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Resumo

Os micro-organismos endofiticos, aqueles que residem assintomaticamente no
interior dos tecidos vegetais, por pelo menos um periodo do seu ciclo de vida, sdo capazes
de produzir diferentes metabolitos bioativos de interesse na medicina e agricultura. A
espécie Carapa guianensis Aublet (Meliaceae), popularmente conhecida como Andiroba,
é amplamente utilizada na medicina popular. Entretanto, apesar da sua ampla utilizagéo
etnoboténica, poucos estudos foram realizados com o objetivo de conhecer a comunidade
de fungos endofiticos associados as folhas de C. guianensis. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi caracterizar a diversidade da comunidade de fungos endofiticos associados a
C. guianensis e avalia-la como fonte de metabdlitos bioativos. Fragmentos das folhas
foram desinfestados superficialmente e inoculados em meio de cultura Agar Dextrose
Batata (BDA) e Agar Extrato de Malte e Extrato de Levedura (YM) para isolamento dos
fungos endofiticos. As placas foram incubadas por até 60 dias e os fungos obtidos isolados
e purificados em BDA. Todos os fungos obtidos foram preservados e depositados na
Colecéo de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Apos
purificacdo foram obtidos 209 isolados de fungos filamentosos, os quais foram agrupados
utilizando suas caracterisiticas morfologicas e moleculares em 42 morfoespécies. A
identificacdo dos fungos foi realizada por meio do sequenciamento da regido transcrita
interna (ITS1-5.8S-1TS2) do gene do rRNA e sequenciamento parcial do gene da -
tubulina e/ou do Fator de elongacéo 1 alpha (EF-1a). Todos os taxons identificados foram
classificados como pertencentes ao filo Ascomycota. A classe Sordariomycetes foi
predominante, representando 91% dos taxons obtidos. As classes Dothideomycetes (6%)
e Eurotiomycetes (3%) também foram encontradas. Dentro da classe dos Sordariomycetes
foram encontradas espécies dos géneros Colletotrichum, Diaporthe, Entonaema,
Fusarium, Glomerella, Hypocrea, Menisporopsis, Pestalotiopsis, Phomopsis, Pilidiella
e Xylaria. Entre os Dothideomycetes foram identificadas espécies dos géneros
Botryosphaeria, Endomelanconiopsis e Guignardia. Os géneros pertencentes a classe
Eurotiomycetes incluiram espécies de Aspergillus e Penicillium. Em comparagdo com
outras comunidades de fungos endofiticos, a comunidade associada a C. guianensis
apresentou elevada diversidade (Fisher-a = 17,23) ¢ baixa dominancia (Simpson = 0,93),
indicando que os taxons encontrados estdo distribuidos de forma homogénea dentro da
comunidade. Por outro lado, a comunidade de fungos apresentou moderada riqueza de

especies (Margalef =7,9). Todos os fungos endofiticos obtidos foram cultivados em BDA
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por 15 dias e seus metabdlitos extraidos com etanol PA. Os extratos obtidos foram
avaliados quanto a atividade antimicrobiana e tripanosomicida pelo método de
microdiluigdo em placa. Os extratos dos fungos Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 e
4872, e Pilidiella cf. quercicola UFMGCB 4904 apresentaram atividade antibacteriana
contra Escherichia coli com porcentagens de inibi¢do de 95, 98 e 99% na concentragédo
de 250 pg/mL, respectivamente. Os extratos dos fungos UFMGCB 4865,
Endomelanconiopsis endophytica UFMGCB 4995 e Phomopsis sp. UFMGCB 4830
apresentaram atividade tripanosomicida a 20 pg/mL com percentual de inibicéo de 77,8,
85,9 e 100%, respectivamente. Entre os fungos que exibiram atividade antimicrobiana o
isolado Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 foi selecionado para realizacdo de testes
fermentativos, com o intuito de aperfeicoar sua producdo de metabdlitos bioativos.
Diferencas nutricionais (tipo de meio de cultura) e variacdo de temperatura e tempo de
crescimento foram avaliadas, totalizando 64 diferentes condic6es de cultivo. Os extratos
de Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 foram submetidos a triagem contra todos 0s micro-
organismos alvos. Entre as diferentes condicGes analisadas, 27 (42,18%) extratos
apresentaram atividade contra pelo menos um dos micro-organismos alvos. Além disso,
o0 extrato de Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 que inicialmente foi capaz de inibir
apenas Escherichia coli, apds as variacbes nos parametros de cultivo, demostrou
atividade contra Staphylococcus aureus, Candida albicans, Candida krusei e
Cladosporium sphaerosperum. Os resultados obtidos no presente estudo contribuem para
ampliar o conhecimento a respeito da comunidade de fungos endofiticos associados a
plantas medicinais brasileiras. Apesar das folhas de C. guianensis ndo apresentarem um
grande reservatorio de fungos endofiticos promissores para estudos de bioprospeccao, foi
possivel detectar duas espécies (Pilidiella cf. quercicola e Endomelanconiopsis
endophytica) relatadas pela primeira vez como produtoras de metabdlitos bioativos. Os
extratos produzidos por estes fungos e aqueles obtidos por meio do teste fermentativo
demonstraram-se promissores e estes podem conter moléculas prototipos para o

desenvolvimento de novas drogas.
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Abstract

Endophytic microorganisms, those that asymptomatically reside within the plant
tissue for at least one period of its life cycle, are capable of producing different bioactive
metabolites of interest in medicine and agriculture. The species Carapa guianensis Aublet
(Meliaceae), popularly known as Andiroba, is widely used in folk medicine. However,
despite its ethnobotany use, few studies have been conducted in order to know the
community of endophytic fungi associated with leaves of C. guianensis. The objective of
this study was to characterize the diversity of the community of endophytic fungi
associated with C. guianensis and evaluate it as a source of bioactive metabolites.
Fragments of leaves were superficially disinfected and inoculated in Potato Dextrose
Agar culture (BDA), Malt Extract Agar and Yeast Extract (YM) for isolation of
endophytic fungi. The plates were incubated for 60 days and the obtained fungi were
isolated and purified in PDA. All fungi obtained were preserved and deposited in the
Collection of Micro-organisms and cells of the Federal University of Minas Gerais. After
purification, 209 isolates of filamentous fungi were obtained, which were grouped using
morphological and molecular Its characteristics into 42 morphospecies. The identification
of the fungi was performed by sequencing the internal transcribed region (ITS1, ITS2-
5.8S) rRNA gene and partial sequencing of the gene for B-tubulin and / or elongation
factor 1 alpha (EF-1a). All taxa identified were classified as belonging to the phylum
Ascomycota. The class Sordariomycetes was predominant, representing 91% of taxa
obtained. Classes Dothideomycetes (6%) and Eurotiomycetes (3%) were also found. In
the class Sordariomycetes were found species of the genera Colletotrichum, Diaporthe,
Entonaema, Fusarium, Glomerella, Hypocrea, Menisporopsis, Pestalotiopsis,
Phomopsis, Pilidiella and Xylaria. Among Dothideomycetes were identified species of
the genera Botryosphaeria, Endomelanconiopsis and Guignardia. The genera belonging
to the class Eurotiomycetes included species of Aspergillus and Penicillium. In
comparison to other communities of endophytic fungi, the community associated with C.
guianensis showed high diversity (Fisher-a = 17.23) and low dominance (Simpson =
0.93), indicating that the taxa found are homogeneously distributed in the community.
Moreover, the fungal community showed moderate species richness (Margalef = 7.9). All
endophytes obtained were cultured in PDA for 15 days and had its metabolites extracted
with ethanol PA. The extracts were evaluated for antimicrobial activity and trypanocidal
method microdilution plate. Extracts of the fungus Colletotrichum sp. UFMGCB 4991
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and 4872, and Pilidiella cf. quercicola UFMGCB 4904 showed antibacterial activity
against Escherichia coli with percentages of inhibition of 95, 98 and 99% at a
concentration of 250 mg/mL, respectively. The extracts of fungi UFMGCB 4865,
Endomelanconiopsis endophytica UFMGCB 4995 and Phomopsis sp. UFMGCB 4830
showed trypanocidal activity at 20 mg/mL with inhibition percentage of 77.8, 85.9 and
100%, respectively. Among the fungi that exhibited antimicrobial activity, the isolate
Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 was selected for testing fermentation, in order to
improve its production of bioactive metabolites. Nutritional differences (type of culture
medium) and temperature variation and growth time were assessed, totaling 64 different
growing conditions. Extracts of Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 underwent screening
against all micro-organisms targets. Among the different conditions analyzed, 27
(42.18%) extracts showed activity against at least one of the micro-organisms targets.
Furthermore, the extract of Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 that initially was only able
to inhibit Escherichia coli, following variations in the parameters of cultivation,
demonstrated activity against Staphylococcus aureus, Candida albicans, Candida krusei
and Cladosporium sphaerosperum. The results obtained in this study contribute to the
knowledge about the community of endophytic fungi associated with Brazilian medicinal
plants. Although the leaves of C. guianensis not having a large reservoir of endophytic
fungi promising for bioprospecting studies, it was possible to detect two species
(Pilidiella cf. quercicola and Endomelanconiopsis endophytica) first reported as
producers of bioactive metabolites. The extracts produced by these fungi and those
obtained by the fermentation test proved to be promising, these molecules may contain
prototype for the development of new drugs.
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1 Justificativa e Relevancia

