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Fungos endofiticos sdo micro-organismos que colonizam os tecidos internos de E-mail:

vegetais, de forma intra ou intercelular, sem causar dano ao hospedeiro. Até o
momento, foram detectadas a presenca de fungos endofiticos em todas as espécies de
plantas amostradas, de bridfitas a angiospermas. A soja (Glycine max) € uma das
culturas vegetais mais importantes no Brasil e no mundo, principalmente devido a sua
grande concentracdo de Oleo e proteinas. Neste estudo foram isolados fungos
endofiticos associados a soja e verificado o seu potencial de producéo de substancias 3Doutora em Microbiologia,
antagonistas a patégenos de interesse médico e agrondmico. Os enddfitos foram professora substituta da
agrupados macro-morfologicamente em morfoespécies, das quais foram realizados Universidade Federal do
extratos metandlicos que foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir in vitro, os VeSS (LIAP)
seguintes micro-organismos alvos: Candida albicans ATCC 18804, C. krusei ATCC
20298, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 12600 e
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Colletotrichum gloeosporioides CG 162. Foram obtidos 140 isolados a partir de 480 da Universidade Federal do

fragmentos de folhas. Estes isolados foram agrupados em 34 morfoespécies. Sendo Tocantins (UFT).

que 77 isolados foram capazes de inibir o crescimento de pelo menos uma bactéria, 54 . e

inibiram o crescimento de S. aureus, 23 inibiram E. coli e 18 inibiram tanto S. aureus Dlouien e WiElio e,
to E. coli. Nenhum isolado foi capaz de inibir os fungos testados. Contudo, novos professor do curso de medicina

quanto E. coll. _ paz de 9 ' N da Universidade Federal do

estudos devem ser realizados para identificar molecularmente as morfoespécies e Tocantins (UFT).

caracterizar as substancias inibitérias produzidas.
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Endophytic fungi are microorganisms that colonize the inner of vegetable, intra or
intercellular without to produce any harm to their host. Until today, were detected the
presence of endophytic fungi in all plant species studied from bryophytes to
angiosperms. The soybean (Glycine max) is one of the most important cultures in Brazil
and world, mainly due their great concentration of oil and proteins. In this study we
isolate endophyte fungi associated to soybean e was verified their potential to produce
antagonistic substances against pathogens of human and vegetables. The endophytes
were grouped by macro-morphological characteristics in morphospecies, from that were
made methanolic extracts and evaluated in vitro against: Candida albicans ATCC
18804, C. krusei ATCC 20298, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 12600 and Colletotrichum gloeosporioides CG 162. Were obtained 140 strains
from 480 samples of leafs. This strays were grouped in 34 morphospecies and 77 strains
inhibited the growth of at least one bacteria, 54 inhibited S. aureus, 23 inhibited E. coli
and 18 inhibited both of them. No one strain was able to inhibit the fungi pathogens
tested. However, new studies are necessary to identify by molecular biology the
endophytes species and to characterize the antagonistic substances that were
produced.

Keywords: Bioactive substances. Antibacterial. Antifungal.
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1. INTRODUCAO

Os micro-organismos endofiticos sdo isolados das mais variadas espécies vegetais
e podem colonizar diferentes 6rgdos vegetais, como: caules, folhas, raizes, sementes,
flores e espinhos (CARVALHO et al., 2012; HODGSON et al. 2014; QADRI et al., 2014;
RIESS et al., 2014; FERREIRA et al., 2015). Estes fungos tém sido isolados de todas as
plantas previamente estudadas, incluindo bridfitas, pteridéfitas e angiospermas (HYDE e
SOYTONG, 2008).

