diversos, como antibiéticos, antifungicos,
antitumorais, imunossupressores e antidislipidémicos (LARSEN et al., 2005; MISIEK
e HOFFMEISTER, 2007).

Os fungos endofiticos podem apresentar mecanismos fisiolégicos e genéticos,
importantes para a interagdo com a planta e também como potencial para a
producdo de metabdlitos ativos, podendo apresentar novas descobertas, com
aplicacdo industrial, na medicina e na agropecuaria. Em comparagdo com as
plantas, os fungos apresentam crescimento mais rapido em menor tempo e espaco.
Além disso, as condicdes de cultivo (tempo, pH, nutrientes, temperatura e aeragao)
podem ser controladas a fim de aumentar ou direcionar a produ¢cao de metabdlitos
(PEARCE,1997).

A bioprospecgao consiste na exploragéo e investigagcao de plantas, animais e micro-
organismos a fim de identificar genes, proteinas e compostos ativos com atividade
especifica, para serem utilizados como produtos ou bioprocessos em diferentes
areas da industria farmacéutica, alimenticia, agropecuaria, entre outras. A
bioprospecgédo também pode ser definida como o estudo da diversidade bioldgica
com fins econdmicos e sociais (STROBEL e DAISY, 2003; TRIGUEIRO, 2002).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo o estudo da atividade
antimicrobianae antifungica de extratos do fungo endofitico do género Lophiostoma
(espécie nova),isolado da Manilkara salzmannii uma planta, coletada em uma

regido de restinga e de Protegdo Ambiental no municipio de Salvador.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BIODIVERSIDADE E BIOPROSPECCAO

Segundo Barbieri (2010), diversidade bioldgica, ou biodiversidade, € representada
por todas as espécies de seres vivos existentes no planeta incluindo a variedade
genética dentro das populagdes e entre a variedade de espécies da flora, da fauna,
de fungos macroscoépicos e de micro-organismos, a variedade de fungdes ecoldgicas
desempenhadas pelos organismos nos ecossistemas e a variedade de
comunidades, habitats e ecossistemas. A importadncia da biodiversidade esta na
relacéo direta da influéncia que exerce no Planeta, como: regular o clima; proteger e
manter os solos; fazer a fotossintese, disponibilizando o oxigénio necessario a
respiracao e a matéria basica para os alimentos, roupas e medicamentos. O grande
valor da biodiversidade justifica investimentos visando sua conservagéo, sobretudo
em razao do seu potencial para a biotecnologia, especialmente na engenharia
genética, e para a geragao de novos alimentos e produtos industriais. Portanto, a
biodiversidade também traz beneficios econdmicos, o que representa mais um

incentivo para sua preservacgao.

A utilizagdo de espécies endémicas em pesquisas de melhoramento genético tem
alcangado éxito gracas ao desenvolvimento da biotecnologia, os resultados sao,
principalmente, a obtengio de plantas e variedades resistentes a pragas, doencgas e
condicbes adversas do meio ambiente. Além disso, muitas plantas possuem
principios ativos que podem ser utilizados na elaboragdo de medicamentos,
(BERDY, 2005).

As florestas tropicais e os recifes de corais abrigam grande variedade de plantas e
animais: sao os ecossistemas com maior numero de espécies do Planeta, com alto
grau de riqueza (BILLS, 2002).

Embora apenas cerca de 10% da biodiversidade mundial tenha sido estudada, 140
mil metabdlitos intermediarios, oriundos, sobretudo de plantas superiores e de micro-
organismos, foram isolados e caracterizados, mas ainda ndo foram avaliados

biologicamente (CALIXTO, 2003). No Brasil a biodiversidade é considerada como



fonte de substéancias biologicamente ativas e com seu enorme potencial de novos
farmacos (BARREIRO, BOLZANI, 2009).

Segundo Calixto (2003) e Weber (2007), o interesse pela biodiversidade para a
produgdao de medicamentos aumentou sensivelmente com a conclusao do genoma
humano, visto que cerca de 500 para mais de 6 mil o numero de possiveis alvos
terapéuticos, com isso a terapéutica moderna, composta por medicamentos com
acdes especificas sobre receptores, enzimas e canais idnicos, ndo teria sido
possivel sem a contribuicdo dos produtos naturais , extraidos de plantas superiores,

das toxinas de animais e micro-organismos.

Devido a busca aos produtos naturais, incluindo as toxinas extraidas de animais, de
bactérias, de fungos ou de plantas, os cientistas puderam compreender fenbmenos
complexos relacionados a biologia celular e molecular e a fisiologia, permitindo que
enzimas, receptores, canais i0nicos e outras estruturas biolégicas fossem
identificados, isolados e clonados. Isso possibilitou a industria farmacéutica
desenhar drogas dotadas de maior seletividade e também mais eficazes contra

varias patologias de maior complexidade (DEMAIN, 1999).

2.2. MICRO-ORGANISMOS

Segundo Tortora et al. (2006), os micro-organismos sao minusculos seres,
individualmente muito pequenos para serem vistos a olho nu, englobam bactérias,
fungos, protozoarios, algas microscopicas e virus. Os micro-organismos Sao cruciais
para o bem estar da espécie humana, pela manutencdo do equilibrio entre
organismos vivos, dos ciclos biogeoquimicos e dos compostos quimicos no

ambiente, além do que, possuem aplicagdes biotecnoldgicas.

E importante ressaltar que grande parte dos avancos da biotecnologia moderna e na
agricultura sdo derivadas de descobertas recentes nas areas de genética, fisiologia
e metabolismo de micro-organismos. Ao longo do tempo, o homem conseguiu
cultivar os micro-organismos em laboratério, bem como isolar e identificar

quimicamente os produtos naturais microbianos, aplicando-os em diversas areas,



principalmente na medicina, como medicamentos e na area de alimentos.
(KREUZER e MASSEY, 2002).

A ampliacdo dos conhecimentos sobre a capacidade biosintética dos micro-
organismos permitiu o desenvolvimento da biotecnologia e da expansdo na
aplicagado de produtos. Estas perspectivas associadas aos produtos de alto valor
agregado e de interesse industrial tem conduzido nos ultimos anos a investigagéo e
desenvolvimento de modelos que constituem as bases das novas tecnologias para
processos unitarios de origem microbiana (ROBERT et al.,1991; CAMPOS -
TAKAKI, 2005).

2.2.1 FUNGOS

Os fungos s&o micro-organismos eucarioticos, aclorofilados, produtores de esporos,
com nutricdo por absorcdo, capazes de se reproduzirem tanto sexuada quanto
assexuadamente, cujas células estdo envolvidas por parede celular, rica em quitina
e também com galactose e manana, sua membrana celular & rica em ergosterol.
Alguns fungos podem ser unicelulares, como as leveduras, e outros multicelulares,
como os fungos filamentosos. Nestes ultimos, a hifa constitui o micélio do fungo, que
cresce alongando-se por crescimento apical denominadas de pseudo-hifas
(ALEXOPOULOS, 1996; KIRK, 2001).

2.4. GENERO Lophiostoma

A ordem Pleosporales € um enorme grupo de ascomicetos que incluem 19 familias,
179 géneros e mais de 1.400 espécies (KIRK et al. 2001). Os fungos Pleosporales
estdo presentes em folhas mortas, caules herbaceos e outras estruturas da planta.
Alguns géneros, como Pyrenophora e Cochliobolus, sao conhecidos como
importantes fitopatégenos que causam manchas foliares e doengas do grupo das
ferrugens (LUTTRELL, 1973).

