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AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO METABOLITO SECUNDARIO DO FUNGO ENDOFITICO
DE Morus nigra L. PELO METODO DO BLOCO DE GELOSE

Angela Aparecida da Silva®, Julio Cesar Polonio?, Aline Maria Bulla®, Halison Correia Golias*, Benicio Alves de
Abreu Filho®, Jodo Alencar Pamphile®

Os microrganismos endofiticos sdo fungos e bactérias presentes nos tecidos ou érgéos vegetais, em pelo menos
um periodo de sua vida, sem trazer qualquer tipo de dano ou doenca a planta. Os fungos endofiticos produzem
metabolitos secundarios com potencial biotecnologico, como agentes antibacterianos. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antibacteriana da linhagem endofitica MN-G26/MNOS3 isolado de Morus nigra L. contra
bactérias patogénicas e de interesse alimentar, através da metodologia do bloco de gelose. O endéfito apresentou
alta atividade antibacteriana contra a maioria das bactérias avaliadas, sendo que o maior halo de inibicdo foi
contra Aeromonas hydrophila com 29 mm de didmetro. Quando comparado a tetraciclina, a maior eficiéncia foi
obtida contra Enterococcus faecalis com 125% em relagdo ao controle. Portanto, observou-se que o endofitico
avaliado apresentou potencial biotecnolégico como agente antibacteriano, especialmente contra E. faecalis.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade antibacteriana; Fungos endofiticos; Metabdlitos secundarios.

1 INTRODUCAO

Sao considerados endofiticos fungos ou bactérias que colonizam o interior dos tecidos ou érgaos vegetais

de plantas, como folhas, caule e raiz. Eles podem colonizar a planta em todo o seu periodo de vida ou apenas em
parte do seu ciclo, sem lhes causarem danos ou doencas (AZEVEDO et al.,, 2002; RHODEN et al., 2012b).
Azevedo e Araljo (2007) definiram como microrganismos endofiticos todos aqueles cultivaveis ou ndo, que
habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar prejuizo ao hospedeiro, e que ndo desenvolvem estruturas
externas visiveis.
Um grande nimero de compostos bioativos pode ser produzido por microrganismos endofiticos, podendo ser
utilizadas no desenvolvimento de novas drogas. Estas substancias podem ter aplica¢cdes agroindustriais auxiliando
no controle biolégico de pragas e doengas causadas por fitopatbgenos, através da atividade
antagonista/fitossanitaria de patégenos de plantas, na produgcdo de horménios de crescimento, como vetores -
hospedeiros para transformacao genética em plantas (AZEVEDO et al., 2002; PAMPHILE et al., 2004).

Devido ao grande aumento da resisténcia bacteriana, e ao surgimento de novas doencas infecciosas, a
corrida por compostos bioativos vem aumentando cada vez mais, apresentando uma area de pesquisa em
expanséo, cujos fungos endofiticos apresentam grande potencial em aplicagfes biomédicas.

Morus nigra L. pertence a familia Moraceae, conhecida popularmente por amora sdo muito apreciadas
pela avifauna devido aos seus frutos comestiveis. Tem origem na Asia com maior intensidade e abundancia de
frutificacdo principalmente na Asia Menor, esta plenamente aclimatizada no Brasil (CRUZ, 1979).

O objetivo deste trabalho foi realizar a avaliacdo prévia da capacidade de producdo de metabdlitos
secundarios, com atividade antibacteriana da linhagem endofitica MN-G26/MNOQ3 isolada de Morus nigra L., contra
bactérias patogénicas e de interesse alimentar, através da metodologia do bloco de gelose.
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2 MATERIAL E METODOS
Fungos endofiticos e condi¢des de cultura

Foi utilizado uma linhagem de fungo endofitico MN-G26/MNO3 extraido de folhas de Morus nigra L.,
pertencentes a colegdo de fungos do Laboratdrio de Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de
Maringa (LBIOMIC)-UEM, estocados em frasco ambar pelo método Castellani (ARAUJO et al., 2002).

A cultura endofitica foi ativada e cultivada em BDA (Batata-Dextrose-Agar:) com periodo de incubac&o de
7 dias a 28 °C.

Cepas bacterianas e condic¢des de cultura

As cepas bacterianas utilizadas foram: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Bacillus subtilis (ATCC
6633), Aeromonas hydrophila (ATCC 7966), Salmonella enterica (ATCC 13076), Enterococcus faecalis (ATCC
29212) e Shigella flexneri (ATCC 12022). Estes microrganismos encontram-se estocados em meio Nutriente a -20
°C em criotubos (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) com 30% de glicerol no Laboratério de Microbiologia da
Agua, Ambiente e Alimentos da Universidade Estadual de Maringa. As bactérias / estoque utilizadas nos ensaios
foram mantidas em tubos de ensaio com meio nutriente inclinado a 4 °C.

Antes de cada ensaio foi realizado um subcultivo bacteriano em meio LB (Luria Bertani) (SAMBROOK e
RUSSEL, 2001) com periodo de incubacéo de 24 horas a 37 °C.