A maioria das cepas de fungos endofiticos que sdo normalmente isoladas s&o
anamorfos de espécies do filo Ascomycota. Estudos sobre plantas tropicais tem
documentado uma notavel rigueza endofitica, sendo que muitos destes isolados séo
produtores de uma ampla variedade de metabdlitos secundarios com atividades
biologicas (HYDE e SOYTONG, 2008; VIEIRA et al, 2014). Estes fungos sao
considerados por diversos autores como sendo uma fonte importante para a obtencéo de
substancias com atividade antibacteriana e antifingica. Esta atividade antimicrobiana ja
foi observada contra diversas espécies de patdgenos, incluindo fungos filamentosos,
leveduras e bactérias Gram positivas e negativas (CARVALHO et al., 2015; VAZ et al.,
2012). O compartilhamento de genes e entre os fungos e seus hospedeiros sugere que
exista uma relacdo co-evolutiva entre ambos (CAMATTI-SARTORI et al., 2005). Os
fungos endofiticos podem ser transmitidos verticalmente da planta parental para seus
descendentes, ou horizontalmente, através de infec¢des através da cuticula, aberturas
naturais ou lesdes (SAIKKONEN et al., 2004; SCHULZ e BOYLE, 2005).

A diversidade de espécies de fungos endofiticos isoladas de um mesmo hospedeiro
varia significativamente, e a maior parte dessa variagdo ocorre devido aos métodos de
isoladamente e caracteristicas edafo-ambientais (HYDE e Soytong, 2008).

Estudos relacionados ao isolamento e identificacdo de fungos endofiticos do tecido
foliar de soja foram desenvolvidos nos Estados Unidos por Miller e Roy (1982), na
Argentina, por Larran et al., 2002, e no Brasil por Pimentel et al. 2006; sendo estes paises
0s maiores produtores de soja do mundo. A soja € uma espécie vegetal pertencente a
familia Fabaceae (Leguminosae), sendo a espécie Glycine max (L) Merril a mais cultivada
(SEDIYAMA, 2009).

A soja € uma das mais importantes culturas agricolas mundiais pelo fato de seu
grao ser rico em 0leo e em proteinas (SEDIYAMA, 2009). Sendo assim, o0 objetivo desta

pesquisa foi isolar e caracterizar fungos endofiticos associados a Glycine max (L.) e
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avaliar o potencial destes micro-organismos quanto a producdo de metabdlitos com

atividade antimicrobiana.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA DAS AMOSTRAS, ISOLAMENTO E AGRUPAMENTO DOS FUNGOS
ENDOFITICOS

Sementes de soja (Glycine max) foram obtidas do banco de germoplasmas da
Universidade Federal do Tocantins, Campus de Gurupi (linhagem M-Soy 8360 RR). Estas
sementes foram cultivadas em vasos na Area Experimental do Campus de Palmas da
Universidade Federal do Tocantins (UFT). Apos 90 dias do plantio, foram coletadas 5 folhas
sadias de 32 individuos. As folhas foram armazenadas em sacos plasticos e processadas
imediatamente no Laboratério de Microbiologia Geral e Aplicada da UFT.

As folhas coletadas foram lavadas inicialmente com detergente neutro e enxaguadas
com agua destilada estéril, de cada folha foram retirados 3 fragmentos, com cerca de 1 cm
de diametro, totalizando um total de 480 fragmentos. Estes fragmentos foram desinfestados
superficialmente através da imersdo em alcool 70% (1 min.), hipoclorito de sédio 2% (3
min.) e agua destilada estéril (2 min.) (COLLADO et al., 2006). Apos desinfeccao superficial,
os fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose
(BDA/Difco) suplementado com 100 pg/ml de cloranfenicol (Sigma/EUA).

As placas foram incubadas a 25 °C por um periodo de até 60 dias. Os isolados
fungicos obtidos apds a incubacéo foram transferidos para novas placas de Petri contendo
meio BDA e incubados a 25 °C por 7 dias para purificacdo das colbnias. Em seguida, foi
realizada a caracterizacdo morfologica dos isolados e agrupamento dos mesmos em
morfoespécies. Os isolados foram agrupados de acordo com as seguintes caracteristicas
macro-morfoldgicas: cor da coldnia (frente e verso), textura da superficie (frente e verso) e
aspecto da borda (ZHOU et al., 2010).

