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Resumo

Micro-organismos endofiticos, principalmente fungos, vem sendo utilizados para fins
industriais e farmacéuticos pela gama de compostos produzidos, facilidade de
reproducdo e purificacdo de seus compostos. Apenas um enddfito pode produzir
cerca de 30 compostos diferentes, aumentando também o interesse biotecnolédgico
relacionado ao controle biologico de pragas nas lavouras do mundo inteiro. Assim,
foram utilizadas duas linhagens de fungos endofiticos da planta Justicia
brandegeana Wash. e Smith (JB-09 e JB-270) para verificar o potencial de inibicao
micelial por atividade antagonistica e da producdo de seus extratos brutos de
metabdlitos secundarios contra o fitopatdgeno Alternaria alternata. Em todos os
testes realizados foram obtidos indice de inibicdo superior a 23,5%, sendo que o
extrato bruto de metabdlitos secundarios da linhagem JB-09 em concentracdo 30
ng.puL* apresentou o melhor indice de inibicdo, 30,2%, valor acima do encontrado
utilizando-se fungicida Benlate, nas concentracdes de 10 e 50 pg.puL™ (13,5% e
24,8% respectivamente). Desta forma, acredita-se que o metabdlito dessa linhagem
seja promissor para o controle bioldgico efetivo do fitopatdgeno A. alternata.

Introducao

As plantas servem de abrigo a inUmeros micro-organismos que habitam externa e
internamente os tecidos vegetais. Dentre esses encontram-se 0S micro-organismos
endofiticos ou endofitos, como fungos e bactérias, presentes no interior dos tecidos
ou Orgdos vegetais em relagdo simbidtica, ou seja, sem causar dano ao hospedeiro.
Com a aplicacéo de estratégias como competicdo por nutrientes, espaco e producao
de enzimas hidroliticas que auxiliam a deterioragdo de células dos micro-organismos
patogénicos, o0s endofitos podem atuar direta ou indiretamente sobre o
desenvolvimento das plantas. Eles também podem aumentar a resisténcia das
plantas contra estresses bidticos e abidticos, produzir hormdnios de crescimento,
antibiéticos, enzimas e ajudar na obtencdo de nutrientes a partir do meio ambiente,
assim como outros compostos de interesse biotecnolégico (AZEVEDO, 2014).

No ano de 1928, Fleming descobriu o primeiro metabdlito fungico eficaz produzida
pelo fungo Penicillium chrysogenun, a penicilina. Este episédio marcou o inicio de
uma nova era na medicina, a chamada Era de Ouro dos antibiéticos. Em menos de
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100 anos, ja haviam sido cadastradas nos bancos de dados Caplus e Medline,
11376 publicagdes sobre o tema, inclusive patentes, demonstrando o crescente
interesse por essa area.

Atualmente, existem descritos compostos produzidos por fungos endofiticos com
atividade anti-HIV, antileishmania, atividade citotoxica, anti-acetilcolinesterase e
muitas outras atividades biologicas (NISA et al., 2015).

Materiais e métodos

As linhagens de fungos endofiticos Jb-09 e Jb-270, isoladas de folhas de Justicia
brandegeana, e o fungo fitopatogénico Alternaria alternata utilizados neste trabalho,
sdo pertencentes a colecdo do Laboratorio de Biotecnologia Microbiana da
Universidade Estadual de Maringa (LBIOMIC/UEM).

Para a avaliacdo da atividade antagonista in vitro dos fungos endofiticos contra
Alternaria alternata foi realizada a técnica de cultura pareada (CAMPANILE et al.,
2007) com modificagdes. Discos de 6mm de diametro de colonias crescidas durante
7 dias dos isolados endofiticos e do fitopatdgeno, foram inoculados em polos
opostos de placas de Petri, contendo meio batata dextrose e agar (BDA), a distancia
de 4 cm, e incubadas a 28°C por 7 dias. Os testes foram realizados em triplicata,
assim como o controle negativo sem o fungo endofitico. As interacbes competitivas
entre endofitos e fitopatdgeno foram analisadas de acordo com trés tipos de
interacdes: A, B e C, propostas por (BADALYAN et al., 2002).0 indice de inibi¢cao
(Im%) foi avaliado pela afericdo de area do crescimento micelial do fitopatdgeno,
utilizando o software ImageJ (v 1.46r), em comparagcdo com a area do controle, de
acordo com a férmula: Im%-= (1-MT/MC)x 100, onde Im%= indice de inibicdo do
crescimento micelial em porcentagem, MT=Média da &rea da triplicata aferida para o
tratamento em cm?, e MC= Média da area da triplicata aferida para o controle em
cm2. As médias de crescimento micelial do fitopatdgeno contra o enddfito foram
comparadas com os controles de cada tratamento pelo teste Scott-Knott (p>0,05)
visando evitar a ambiguidade de grupos estatisticos, com auxilio do software
estatistico Sisvar 5.3.

