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OBTENGAO DE METABOLITOS DO FUNGO ENDOFITICO 3-10.1.2
ISOLADO DE Trichilia elegans E SEU USO POTENCIAL NO CONTROLE
DE FITOPATOGENOS

André Hitoshi Assakura'; Ravely Casarotti Orlandelli?, Raiani Nascimento Alberto’,
Sandro Augusto Rhoden?®, Jodo Alencar Pamphile*

RESUMO: Microrganismos endofiticos, geralmente fungos e bactérias, vivem sistematicamente no interior
das plantas, sem causar aparentemente dano a seus hospedeiros. Sdo distintos dos microrganismos
epifiticos, que vivem na superficie dos 6rgaos e tecidos vegetais. Fungos endofiticos representam um
importante grupo de fungos com potencial biotecnolégico e podem ser isolados de diversas plantas
medicinais, como Trichilia elegans. Esta planta pertence a familia Meliaceae, conhecida popularmente como
pau-de-ervilha. Nas linhagens de Trichilia sp. foi observada uma atividade anti-inflamatéria, antiviral e
antireumatica de preparados de seus tecidos. Fungos fitopatdgenos causam varios danos a diversas
culturas, como os fungos do género Colletotrichum, que causam a antracnose em pimenta, tomate, soja,
manga, mamao entre outros, e Moniliophthora perniciosa, fitopatégeno causador da doenga conhecida
como vassoura-de-bruxa no cacaueiro. Este trabalho teve como objetivo principal a obtengédo de metabdlitos
do isolado endofitico 3-10.1.2 isolado de Trichilia elegans e a analise do seu uso potencial no controle e
inibicdo do crescimento dos fitopatdgenos Colletotrichum sp. e Moniliophthora perniciosa. Os metabdlitos
foram extraidos de meio batata-dextrose fermentado durante 15 dias pelo endoéfito, empregando-se o
solvente acetato de etila. Os resultados obtidos mostram que este isolado foi efetivo na inibicdo do
crescimento de Moniliophthora perniciosa, mostrando que este fungo possui potencial para o uso no
controle biolégico dessa praga.

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia; Controle de pragas; Fungos endofiticos; Metabdlitos secundarios.

INTRODUGAO

Microrganismos endofiticos ou enddéfitos sdo aqueles que vivem no interior de
plantas habitando, de modo geral, suas partes aéreas como caules e folhas, sem causar,
aparentemente, qualquer dano aos seus hospedeiros. Eles distinguem-se dos
patogénicos, que causam doengas nas plantas, e dos epifiticos que vivem na superficie
dos vegetais. Foi Bary, em 1866, quem delineou a diferenga entre fungos endofiticos e
fungos fitopatdgenos, fazendo assim, a primeira referéncia aos fungos endofiticos. Porém,
s6 ao final dos anos 70, estes fungos adquiriram importancia e verificou-se que eles
apresentam interagdes simbidticas com o vegetal hospedeiro, protegendo-o do ataque de
insetos, de doengas e de herbivoros (AZEVEDO, 1999).
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Plantas medicinais ou com propriedades terapéuticas estdo sendo cada vez mais
analisadas a partir de pressupostos de sua interagcdo com microrganismos endofiticos, os
quais tém apresentado diversos beneficios como produtores de antibidticos, metabdlitos
secundarios de interesse farmacolégico (PILLEGGI et a., 2002). Estudos demonstram que
fungos endofiticos possuem diversas aplicagdes biotecnoldgicas, sendo capazes de
produzir metabdlitos secundarios potencialmente bioativos idénticos ou similares aos
metabdlitos produzidos pelos vegetais hospedeiros. Os metabdlitos podem inibir uma
ampla variedade de agentes causadores de doengas, incluindo fungos fitopatogénicos
(AZEVEDO, 1998).

Sabendo-se dos efeitos diretos e indiretos dos pesticidas na saude publica e no
ambiente em geral, novas formas de controle de pragas, que sejam mais econémicas e
menos danosas ao ecossistema, estdo sendo pesquisadas. No caso especifico do
controle de pragas, alternativas bioldgicas incluem a utilizagdo de bactérias, fungos, virus
e até substancias produzidas pelo préprio inseto. Sendo assim, os fungos endofiticos
representam um impacto no controle de pragas por proporcionar, a planta, certa
resisténcia a ambientes com intenso estresse, de origem climatica ou bioldgica.
Normalmente essa resisténcia esta ligada a producdo, a partir dos endofitos, de
compostos toxicos aos herbivoros ou aos patdégenos. Os fungos endofiticos habitam um
nicho ecologico bastante semelhante aqueles ocupados por fitopatégenos, permitindo
assim, controla-los por competicdo, producdo de substancias antibidticas, parasitando o
patdogeno ou mesmo induzindo o vegetal a desenvolver resisténcia a doengca (AZEVEDO
et al., 2002).