A necessidade de novas e eficientes drogas capazes de auxiliar no tratamento de
diferentes doencas cresce a cada ano. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
as doencas infecciosas e parasitarias representam a segunda principal causa de morte no
mundo, com 15,6% de 6bitos entre mulheres e 16,7% entre homens, enquanto o cancer
ocupa o terceiro lugar na lista (OMS, Organizacdo Mundial da Saude, 2008).

Os micro-organismos endofiticos, aqueles que residem assintomaticamente no
interior dos tecidos vegetais por pelo menos um periodo do seu ciclo de vida, sdo capazes
de produzir diferentes metabdlitos bioativos e, em alguns casos, substancias similares
aqueles provenientes de suas plantas hospedeiras (WICKLOW et al. 2005, RADIC &
STRUKELJ, 2012). Estima-se que existam cerca de 300 mil espécies de plantas em todo
mundo e que cada planta pode abrigar um ou mais micro-organismos endofiticos;
consequentemente, a probabilidade de se encontrar um endofito com capacidade de
produzir metabolitos bioativos é alta (STROBEL& DAISY, 2003; SMITH et al., 2008).
No entanto, apesar desta diversidade esperada, relativamente poucos destes micro-
organismos tém sido caracterizados. Muitos endofitos produzem produtos naturais
bioativos que inibem o crescimento de outros micro-organismos (SMITH et al., 2008), os
quais apresentam potencial valor terapéutico e, por isso, representam interessantes
moléculas protétipos para o desenvolvimento de drogas Uteis na medicina, agricultura e
inddstria.

Metabdlitos secundarios ou produtos naturais sdo definidos como substancias de
baixo peso molecular que, a principio, sdo dispensaveis a sobrevivéncia e
desenvolvimento do organismo (DEMAIN, 1981). Diferentes trabalhos descrevem a
importancia dos metabdlitos derivados de plantas e/ou micro-organismos no tratamento
de diversas doencas. De acordo com Lam (2008), 60 e 75% dos novos medicamentos de
combate ao céncer e doencas infecciosas, respectivamente, foram provenientes de
produtos naturais entre os anos de 1981 e 2001; e vinte e trés novas drogas derivadas de
produtos naturais foram registradas entre os anos de 2001 e 2005. Um dos agentes
antitumorais mais utilizados na clinica atualmente, o diterpeno paclitaxel (Taxol®), é
produzido pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae (STROBEL, 2003), isolado do
vegetal Taxus brevifolia (STIERLE et al., 1995). A partir da descoberta de que um

endofitico foi capaz de produzir metabdlitos bioativos e, as vezes, sd0 0S mesmos



produzidos pela sua planta hospedeira intensificaram os estudos sobre fungos endofiticos
como fonte de metabdlitos bioativos.

Plantas endémicas de ecossistemas com elevada biodiversidade ou que
apresentam histérico etnobotanico sdo conhecidas por produzir diferentes substancias
com propriedades terapéuticas. De acordo com Strobel et al. (2004), algumas
propriedades medicinais atribuidas a algumas espécies vegetais também podem estar
estreitamente relacionadas de alguma forma a producéo de metabdlitos secundarios por
sua comunidade de fungos endofiticos, indicativo que torna tais plantas hospedeiras
promissoras para estudos de diversidade e bioprospeccdo de fungos. O Brasil possui cerca
56 mil espécies de plantas distribuidas em todo seu territério, representando quase 19%
da biodiversidade vegetal do mundo, sendo a regido amazoénica um dos grandes centros
de hiperdiversidade (GIULIETTI et al.,, 2005). Na Amazoénia brasileira, a Carapa
guianensis Aublet (Meliaceae), popularmente conhecida como Andiroba, Andiroba-
sarubd, Carapa e Mandiroba é amplamente utilizada na medicina popular devido a sua
acdo anti-inflamatdria, anti-reumatica, inseticida, para o tratamento de doencas de pele,
ferimentos, escoriacbes e combate a infeccbes microbianas (MORTON, 1981,
HAMMER, 1993; TONINI, 2009). De acordo com Tonini (2009) o 6leo extraido a partir
das sementes da C. guianensis é um dos produtos medicinais mais utilizados na floresta
amazébnica. Além do 6leo das sementes, folhas e cascas também sdo empregadas na
medicina caseira, tanto pelos indios quanto pela populacédo ndo-indigena local (LORENZI
& MATOS, 2008, TONINI, 2009). A néo ser pelo estudo de Cannon & Simmons (2002),
pouco se conhece sobre a comunidade de fungos endofiticos associados a C. guianensis.
Desta forma, este trabalho visa responder as seguintes questdes:

1. Qual acomposicao e diversidade da comunidade de fungos endofiticos associados
a C. guianensis?
2. A comunidade de fungos endofiticos associados a C. guianensis & capaz de

produzir metabdlitos bioativos?



2 Revisdo Bibliogréfica

2.1 Micro-organismos endofiticos

Os micro-organismos endofiticos incluem fungos, bactérias e protozoarios que, em
pelo menos parte do seu ciclo de vida, habitam os espagos inter ou intracelulares de
tecidos vivos de uma planta hospedeira, sem causar sintomas aparentes de doenca ou
efeitos negativos (TAN & ZOU, 2001; ANITHA et al., 2011). O “endofitismo” parece
representar a Unica associacdo de custo-beneficio entre micro-organismo/planta definida
por “localizagdo” e ndo por “fun¢@o”, que € transitoriamente assintomatica e estabelecida
inteiramente no interior de tecidos vivos vegetais (KUSARI, 2012). Esta complexa
interacdo micro-organismo/planta pode ser representada por relacdes de simbiose,
parasitismo ou mesmo saprofitismo (ZUCCARO et al., 2011).