A familia de Lophiostomataceae (Ordem Pleosporales) compreende 15 géneros,
cerca de 200 espécies (KIRK et al., 2001). O género Lophiostoma foi estabelecido
por Cesati e De Notaris (1863) e revisado por Chesters e Bell (1970), Holm e Holm

(1988), Barr (1990), e Yuan e Zhao (1994) e varias espécies foram adicionadas ao
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género (HYDE e APTROOT 1998; BARR e MATHIASSEN 1998; HYDE et al., 2000).
Holm e Holm (1988) consideraram Platystomum como sinénimo de Lophiostoma, e
seu conceito de género tem sido seguido por alguns autores posteriores, como por
exemplo Yuan e Zhao (1994), Checa (1997) e Kirk et al., (2001).

2.3. FUNGOS ENDOFITICOS

Apesar dos endofiticos terem sido mencionados pela primeira vez em meados do
século XX, mas no fim da década de 70, que os endofiticos comegaram a adquirir
importancia cientifica, quando foi verificado que eles apresentam interacdes
simbidticas com o hospedeiro, protegendo as plantas do ataque de insetos, de
doencas e de herbivoros (AZEVEDO et al., 2002).

Os endofiticos foram inicialmente considerados como quaisquer micro-organismos
que, em pelo menos uma parte do seu ciclo de vida, colonizam o interior de tecidos
vegetais aéreos sem causar danos aparentes a planta hospedeira (CARROLL, 1986;
PETRINI et al., 1991).

Os enddfitos podem colonizar os tecidos vegetais ocupando espacos intercelulares,
o interior de tecidos vasculares, ou mesmo intracelularmente. Segundo ARAUJO et
al. (2002), os mais variados 6rgaos vegetais como folhas, ramos, caules, raizes,
estruturas florais tais como podlen, ovarios, anteras e estames podem ser
colonizados. Entretanto, fungos e bactérias parecem apresentar diferentes
preferéncias quanto as regides da planta hospedeira que colonizam. Fisher et al.
(1992), isolaram bactérias e fungos endofiticos de trés tipos de tecidos (epiderme,
cortex do caule e folha) de plantas de milho sadias, e verificaram que as partes das
plantas mais proximas do solo eram mais colonizadas por bactérias do que a parte
superior. Ja os fungos endofiticos parecem colonizar preferencialmente as partes

aéreas da planta hospedeira e os espacos intercelulares (AZEVEDO, 2001).

Os fungos endofiticos vém sendo estudados principalmente em plantas de regides
temperadas, e apenas a partir da ultima década em plantas das regides tropicais
(AZEVEDO e ARAUJO, 2006). Todas as espécies vegetais estudadas até o



momento apresentaram micro-organismos endofiticos (STROBEL e DAISY, 2003;
FIRAKOVA et al., 2007).

A comunidade endofitica desempenha estes efeitos favoraveis na planta porque é
capaz de produzir compostos quimicos como enzimas, alcaldides, antibidtiocs e
diferentes metabdlitos, os quais favorecem adaptacdo da planta perante varias
condicdes. A sintese destas substancias € induzida por condi¢cbes de estresse da
planta hospedeira como falta de agua, presenca de substancias toxicas, ataque de
patogenos e ou insetos que afetam a interagcdo da planta com o meio ambiente
(NASCIMENTO 2006)

De acordo com as estimativas feitas por Hawksworth (2001), existe cerca de 1,5
milhdes de espécies de fungos, dos quais apenas 5% estdo descritos. Por outro
lado, estima-se que das 300 mil espécies de plantas que existem na terra, cada uma
hospede no interior de seus tecidos um ou mais fungos endofiticos, podendo chegar
a estimativa de um milhdo de espécies, considerando-se apenas os endofiticos
(STROBEL e DAISY, 2003). Consequentemente sdo grandes as chances de se
encontrar novos micro-organismos endofiticos dentre os milhares de plantas nos
diferentes ecossistemas terrestres e aquaticos, constituindo-se numa fonte rica, de
diversidade genética e, possivelmente, de novos produtos naturais (STROBEL e
DAISY, 2003). Neste contexto, as florestas tropicais sao consideradas ecossistemas
com grande diversidade biolégica quando comparadas as florestas temperadas
(BILLS, 2002).

Essa diversidade implica em um contexto evolucionario, sobrevive o organismo
capaz de estar em constante inovagdo quimica (BILLS, 2002). A competicao
constante, os recursos limitados e a pressdo seletiva alta. Isto faz com que a
probabilidade das florestas tropicais serem fontes de novas estruturas moleculares e
combinagdes biologicamente ativas seja alvo de novas pesquisas em Bioprospecg¢ao
(BILLS, 2002). O mesmo autor mostra que endofiticos de ambientes tropicais,
fornecem um maior numero de produtos naturais quando comparados com
endofiticos de regides temperadas, além disso, notou que é significativamente alto o
numero de endofiticos isolados em ambientes tropicais produzindo um grande

numero de metabdlitos secundarios ativos, se comparado com os fungos de



florestas temperadas. Esta observagdo sugere a importancia do ambiente em que a

planta hospedeira esta inserida sobre o metabolismo dos endofiticos.

Existe uma troca de metabdlitos secundarios entre plantas e fungos, onde, algumas
plantas que produzem produtos naturais fornecem metabdlitos para os fungos
endofiticos e vice-versa. O paclitaxol € um diterpendide que apresenta atividade
citotoxica e € utilizado na clinica como agente anticancer. O paclitaxol foi
originalmente encontrado em espécies vegetais do género Taxus (STIERLE et al.,
1993). Mas, em 1993, outro paclitaxol, produzido pelo fungo Taxonomyces
andreanae, foi isolado, caracterizado, a partir de endofiticos de Taxus brevifolia. Tan
e Zou, (2001) definiram que alguns endofiticos produzem substancias quimicas de
origem vegetal, e que esses produtos seriam originalmente caracteristicos da planta
hospedeira. Segundo estes autores, os produtos poderiam estar relacionados a uma
recombinacao genética do endofitico com a planta hospedeira que ocorre durante a
evolugdo dos mesmos corroborando pelo fungo endofitico Deste modo, caso o
endofitico tenha habilidade de produzir, assim como a planta hospedeira, 0 mesmo
metabdlito bioativo, isto leva a necessidade de coletar plantas endémicas, de
crescimento reduzido e em ameaca de extincdo, mas também preservar a
biodiversidade. Além disso, € reconhecido que um produto de uma fonte microbiana
pode ser mais facil e econdmico para produzir, reduzindo eficazmente seu custo no
mercado (STIERLE et al., 1993). Dessa forma, mais informagdes sobre a biologia de
uma determinada espécie de planta e dos micro-organismos endofiticos seriam
essencialmente uteis para a busca por produtos bioativos. De acordo com a
literatura, o papel dos endofiticos na natureza nao esta claro, mas sua relagédo com
hospedeiros de varias espécies de plantas € bem conhecida (STROBEL e DAISY,
2003).

Varios isolados de fungos endofiticos, pertencentes a mesma espécie sdo obtidos
da mesma planta e apenas um dos isolados tém a capacidade de produzir uma
substancia biologicamente ativa in vitro (LI et al., 1996). Além disso, existe uma
grande incerteza em relagao ao que os endofiticos produzem in vitro e o que podem

produzir na natureza.

A producdo de certas substancias bioativas pelo endofitico pode facilitar a

competicdo em seu nicho biolégico dentro da planta podendo oferecer também
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protecdo para a planta contra micro-organismos patogénicos prejudiciais e
invasores. Entretanto, esta afirmacdo s6 pode ser considerada verdadeira se o
produto bioativo do endofitico for produzido somente por este e ndo pelo hospedeiro
(LI et al., 1996).

Aparentemente, essas informacdes facilitariam o estudo da fungcédo do endofitico e o
seu papel na planta, mas poucas informacdes existem referentes a bioquimica e
fisiologia das interagdes do endofitico com a planta hospedeira. Fatores que alteram
a biologia do hospedeiro como, por exemplo, a estagao do ano, idade, ambiente e
local podem influenciar na fisiologia do endofitico, bem como nas espécies de
endofiticos presentes (STROBEL e DAISY, 2003). Uma definicdo do papel destes
organismos na natureza fornecera as melhores informagdes para um alvo particular

com grande potencial para a bioprospecc¢ao (STROBEL e DAISY, 2003).

