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Resumo:

Justicia brandegeana popularmente conhecida por “camarao-vermelho” € um
arbusto nativo do México. Em seu interior estdo presentes micro-organismos
endofiticos que vivem em simbiose com o vegetal, que podem ser utilizados
no controle bioldgico de fitopatdgenos e também produzir compostos
naturais bioativos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antagonista in vitro de duas linhagens de fungos endofiticos, Jb224 e Jb252,
isolados da planta J. brandegeana, e testar a atividade antifungica dos seus
extratos brutos de metabdlitos secundarios contra o fitopatégeno
Colletotrichum sp.. Observou-se que a linhagem Jb252 apresentou o maior
indice de inibicho com 47,5%, e ambas as linhagens endofiticas
apresentaram inibicdo de crescimento por contato micelial. O extrato bruto
de metabdlitos secundarios do endoéfito Jb224 apresentou o maior indice de
inibicdo com 7,63% na concentracdo de 10 mg.mL™?, porém a diferenca entre
o tratamento e o controle ndo foi significativa. Os resultados do teste de
antagonismo demonstram que as linhagens endofiticas Jb224 e Jb252
podem ser uma alternativa biolégica e sustentavel para o controle deste
fitopatdgeno que acomete varias culturas de interesse econdémico.

Introducao

Micro-organismos endofiticos ou endofitos sdo principalmente fungos e
bactérias que vivem no interior das plantas, aparentemente sem causar
danos a seus hospedeiros. Podem ser utilizados no controle de doencas
causadas por bactérias, fungos e nematdéides, uma vez que colonizam um
habitat semelhante ao ocupado por estes patdégenos e que também podem
ativar o sistema de defesa da planta, aumentando assim a resisténcia desta
contra fitopatdbgenos. Fungos endofiticos podem sintetizar metabdlitos
secundarios com varias atividades quimicas e biologicas, apontando um
grande potencial desses micro-organismos como fontes de novos compostos
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e produtos naturais, tendo apresentado resultados promissores com
potencial como antimicrobiano, antifingico, larvicida, antioxidante,
anticancer, antidiabético, imunossupressor, inibidor de acetilcolinesterase,
entre outras propriedades, inclusive no auxilio ao crescimento e
transformacdes genéticas em plantas.

Considerando as aplicacbes biotecnolégicas de fungos endofiticos e seus
metabdlitos secundarios, o presente trabalho teve como objetivos avaliar a
atividade antagonista in vitro de fungos endofiticos, isolados da planta
Justicia brandegeana Wash. & Smith e, atividade antifUngica de seus
extratos brutos de metabdlitos secundarios contra o fungo fitopatogénico
Colletotrichum sp..

Materiais e métodos

As linhagens de fungos endofiticos Jb224 e Jb252, isoladas de folhas de
Justicia brandegeana, e o fungo fitopatogénico Colletotrichum sp. utilizados
neste trabalho, pertencem a colecdo do Laboratério de Biotecnologia
Microbiana da Universidade Estadual de Maringa (LBIOMIC/UEM).

Para a avaliacdo da atividade antagonista in vitro dos fungos endofiticos
contra Colletotrichum sp. foi realizada a técnica de cultura pareada
(CAMPANILE et al., 2007) com modificacdes. Discos de 6 mm de diametro
de coldnias 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 interacdes competitivas
entre endofitos e fitopatdégeno foram analisadas de acordo com trés tipos de
interacdes: A, B e C, propostas por Badalyan et al., 2002. O indice de
inibicdo (Im%) foi avaliado pela afericdo de area do crescimento micelial do
fitopatdégeno, utilizando o software ImageJ (v 1.46r), em comparagdo com a
area do controle, de acordo com a formula: Im%=100x(1-MT/MC), onde
Im%= Indice de inibicio do crescimento micelial em porcentagem,
MT=Média da area da triplicata aferida para o tratamento em cm?, e MC=
Média da &rea da triplicata aferida para o controle em cm2. As médias de
crescimento micelial do fitopatégeno 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 estacionaria por 21 dias a
28°C. Os meios fermentados foram filtrados e para a extracao foi utilizado
como solvente organico destilado o acetato de etila (EtOAc) de grau P. A. A
fracdo organica obtida apés separacdo das fases por particdo foi
concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotativo obtendo os
extratos brutos. Para a avaliacdo da atividade antifungica dos extratos brutos
de metabdlitos, discos (6 mm de didmetro) do micélio da colénia do
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fitopatdbgeno Colletotrichum sp. previamente crescido foram inoculados em
placa de Petri e, em posi¢cdo oposta com 4 cm de distancia, foi colocado um
disco de papel filtro autoclavado (5 mm de diametro), onde inoculou-se 10
UL dos extratos brutos de metabolitos nas concentracdes de 10 mg.mL™ e
30 mg.mL*?, diluidos em metanol. No controle positivo foi utilizado o
fungicida Benlate®, na concentracdo de 10 mg.ml™* e, no negativo apenas
metanol. As placas foram incubadas a 28°C durante 7 dias. O teste foi
realizado em triplicata. Foi realizado o célculo do indice de inibicdo (Im%),
bem como a analise estatistica conforme descrito anteriormente.