Evidéncias da associagdo micro-organismo/planta parecem ser antigas e ja foram
encontradas em tecidos fossilizados de folhas e caules, revelando que a interacdo entre
enddéfito-planta pode ter evoluido a partir do momento que as plantas sugiram pela
primeira vez na Terra (REDECKER et al., 2000). A existéncia de fungos assintomaticos
residindo em tecidos vegetais é conhecida desde o final do século XIX e o termo
“endofito” foi proposto pela primeira vez em 1866 (de Bary, 1866). Strobel e
colaboradores (2004) relatam que todos 0s vegetais estudados até o momento
apresentaram micro-organismos endofiticos em seus tecidos. Tais micro-organismos se
alojam geralmente nas partes aéreas das plantas como caules e folhas, sendo que a
colonizacdo destas partes € normalmente confinada a células individuais ou localizada,
enguanto nas raizes a colonizagdo € usualmente extensa (TAN & ZOU, 2001; SCHULZ
& BOYLE, 2005).

Muitas espécies de endofiticos possuem o potencial de sintetizar diferentes
metabolitos bioativos, 0s quais podem ser direta ou indiretamente utilizados como agentes
terapéuticos no tratamento de diversas doencas (STROBEL, 2004, ALY et al., 2011,
KUSARI, 2012). A produgdo de metabolitos bioativos por endofitos, em especial aqueles
produzidos por suas plantas hospedeiras, ndo s6 € importante pela perspectiva de um
estudo ecologico, mas também do ponto de vista bioquimico e molecular (KUSARI,
2012). Desta forma, os estudos atuais com endéfitos visam uma melhor compreensdo da

ecologia e evolugdo desses micro-organismos, seu impacto no ecossistema e na



composicdo das comunidades vegetais e sua utilizacdo na busca de novos produtos
naturais (ALY et al., 2011).

2.2 Fungos endofiticos: interacdo micro-organismo/planta hospedeira

Diferentes trabalhos sugerem que muitas, se ndo todas, as plantas em ecossistemas
naturais ocorrem em simbiose com fungos micorrizicos e/ou endofiticos (PETRINI,
1986). Estes fungos simbioticos podem desempenhar diferentes efeitos na ecologia da
planta, no seu estado saudavel e em sua evolucdio (BRUNDRERT, 2006). O
estabelecimento desta interacdo pode ser moldado por fatores como modo de transmisséo,
padrdo de infeccdo, idade da planta, fatores ambientais, além de propriedades genéticas
(SAIKKONEN et al., 1998; ALY et al., 2011). Alguns estudos tém demonstrado que
fungos transmitidos verticalmente (forma sistémica) tendem a desenvolver uma relagéo
mutualistica com seus hospedeiros, enquanto, aqueles transmitidos horizontalmente
(forma ndo sistémica) sdo mais propensos a apresentarem uma relacdo antagonista
(SAIKKONEN et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 2009). A especificidade com o
hospedeiro requer uma estreita adaptacdo entre a planta e o endéfito, sugerindo uma
influéncia mdatua decorrente de uma coabitacdo e coevolucdo desenvolvida durante
milhares de anos (KUSARI et al., 2012). De acordo com Moricca & Ragazzi (2008), com
o decorrer do tempo, essa associacdo tornou-se, permanentemente gravada na
constituicdo genética de ambos, que passaram a desenvolver sistemas genéticos
complementares.

Embora a base genética da relacdo simbidtica entre endofitos e plantas ainda nao
seja bem compreendida, estudos visando analisar a relacdo entre 0 genotipo do hospedeiro
e o tipo de simbiose estabelecida revelou que algumas especies de fungos podem
desenvolver relacbes parasitarias ou mutualisticas, dependendo do genoétipo do
hospedeiro colonizado (UNTERSEHER & SCHNITTLER 2010; ALY et al., 2011).
Desta maneira, a relacdo endofito/planta pode ser considerada uma relagéo flexivel, cuja
direcdo pode ser determinada por pequenas diferencas na expressdo génica fungica, em
resposta ao hospedeiro, ou diferencas na expressao génica da planta em resposta a
colonizagdo fungica (ALY et al., 2011).

Apesar da natureza assintomatica da colonizagdo de um endofito poder induzir a

classificacdo de um relacionamento simbidtico, considera-se ainda a hipotese de que, em



funcdo da enorme diversidade existente, estes micro-organismos possam ser saprobios ou
patdgenos oportunistas (STROBEL & DAISY, 2003). O fato de alguns fitopatégenos
serem de origem endofitica reforcaria essa hipdtese, na medida em que tais micro-
organismos sdo capazes de causar infecgdes sintomaticas na planta quando esta se
encontra submetida a condi¢cfes de estresse ou idade avancada (TAN & ZOU, 2001;
FIRAKOVA et al., 2007). Segundo Schulz & Boyle (2005), fungos que s&o oportunistas
acidentais podem ser normalmente encontrados em outros substratos e ndo séo
especificamente adaptados aos seus hospedeiros, tais como algumas espécies coprofilas
detectadas nos tecidos vegetais. RelacBGes simbidticas requerem um sofisticado balango
entre as respostas de defesa da planta e a demanda de nutrientes pelo endofitico e segundo
Kogel (2006) esta interacdo mutualistica ndo significa auséncia de defesa da planta.
Fungos endofiticos representam um grupo altamente diversificado que podem
desempenhar grande impacto sobre as comunidades vegetais, seja conferindo tolerancia
ao estresse bidtico e abidtico, aumento de biomassa e diminui¢cdo do consumo de &gua
(RODRIGUEZ et al., 2009), reducéo no herbivorismo e ataque de insetos (RODRIGUES
& DIAS FILHO, 1996) e resisténcia contra patdgenos. A protecdo contra herbivoria pode
ocorrer por meio de metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos, tais como a
peramina e lolina (atividade inseticida) e lolitrem B e ergovalina (atividade citotoxica)
(ALEXOPOULOS et al., 1996; SCHULZ & BOYLE, 2005).

Alguns estudos sugerem que a protecdo contra estresse oxidativo pode ser
relacionado com o aumento da producdo de metabdlitos antioxidantes (flavondides e
compostos fendlicos) em plantas colonizadas por endéfitos (TORRES et al. 2009), a qual
é desencadeada pela producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelo fungo. A ERO
é produzida para oxidar e desnaturar as membranas celulares do hospedeiro, facilitando
assim a saida de nutrientes da célula vegetal e consequente captagéo pelas hifas fangicas
(WHITE & TORRES, 2010).

A tolerancia ao estresse conferida por alguns fungos tem sido demonstrada com
um fendmeno de adaptacéo ao ambiente. O fungo Curvularia protuberata foi encontrado
como espécie endofitica dominante na planta Dichanthelium lanuginosum, conferindo
aumento da tolerancia ao calor e possibilitando seu crescimento em solos geotérmicos do
Parque Nacional do Yellowstone, nos Estados Unidos da América (EUA) (REDMAN et
al. 2002). Leymus mollis, uma planta presente na regido costeira de Puget Sound,
Washington, EUA, é colonizada pelo fungo Fusarium culmorum, o qual foi relatado
como responsavel pela tolerancia da planta as condi¢des salinas da regido. Estudos
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comparando isolados de F. culmorum associados a plantas costeiras e ndo costeiras
demonstraram que apenas os isolados de plantas costeiras eram capazaes de conferir
tolerancia ao sal (RODRIGUEZ et al., 2008).