Varios metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos sado potentes
micotoxinas, produzidas durante a contaminacado de alimentos sendo capazes de
causar danos a humanos e animais, por meio de intoxicagbes agudas ou de efeito
acumulativo, induzindo a disturbios fisiologicos, como o cancer (BENNETT e KLICH,
2003). Fungos patogénicos a plantas, como Alternaria alternata e Bipolaris sp,
produzem fitotoxinas que destroem os tecidos de suas hospedeiras (THOMMA,
2003). A despeito de sua habilidade de produzir toxinas, os fungos também sao
responsaveis pela producao de diversas substancias empregadas diretamente para
o tratamento de enfermidades, ou utilizadas como base para a sintese de farmacos
(MISIEK e HOFFMEISTER, 2007; WEBER et al., 2007).

Os antibidticos produzidos por micro-organismos sao definidos como produtos
naturais organicos de baixo peso molecular, ativos em baixas concentragdes contra
outros micro-organismos (DEMAIN, 1999). Os fungos endofiticos, frequentemente,
sdo fontes desses antibidticos. Produtos naturais de fungos endofiticos inibem ou
matam uma variedade de agentes causadores de doencgas, incluindo fitopatégenos,
bem como, bactérias, fungos, virus e protozoarios que afetam a populagdo humana,
os animais e as plantas (DEMAIN, 1999).

A regido do semi-arido baiano apresenta alta diversidade bioldgica, ainda pouco

explorada possuindo caracteristicas para apresentar organismos resistentes a
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condicbes extremas e, em consequéncia, enzimas de enorme potencial para
aplicacdo em processos industriais (SENA et al.,, 2006). Tal fato também é
importante para a restinga do Estado. A adaptagdo destes micro-organismos as
condigdes ambientais extremas estd ligada as estratégias bioquimicas. Seus
componentes moleculares possuem propriedades que os tornam especialmente
adequados para utilizacdo em processos industriais, tornando atraente e promissora
a bioprospeccao (SANTOS et.al., 2011).

Segundo Santos et al. (2011) diversos trabalhos cientificos tém demonstrado o
potencial que os fungos endofiticos possuem por promoverem crescimento e ou
controlarem patogenias em plantas. Caso essa potencialidade fosse
verdadeiramente aplicada em sistemas agricolas, esses micro-organismos seriam
alternativas viaveis e baseadas em principios ecolégicos em substituicdo aos

inseticidas e defensivos agricolas.

As primeiras publicagdes com endofiticos demonstraram que a presenca desses
micro-organismos resultava na diminuicdo dos danos causados por fitéfagos (OKI et
al., 2009). Azevedo (1998) ja relatava que os endofiticos podem ser potenciais
promotores de crescimento de plantas ou agentes de controle biolégico de
patogenias; podem apresentar outros efeitos de importancia em praticas agricolas;
podendo aumentar a tolerancia de plantas a seca. Devido ao alto grau de deficiéncia
de nutrientes da areia, as plantas sao provavelmente altamente dependentes das
bactérias e fungos para seu crescimento e sucesso ecoldgico. A adaptagdo de
organismos as condi¢gdes ambientais desfavoraveis leva a alteragdo de desenvolver
componentes celulares de estratégias bioquimicas para a sobrevivéncia (GERDAY
et al.,2000).

Mycelia sterilia ocorre com frequéncia em regides tropicais (LODGE et al., 1996;
BROWN, 1998; PHOTITA et al., 2001) provavelmente pelo fato de algumas espécies
de fungos ndo se adaptarem as condigdes dos meios artificiais e sd esporularem

guando estao em associagdo com o hospedeiro.
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2.5. COMPOSTOS BIOATIVOS PRODUZIDOS POR ENDOFITICOS

As plantas, micro-organismos e, em menor escala, animais apresentam um arsenal
metabodlico capaz de produzir, transformar e acumular inUmeras substancias nao
relacionadas de forma direta @ manutencédo da vida do organismo produtor. Nesse
grupo encontram-se substancias cuja produgdo e acumulo estdo restritos a um
namero limitado de organismos, com bioquimica e metabolismo especificos e
unicos, caracterizando-se como elementos de diferenciacdo e especializacao
(WINK, 1990). A todo esse conjunto metabodlico costuma-se definir como
metabolismo secundario, cujos produtos, embora ndo necessariamente essenciais
para o organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para a
perpetuagdo de sua espécie, em seu ecossistema (SIMOES et al., 2007). Os
metabolitos secundarios despertam grande interesse, ndo sO pelas atividades
biolégicas produzidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente,
mas pela imensa atividade farmacologica desses compostos. Exemplo disso é a
hipericina isolada de flores de Hypericum perforatum L, conhecida popularmente
como erva de Sao Joao, é uma diantrona que provoca fotossensibilidade em animais
albinos. Existem diversos métodos para a analise e identificagdo de metabdlitos
secundarios produzidos por plantas e fungos. A analise de misturas complexas &
usualmente feita, inicialmente por cromatografia em camada delgada (CCD), por
comparagao com os valores de fator de retencao (Rf) de substancias conhecidas em
diferentes sistemas eluentes e pela sua reatividade frente a diferentes produtos
cromogénicos (VAN BEEK e VAN GESSEL, 1988). A CCD ainda permanece como
um dos métodos preferidos para analise qualitativa de compostos conhecidos, pois

nao requer equipamentos sofisticados ou uma preparacao laboriosa de amostra.

A Dbioautografia €& uma técnica utilizada para a deteccdo de substancias
antimicrobianas sobre um micro-organismo especifico inoculado em um recipiente
especifico com meio de cultura adequado, distribuido sobre uma placa de
cromatografia em camada delgada (CCD) apods eluigdo da mistura a ser avaliada
(BETINA, 1973; DIDRY et al.,, 1990; LUND; LYON, 1975; SAXENA et al., 1995).
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Apds o periodo de incubagao, verifica-se a formagcdo de um halo de inibicdo no
composto com atividade antimicrobiana presente na amostra. Usando-se um
revelador, podem-se visualizar com maior acuidade as areas de atividade
(HOSTETTMANN, 2003). Esse método vem sendo utilizado para a localizagao de
compostos com propriedades antifungicas, antibacterianas e antioxidantes a partir
de matrizes vegetais e microbianas que apods procedimento de purificagao,
identificacdo e ensaios complementares vem a contribuir para a descoberta de
interessantes compostos para o desenvolvimento de medicamentos de uso clinicos
(PIETERS; VLIETINCK, 2005).

2.6. RESTINGA

Nas regides da costa brasileira, ha a ocorréncia de planicies formadas por
sedimentos terciarios e quaternarios que foram predominantemente depositados em
ambientes marinhos, continentais que sdo denominados de restinga (SILVA, 1999).
De uma forma geral, a restinga é caracterizada por ser uma planicie baixa com
suaves ondulagcbes e declives em direcdo ao mar. Além disso, o termo restinga
possui um significado geomorfolégico, dando conotacdo a qualquer depdsito
arenoso ao longo da costa (SUGUIO e MARTIN, 1987).