Para a obtencdo dos extratos brutos de metabdlitos secundarios, os fungos
endofiticos foram colocados em erlenmeyers contendo 500 mL de caldo batata e
dextrose (BD), incubados em condicdo estaciondria por 21 dias a 28°C. Os meios
fermentados foram filtrados e para a extracdo liquido-liquido foi utilizado como
solvente organico destilado o acetato de etila de grau P. A. A fracdo organica obtida
apos separacdo das fases por particdo foi concentrada sob pressao reduzida em
evaporador rotativo obtendo os extratos brutos.

Para avaliar a atividade inibitoria foi utilizado o teste de difusdo em disco. Foram
inoculados, em placa de Petri contendo meio de cultura BDA, disco de 6 mm de
diametro do fitopatdgeno e, em posicéo oposta a 4 cm de distancia, foi colocado um
disco de papel filtro de mesmo diametro, onde foram adicionados 10 pL do extrato
de metabolitos. As concentracdes utilizadas dos extratos foram de 10 e 30 pg.puL?,
diluidos em metanol. Para o controle negativo foi utilizado apenas o metanol, e para
o controle positivo o fungicida Benlate, nas concentracdes de 10 e 50 pg.puL™. Todos
os testes foram realizados em triplicata. A andlise estatistica foi feita utilizando o
teste Scott-Knott, realizada pelo software estatistico Sisvar 5.3.
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Resultados e discussao

No teste de cultura pareada, observou-se que a linhagem Jb09 foi a que apresentou
o maior indice de inibicdo contra o fitopatdgeno Alternaria alternata, com 24,0% de
inibicdo, e a linhagem Jb270 apresentou indice de inibicdo de 23,5% (Tabela 1), no
gual ambos demonstraram ter atividade antagdnica comparados ao controle.

Tabela 1. Teste de antagonismo de fungos endofiticos (Jb09 e Jb270) isolados de J.
brandegeana contra o fitopatégeno Alternaria alternata.
Média do crescimento

Linhagens micelial* Im%**
Jb09 15,545 24,0
Jb270 15,655 23,5
Alternaria alternata 20,451 -

*Area de crescimento do fitopatégeno, em cmz2. **Indice de inibicio percentual (Im%).

Pode-se observar que as duas linhagens de fungos endofiticos Jb09 e Jb270
apresentaram inibicAo de crescimento a distancia, classificando-se assim como
interacdo competitiva do tipo B, segundo a escala de Badalyan et al.(2002) (Figura
1).
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Figura 1. Atividade antagonista in vitro dos fungos endofiticos isolados de J. brandegeana contra
Alternaria alternata. A. Controle com A. alternata; B. Enddfito Jb09 contra A. alternata; C. Endofito
Jb270 contra A. alternata. Fit — fitopatégeno.

No teste de atividade antifungica dos extratos, constatou-se que o metabdlito da
linhagem endofitica JB-09 e JB-270 em concentracdo de 30 pg.uL™* obteve
resultados significativos, 30,2% e 25,6% respectivamente, ultrapassando em
porcentagem inibitoria inclusive os controles positivos com o fungicida (13,5%
concentracdo 10 pg.puL™* e 24,8% concentracéo de 50 pg.pL™?) (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antifingica dos extratos brutos de metabélitos secundarios dos fungos
endofiticos JB-09 e JB-270 contra o fitopatégeno Alternaria alternata.

T Média de crescimento indice de inibicéo
ratamentos o > "
micelial (cm ) (Im%)
JB-09 (10 pg.pL™) 36,185 239b
JB-09 (30 pg.pL™) 33,183 30,2 a
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JB-270 (10 pg.pL™) 36,301 236b
JB-270 (30 pg.pL™) 35,363 25,6 a
Controle negativo (metanol) 47,535 Oc
Controle positivo (10 pg.uL™) 41,130 13,5¢
Controle positivo (50 pug.puL™) 35,770 24,8 a

* indice de inibigAo seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Figura 2. Teste de difusdo em disco com extrato bruto de metabdlitos secundarios contra o
fitopatégeno Alternaria alternata. a) controle negativo (metanol); b) controle com fungicida (50 pg.uL
1; ¢) extrato JB-09 (30 pug.uL™), d) extrato JB-270 (30 pg.uL™).

Conclusodes

O extrato bruto de metabdlitos secundarios das linhagens endofiticas JB-09 e JB270
apresentaram resultados promissores in vitro no controle biolégico do fitopatégeno
Alternaria alternata, abrindo um leque para posteriores testes in vivo e de
caracterizacdo e otimizacdo da produgdo de compostos bioativos com aplicacéo
biotecnoldgica em endofitos de Justicia brandegeana.
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