Alguns estudos também demonstraram que os endofitos sdo capazes de
proporcionar a planta vantagens competitivas nas taxas de crescimento e germinagao por
meio da interacdo nas vias bioquimicas, estimulando a producdo de horménios do
crescimento, como o acido indol-3-acético, &cido indol-3-acetonitrato e citocininas ou
aumentando a absorcdo de nutrientes pela planta (ZHANG et al., 2006; HARTLEY &
GANGE, 2009). De acordo com Weyens e colaboradores (2009), endofitos que possuem
vias adequadas de degradacdo ou acumulacgéo de metais séo capazes de promover a planta
hospedeira aumento da tolerancia a metais pesados, auxiliando-as a sobreviver em solos
contaminados.

Nesta associacao estabelecida entre endofitos e plantas, os fungos beneficiam-se
por receber nutricdo e protecdo contra dessecacdo (TAN & ZOU, 2001). A planta
hospedeira também pode fornecer metabdlitos que sdo essenciais para a conclusdo do
ciclo de vida do endofito ou para o seu crescimento ou autodefesa (METZ et al., 2000;
STROBEL, 2002). Além disso, o conhecimento do papel dos metabdlitos secundéarios na
interacdo enddfito-hospedeiro € fundamental para o entendimento de como o fungo
endofitico é capaz de desenvolver dentro da planta hospedeira sem causar sintomas
visiveis de doenca (SCHULZ et al., 1999).

De acordo com Azevedo e colaboradores (2000), a distin¢do entre endofiticos,
epifiticos (espécies que vivem na superficie de plantas) e fitopatdgenos (que causam
doencas em plantas) € meramente didatica. Porém, a relacdo dos fungos endofiticos com
a planta hospedeira é bem mais complexa, envolvendo interagdes entre as espécies
endofiticas e também a influéncia de fatores bioticos e abidticos. De acordo com Schulz
& Boyle (2005), a colonizacdo assintomatica de um tecido ou Orgao vegetal por um
enddfito resultaria de uma relacéo antagbnica balanceada, onde ocorre um equilibrio entre
a viruléncia do micro-organismo e as respostas de defesa do hospedeiro.

A hipétese do antagonismo balanceado foi inicialmente proposta para demonstrar
como um enddfito poderia evitar a ativacdo dos mecanismos de defesas do hospedeiro,
garantindo assim a sua auto-resisténcia antes de ser incapacitado pelos metabolitos
toxicos do hospedeiro, bem como apresentar crescimento no tecido vegetal sem causar
manifestagdes visiveis de infecgdo ou doenca (SCHULZ & BOYLE, 2006). De acordo
com kusari et al., (2012), esta hipotese propde que a colonizacdo assintomatica é um
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equilibrio de antagonismos entre o endofito e o hospedeiro. Endofitos e patdgenos
possuem muitos fatores de viruléncia que s&o neutralizados pelos mecanismos de defesa
da planta. De acordo com Schulz & Boyle (2006) e Kusari e colaboradores (2012), (i) se
a viruléncia do fungo e as estratégias de defesa da planta sdo equilibradas, a associacédo
permanece aparentemente assintomatica; esta fase é apenas um periodo transitério onde
fatores ambientais desempenham um papel importante para desestabilizar o delicado
equilibrio estabelecido; (ii) se os mecanismos de defesa da planta neutralizarem
completamente os fatores de viruléncia do fungo, 0 mesmo pode morrer; inversamente,
se a planta sucumbir a viruléncia do fungo, o relacionamento planta/patégeno pode levar
a planta & doenga. Desse modo, a variabilidade dessa interacdo dependeria ndo s6 da
adaptacdo do micro-organismo endofitico a um determinado hospedeiro ou 6rgdo em
particular, mas como também de fatores como a viruléncia inata do endofito, a resposta

de defesa da planta e as condi¢Ges ambientais (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema da interagdo fungo endofitico/planta hospedeira. (A) Hipo6tese do antagonismo

balanceado. (B) Condicdo de doenca causada por fatores de viruléncia do fungo. (C) Reciprocidade
endofito — patdégeno. O ponto de interrogagdo (?) indica que o fendmeno mostrado pode ndo ser universal.
(D) Estratégia de sobrevivéncia do enddfito. (E) Equilibrio sinérgico. (KUSARI et al., 2012).



2.3 Diversidade de fungos endofiticos

A avaliacdo da diversidade microbiana representa um grande desafio para a
microbiologia moderna, devido ao grande numero de espécies ja conhecidas ou que se
acredita existir (GAMBOA et al., 2002; ALY et al., 2011). Em contrastes com 0s outros
grupos de seres vivos, 0s micro-organismos ocupam virtualmente todos os nichos da
Terra (GUNATILAKA, 2006). Diferentes estudos demonstram que os tecidos vegetais
representam um reservatorio promissor de diversidade microbiana. Levando em
consideracdo que existam cerca de 300 mil espécies de plantas em todo mundo e cada
hospedeiro pode abrigar um ou mais micro-organismos endofiticos, tal fato torna os
tecidos vegetais um ambiente/substrato propicio a realizacdo de estudos de
biodiversidade. Contudo, a composicdo e a frequéncia destes micro-organismos podem
ser significativamente afetadas por fatores como: a espécie do vegetal e sua distribuicdo
geogréfica, umidade relativa do ambiente, posicdo relativa da planta (sua altura em
relacdo ao solo), idade e parte da planta, entre outros fatores (SAIKKONEM et al., 1998;
STROBEL, 2003; SIEBER, 2007; ALY et al., 2011).

De acordo com Aime & Brearley (2012), as comunidades de fungos endofiticos sdo
divididas em dois grupos basicos; generalistas (que sdo encontrados em abundancia e em
diferentes espécies de plantas) e os especialistas (que sdo encontrados em baixa
frequéncia e em hospedeiros vegetais especificos). Plantas de ecossistemas tropicais
podem abrigar comunidades altamente diversificadas de fungos endofiticos (DREYFUSS
& CHAPELA, 1994; AIME & BREARLEY, 2012). Esta grande diversidade de fungos
em florestas tropicais esta associada a presenca de uma populacéo altamente diversificada
de angiospermas. Um grande numero de espécies fungicas tem sido descrita em
associacdo com espécies de plantas na Asia, Australia, Africa, América Central e América
do Sul, México e algumas ilhas do Pacifico e Atlantico (AIME & BREARLEY, 2012).

Rodriguez et al. (2009) classificam ainda os fungos endofiticos em dois grandes
grupos, refletindo suas diferengas nas relagdes evolutivas, taxondmicas, planta hospedeira

e funcéo ecoldgica:

(1) Os clavicipitaceos endofiticos (C-endofiticos), os quais colonizam algumas

espécies gramineas;



(2) Os nédo-clavicipitaceos (NC-endofiticos), os quais podem ser encontrados
assintomaticamente nos tecidos de plantas avasculares, vasculares sem semente,

gimnospermas e angiospermas.