A vegetacdo das planicies costeiras brasileiras € bastante heterogénea, o Brasil
possui litoral amplo, com areas comuns de sedimentacido quaternaria que formam as
restingas (SUGUIO e TESSLER, 1984). As restingas apesar de apresentarem uma
série de aparéncias diferentes, mesmo separadas de modo fisico, podem apresentar
semelhancas (ARAUJO e HENRIQUES, 1984). As restingas se destacam pelas
grandes areas que ocupam e pela formacédo de um ecossistema que possui intima
relacgdo com o mar. As planicies arenosas constituem o substrato para varias
comunidades vegetais que estdo associadas a geomorfologia e apresentam

adaptacao as condicoes fisicas e ambientais (CORDEIRO, 2005).
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2.7. FAMILIA SAPOTACEAE

A familia Sapotaceae compreende aproximadamente 1000 espécies de habitos
arboreo e arbustivo, incluidas em cerca de 53 géneros (SWENSON; ANDERBERG,
2005). Apresentam ampla distribuicdo nas areas tropicais e subtropicais do mundo
(SOUZA; LORENZI, 2005). Algumas espécies de sapotaceas destacam-se por
fornecer produtos economicamente importantes, como o latex destinado a
fabricagdo da borracha e da goma de mascar, a madeira de excelente qualidade e
durabilidade para fabricagdo de moveis e na construgao civil e frutos comestiveis a
depender da regido (PENNINGTON, 1990; LORENZI, 2002).

Figura 01 - F- Manilkara salzmannii (E. B. ALMEIDA JR. e D. P. W. MEDEIROS 747,
IPA) e Fonte autora

No Brasil as sapotaceas sao representadas por aproximadamente 245 espécies
distribuidas em 11 géneros sendo os de maior interesse Pouteria Aubl. Chrysophy
llumL. e Manilkara Adan. (MONTEIRO et al., 2007). No Nordeste, o género

Manilkara apresenta 12 espécies, distribuidas nas areas litoraneas, areas de floresta
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Atlantica, Restinga, Caatinga, Cerrado e em areas com influéncia do bioma
Amazénico (ALMEIDA JR., 2010).

A diminuigdo das populagdes vegetais tem gerado uma alteragdo ambiental que
vem contribuindo para a perda da biodiversidade da familia Sapotaceae,
particularmente o género Manilkara, devido a exploragao quanto ao uso da madeira,
do latex e até pelo reduzido numero de individuos na populagcdo (ALMEIDA JR.,
2010).

O género Manilkara compreende o quarto maior género da familia Sapotaceae e
esta representado no Brasil por, aproximadamente, 19 espécies distribuidas em
diferentes tipos vegetais, com maior representatividade em areas de Floresta
Atlantica e Restinga (ANDRADE-LIMA, 1960). Em Alagoas destacam-se as espécies
Manilkara salzmannii (A. DC.) H. J. Lam (ALMEIDA JR., 2010; MEDEIROS et al.,
2010) e Manilkara rufula (Mig.) H.J. Lam (ALMEIDA JR., 2010) com ocorréncias nos

litorais Norte e Sul do Estado.

A espécie Manilkara salzmannii (A. DC.) H. J. Lam, conhecida como macaranduba,
caracteriza-se por apresentar porte arbéreo, geralmente de 10 a 25 m de altura,
latescente, copa arredondada, tronco ereto e cilindrico, casca grossa e fissurada
longitudinalmente, 40 a 70 cm de diametro. Trata-se de uma planta perenifdlia,
heliofita e seletiva higréfita (ANDRADE-LIMA, 1960; PENNINGTON, 1990;
LORENZI, 2002). Seus frutos sdo baga globosa e glabra, com 1 a 3 cm de didmetro
e cuja cor varia do verde ao marrom, sendo avermelhada quando maduro.
Apresenta de uma a duas sementes pretas, brilhantes, e imersas numa polpa
adocicada, branca e comestivel (LORENZI, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana de compostos bioativos de fungos endofiticos
isolados de folhas e caule assintomaticas de Manilkara salzmannii (A.DC.) H.J.Lam

da familia Sapotaceae, coletada no litoral da Bahia.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Isolar e identificar fungos endofiticos provenientes de folhas e caule de uma

planta, coletada da regido de restinga no litoral de Salvador-Ba;

b) Extrair biomoléculas provenientes do metabolismo dos fungos endofiticos

isolados;

c) Avaliar a atividade antimicrobiana destas biomoléculas em Staphilococcuos
aureus; Candida albicans; Corinebacterium pseudotuberculosis ; Pseudomonas

aeruginosa; Serracia marcences; Echerichia coli.
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4. MATERIAL E METODOS

Visando a prospec¢ao de fungos e seus metabdlitos secundarios, este estudo foi
realizado com o isolamento de endofiticos da planta Manilkara salzmannii (A. DC.)
H. J. Lam da familia Sapotaceae, cuja ocorréncia é comum na regido litoranea de

Salvador.

Este projeto foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia Aplicada e
Bioprospecgao (LAMAB) do Departamento de Biointeragao, no Instituto de Ciéncias

da Saude da Universidade Federal da Bahia.

4.1. AREA E MATERIAL DE COLETA

O material biolégico coletado, com o objetivo de realizar o isolamento dos fungos
endofiticos, foi obtido a partir das folhas e caules de Manilkara salzmannii (A. DC.)
H. J. Lam, coletadas entre os meses de janeiro, margo e maio de 2012, da planta em
crescimento na area de restinga do Parque das Dunas (UNIDUNAS), area de
preservacdo ambiental, localizada ao norte do municipio de Salvador na Praia do

Flamengo, e parte do bioma da Mata Atlantica.

Figura 02 — Vista area do Parque das Dunas
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Figura 03 — Coleta das folhas

O material foi separado, acondicionado em sacos de papel, para serem levados ao
Laboratério de Microbiologia Aplicada a Biotecnologia - LAMAB para o isolamento
dos fungos endofiticos, e outra amostra, preparada a exsicata que foi utilizada para
a identificacdo da espécie, posteriormente catalogada e depositada no Herbario
Alexandre Leal Costa (ALCB), do Instituto de Biologia da Universidade Federal da
Bahia.

4.2. ISOLAMENTO DE FUNGOS ENDOFITICOS

A metodologia de isolamento dos fungos endofiticos foi a recomendada em Melo e
Azevedo (1998). As folhas e caules (tecidos vegetais sadios) coletadas e separadas
previamente no campo, sem qualquer tipo de tratamento prévio ou agao sobre a
microbiota residente, foram acondicionadas em sacos de papel previamente

identificados.

No laboratdrio, as folhas e caules foram lavadas em agua corrente para a retirada de

residuos solidos, e desinfetados por meio de banhos sucessivos em alcool 70% (3
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minutos), solugédo de hipoclorito de sédio 3% (4 minutos), alcool 70% (30 segundos)
e finalmente lavados trés vezes em agua destilada esterilizada, para a retirada do
excesso de alcool. Os controles foram efetuados com a inoculagdo da ultima agua
de lavagem em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose e Agar Batata Dextrose,
com 0,1 mL e espalhamento com o auxilio de uma al¢a de Drigalsky, incubadas por
48 horas a 28°C.

Apos o processo de desinfestacdo, os fragmentos das folhas foram recortados em
pedacos de 4,0 x 0,5 cm e transferidos para placas de Petri (trés fragmentos por
placa) contendo meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose e Agar Batata Dextrose,
em triplicata, e incubadas a 28°C por até 20 dias. A avaliagao foi realizada a partir do
terceiro dia, em intervalos de 2 a 5 dias. Com a observagcdo de crescimento, foi
realizada a repicagem para novas placas de Petri contendo os respectivos meios de
cultura, com a finalidade de se obter cultura pura, e também para a realizacdo de
observagbes macroscopicas, de coloragao e caracteristicas de crescimento para

auxiliar na identificacao das espécies.

Figura 04 — Técnica de desinfestagao e incubagao

Foi iniciada a triagem para extracao e bioautografia (itens 4.7 e 4.8) com 6 isolados,
devido a similaridade nas caracteristicas morfolégicas dos demais isolados, o que
possibilitou a selegdo de um isolado MK001 o qual foi testado para todos os agentes

microbianos.

PRESERVAGAO DOS FUNGOS ISOLADOS

18



Os isolados obtidos foram preservados pelo método Castellani (1967), onde colénias
puras do fungo foram colocadas em um frasco contendo agua destilada esterilizada,

sendo posteriormente selados e armazenados em temperatura a 4°C.