Todos os isolados foram depositados na colecao de Cultura Carlos Augusto Rosa da
Universidade Federal do Tocantins, acondicionados em tubos criogénicos de 2 ml contendo

glicerol a 30% e mantidos sob refrigeracao a -80 °C em triplicata.

2.2 CALCULO DA FREQUENCIA DE COLONIZACAO
A frequéncia de colonizagéo, corresponde ao numero de fragmentos colonizados, foi

calculada utilizando-se a férmula: Nd/Nt x 100, onde Nd e Nt correspondem,
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respectivamente, ao numero de amostras das quais foi possivel isolar um ou mais fungos

endofiticos e ao numero total de fragmentos amostrados (TAYLOR et al., 1999).

2.3 PREPARO DE EXTRATOS VEGETAIS

As partes remanescentes de folhas dos 32 individuos de Glycine max, ndo utilizadas
para o isolamento de fungos endofiticos, foram transferidas para tubos que continham 25
ml de metanol P.A, macerados e mantidos ao abrigo da luz por um periodo de 15 dias a 4
°C. ApoOs este periodo sobrenadante (extrato metandlico) foi filtrado através de filtro
whatman N° 4 e seco em estufa. Os extratos brutos obtidos foram transferidos para novos

tubos e posteriormente foram secos em estufa em temperatura inferior a 35°C.

2.4 PREPARO DOS EXTRATOS FUNGICOS

Os fungos filamentosos foram cultivados em meio BDA a 28 °C por 14 dias. Apos esse
periodo, foi realizada a macerac¢ao do micélio juntamente com o meio de cultivo utilizando
uma espéatula estéril. Os fragmentos foram transferidos para tubos cénicos de 50 ml, sendo
adicionados 25 ml de metanol P.A., os tubos foram mantidos refrigerados a 4°C por 7 dias,
em seguida o sobrenadante foi filtrado e seco em estufa. Os extratos brutos obtidos foram
transferidos para novos tubos e posteriormente secos em estufa a temperatura inferior a
35°C.

Os extratos secos obtidos, tanto vegetais como fungicos foram solubilizados em
solucéo de agua: metanol (9:1) a uma concentracédo de 10 mg/ml e mantidos a —20°C para

posterior utilizagdo nos ensaios antimicrobianos.

2.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE MICROBIANA DOS EXTRATOS

A determinacéo da atividade antimicrobiana dos extratos fungicos foi realizada pelo
meétodo de difusdo em disco utilizando-se os seguintes micro-organismos alvos: Candida
albicans ATCC 18804, C. krusei ATCC 20298, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 12600 e Colletotrichum gloeosporioides CG 162. Foram
considerados ativos os extratos que apresentaram inibicdo acima de 50 % em comparacéo
com o controle e que mantiveram a atividade contra pelo menos um dos micro-organismos

alvo, quando testados em triplicata.
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2.6 PADRONIZAGCAO DOS INOCULOS

Os in6culos das leveduras foram padronizados por meio da escala de Mac Farland n°®
1 em densidade 6ptica, o que corresponde a aproximadamente 3 x 108 UFC/ml (YARROW,
1998). As leveduras foram crescidas em Agar Sabouraud a 28 °C por 48 h. Cinco colbnias
foram suspensas em solucdo salina estéril a 0,85 %. A suspensao resultante foi
homogeneizada e a densidade celular ajustada com espectrofotdmetro, acrescentando-se
solucao salina suficiente para obter a absorbancia equivalente a de uma solugéo-padrao da
escala de Mc Farland n° 1, em comprimento de onda de 530 nm (NCCLS, 2003).

Os inoculos das bactérias foram padronizados por meio da escala de Mc Farland n°
0,5 em densidade otica, o que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml. As
bactérias foram crescidas em agar BHI a 37°C por 24 h. Cinco colénias foram suspensas
em solucdo salina estéril a 0,85 %. A suspensdo resultante foi homogeneizada e a
densidade celular ajustada com espectrofotdmetro, acrescentando-se solucdo salina
suficiente para obter a absorbancia equivalente a de uma solucéo-padrédo da escala de Mc
Farland n® 0,5 em comprimento de onda de 625 nm (NCCLS, 2003).