Os NC-endofiticos sdo fungos diversificados que se dividem em pelo menos 3
grupos funcionais distintos, baseado nas caracteristicas de colonizacdo do hospedeiro,
mecanismos de transmissdo entre geracGes, biodiversidades e papel ecoldgico. Os C-
endofiticos pertencem a familia Clavicipitaceae (Hypocreales; Ascomycota) e incluem
muitas espécies conhecidas pela producdo de moléculas bioativas (principalmente dos
géneros, Cordyceps, Balansia, Epichloé/Neotyphodium, Claviceps e Myriogenospora).
Em contraste, os endofitos N-clavicipitaceos representam um grupo com diferentes
espécies de Ascomycota e Basidiomycota que até 0 momento nao foram bem definidos
taxonomicamente; as quais pertencem aos géneros Alternaria, Arthrobotrys, Aspergillus,
Cladosporium, Colletotrichum, Coprinellus, Curvularia, Fusarium, Paecilomyces,
Penicillium, Phanerochaete e Phoma (RODRIGUEZ et al., 2009). Espécies pertencentes
a estes dois grupos de endofitos associadas a plantas de ecossistemas tropicais foram
investigadas quanto a capacidade de produzir diversas moléculas bioativas (SCHULZ &
BOYLE, 2005; RODRIGUEZ et al., 2009).

A metodologia comumente utilizada para a detec¢do e quantificacdo dos fungos
endofiticos é realizada por meio do isolamento de superficies desinfestadas de tecidos das
plantas hospedeiras (STONE et al., 2000). A maior limitacdo destes estudos baseados em
métodos dependentes de cultivo é o rapido crescimento das espécies ubiquas, 0 que
representa um parametro competitivo em relacdo as espécies raras que podem permanecer
desconhecidas (SUN et al., 2011). Como alternativa para minimizar tais problemas tem-
se realizado estudos baseados em técnicas moleculares, como por exemplo, eletroforese
em gel com gradiente de desnaturagdo (DGGE), permitindo um avang¢o no conhecimento
das unidades taxondmicas e identificacdo exata de morfotipos incapazes de produzir
estruturas de reproducdo e fungos ndo cultivaveis, o que vem permitindo expandir a
profundidade da diversidade das comunidades de fungos endofiticos (ARNOLD et. al.,
2007; TEJESVI et. al., 2011).

Diferentes estudos de taxonomia de fungos endofiticos vém sendo realizados por
meio do sequenciamento da regido transcrita interna (ITS1-5.8S-1TS2) do gene do rRNA.
O uso da regido ITS oferece vantagens, sendo que a principal delas é sua facil

amplificagdo entre todos os grupos fungicos, utilizando-se iniciadores universais e a



ampla disponibilidade de informagdes em bancos de dados (NILSSON et al., 2008,
GAZIS et al., 2011). No entanto, a utilizagdo desta regido também possui desvantagens,
como por exemplo, o grande intervalo de variagdes intraespecificas relatado na literatura
(LIECKFELDT & SEIFERT, 2000; NILSSON et al., 2008). Na tentativa de padronizar a
delimitacdo das espécies de endofiticos, muitos pesquisadores propuseram 0 uso de uma
porcentagem de similaridade entre as sequencias de espécies proximas. Entretanto, alguns
estudos tém demonstrado que somente esta regido ndo é suficiente para delimitacdo da
diversidade de fungos endofiticos, especialmente dentro de géneros que evoluem
rapidamente, grupos muito diversificados ou complexos de espécies (GAZIS et al., 2011).
Para evitar identificagdes duvidosas, Avise & Ball (1990) propuseram o sequenciamento
de mais de uma regido do genoma. De acordo com GLASS & DONALDSON (1995), os
critérios para selecdo das regiGes geralmente sdo genes ndo codificantes (exemplo, ITS1
e ITS2), genes codificantes com baixa taxa de evolucdo (28S, 5.8S e 18S), genes
codificantes com moderada taxa de evolugéo [Actina (Act), Fator de Elongacgéo (EF-1a),
Histona (Hist H3), Beta-Tubulina (B-Tub) e Calmodulina (Calm)] ou até mesmo uma
regido de elevado polimorfismo, como a subunidade menor mitocondrial do rDNA.

Um estudo realizado por Wenzel et al. (2010) determinou a diversidade de fungos
endofiticos associados a folhas de Luehea divaricata, uma planta medicinal encontrada
em todo territério brasileiro, conhecida por suas propriedades antirreumaticas,
antitumoral, combate a diarreia e leucorréia. Neste trabalho foram isolados 127 fungos
que foram agrupados em 22 taxons distintos. Os géneros encontrados mais
frequentemente foram Alternaria, Cochliobolus, Diaporthe, Epicoccum, Guignardia,
Phoma e Phomopsis.

Tejesvi et al. (2011) avaliaram a diversidade de fungos endofiticos associados a
folhas de Rhododendron tomentosum, um pequeno arbusto amplamente encontrado na
regido da Finlandia tradicionalmente utilizada no tratamento de infecgdes. Os autores
obtiveram 87 isolados de fungos endofiticos. Os taxons mais frequentemente isolados
foram: Penicillium raciborskii, Fusarium tricinctum, Fusarium sp., Sphaeriothyrium
filicinum, Penicillium namyslowskii, Sordaria fimicola, Pleosporales sp., Penicillium
canescens, Arthrinium phaeospermum, Lecythophora sp. e Sordaria humana.

No estudo realizado por Park et al. (2012), no qual os autores exploraram a
diversidade de fungos endofiticos associados a diferentes tecidos de Panax ginseng,
planta comumente utilizada na medicina popular devido a sua agdo antitumoral,

antidiabética, antioxidante e redutora do colesterol, foram obtidos 127 fungos e agrupados
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em 27 taxons. Os géneros Phoma, Collectotrichum, Alternaria, Fusarium,
Entrophospora e Xlyaria foram os grupos encontrados em maior frequéncia.

Garcia et al. (2012) avaliaram a diversidade de fungos endofiticos associados a
folhas de Sapindus saponaria L., planta amplamente utilizada na medicina popular
devido a sua acdo ansiolitica e adstringente. Um total de 102 isolados foram obtidos e
agrupados em 13 téxons distintos. Os grupos encontrados com maior frequéncia foram:
Cochliobolus, Alternaria, Curvularia, Phomopsis, Diaporthe e Phoma.

Diversos autores relatam que € possivel encontrar maior diversidade de micro-
organismos endofiticos, em especial os fungos, em plantas endémicas de regides tropicais
(ARNOLD etal., 2000; TAN & ZOU, 2001; STROBEL et al., 2004, FERRARA, 2006).
Em funco disto, uma elevada diversidade de micro-organismos endofiticos ainda néo foi
isolada e estudada, principalmente quando se considera a enorme diversidade de plantas
existentes nos diferentes ecossistemas tropicais. Tal fato reforca a necessidade de
trabalhos que contribuam para o conhecimento da micota endofitica associada a plantas
presentes nestas regides.

2.4  Metabolitos bioativos produzidos por fungos endofiticos

O percentual de metabdlitos secundarios bioativos produzidos por fungos
endofiticos é bem mais elevado em comparacdo com outros grupos de micro-organismos
endofiticos, o0 que pode ser devido, em parte, a alta frequiéncia de isolamento de fungos
endofiticos em relagdo aos demais micro-organismos (RADIC & STRUKELJ, 2012).
Estudos recentes tém mostrado centenas de novos produtos naturais tais como alcal6ides,
flavonoides, terpendides e esterdides produzidos por fungos endofiticos. Estes
metabolitos vém sendo relatados por suas atividades antimicrobianas, antitumorais,
imunossupressores, antioxidante, antiparasitaria e no controle de pragas (JOSEPH &
PRIYA, 2011). Levando-se em consideracdo que apenas uma pequena parcela de
enddfitos foi estudada até 0 momento, varios grupos de pesquisa tém sido motivados a
tentar avaliar e elucidar o potencial destes micro-organismos na sua aplicacdo
biotecnoldgica focando na produgdo de metabdlitos bioativos (JOSEPH & PRIYA, 2011).