4.4. EXTRAGAO DE METABOLITOS

Para a extracdo de metabdlitos, os isolados fungicos foram inoculados
individualmente em frascos de 1000 mL contendo Caldo Sabouraud, incubadas em
agitador orbital a 28°C, 120 rpm por até 72 horas. Apds o crescimento do fungo, o
caldo e a cultura fungica foram submetidos ao sistema de filtragado, com filtro de 125
mm (Whatman 42). Os filtrados foram submetidos ao processo de extragao liquido-
liquido em sistema de duas fases aquosas com os solventes acetato de etila,
hexano e metanol na seguinte proporgao (v.50:25:25), onde ocorreu a formacao de
duas camadas: a fase organica foi retirada e concentrada em um rotaevaporador a
45°C sob presséo reduzida. Os extratos obtidos (bruto) foram armazenados em
criotubos a 4°C. Foram realizados testes, para a criacdo de um perfil de extracéo

dos metabdlitos (Tabela 01).

Figura 05 — Agitador Orbital e isolados
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Tabela 01 - Quantidades utilizadas dos solventes para obtengéo do extrato fungico

Solventes

Extrato do

fungo Acetato de etila  Hexano Metanol  Cloroférmio

MKO001

200mL 50mL - - -

175mL 50mL 50mL 0,25mL -

200mL 75mL 50mL 0,25mL -
Proporcdo 100mL 50mL 45mL 0,5mL 25mL

100mL 50mL 0,25mL 0,5mL 20mL

200mL 100mL 50mL 0,5mL 45mL

100mL 50mL 25mL 25mL -

Figura 06- Extragao liquido Liquido

Funil de separacio

Fase organica

Fase aquosa
Caldo de cultura
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AVALIAGAO QUALITATIVA DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foi realizada a cromatografia de camada delgada (CCD) para avaliagdo qualitativa
da atividade antimicrobiana, dos compostos presentes nos extratos brutos, sendo
utilizado cromatoplacas preparativa de aluminio (TLC 1,5 x 8,0cm, silica Gel 60
F254-366, 0,25mm de espessura — Merck). As cromatoplacas foram esterilizadas em

autoclave e secas durante o periodo de 48 horas em estufa a 37°C.

Figura 07- Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Camara Cromatografica

Cromatoplaca

-

Final

Spot

1

|

Fase Ndvel

Spet

Para a montagem do teste de bioautografia, foi realizada em camara de fluxo
laminar, a aplicacdo dos extratos, nas cromatoplacas, em um volume final de 10uL
de cada extrato (fase estacionaria) e uma distancia de 1 cm entre os extratos. A
eluicdo foi realizada com o uso dos sistemas de solventes (fase modvel), sendo
acetato de etila/agua/metanol na seguinte propor¢édo 10/0,5/0,5 (mL). Apos a
eluicdo, as cromatoplacas foram reveladas sob luz ultravioleta para visualizagado dos
compostos presentes e, em camara de iodo ressublimado para analise qualitativa.
As bandas visualizadas foram demarcadas com lapis n°® 02 e as placas, utilizadas

posteriormente para os testes da bioautografia. A distancia de migracdo das bandas
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constituintes dos extratos foi analisada pelo calculo do indice de retencédo (Rf),
dividindo a distancia do centro das bandas relativa a linha de partida, pela distancia

total da corrida dos eluentes.

Figura 08 - Revelacdo da Cromatografia

Revelacao dos “spots”

Camara de iodo

*Extrato 04 — selecionado para bioautografia

4.5.2. BIOAUTOGRAFIA

Para o preparo do inéculo microbiano foram utilizados linhagens ATCC de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10708, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Corynebacterium sp. VD57 (isolado de caprino), Candida albicans
ATTC18804, Sphingobium xenophagum 530 (isolado ambiental), Serratia
marcescens (isolado ambiental). As bactérias foram ativadas em caldo de infusao
cérebro e coragao (BHI), incubados a 37°C por 24 horas. Apés o periodo de
incubacdo foram realizadas diluices para a concentracdo de 1,5 x 10% compativel

com a escala 0,5 de McFarland.
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Para o inéculo, preparado com a linhagem de Candida albicans, foi utilizado o meio
seletivo caldo Sabouraud, incubado a 28°C por 24 horas. Com a mesma

concentracéo do inoculo anterior (1,5 x 10%/0,5 de McFarland).

As placas cromatograficas obtidas na etapa de cromatografia de camada delgada
(CCD) dos extratos fungicos MK001 foram alocadas em uma base Agar-agar em
placa de Petri (90 x 10 mm). Em seguida foi vertido o meio especifico para cada
linhagem testada, em cima da cromatoplaca, e deixado em repouso por 3 horas.
ApOs esse periodo, as culturas bacterianas e fungicas foram inoculadas no sistema

cromatoplacas/meio de cultura e incubadas em estufa de crescimento.

Figura 09- Montagem para realizagao da Bioautografia

Placa
e Petri

4.6. IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DO ISOLADO FUNGICO
COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
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4.6.1. CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA

O fungo isolado foi inoculado em placa de petri contendo Agar Sabouraud Dextrose
e incubado durante 10 dias. Em uma lamina de microscopia, foi adicionada uma gota
de lactofenol e em seguida fragmentos de micélio, obtidos pela raspagem da
superficie da cultura com agulha de platina. Em seguida uma laminula foi colocada
sobre o material e levado ao microscopio Optico, onde o material foi analisado

segundo padrdes morfoldgicos para identificagdo do isolado.

No intuito de induzir a esporulagao e em seguida observar microscopicamente como
descrito anteriormente, foram utilizados diversos meios de cultura, como batata-
dextrose agar (BDA), rodela de cenoura auto clavada, Agar Sabouraud, Agar Malte,
Meio mineral J.E.(MM)(JONES e EDINGTON,1968), acrescido do extrato da folha,

Agar Aveia, Meio extrato de tomate, Agar dextose e farinha de milho.

4.6.1.1. TECNICA DO MICROCULTIVO

Para cada col6nia de fungo isolada, duas placas de microcultivos foram preparadas,
variando-se 0s meios, conforme descrigdo a seguir. Foi colocado sobre uma lamina
esterilizada sobre um pequeno bastio de vidro recurvado, contida em uma placa de
Petri estéril, forrada com papel de filtro, um fragmento em cubo de Agar Sabouraud
Dextrose e também um em Agar Batata Dextrose. O fungo foi inoculado nos quatro
lados do cubo de agar nos diferentes meios e a lamina foi recoberta com uma
laminula esterilizada. O papel de filtro foi umidificado com 0,5mL de agua destilada
estéril, fazendo uma camara umida no fundo da placa, evitando-se a dessecacgéo do
meio de cultura, durante o crescimento do fungo. A placa foi tampada e incubada em
BOD a 28°C por 7 a 10 dias, até a observagao do desenvolvimento de hifas com ou
sem pigmentagdo. Apos, a laminula foi retirada, com auxilio de uma pinga,
cuidadosamente. Sobre uma lamina foi pingado uma gota de corante azul de
lactofenol-algodao (“Cotton Blue”) e montada sobre a laminula do microcultivo. O
cubo de agar foi desprezado e, em seu lugar, pingou-se outra gota de corante azul e
uma laminula foi colocada, para visualizar esporos e hifas também aderidos a

[Amina.
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4.6.2. IDENTIFICAGAO MOLECULAR DOS FUNGOS