Resultados e Discussao

No teste de cultura pareada, observou-se que o fungo endofitico Jb252
apresentou o maior indice de inibicdo contra o fitopatdgeno Colletotrichum
sp. (47,5%) e, ambos os enddfitos demonstraram ser estatisticamente
eficazes quando comparados ao controle (Tabela 1). Pode-se observar
também que os fungos endofiticos Jb224 e Jb252 apresentaram inibicdo de
crescimento por contato micelial, classificando-se como interag&o
competitiva do tipo A, segundo a escala de Badalyan et al. (2002).

Tabela 1- Teste de antagonismo de fungos endofiticos (Jb224 e Jb252) isolados de
J. brandegeana contra o fitopatdgeno Colletotrichum sp.

Linhagens Média do crescimento micelial* Im%**
Jb224 30,773 a 45,6
Jb252 29,649 a 47,5

Colletotrichum sp. 56,524 b -

*Area de crescimento do fitopatdbgeno, em cm? seguido pelos grupos estatisticos obtidos pelo teste de Scott-Knott
(p>0,05). **Indice de inibi¢&do percentual (Im%).

Na avaliacdo da atividade antifingica dos extratos brutos de metabdlitos
contra o fitopatogeno Colletotrichum sp., verificou-se que o extrato da
linhagem Jb224 apresentou o maior indice de inibicdo com 7,635% na
concentracdo de 10 mg.mL™. Porém, os tratamentos com os metabdlitos
secundarios das linhagens Jb224 e Jb252 se enquadram no mesmo grupo
estatistico do controle com metanol (Figura 1, Tabela 2). Assim, 0 uso
destes endofitos mostrou-se efetivo contra o fitopatégeno Colletotrichum sp.,
mas seus extratos brutos de metabdlitos secundarios ndo apresentaram
efeito significativo no controle desse fitopatdgeno.

Figura 1 — Atividade antifingica dos extratos brutos de metabdlitos secundarios de fungos
endofiticos contra Colletotrichum sp.: Controle Metanol (A); Extrato de Jb224 a 10 mg.mL'l
(B) e 30 mg.mL™ (C); Extrato de Jb252 a 10 mg.mL™ (D) e 30 mg.mL™ (E).
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Tabela 2 — Teste de atividade antifungica dos extratos brutos de metabdlitos
secundérios de fungos endofiticos (Jb224 e Jb252) isolados de J. brandegeana
contra o fitopatégeno Colletotrichum sp.

Tratamentos Média do crescimento micelial* Im%**
Jb224 — 10 mg.mL? 4511 b 7,63
Jb224 — 30 mg.mL? 4573 b 6,35
Jb252 — 10 mg.mL? 45,38 b 7,08
Jb252 — 30 mg.mL? 46,65 b 4,47

Controle metanol 48,84 b -

Controle fungicida Benlate 36,75 a 24,74

*Area de crescimento do fitopatdbgeno, em cm? seguido pelos grupos estatisticos obtidos pelo teste de Scott-Knott
(p>0,05). **Indice de inibico percentual (Im%).

Muitos trabalhos vém sendo realizados no ambito de isolar e identificar
fungos endofiticos com atividade antimicrobiana e seus metabdlitos
secundarios, a fim de produzir novos compostos bioativos para uso
biotecnolégico em diversos setores industriais. Nesse contexto, este estudo
contribui para o desenvolvimento e implementacdo de estratégias de manejo
gue visam diminuir a agressao ao meio ambiente, procurando assim meios
para diminuir o uso excessivo de defensivos quimicos em plantas cultivadas
pelo homem, que é uma das principais preocupacdes da saude publica.

Conclusbes

Fungos endofiticos Jb224 e Jb252 de Justicia brandegeana possuem
capacidade de inibir o crescimento micelial de Colletotrichum sp., além de
produzirem compostos com atividade antifingica também contra este
fitopatdgeno, podendo ser uma alternativa biolégica e sustentavel para o
controle deste fitopatdgeno que acomete varias culturas de interesse
econdmico. Assim, estudos como este sdo extremamente importantes para
se conhecer e verificar a aplicabilidade dos endoéfitos e de seus produtos.
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