Produtos naturais (PN) ou metabdlitos secundarios sdo definidos como
substancias de baixo peso molecular que a principio sao dispensaveis para a sobrevivéncia

e desenvolvimento do organismo, os quais sao continuamente modificados e adaptados
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as continuas mudancgas por pressdo seletiva ambiental. Os PNs sdo extremamente
variaveis quanto a estrutura e incluem antibioticos, toxinas, alcaldides e fatores de
crescimento para a planta (DEMAIN, 1981). De acordo com Kusari et al. (2012) a
producdo destes metabdlitos secundarios é altamente influenciada pela interacdo do
enddfito com a planta hospedeira. Além desta interacdo, Kusari et al. (2012) sugere que
se deve levar em consideracdo que a planta é colonizada por elevada diversidade de
micro-organismos enddfitos e que estes interagem entre si direta ou indiretamente
(fungo/fungo, fungo/bactéria, bactéria/bactéria) e que tais interacbes microbianas
desempenham um importante papel na producdo de metabdlitos secundarios pelos
endofitos (Figura 2).
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Figura 2 — Representacao esquematica de interacdo interespecifica enddéfito — endofito. (A)
Interacao fungo — fungo. (B) Interac@o fungo — bactaria endossimbionte. (C) Interacdo fungo —
bactéria (KUSARI et al., 2012).

Estes metabdlitos secundarios sdo importantes na interacdo entre a planta e o
endofito, podendo agir em processos de sinalizacdo, defesa e regulacdo da simbiose
(SCHULZ & BOYLE, 2005; KUSARI et al., 2012). Uma vez que os fungos endofiticos
permanecem em constante interacdo com seu hospedeiro e outros enddéfitos, ocupando
nichos ecologicos unicos e crescendo em diferentes ecossistemas, estes micro-organismos
tornam-se capazes de produzir varios metabolitos com diversas aplicagdes

biotecnoldgicas (KUSARI et al., 2012). Os fungos endofiticos podem ser considerados
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uma fonte promissora de metabolitos bioativos, uma vez que dentre os 20 medicamentos
mais comumente descritos seis sdo de origem fungica (SCHULZ et al., 2002; KUSARI
etal., 2012).

Apesar da variedade de substancias terapéuticas derivadas de fungos, esta é ainda
uma area com enorme potencial a ser explorado, visto que estimativas sugerem a
existéncia de aproximadamente 3,5 a 5,1 milhdes de espécies de fungos, dos quais
somente cerca de 100 mil j& foram descritos até 0 momento (BLACKWELL, 2011).
Estudos realizados por Bills et al. (2002) demonstraram que endofiticos de regides
tropicais produzem mais metabdlitos ativos quando comparados aqueles presentes em
outras regides. Ainda de acordo com este autor, 51% das substancias bioativas isoladas a
partir de fungos endofiticos eram até entdo desconhecidas. Muitas espécies de endofiticos
podem ser frequentemente isoladas de uma planta hospedeira, contudo, somente alguns
isolados sdo capazes de produzir altos indices de moléculas com atividade bioldgica
(ZHAO et al., 2010). Alguns trabalhos mostram ainda que a porcentagem de isolados de
fungos endofiticos produtores de substancias com atividades bioldgicas pode ser, em
alguns casos, superior a 30% (HUANG et al., 2001; PELAEZ, 2006; WANG et al., 2006).

Strobel & Daisy (2003) relatam que é grande a necessidade de pesquisa por novos
antibidticos, agentes quimioterapicos e agroquimicos que sejam altamente eficientes,
possuam baixa toxicidade e tenham um menor impacto ambiental. Esta busca é
direcionada pelo desenvolvimento de resisténcia em infeccdes causadas por micro-
organismos, doencas como AIDS e outros fatores que enfraquecem o sistema imune,
como cancer e transplantes de 6rgdos. De acordo com Strobel e colaboradores (2004), ao
selecionar as plantas para realizar o isolamento e identificagdo dos micro-organismos

endofiticos algumas estratégias tem sido empregadas, tais como:

(1) a escolha de plantas de ambientes peculiares, especialmente aquelas que apresentam
estratégias de sobrevivéncia pouco comuns;

(2) plantas que apresentam um historico etnobotanico, ou seja, que sao tradicionalmente
utilizadas como medicamento por tribos indigenas, grupos étnicos e pela populagéo
de um modo geral. Estas plantas vém sendo escolhidas a partir de relatos da literatura
e por meio do contato direto estabelecido com a populacédo que as utiliza;

(3) plantas endémicas de determinadas regides que apresentam longevidade incomum;

(4) plantas cujo desenvolvimento se da em areas de grande biodiversidade, tal como em
florestas temperadas e tropicais (STROBEL, 2003).
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De acordo com Arnold e colaboradores (2000) e Ferrara (2006), € razoavel supor
que a atividade farmacoldgica atribuida a algumas espécies vegetais possa estar
relacionada, de alguma forma, as substdncias produzidas por micro-organismos
endofiticos ou pela planta em resposta a uma infeccdo. Como exemplo, as plantas
pertencentes ao género Sinopodophyllum s&o utilizadas na medicina popular devido a sua
acdo antitumoral, antioxidante, antiviral, antibacteriana, imunossupressora e
antirreumatica. As propriedades atribuidas as plantas deste género esta relacionada a
producdo de Podofilotoxina (PDT). Yang et al. (2003) relataram pela primeira vez 6
fungos endofiticos obtidos a partir de Sinopodophyllum hexandrum com capacidade de
produzir Podofilotoxina e seus andlogos. Entre as moléculas bioativas produzidas a partir

de fungos endofiticos destacam-se:

- Criptocandina A (Figura 3a): substancia de carater lipopeptidico isolado de
Cryptosporiopsis quercina associado a planta medicinal Tripterigeum wilfordii
(Celastraceae). Este metabolito demonstrou alta atividade antifingica contra alguns
importantes patégenos humanos como Lodderomyces albicans e Trichophyton spp.
(STROBEL & DAISY, 2003). Criptocandina é também ativo contra fungos fitopatégenos
como Sclerotinia sclerotiorum e Botrytis cinerea (STROBEL et al., 2004).

- Taxol (Figura 3b): primeira droga antitumoral a alcancar um mercado mundial de
bilhGes de ddlares, encontrado inicialmente em pequenas quantidades na casca de arvores
do género Taxus, de crescimento lento na regido do noroeste do Pacifico (TAN & ZOU,
2001; STROBEL, 2003; GUNATILAKA, 2005; STROBEL, 2006). Posteriormente
descobriu-se que o fungo endofitico T. andreanae isolado do vegetal citado produz o
diterpeno paclitaxel.

- Pestalosideo (Figura 3c): beta-glicosideo aromatico produzido por P. microspora
isolado de Torreya taxifolia (Cephalotaxaceae), que possui atividade antifungica (TAN
& Z0U, 2001; STROBEL et al., 2004).

- Substancias L-783,281 (Figura 3d): quinonas obtidas do fungos Pseudomassaria sp.
isolado de uma planta coletada na floresta tropical africana, possuem capacidade de
mimetizar a acdo da insulina (ZHANG, 1999).