4.6.2.1. EXTRAGAO DE DNA

A metodologia utilizada foi a de Doyle e Doyle modificada (1987). Cerca de 50mg de
micélio foi macerado em almofariz, com nitogénio liquido e transferido para tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL. Apds, foi adicionado 650 ul do tampao de extragao* (com
Mercaptoetanol e Proteinase K) e homogeneizado bem a mistura em vortex. Os
tubos foram colocados em banho-maria a 55°C por 1 hora, sendo, a seguir
adicionado 650uL da mistura cloroférmio: alcool-isoamilico (24:1, 4°C) e agitado
gentilmente até a formacdo de um emulsionado. A seguir, os microtubos foram
centrifugados por 5 min a 12000 rpm e a fase aquosa superior foi transferida para
um novo microtubo. Foi adicionado 200uL do tampdo de extragdo (sem
Mercaptoetanol e Proteinase K) adicionado de 650uL de cloroférmio: alcool-
isoamilico (24:1, 4°C). O tubo de microcentrifuga foi agitado e centrifugado por 5 min
a 12000 rpm. Novamente, foi coletada a fase aquosa superior e transferida para um
novo tubo de microcentrifuga. Estes passos foram repetidos novamente e depois a
fase aquosa superior foi adicionado um volume igual de isopropanol a -20°C. As
amostras foram incubadas a -20°C por 15 a 20 min. Apés, foram centrifugadas por 5
min a 12000 rpm e o sobrenadante desprezado. Os “pellets” foram lavados com
1,0mL de etanol 70% por duas vezes e centrifugados por 3 min a 12000 rpm. Em
seguida foram secos a temperatura ambiente e o material ressuspendido em tampao
TE 50pL (contendo 1,5 L RNAse 10 pg.mL™"). As amostras foram colocadas em

estufa a 37 °C em tempos variados e apés, conservadas em freezer a -70°C.

4.6.2.2. SEQUENCIAMENTO

O DNA genbmico do isolado MK001 foi submetido a amplificagdo de fragmentos por

PCR de duas regides, a do gene ITS ( “Internal Transcribed Spacer”) e do gene
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TEF1-a (“translation elongation fator’1 alfa da RNA polimerase). Os primers
utilizados foram respectivamente ITS1(5 - TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3))
combinado com ITS4 (5’ - TCCTCCGCTTATTGATATGC — 3’) descrito por White
(1990) e EF1-728F (5- CATCGAGAAGTTCGAGAAGG — 3’) descrito por Carbone e
Kohn (1999) combinado com EF2T (5- GGARGTACCAGTSATCATGTT - 3)
descrito por O’'Donnell E Cigelnik (1997). As reagbdes da PCR foram preparadas em
um volume total de 25uL composta por: 5uL de tampao 5x , 2,0uL de dNTPs, 2,0uL
de MgCI2, 0,75uL de cada primer, 0,4uL de Tag DNA polimerase, 2,0uL de DNA e
12,1uL de agua MilliQ autoclavada. A reacdo de PCR foi realizada em um
termociclador (peqSTAR 96 universal gradiente) programado para um ciclo inicial de
94°C por 2 min, seguido de 15 ciclos de 94°C por 2 min, 65°C por 30 s, 72°C por 1
min, 35 ciclos de 94°C por 30 s, 48°C por 30 s, 72°C por 1 min e uma extensao final
de 72°C por 10 min. Posteriormente, as amostras foram submetidas a reacdo de

sequenciamento.

O sequenciamento das amostras ocorreu de acordo com o método de Sanger et al.,
(1977) e as reagdes foram preparadas em um volume final de 10 pL, composto por,
4,1 pL de agua ultrapura, 2,0 pyl do tampdo de sequenciamento 5X (Applied
biosystems), 0,4 puL de primer (10 pM/uL), 2,5 uL de DNA da amostra e 1,0 uL de
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied biosystems). O DNA foi
ressuspendido em 10 uL de formamida e aquecido a 93 °C por 3 minutos, resfriado
rapidamente em freezer -20°C. Posteriormente, as mostras foram submetidas a
reacdo em sequenciador do tipo ABI prism 310 Genetic Analiser (Applied
Biosystem). A condi¢cdo de injecdo das amostras foi de 2 Kv por 30 segundos. A

condicao de eletroforese foi de 12 Kv por 120 min.

A verificagdo da qualidade das sequéncias geradas e a edicdo de acordo com o
eletroforetrograma gerado foi realizada com o software Sequencher 5.0. Estas
foram submetidas a andlise de similaridade de nucleotideos com o banco de dados

Biolo MICn Net Software (Fungal Barcoding: http://www.fungalbarcoding.org/

BioloMICSSequences.aspx?file=all).

A edicao e montagem dos contigs foram realizadas com o programa Sequencher 5.0
(HALL, 1999). Para realizar a identificagdo molecular, o programa BLAST
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(ALTSCHUL et al., 1997) foi usado para comparar as sequéncias obtidas com

aquelas encontradas nos bancos de dados publicos.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1. ISOLAMENTO DE FUNGOS ENDOFITICOS

A busca por novos compostos com atividade antimicrobiana, e principalmente em
modelos biolégicos pouco estudados significa um desafio. Os biomas sdo formados
por uma diversidade de espécies de plantas, condigbes edafo-climaticas e
alteracbes com a atividade antrépica. Essas condi¢cdes que durante milhdes de anos
modularam as espécies e sua evolugdo tem ligacdo direta com a presenca e a
atividade dos micro-organismos (ARAUJO e RAHBEK, 2006). A interacdo com
organismos, como plantas e animais direciona a fisiologia e a genética destes micro-
organismos, direcionando a relagdes simbidticas, com processos envolvendo a
interacao intra e extracelular, mas dentro do tecido do hospedeiro, quando existe
este tipo de relagdo, podem-se denominar, no caso de plantas, micro-organismos
endofiticos, o que pode ser benéfico ou mesmo deletério, como no caso de
fitopatogenos (KNAPP et al, 2012; ORLANDELLI et al., 2012).

O processo de desinfestagao utilizado foi eficiente, pois, ndo foi observado o
crescimento de micro-organismos no plaqueamento em meio de cultura, da ultima

agua da lavagem.

Apoés a incubagao das amostras das folhas e caules, da planta Manilkara salzmannii
(A.DC.) H. J. Lam. em meio agar-Sabouraud, observou-se o crescimento de fungos
em todas as placas, tendo o crescimento iniciado principalmente a partir das
extremidades de cada fragmento de folha, o que pode representar uma evidéncia,
da relacdo endofitica. Apoés o periodo de incubacdo, foram observadas colbnias
fungicas, sem o crescimento de bactérias, devido principalmente aos repiques

sucessivos e sem a utilizagdo de antibioticos.
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Figura 10- Fungos morfotipos isolados da Manilkara salzmannii

Utilizando a magaranduba (Manilkara salzmannii) como modelo, foi possivel isolar
fungos com caracteristicas importantes para a bioprospecc¢édo, similar ao realizado
por outros autores (ORLANDELLI et al, 2012; BHAGOBATY e JOSHI, 2011), o
nuamero baixo de isolados aproximadamente 06 (seis) pode significar para esta
planta uma certa domindncia da Ordem Pleosporales, e do complexo
Lophiostoma/Massarina (ZHANG et al.,, 2009). O numero de isolados de fungos
endofiticos obtidos pode variar de acordo com os ecossistemas onde se encontra as
plantas hospedeiras, isso quer dizer que as espécies vegetais apresentam
adaptacdes estruturais e fisiologicas, segundo MULLER & WAECTHER (2001). Mas,
novos trabalhos devem ser realizados visando aprofundar os estudos de

predominancia de espécies de fungos endofiticos.