Avaliacao da atividade antibacteriana pelo método do bloco de gelose

A atividade antibacteriana pelo método do bloco de gelose foi avaliada conforme descrito por Ichikawa et
al. (1971) com modificacdes. Através dos resultados obtidos neste ensaio foi possivel avaliar a atividade
antibacteriana do extrato bruto produzido pela linhagem endofitica MN-G26/MNO3 de Morus nigra.

As bactérias/estoque foram ativadas em meio LB, incubadas por 24 horas a 37°C. Em seguida, foi
preparada uma solucdo bacteriana em salina & 0,85% previamente autoclavada e, ajustada a concentragdo de
aproximada de 5x10° UFC.mL™" com o auxilio da escala de McFarland 0,5. Posteriormente, foi inoculado um
volume de 100 pL de cada suspensédo bacteriana em placas de Petri contendo meio 4gar LB, pelo método de
espalhamento por superficie com auxilio da al¢a de Drigalski.

Tabela 1 - Medida do halo de inibicdo do ensaio da avaliacdo da atividade antibacteriana pelo método do bloco de
gelose.

Tipo de Inibicéo Tamanho do Halo de Inibi¢&o Intensidade da Inibi¢c&o
Ausente 0 -

Baixa 7,0-10,0 mm +

Moderada 11,0-14,0 mm ++

Alta >14,0 mm +++

O bloco de gelose de 6 mm de didmetro obtido com auxilio de um furador estéril foi retirado do endofitico
crescido por 7 dias em meio BDA. Os blocos de gelose foram transferidos para placas de Petri semeadas com a
suspenséo bacteriana e incubadas por 24 horas a 37 °C. Apés este periodo foram medidos os halos de inibigdo
em milimetro (mm) e comparados ao controle com Tetraciclina (30 pg mL™). Todos os ensaios foram realizados
em triplicata. O halo de inibi¢éo foi classificado conforme escala sugerida por Matsuura (2004) (Tab. 1).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
O endofito MN-G26/MNO3 apresentou alta atividade antibacteriana contra a maioria das bactérias
avaliadas com halos de inibigdo variando entre 17 a 29 mm para S. flexneri e A. hydrophila respectivamente. No

entanto apresentou atividade antibacteriana ausente para E. coli e P. aeruginosa (Tab. 2).

Tabela 2 - Atividade antibacteriana da linhagem endofitica MN-G26/MNO03, pelo método do bloco de gelose.

TRATAMENTO
Bactérias Metabdlito Secundario Tetraciclina (30 pg mL™)
HI* [1** HI* [1**
Echerichia coli 0 - 25 +++
Staphylococcus aureus 22 +++ 40 +++
Pseudomonas aeruginosa 0 0 15 +++
Klebsiella pneumoniae 19 +++ 27 +++
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Bacillus subtilis 21 +++ 27 +++
Aeromonas hydrophila 29 +++ 33 +++
Salmonela enterica 18 +++ 35 +++
Enterococcus faecalis 20 +++ 16 +++
Shigella flexeri 17 +++ 32 +++

*Halo de Inibicdo em milimetros (mm); *Intensidade de Inibic&o.

No trabalho realizado por Souza et al. (2004) a maioria dos fungos endofiticos avaliados apresentaram
atividade frente ao B. subtilis, S. aureus e E. coli. De acordo com Rhoden et al. (2008), o extrato de metabdlitos
secundarios do enddfito isolado de Trichilia elegans conseguiu inibir o crescimento das bactérias Enterococcus
hirae, Micrococcus luteus e E. coli. Portanto, fica evidente que estes compostos bioativos apresentam atividade
antibacteriana, tanto em microrganismos Gram positivos quanto nos Gram negativos.

Tabela 3- Tabela de comparacdo entre o halo de inibicAo dos tratamentos em relagdo ao controle com
Tetraciclina.

TRATAMENTO
Bactérias Metabélito Secundario Tetraciclina (30 pg mL™)
[%* 1%*
Echerichia coli 0 100,0
Staphylococcus aureus 55,0 100,0
Pseudomonas aeruginosa 0 100,0
Klebsiella pneumoniae 70,4 100,0
Bacillus subtilis 77,8 100,0
Aeromonas hydrophila 87,9 100,0
Salmonela enterica 51,4 100,0
Enterococcus faecalis 125,0 100,0
Shigella flexeri 53,1 100,0

*|% = Porcentagem de Inibicdo do metabdlito em relacdo ao antibiético (%).

Quando comparado o tratamento do endofito a tetraciclina, nota-se a eficiéncia desta linhagem quanto a
sua atividade antibacteriana, que apresentou para a maioria das bactérias inibicdo superior a 50% quando
comparado ao halo de inibicdo do controle (Tab.3). O melhor tratamento foi contra E. faecalis com atividade
antibacteriana superior ao controle, no entanto ndo ouve acao contra E. coli e P. aeruginosa.

4 CONCLUSAO

De acordo com nossos resultados, observa-se um grande potencial biotecnolégico como agente
antibacteriano do fungo endofitico avaliado. Portanto, futuros trabalhos sdo necessarios para avaliar a atividade “in
vivo” destes compostos. Sdo necessarias mais pesquisas acerca desta linhagem fungica, incluindo a sua
identificacdo assim como uma avaliagéo da citotoxicidade destes compostos bioativos.
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