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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. A distingao, no caso, é feita apenas para
nao incluir as bactérias fixadoras de nitrogénio entre os endéfitos que vivem em simbiose com as plantas
formando nodulos além dos fungos micorrizicos. Por meio de analises ecologicas de uma gama de espécies
hospedeiras, fica aparente que fungos endofiticos compreendem um nicho e complexo ecoldgico distinto de
parasitas obrigatérios e saprofitas. Sapindus saponaria L. pertence a familia Sapindaceae, é uma arvore
conhecida popularmente como sabdo-de-soldado, na medicina popular a casca, a raiz e o fruto sédo
utilizados como calmante, adstringente, diurético, expectorante, ténico, depurativo do sangue e contra a
tosse. Suas folhas apresentam propriedades neutralizadoras de hemorragia. Este trabalho tem como
objetivo principal a obtencdo de metabdlitos do fungo endofitico Curvularia sp. isolado de Sapindus
saponaria e a analise do seu uso potencial no controle contra patégenos. Os metabdlitos foram extraidos,
empregando-se 0 solvente acetato de etila, de meio batata-dextrose fermentado pelo endéfito durante 15
dias. Os resultados obtidos mostram que Curvularia affinis foi efetivo na inibicdo do crescimento de
Escherichia coli, mostrando que este fungo possui potencial para o uso no controle deste patégeno.

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia; Controle de patégenos; Endofiticos; Metabdlitos.

1 INTRODUGAO

Microrganismos endofiticos ou endoéfitos sao principalmente fungos e bactérias que
vivem no interior de plantas sadias, geralmente habitando partes aéreas como folhas e
caules. Os fungos endofiticos ndo causam aparente dano a suas plantas hospedeiras,
distinguindo-se dos fungos patogénicos (que causam doencas em plantas) e dos fungos
epifiticos (que vivem na superficie dos vegetais). Uma mesma planta pode albergar varias
espécies de fungos, sendo as mais freqlentes consideradas dominantes e as demais,
secundarias (AZEVEDO, 2002). Um microrganismo endofitico pode tornar-se um patégeno
conforme as condicbes de ambiente ou equilibrio com outros endofiticos; um
microrganismo epifitico pode, eventualmente, entrar em uma planta e 14 permanecer por
um certo periodo, causando ou ndo danos a mesma. A primeira referéncia aos fungos
endofiticos foi por Bary, em 1866, que considerou endofiticos os fungos que vivem no
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interior dos tecidos das plantas e epifiticos os fungos que vivem sobre a superficie do seu
hospedeiro. (AZEVEDO, 1999).

Atualmente, as plantas medicinais vém sendo estudadas a partir de pressupostos
de interacbes endofiticas, as quais tem apresentado muitos beneficios, como produtores
de antibiéticos, metabolitos secundarios de interesse farmacol6gico, bioindicadores de
vitalidade, agente de controle bioldgico de pragas e doencas entre outros. (PILLEGGI et
al., 2002).

Sapindus saponaria L. pertence a familia Sapindaceae, € uma arvore conhecida
popularmente como sabdo-de-soldado. Sua casca, raiz e o fruto sao utilizados na
medicina popular como calmante, adstringente, diurético, expectorante, ténico, depurativo
do sangue e contra a tosse (LORENZI, 2004).

Sabendo dos efeitos diretos e indiretos dos pesticidas na saude publica e no
ambiente em geral, tem demandado novas formas de controle de pragas que sejam mais
econOmicas e menos danosas ao ecossistema. No caso especifico do controle de
pragas, alternativas biolégicas incluem a utilizacdo de bactérias, fungos, virus e até
substancias produzidas pelo proprio inseto.

Os enddfitos habitam um nicho ecolégico bastante semelhante aqueles ocupados
por fitopatégenos, permitindo, assim, controla-los por competicdo, producao de
substancias antibiéticas, parasitando o patégeno ou mesmo induzindo o vegetal a
desenvolver resisténcia a doenca. Portanto, esses microrganismos 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 se
deve a producdo de compostos toxicos aos herbivoros ou aos patégenos (AZEVEDO et
al., 2002).

Escherichia coli € uma bactéria de grande diversidade patogénica. As categorias
que causam infecgo intestinal sdo coletivamente chamadas de E. coli diarreiogénica e as
associadas a infec¢des extra-intestinais de EXPEC (Extraintestinal Pathogenic E. coli).
Este bastonete Gram-negativo é também membro da microbiota intestinal do homem,
sendo encontrada nas fezes de todos os individuos normais. Embora encontrada com
relativa frequéncia na microbiota normal do ser humano, Staphylococcus aureus é uma
das bactérias patogénicas mais importantes, uma vez que atua como agente de varias
infeccoes, desde as superficiais até algumas disseminadas, com elevada gravidade.
Apesar da grande variedade de quadros clinicos causados por S. aureus, estes podem
ser divididos em trés principais tipos: as infeccdes superficiais, como abcessos
subcutadneos e as infecgoes de feridas; as infeccdes sistémicas, tais como bacteremia,
endocardite, osteomielite, artrite, miosite tropical e pneumonia; e, os quadros toxicos,
incluindo a sindrome do choque téxico, a sindrome da pele escaldada e a intoxicacao
alimentar (TRABULSI; ALTERTHUM. 2008)

Os fungos fitopatogénicos do género Colletotrichum sp causam antracnose em um
grande numero de plantas cultivadas, principalmente em regides tropicais e subtropicais,
onde ha predominancia de clima quente e umido. O fungo Alternaria alternata, também
um fitopatégeno, é o causador da mancha marrom em tangerina e tomate, sendo uma
importante praga dessas culturas.