Foi observado um numero alto de fungos que ndo esporularam em cultura, o que
tem sido mencionado também por outros autores em trabalhos com endofiticos em
hospedeiros tropicais (PEREIRA et al., 1993; SURYANARAYANAN et al.,1998;
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PHOTITA et al., 2001). Isso talvez acontecga pelo fato de ndo encontrarem nos meios
de cultura artificiais, os mesmos fatores existentes nos seus hospedeiros em
condigdes naturais. Suryanarayanan et al. (1998), Kumaresan & Suryanarayanan
(2001) afirmam que a baixa da taxa de fungos endofiticos predominam em um unico
hospedeiro, o que também foi observado nesta pesquisa. Esse predominio pode ser
explicado pelo fato de que alguns fungos endofiticos apresentam uma certa
especificidade por tecido e por hospedeiro descritos pelos autores (RODRIGUES,
1991; PHOTITA et al, 2001) (SURYANARAYANAN et al., 1998;
SURYANARAYANAN & KUMARESAN, 2000). Photita et al. (2001) verificaram que a
especificidade pelos tecidos do hospedeiro poderia ser consequéncia da preferéncia
da espécie dominante e poderia refletir sua capacidade para utilizar nutrientes
existentes no hospedeiro, acrescentam que alguns fatores, como: tipo de cuticula,
textura e mudangas na fisiologia e quimica dos tecidos do hospedeiro podem
influenciar a especificidade. Segundo Suryanarayanan & Kumaresan (2000) o
hospedeiro € mais determinante para a distribuicado dos fungos endofiticos, do que o
fator localizacdo geografica.(SURYANARAYANAN et al.,1998; KUMARESAN &
SURYANARAYANAN, 2001), esses autores relatam que fungos endofiticos em
vegetacdo de manguezal em Pichavaram, na india, mostraram que, em cada estudo,
houve uma diferente espécie dominante, essa descrigdo corrobora com os achados
no trabalho em estudo. Deve haver algum mecanismo que distribui os fungos
endofiticos entre os diferentes hospedeiros e essa distribuicdo poderia ser vista
como uma estratégia desenvolvida por esses fungos a fim de reduzir a competicao.
Essa descricdo que ocorreu nas plantas de mangue se assemelham com o que

ocorreu no estudo com a planta Manilkara salzmannii de restinga.

Dentre os isolados obtidos, foi utilizado um Unico isolado para as etapas de
bioautografia, mas, ndo foi possivel caracterizar em termos de micromorfologia,
devido a dificuldade na indug¢do da esporulagdo. Segundo Souza, (2004), a
identificacdo de micro-organismos isolados de plantas, principalmente os fungos
filamentosos, € muito complexa, a taxonomia de fungos é tradicionalmente baseada
na comparagdo da morfologia e desenvolvimento de estruturas de reprodugao
assexuada e sexuada, principalmente em organismos fastidiosos ou de dificil

esporulacao.
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No presente estudo, os nove meios de culturas utilizados nao forneceram
informacgdes suficientes para uma identificagdo até o nivel de espécie. Considerando
que o crescimento in vitro do fungo estudado pode nao representar seu
comportamento natural, devido a auséncia das condigbes ecoldgicas quando em
associacao com a planta hospedeira. Por conta disso, em relacdo aos diferentes
tempos de crescimento, os endofiticos analisados foram classificados nos seguintes
grupos: 1- crescimento rapido: atingem o crescimento em trés dias; 2- crescimento
mediano: atingem o crescimento de quatro a oito dias e 3- crescimento lento: atinge
o crescimento em nove dias. Segundo Knapp et al., (2012) os fungos de crescimento
lento, denominados fastidiosos sdo geralmente escuros e possuem hifas
melanizadas, septadas e microesclerodios, por esta razdo sdo de maior dificuldade
para identificagdo por métodos convencionais. Apés a obtencdo de fungos
endofiticos ser realizada com sucesso, o cultivo e a extragdo para a identificacédo
através de caracteres morfo-métricos, nao foi bem sucedida, principalmente devido a
indugado da esporulacao, onde Zhang et al., (2009) determina que para o complexo
de fungos isolados, necessita de luz proximo ao ultravioleta com o comprimento de
onda variando entre 320-400 nm. Segundo Fungaro (2001), novos métodos tém
sido desenvolvidos, e envolvem desde a triagem dos metabdlitos até o estudo da
variabilidade do DNA por técnicas de PCR.

5.2. BIOENSAIOS

Diversos fatores podem influenciar na producéo de metabdlitos ativos contra micro-
organismos como, por exemplo, a planta hospedeira, a localizagdo do fungo na
planta, o substrato em que o fungo é cultivado, temperatura, pH e aeragao
(STROBEL e DAISY, 2003;). Para algumas espécies, consideradas fastidiosas,
como o complexo filogenético dos géneros Lophiostoma/Massarina outras
caracteristicas devem ser abordadas, como a indug¢do por um determinado
comprimento de onda de luz ultra violeta, para cultivo e esporulagdo (ZHANG et al.,
2009). Encontrar a condicdo ideal para crescimento e produgdo de metabdlitos in

vitro representa um dos desafios nos estudos com fungos endofiticos.

No caso do cultivo em batelada, para a extragdo de compostos bioativos, foram

obtidas duas fragbes, uma apolar e outra mais polar, onde a polaridade foi
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importante para a observacdo de compostos bioativos, principalmente na porcao
apolar, conforme sugerido por Schulz et al., (2002). Hd um grande interesse pelos
estudos de enddfitos de plantas medicinais, a fim de se descobrir novos compostos,
ja que os pressupostos da interacdo endofito-hospedeiro sugerem que as
propriedades terapéuticas podem estar no enddfito e ndao na planta ou,
provavelmente, na interagao entre ambos (GOMES-FIGUEIREDO, 2006). Farmacos
de alto valor agregado podem ser produzidos a partir de micro-organismos
endofiticos extraidos de uma pequena porc¢ao de tecido vegetal, mantendo assim a

producao de compostos com potencial biotecnoldgico.

O sistema cromatografico para a separagcao das biomoléculas utilizado neste
experimento empregou, na fase estacionaria, placa de silica em gel que possui
estabilidade polar e a fase movel (particdes de solventes) com polaridade crescente.
As fracdes foram visualizadas sob luz UV e também revelados em camara de iodo
ressublimado, posteriormente marcados em funcao da intensidade (SANTOS et.al.,
2011).

O melhor sistema de solvente para a eluigao foi hexano: acetato de etila: agua
(100:17:13 v/v). Foi observado também que apds a visualizagdo em lampada
ultravioleta as fragdes de solvente de todos os extratos apresentaram melhor eluigao

e visualizacado das bandas cromatograficas, conforme observado na Figura 7.

Figura 11 - Placas de bioautografia dos extratos fungicos (MK001), representando a
zona de inibicdo de crescimento, das linhagens de Staphylococcus aureus ATCC
25923(A); Corynebacterium sp. VD57 (B) e Candida albicans ATCC18804(C).
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Visto que muitas plantas medicinais estdo ameacadas de extincdo devido ao
extrativismo predatorio, a busca de endofitos com potencial farmacoloégico adquire
também importancia ecolégica (PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002). Os
dados obtidos sobre a inibicdo do crescimento de micro-organismos nao foi
direcionado a um grupo de micro-organismo, apesar de diferentes fragcbes do
mesmo extrato inibirem fungos (Candida albicans ATCC18804) e bactérias

(Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Corynebacterium spVD57).

Novos esforgos devem ser realizados, visando um aumento na concentragdo do
extrato e na resolugdo da fracdo com atividade microbiana, através de técnicas

como espectroscopia do infravermelho e espectrometria de massas.

O extrato do fungo endofitico MKOO1 inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Corynebacterium sp. VD57 e Candida albicans ATCC18804. Pode se
observar que para cada linhagem testada, o extrato de MKOO1 apresentou fragdes
de inibicao diferentes, identificado pelo valor do indice de retencdo (Rf), onde A:
Staphylococcus aureus (Rf: 0,22); B: Corynebacterium sp. (Rf: 0,28); C:Candida
albicans (Rf: 0,8) indicam substancias ou fragdes com um perfil individual para cada
linhagem testada, o que sugere a presenca de pelo menos 3 diferentes substancias

com a atividade, o que poderia ser confirmada com técnicas mais refinadas.