Para a padronizacéo do inoculo do fungo filamentoso, culturas puras de Colletotrichum
gloeosporioides foram previamente crescidas em meio agar BDA, a 28 °C no escuro. Ao
atingir a fase de maior esporulacdo (14 dias), cerca de 10-20 ml de polissorbato- 20
(Tween®) a 0,05% foi vertida sobre as culturas e, com o auxilio de uma alga de semeadura,
o crescimento fungico foi raspado e os esporos foram coletados em condi¢des assépticas.
A concentracao celular foi estimada através de uma camara de Neubauer e ajustada por

diluicdo em solucéo salina para uma concentracéo final de 1x10* esporos/ml.

2.7 ENSAIO ANTIMICROBIANO

Para a realizacdo dos ensaios antimicrobianos, uma aliquota de 100 pl de cada uma
das suspensfes celulares de leveduras e bactérias previamente padronizadas foram
inoculadas em placas de Petri contendo meio &gar Sabouraud para as leveduras e meio
agar BHI para as bactérias e semeadas com al¢ca de Drigalski (SILVA et al., 2015). Discos
de papel estéreis (6,2 mm de diametro) foram colocados sobre a superficie seca das placas
inoculadas com os micro-organismos alvo e 10 ul da solugdo em agua: metanol (9:1) de
cada extrato (10 mg/ml) foi aplicado sobre os discos. Foram considerados ativos 0s extratos
gue apresentaram halo de inibicdo ap6s um periodo de incubacéo de 48 horas a 28 °C e

37 °C para as leveduras e bactérias, respectivamente.
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Para a determinacédo da atividade antifungica contra o fungo filamentoso, 10 pl de
cada extrato foi aplicado em papel de filtro e secos a temperatura ambiente. A suspensao
contendo esporos de Colletotrichum gloeosporioides na concentracdo final de 1x10*
esporos/ml foi borrifada sobre o papel de filtro onde as amostras foram aplicadas e, em
seguida, o mesmo foi incubado por 72 h a 28 °C em camara umida. Apés este periodo, foi
observada a presencga/auséncia do crescimento fungico préximo as areas de aplicacédo dos
extratos. Como controles positivos foram aplicados 10 pl de cloranfenicol (Sigma/EUA) para
as bactérias e 10 ul de anfotericina B (Sigma/EUA) para as leveduras e fungo filamentoso.

O extrato do meio de cultura sem crescimento fungico, e 10 pl da solucdo agua:
metanol (9:1) foram utilizados como controles negativos. Todos os extratos brutos foram
avaliados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 140 isolados de fungos endofiticos a partir dos 480 fragmentos de
folhnas de Glycine max L. analisados, resultando numa taxa de colonizacdo de 29.2 %
(Tabelal). Esse valor foi superior ao descrito por Pimentel et al. (2006), que obtiveram uma
taxa de colonizacéo de 17,2 %, quando estudaram a colonizagéo de fungos endofiticos de
Glycine max L. em diferentes condi¢cdes ambientais. Porém, ha poucos relatos de trabalhos
gue a microbiota endofitica presente nas folhas deste grupo de plantas. No entanto a soja
abriga uma alta diversidade morfol6gica de fungos endofiticos, o que sugere uma interacao
ecoldgica bastante complexa entre a soja e os fungos endofiticos (LARRAN et al., 2002;
PIMENTEL et al., 2006).

Os 140 fungos isolados foram agrupados em 34 morfoespécies (Figura 1), sendo que
cada grupo compartiha os mesmos aspectos macromorfolégicos das estruturas
vegetativas (GAMBOA e BAYMAN, 2001; SOUZA et al., 2004). As morfoespécies mais
frequentes foram M7, M27 e M31 todos com 11 (7,9 %) isolados e as menores frequéncias
foram observadas nos grupos M8, M11, M13, M21, M25, M30, M32 e M34 com apenas um
isolado.
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Tabela 1. Frequéncia de isolamento de fungos endofiticos

associados a Glycine max.