Trichilia elegans Adr. Juss. ssp. elegans pertencente a familia Meliaceae, € uma
arvore conhecida popularmente como pau-de-ervilha. Espécies do género Trichilia
apresentam uma atividade anti-inflamatéria, antiviral e antirreumatica (COULOMBIE et
al.,1992).

O fungo fitopatogénico Moniliophthora perniciosa (Stahel Singer), anteriormente
denominado Crinipellis perniciosa, € o agente etiologico da vassoura-de-bruxa do
cacaueiro (Theobroma cacao L.), a qual se constitui na principal limitacdo para a
producdo de cacau na América do Sul, Panama e nas ilhas do Caribe (THOROLD, 1975).
Os fungos fitopatogénicos do género Colletotrichum sp causam antracnose em um grande
numero de plantas cultivadas, principalmente em regides tropicais e subtropicais, onde ha
predominéncia de clima quente e umido.

Este trabalho teve como objetivo principal a obtencdo de metabdlitos secundarios
de um fungo endofitico (3-10.1.2) isolado de Trichilia elegans e a analise do seu uso
potencial no controle e inibigdo do crescimento dos fitopatégenos Colletotrichum sp. e
Moniliophthora perniciosa.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado o fungo endofitico 3-10.1.2 isolado de folhas da planta medicinal
Trichilia elegans, do estoque do Laboratorio de Biotecnologia Microbiana da Universidade
Estadual de Maringa. Os meios de cultura utilizados foram os meios BDA (Batata-
Dextrose-Agar) e BD (Batata-Dextrose). O fungo foi repicado em placas de Petri com
meio BDA e incubado em BOD a 28° C por 7 dias, para a obtengdo de colbnias jovens.

Para obtencdo de metabdlitos secundarios foi utilizada a metodologia de Li et al.
(2005), modificada: os fungos foram incubados em meio BD (Batata-Dextrose), em
erlenmeyer, em BOD a 28° C por 15 dias. O meio fermentado obtido foi filtrado e
centrifugado a 3.600 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo colocado em um funil
de separacdo e o mesmo volume de acetato de etila P.A foi adicionado. O funil foi
agitado e as fases foram separadas. O processo foi repetido mais duas vezes. O acetato
de etila resultante da extragao foi concentrado em evaporador rotativo Marconi MA 120, a
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50° C. O material resultante da evaporacao foi diluido com 1 mL de metanol absoluto e
estocado a 4° C.

A atividade antifungica do isolado 3-10.1.2 foi testada utilizando-se ensaios
biolégicos qualitativos, em triplicata. Os fungos utilizados no teste foram os fungos
fitopatogénicos Colletotrichum sp. € Moniliophthora perniciosa.

Para a analise de inibicdo dos fitopatégenos, estes fungos foram crescidos em
meio BDA por 7 dias a 28° C, para a obtengdo de colbnias jovens. Em seguida, foi
preparada uma solucdo de conidios em solugdo salina a 0,85% e em céamara de
Neubauer foram contados os conidios. A suspensao foi diluida até conter em torno de 10°
conidios por mL. Foram inoculados em placas de Petri 100 puL da solugédo de conidios e
espalhados com alga de Drigalsky. Foram colocados nas placas de Petri, 4 discos de
papel Whatman n° 4 esterilizados (d 6 mm), equidistantes, inoculados com 10 uL do
metabdlito. As placas permaneceram incubadas a 28° C por 7 dias. O controle positivo foi
realizado utilizando-se o fungicida Derosal plus®, com diluicdo de 171, onde cada placa de
Petri recebeu também 4 discos e papel filtro contendo 10 uL de fungicida. Para o controle
negativo, foram utilizados agua destilada autoclavada e metanol absoluto, nas mesmas
condigdes. Apos 7 dias foi avaliada a atividade antimicrobiana pela formag&o e medida do
halo de inibi¢do.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apods 7 dias, foi observada a presencga do halo de inibicado gerado pelo metabdlito
do isolado 3-10.1.2 apenas no teste contra o fitopatdgeno Moniliophthora perniciosa,
mostrando que o metabdlito secundario produzido por este fungo foi efetivo na inibicdo de
crescimento deste fitopatdgeno. Enquanto que nos teste realizados contra o fitopatdégeno
Colletotrichum sp nado houve inibicdo pelo metabdlito secundario do enddfito.
Similarmente, Crozier et al. (2006), trabalhando com endéfitos isolados de cacau,
verificaram também que os metabdlitos produzidos por esses fungos endofiticos
apresentaram agao contra os patégenos M. roreri e M. perniciosa.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que o fungo endofitico 3-10.1.2, isolado da planta
medicinal T. elegans, € promissor na producdo de metabdlitos secundarios para a inibigao
do crescimento de M. perniciosa, ja para a inibicdo de fitopatégenos do género
Colletotrichum, o metabdlito ndo mostrou ser eficiente. Assim, conclui-se que o metabdlito
deste isolado possui potencial para a utilizagdo no controle biolégico da praga M.
perniciosa.
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