Nos extratos do fungo MKO001, ndo encontramos fracbes com atividade
antimicrobiana para as linhagens testadas de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosae e Serratia marcescens (isolado ambiental), constatado pela auséncia
de halos de inibigao, isto para a extracdo com o solvente acetato de etila/ metanol /

agua, o que pode indicar que as fragbes com atividade estdo na porgao apolar.

A identificacdo dos fungos, realizada apds os bioensaios, foi realizada com o isolado
MKO01 que demonstrou atividade antimicrobiana, mas n&o foi possivel obter
estruturas de reproducdo para a identificacdo, ndo sendo possivel caracterizar por
meio da micromorfologia. Para realizar a identificagdo foram utilizadas técnicas de

sequenciamento e analise de perfis, com os fragmentos obtidos por PCR.

A evolugcado das metodologias da biologia molecular aplicadas ao estudo do meio

ambiente tem contribuido para o grande avango do conhecimento sobre a
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diversidade microbiana. Resultados de estudos dependentes e independentes dos
isolamentos e cultivos, baseados em amplificagéo e sequenciamento de fragmentos
de gens demonstram que a diversidade de micro-organismos em amostras
ambientais € ampla (HEAD et al.,1998; HUNTER-CEVERA,1998)

O isolado MKO0O1 apresentou identidade genética de 99,13% com a do género
Lophiostoma sp (ZJ-2008011) na regido intergénica, como demonstrado na Tabela
02, assim como as demais sequencias alinhadas também pertencem a espécies
proximas e do mesmo género. O sequenciamento da outra regido (TEF) resultou em
baixa identidade genética com espécies do género Lophiostoma, abaixo de 50%, e
identidade maior, mas nao significativa, para outros géneros como Fusarium. Devido
a divergéncia de informagédo taxondmica a partir da analise do sequenciamento,
apesar de indicar identidade ao género Lophiostoma, nao foi possivel concluir a que

espécie este isolado pertence, podendo supor uma nova espécie do género.

O género encontrado Lophiostoma sp pode representar uma espécie nova,
evidenciado pelos resultados de sequenciamento e homologia/similaridade da regiao
ITS e TEF, o que corrobora com esta evidéncia o porcentual de identidade e as
arvores filogenéticas. Segundo Steiner e Philippsen (1993), o gene TEF (fator de
elongacédo 1a), dependendo do numero de cdépias no genoma, pode diferenciar
novas espécies. A regiao ITS, largamente utilizado, pode gerar dados que sao
importantes para a definicdo do género, enquanto TEF e também a [B-tubulina
auxiliam na determinagcdo de uma nova espécie, isto deve ser considerado em

conjunto com aspectos morfolégicos.

Tabela 02 - Grau de identidade do fragmento ITS do isolado MK0OO1.

Numero de Fragmento Espécie /
Gene sequencia A Identidade
Acesso Correspondéncia
do (pb)
Lophiostoma sp.
ITS JF694929.1 459 99,13%

ZJ-2008011
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As sequéncias de nucleotideos obtida do isolado MKO00O1 foi submetida ao
alinhamento pelo software ClustalW2 (EMBL-EBI) e em seguida utilizadas para
construcdo de arvores filogenéticas correspondentes aos dois fragmentos
sequenciados (ITS e TEF). As sequéncias do GenBank que apresentaram maior
correspondéncia e associadas ao mesmo género de identidade (Lophiostoma) foram
selecionadas para analise filogenética. As arvores filogenéticas, representadas nas
Figuras 02 e 03, foram construidas por meio do método de neighbor joining, com
base de 1.000 réplicas de “bootstrap”, utilizando o software ClustalW2Phylogeny
(EMBL-EBI). Os valores mostrados nas arvores sdao dados em porcentagem de

“bootstrap”.

A representacdo da relacéo filogenética, baseada nas sequéncias de ITS, onde o
isolado MKOO1 apresenta uma maior identidade com o género Lophiostoma sp, mas

nao relacionado com uma espécie, podendo ser observada na Figura 3.

Figura 12 -- Analise filogenética do isolado fungico MKO001 e isolados com
correspondéncia do banco de dados a partir da sequéncia do gene
ITS. O taxon é representado pela espécie seguida da sigla do

isolado.

L.compressumSL-10

|‘|_ Lcompressum534

Lophiostomasp.MA

LmacrostomumHHUF 27293
_’-LmacmstomumHHLTZ 7290
LmacrostomumKT508
Lophiostomasp. DMW210.1
—L|— Lophiostomasp.123543
Lophiostomasp. DMW217.2
LcompressumKT521

LfuckeliilCBS 113432
sp.£J-2008011

|
ISOARES MKO001
LmacrostomumCBS 122681

A arvore construida a partir do sequenciamento e analise do fragmento TEF,

utilizada principalmente para corroborar as informagdes obtidas com ITS (WALKER
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et al., 2012) e também, podendo ser complementado com fragmentos de gene da [3-
tubulina, para definir uma nova espécie, esta representada na Figura 03. Relatado
por outros autores, os dados encontrados neste trabalho, mostram a divergéncia na
Ordem Pleosporales, principalmente no complexo Lophiostoma / Massarina (ZHANG
et al., 2009). Estes dados reforcam a possibilidade do isolado MKOO1 representar
uma nova espeécie a ser descrita, onde a caracterizagdo macro-morfolégica se faz

necessaria.

Figura 13 -- Analise filogenética do isolado MKO0O1 representado a distancia para o
fragmento de TEF.

S SOARESMEKO00]
— Fusarium_ambrosium3 -
b— Fusariumsolanit4 3.1 1
Massaria macra voucherWuU30539
L macrostomoidesGKM
L.fuckelnGKM 1063
L.alpigenumGKM1091b
L.compressumGRM 048
Fusarumsp. K3427-1-1

Para Strobel e Daisy (2003), a diminuigdo de habitats com caracteristicas para o
endemismo de plantas, como florestas tropicais, restingas e cerrado, pode
comprometer a bioprospecgado e descoberta de novos compostos, com atividade

benéfica para o homem nas areas de saude, meio ambiente e industria.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, o isolamento de fungos endofiticos da planta magaranduba
(Manilkara salzmannii) apresentou um numero baixo de espécies.

A extragdo de metabdlitos do sobrenadante de cultivo em caldo do fungo
obteve componentes apolares e polares.

Fracbes apolares do extrato fungico inibiram o crescimento de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Corynebacterium sp. VC57 e Candida
albicans ATCC18804.

Para cada isolado de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Corynebacterium
sp. VC57 e Candida albicans ATCC18804 a fragdo com capacidade de
inibicdo foi diferente, mesmo provenientes do mesmo extrato fungico,
sugerindo diferentes compostos.

Analises moleculares e filogenéticas indicaram identificagdo para o género
Lophiostoma sp.

Faz-se necessario a indugdo de esporulacdo e analise macro e
micromorfolégica das estruturas de reproducdo de Lophiostoma sp. para
descrever a espécie nova.

O isolamento do fungo Lophiostoma sp. da planta Manilkara salzmannii (A.
DC.) H. J. Lam. representa o primeiro relato cientifico deste género como
endofitico em planta da restinga.
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7.CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentados demonstraram a relevancia em se estudar a
diversidade de endofiticos em plantas da Restinga com relagédo ao potencial
biotecnolégico e taxonémico, abrindo portas para novos e promissores
estudos

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram o potencial biotecnolégico
de fungos endofiticos em produzir substancias bioativas, com atividade
antimicrobiana e antifungica sobre patégenos humanos.

Os dados apresentados nao estabeleceram a natureza dos compostos
responsaveis pela acédo antifungica e antibacteriana, verificando-se a
necessidade de caracterizacdo quimica dos compostos presentes nos
respectivos extratos brutos e fragoes;

Outros isolados fungicos obtidos neste trabalho poderdo ser testados
posteriormente para atividade antimicrobiana

Ficou constatado o potencial do fungo Lophiostoma sp., além da
caracterizagdo de uma nova espécie
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