- Pestacina e Isopestacina (Figura 3e, f): obtidos de P. microspora isolado da planta
Terminalia morobensis (Combretaceae), ambos exibem atividade antimicrobiana e
antioxidante (STROBEL & DAISY, 2003).
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- Altenusina (Figura 3g): metabdlito obtido a partir extrato organico de cultura do fungo
endofitico Alternaria sp. UFMGCB 55, o qual foi isolado da planta Trixis vauthieri
(Asteraceae), apresenta atividade inibitoria sobre Trypanosoma cruzi. Este fungo foi
capaz de inibir a atividade da enzima TryR com um valor de ICs de 4,3 mM (COTA et
al., 2008).

- Cochlioquinona A e Isocochlioquinana A (Figura 3h, i): metabolitos obtidos a partir
do fungo endofitico Cochliobolus sp. UFMGCB 555, isolado da planta Piptadenia
adiantoides (Fabaceae), exibem atividade contra Leishmania amazonensis, com valor de
ICso de 1,7 uM e 4,1 uM, respectivamente (CAMPOS et al., 2008).

- Citrinin (Figura 3j): composto obtido a partir do fungo endofitico Penicillium
janthinellum, isolado do fruto da planta Melia azedarach (Meliaceae), apresenta inibicao
de 100% de Leishmania mexicana na concentracdo de 40 pg/mL (MARINHO et al.,
2005).
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Figura 3 - Moléculas bioativas produzidas por fungos endofiticos. (a) Criptocandina A, (b) Taxol,
(c) Pestalosideo, (d) Substancias L-783,281, (e) Pestacina, (f) Isopestacina, (g) Altenusin, (h)

Cochlioquinona A, (i) Isocochlioquinana A, (j) Citrinin.

Fungos endofiticos representam uma fonte promissora de metabdlitos

biologicamente ativos com possiveis aplicagdes medicinais e agricolas. Assim, estudos
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de bioprospeccdo representam uma boa oportunidade para descoberta de novos
metabdlitos bioativos que podem ser utilizados como moléculas protétipos para o
desenvolvimento de novas drogas de interesse na medicina e agricultura (ALY et al.,
2011).

2.5 Carapa guianensis Aubl. (Andiroba)

Ha varios séculos inimeras plantas vém sendo utilizadas pelo homem para o
tratamento de doencas. Os produtos naturais, principalmente aqueles obtidos a partir de
plantas que possuem histdrico etnobotanico, apresentam-se como uma importante fonte
para o desenvolvimento de novos medicamentos (SANTO, 2010). Tais plantas produzem
substancias conhecidas por suas propriedades terapéuticas, tornando-as promissoras para
estudos de bioprospeccdo (JOHANN, 2007). A espécie Carapa guianensis Aubl., uma
angiosperma pertencente a familia Meliaceae, popularmente conhecida como Andiroba,
é amplamente utilizada na medicina popular devido a sua acdo anti-inflamatoria, anti-
reumatica (HAMMER, 1993), inseticida (MORTON, 1981), no tratamento de doencas de
pele, ferimentos e escoriaces (MORTON, 1981). Carapa guianensis € uma arvore de
30-55 m de altura, de copa globosa, com tronco de 50-120 cm de didmetro (Figura 4a),
nativa de toda a regido Amazonica, presente em varzeas secas e alagadicas, bem como no
Norte do Brasil, do Para até o Sul da Bahia (LORENZI & MATQOS, 2008). Apresenta
folhas composta pinadas de 80-120 cm de comprimento, com 12-18 foliolos (Figura 4b).
Possui flores discretas, pequenas, de cor creme. Os frutos sdo capsulas lenhosas, globoso-
anguladas, deiscentes, de 8-14 cm de diametro, contendo de 5-10 sementes (Figura 4c)
(LORENZI, 2002).

O ¢6leo da andiroba, produzido a partir das sementes, é comercializado no Brasil
e, além do uso medicinal, faz parte da composicdo de produtos para cabelos. E também
utilizado puro ou em mistura com outros produtos naturais de forma topica para o
tratamento de ferimentos e escoriagfes ou em massagens terapéuticas por atletas e
praticante de lutas marciais (PINTO, 1956; MORTON, 1981; LORENZI & MATOS,
2008). O 6leo da andiroba ¢ um dos produtos medicinais mais utilizados da floresta
amazonica. Na medicina popular é utilizado para aliviar contusdes, edemas, reumatismo,
para auxiliar na cicatrizacao e recuperar a pele. Além do dleo das sementes, as folhas e

as cascas também sdo empregadas na medicina caseira, tanto pelos indios quanto pela
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populacédo ndo-indigena local (LORENZI & MATQS, 2008). O cha das folhas €é utilizado
como medicamento para combater infeccGes e no tratamento de doencas da pele (TONINI
& KAMINSKI, 2009). Todas as partes da arvore, incluindo o 6leo, possuem um sabor
bastante amargo, atribuido a um grupo quimico triterpénico, chamado limondides
(andirobina, gedunina e epoxiazadiradione) (DUKE, 1985), cujas estruturas sdo muito
similares aos metabdlitos antimalaricos, encontrados em outras plantas tropicais da
familia Meliaceae. Outras substancias encontradas na andiroba s&o: cido hexadecenaico,
oleico, estearico, miristico e em menor quantidade, os acidos palmitico, palmitoléico,
araquidico e linoléico (ROY, 2006; COSTA-SILVA et al., 2007 e 2008). O 6leo possui
um grande potencial medicinal, repelente e pesticida relatado na literatura devido aos
limondides, anteriormente citados, que perfazem de 2-5% de sua composicao total
(BOUFLEUER, 2004; KLIMAS, et al., 2007).

Alguns estudos demonstram a eficacia do extrato vegetal de C. guianensis no
controle de pragas tai como: Boophilus microplus e Aedes aegypti (MIOT et al., 2004;
MENDONCA et al., 2005; FREIRE et al., 2006; FARIAS et al., 2007). Farias e
colaboradores (2007), fazendo o uso de teste carrapaticida, por meio de imersao de fémeas
ingurgitadas de Boophilus microplus (carrapato do boi) em solucGes do 6leo de andiroba,
observaram morte das fémeas ingurgitadas e reducgéo da postura de ovos, demonstrando
uma eficicia de 100% em todas as amostras testadas. Miot e colaboradores (2004)
observaram em seu estudo com voluntarios que tiveram seus antebracos recobertos com
6leo de andiroba puro, que o mesmo apresentou efeito de repeléncia contra fémeas
saudaveis do mosquito Aedes aegypti. Apesar de sua eficicia constatada neste estudo, 0s
efeitos do 6leo foram mais discretos comparando-se com o grande potencial repelente do
N, N-dietil-3-metilbenzamida (DEET) que, ainda hoje, e o repelente mais efetivo
encontrado no mercado. Estudo realizado com cobaias por Penido (2006) demonstrou que
tetranortriterpenoides (TNTP) isolados a partir 6leo extraido da semente de C. guianensis
apresentam notavel atividade anti-inflamatoria inibindo inflamagdes nas articulacdes,
corroborando com o uso popular da espécie no tratamento de artrites. Analises da
atividade antibacteriana, utilizando extratos hidroalcodlicos da casca da C. guianensis
foram ativos contra Proteus vulgaris (NAKANISHI et al., 1965). Estudos da atividade
antifungica, realizado por Waterman (1946), também utilizando a casca do tronco,

verificaram atividade contra Lenzites trabea e Poria microspora.
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Com relagdo aos extratos produzidos a partir das folhas de C. guianensis, poucos
estudos foram realizados com o objetivo de avaliar suas possiveis atividades bioldgicas.
Da mesma maneira, poucos trabalhos foram realizados com o objetivo de verificar a
diversidade de fungos endofiticos e sua utilizagdo como fontes de metabdlitos bioativos.
Cannon & Simmons (2002), estudaram a diversidade de fungos endofiticos associados a
12 espécies de arvores da reserva florestal lwokrama na Guiana e obtiveram a partir de
tecidos foliares de C. guianensis, 30 isolados fangicos. Entre estes, foram identificados
0S seguintes taxons: Beltrania sp., Beltrania rhombica, Colletotrichum orbiculare,

Ellisiopsis, Nodulisporium, Pestalotiopsis sp., Phomopsis sp. e Xylariaceae.
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folhas (b) e sementes(c).