Hospedeiro Frequéncia de isolados Frequéncia (%)

P1 6 4,3
P2 5 3,6
P3 3 2,1
P4 4 2,9
P5 6 4.3
P6 2 1,4
P7 1 0,7
P8 2 1.4
P9 2 1,4
P10 7 5,0
P11 4 2,8
P12 6 4,3
P13 0 0,0
P14 7 50
P15 2 1.4
P16 6 4,3
P17 0 0,0
P18 2 1.4
P19 8 5,7
P20 1 0,7
P21 9 6,4
P22 4 2,9
P23 6 4,3
P24 4 2,9
P25 4 2,9
P26 6 4.3
P27 4 2,9
P28 7 50
P29 6 4,3
P30 5 3,6
P31 2 1.4
P32 9 6,4
Total 140 100

Os extratos vegetais ndo apresentaram nenhuma atividade contra os micro-
organismos alvo (Candida albicans, C. krusei, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Colletotrichum gloeosporioides), o que permite supor que a inibicdo, proporcionada pelos

extratos fungicos, se deve a substancias secretadas pelos fungos endofiticos.




DOI 10.18605/2175-7275/cereus.v10n3p92-102 TURIBIO, T.O., FERREIRA, E.M.S., SOUSA, F.M.P., SILVA,

Revista Cereus J.F.M,, PIMENTA, R.S.

2018 V. 10/N. 3 Verificagdo da Producao de Substancias Antimicrobianas por
Fungos Endofiticos Associados a Soja (Glycine max (L.) Merrill) no
Estado do Tocantins.

12

@
@

= ™ IS o @ s
©
o
w
(R e )
Jﬁ‘l:la
=~
déx:
% b=
JI’:N
KR e L)
(e I
’,"’I:W
=
E——
——
K s L
",/)l:|m
UG E—.
-
7 == ~
(’Ql't:na
4’<’=»
¢ &
4’«‘)‘:
@
4‘:{"=m
i
% fm -
N s ]
R s I

Figura 1. Frequéncia de morfotipos de fungos endofiticos isolados de Glycine max
linhagem M-Soy 8360 RR.

Dos 140 extratos fungicos brutos avaliados, 77 (55 %) foram ativos contra pelo menos
um dos micro-organismos alvo (Figura 2). Do total de extratos ativos, 54 (38,6 %)
apresentaram atividade contra S. aureus e 23 (16,4 %) contra E. coli. Sendo que 18 (12,9
%) extratos apresentaram atividade contra dois micro-organismos. Nenhum extrato foi
capaz de inibir o crescimento de C. albicans, C. krusei e Colletotrichum gloeosporioides.
Souza et al. (2004) realizaram um estudo com extratos de 79 linhagens de fungos
endofiticos, dos quais apenas 24,1 % apresentaram atividades antagdnicas contra um ou
mais micro-organismos-teste utilizados nestes ensaios. Porém, estes extratos n&o
apresentaram atividade inibitoria contra Candida albicans, corroborando com os resultados
apresentados neste trabalho, em que nenhum extrato fingico teve a capacidade de inibir o

crescimento deste micro-organismo.

23 18 54

E. coli || S. aureus

Figura 2. Diagrama de Venn, nimero extratos positivos contra E. coli, S. aureus e

contra ambas as bactérias.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo dos fungos endofiticos associados a monoculturas ainda € incipiente e
precisa ser melhor compreendido, principalmente no que se refere as culturas tropicais.
Estes dados poderdo subsidiar estratégias de controle bioldgico e colaborar para a
bioprospecc¢ao de substancias bioativas de interesse econémico. Contudo, novos estudos
voltados principalmente para a identificacdo das espécies de fungos endofiticos associados
a soja e a caracterizacao das substancias antagonistas produzidas ainda merecem atencao

em estudos futuros.
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