Este trabalho tem como objetivo principal a obtencdo de metabdlitos do fungo
endofitico Curvularia sp. isolado de Sapindus saponaria e a analise do seu uso potencial
no controle contra patdégenos.

2 MATERIAL E METODOS

Foi utilizado o fungo endofitico Curvularia sp., isolado de Sapindus saponaria,
pertencente ao Laboratério de Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de
Maringd. Os meios de cultura utilizados neste trabalho foram os meios BDA (Batata-
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Dextrose-Agar), BD (Batata-Dextrose), meios LB (Luria Bertani) e LB liquido. Para
obtengdo de metabdlitos secundarios foi utilizada a metodologia de Li et al. (2005),
modificada.

O fungo foi incubado em meio BDA por 7 dias para a obtengao de coldnias jovens.
Em seguida, o fungo foi incubado em meio BD, em erlenmeyer a 28° C por 15 dias em
BOD. O meio fermentado obtido foi centrifugado a 3.600 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi entao transferido a um funil de separacédo e o mesmo volume de acetato
de etila P.A. foi adicionado. O funil foi agitado e as fases foram separadas. A extracao foi
repetida mais duas vezes e o acetato de etila resultante da extracédo foi concentrado em
evaporador rotativo a 40° C. O material resultante da evaporacao foi diluido com 1 mL de
etanol absoluto e estocado a 4° C.

A atividade antifingica foi testada utilizando ensaios biolégicos qualitativos, em
triplicata. Os microrganismos utilizados foram os fungos fitopatogénicos Alternaria
alternata, Colletotrichum sp., € as bactérias patogénicas humanas Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

Para a analise utilizando as bactérias foi realizada a técnica de difusdo em disco a
partir da obtencdo do liquido metabdlito dos isolados endofiticos. As bactérias teste
cresceram por 24 horas em meio LB liquido, ajustadas a uma concentragéo de 10° células
por mL, utilizando como controle positivo o antibiético Tetraciclina (0,5 uL/mL em etanol
absoluto). As bactérias foram inoculados (100 pL) sobre placas de Petri contendo meio LB
realizando-se o espalhamento com alca de Drigalsky. Posteriormente foram colocados 4
discos papel Whatman n° 4 estéreis (@ 6 mm), equidistantes, inoculados com 10 uL do
liguido metabdlico. As placas permaneceram incubadas a 37° C durante 24 horas. Foi
avaliada a atividade antimicrobiana pela formacéao e medida do halo de inibicéo.

Para a analise de inibicdo dos fitopatégenos, os fungos cresceram em meio BDA
por 7 dias a 28° C e foi entdo preparada uma solugdo de esporos em solucédo salina a
0,85% e em camara de Neubauer foram contados o0s esporos e a suspensao sera diluida
até conter em torno de 10° esporos por mL. Foram inoculados 100 pL da solucdo de
esporos em placas de Petri, e sera realizado o espalhamento com alga de Drigalsky. O
controle positivo foi feito utilizando o fungicida Derosal plus®, com diluicdo de 17 .
Posteriormente foram colocados 4 discos papel Whatman n° 4 estéreis (d 6 mm),
equidistantes, inoculados com 10 pL do liquido metabdlito. As placas permaneceram
incubadas a 28°C por 7 dias. Foi avaliada a atividade antimicrobiana pela formacao e
medida do halo de inibicao, adaptado de Li (2005).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés 24 horas foi observada a presenca do halo de inibicao gerado pelo metabdlito
de Curvularia affinis extraido de S. saponaria apenas no teste contra bactéria E. coli,
mostrando que o metabdlito secundario produzido por este fungo foi efetivo na inibicao de
crescimento deste patégeno. Similarmente, Sette et al. (2006), trabalhando com endéfitos
isolados de plantas do café, também verificaram que os metabdlitos produzidos por esses
fungos endofiticos apresentaram acdo contra E. coli. Porém, esses autores também
obtiveram resultados com as bactérias S. aureus, P. aeruginosa e S. choleraesuis. Nos
testes realizados contra Colletotrichum sp, A. alternata e S. aureus nao houve inibicao
pelo metabdlito secundario do enddfito.

4 CONCLUSAO

Estes testes mostram que o metabdlito extraido do endéfito C. affinis (Ss32) foi
efetivo na inibigdo de crescimento de E.coli, mas ndo mostrou efeito nenhum na inibicéo
do crescimento da bactéria Staphylococcus aureus e dos fungos Alternaria alternata e
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Colletotrichum sp. Conclui-se entao que este isolado produz metabdlitos secundarios com
potencial biotecnoldgico para o controle de E. coli, podendo ser utilizado na industria
farmacéutica para inibicdo do crescimento da mesma.
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