(@)

Figura 4 - Carapa guianensis Aublet (Meliaceae): arvore
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a diversidade da comunidade de fungos endofiticos associados a

Carapa guianensis Aubl. e avalia-la como fonte de metabdlitos bioativos.

3.2 Objetivos especificos

e Coletar e isolar fungos endofiticos de amostras de folhas de diferentes espécimes

de Carapa guianensis;

e Depositar todos os isolados de fungos endofiticos obtidos na Colecdo de Micro-

organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais;

¢ ldentificar os fungos obtidos utilizando técnicas de taxonomia moleculares;

e Avaliar a diversidade e riqueza da comunidade de fungos endofiticos associados

a C. guianensis;

e Preparar extratos brutos a partir das culturas fungicas e de suas plantas

hospedeiras;

e Verificar a atividade antimicrobiana e antiparasitaria dos extratos flngicos e

vegetais obtidos contra:

e Comparar as atividades bioldgicas dos fungos endofiticos

Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus,

Candida albicans,

Pichia kurdiavzevii (Candida krusei),
Cladosporium sphaerosperum;

Formas amastigotas de Trypanossoma cruzi;

hospedeiras.

e de suas

plantas
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4  Material e Métodos

4.1 Areade coleta

As amostras de C. guianensis foram coletadas na area de preservacdo particular
da EMBRAPA (0°57'02°N, 59°54'41”W) localizada no municipio de Sao Jodo da Baliza,
Roraima, Brasil. O municipio de S&o Jodo da Baliza localiza-se a 320 km de Boa Vista
no sudeste do estado de Roraima (Figura 5). O clima na regido é classificado como Ami
(tropical chuvoso com pequeno periodo de seca) com precipitacdo média anual entre
1700-2000 mm. A temperatura média anual é de 27°C (TONNI, 2009). O municipio
possui cobertura vegetal com caracteristicas de florestas ombrdfilas densa (Portal
Roraima, www.portal.rr.gov.br).

O acesso a esta area foi realizado respeitando-se as legislacbes Estaduais e
Federais de acesso a biodiversidade. Todos o0s espécimes vegetais foram identificados a
partir de suas estruturas vegetativas e reprodutivas, e depositados no herbério da

Universidade Federal de Roraima.

*.[ Mapa do Brasl * Mapa do Estado ds Roraima

Séao Jodo da Baliza

Figura 5 - Localizacdo da area de coleta — Municipio de Sao Jodo da Baliza, Roraima, Brasil.
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4.2 Coleta, isolamento e preservacao dos fungos endofiticos

Foram coletadas folhas de 30 individuos aparentemente saudaveis de C.
guianensis. A localizacdo dos individuos foi determinada por coordenadas geograficas
obtidas pelo Global Positioning System (GPS). Uma exsicata representativa do material
vegetal foi depositada no herbario da UFRR. Os individuos que tiveram suas exsicatas
depositadas foram 32, 16, 78, 142 e 146 e receberam 0s numeros de tombamento 2961,
2964, 2962, 2963 e 2960, respectivamente. As amostras coletadas foram armazenadas em
sacos plasticos e processadas no mesmo dia. Foram utilizadas trés folhas de cada
individuo, sendo que dez fragmentos de cada folha foram inoculados para isolamento dos
fungos endofiticos.

Inicialmente ao processo de desinfestacdo, as folhas coletadas foram limpas
superficialmente com detergente neutro e enxaguadas abundantemente com A&gua
destilada esterilizada. Em seguida, fragmentos foram retirados das folhas com auxilio de
tesoura e pingas previamente esterilizadas. Fragmentos de aproximadamente 5 mm de
diametro foram desinfestados superficialmente com Extran 2% (1 minuto), alcool 70%
(1 minuto), hipoclorito de sddio com 2% de cloro ativo (3 minutos) e &gua destilada
esterilizada (2 minutos) (COLLADO et al., 1996). Apos este processo de desinfestacdo
superficial, 5 fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo Agar Batata
Dextrosado (BDA/Difco) suplementado com 100 mg/mL de cloranfenicol (Sigma),
utilizado para inibir o crescimento de bactérias epifiticas contaminantes. Cinco
fragmentos também foram transferidos para placas de Petri contendo Agar Extrato de
Malte e Extrato de Levedura (extrato de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%, peptona
0,5%, glicose 1%, agar 2%) acrescido de 100 mg/mL de cloranfenicol. Fatores como meio
de cultura, pH, temperatura e umidade podem influenciar na frequéncia de leveduras
endofiticas isoladas. O meio de cultura Extrato de Malte e Extrato de Levedura foi
utilizado com objetivo tentar amostrar a comunidade de leveduras endofiticas associadas
a C. guianensis. Aliquotas da agua destilada esterilizada utilizada no processo de
desinfestacdo também foram inoculadas como controle para assegurar que somente 0s
fungos endofiticos foram isolados. As placas foram incubadas a 25°C por um periodo de
até 60 dias.

Todos os isolados foram transferidos para placas de Petri com BDA para

purificacdo (COLLADO et al., 1996). Os isolados de fungos endofiticos obtidos foram
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preservados em duplicata, em agua destilada esterilizada (CASTELLANI, 1967) e em

glicerol 15% a -80°C e depositados na Cole¢do de Micro-organismos e Células da UFMG.

4.3 Identificacdo dos fungos endofiticos isolados

As colbnias dos isolados de fungos filamentosos obtidos a partir das folhas da C.
guianensis foram fotografadas (frente e verso) e agrupadas de acordo com as seguintes
caracteristicas macromorfologicas: cor da col6nia (frente e verso), textura da superficie
(frente e verso) e aspecto da borda. Posteriormente, os grupos formados por meio das
caracteristicas citadas acima foram submetidos a anélise de perfis moleculares por meio
da técnica de PCR microsatélite (MSP-PCR), utilizando o oligonucleotideo sintético
(GTG)s. Os isolados que apresentaram padrdes de bandas idénticos foram confirmados
como pertencentes a0 mesmo grupo.

Um isolado de cada grupo molecular foi selecionado para sequenciamento da
regido transcrita interna (ITS1-5.8S-1TS2) do gene do rRNA. As identificacbes dos
grupos foram posteriormente confirmadas por meio do sequenciamento parcial do gene
da B-Tubulina e/ou do Fator de elongagédo 1 alpha (EF-1a). A escolha da regido a ser
sequenciada foi determinada de acordo com 0s géneros encontrados por meio do

sequenciamento da regido ITS.

4.3.1 Extracdo do DNA Total

A extracdo de DNA total foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Rosa e colaboradores (2009). Os fungos filamentosos foram crescidos por sete dias em
BDA e entdo fragmentos de micélio foram colocados em tubo de 1,5 mL acrescidos de
400 pL de tampdo de lise (Tris-HCI — trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA —
acido etilenodiamino tetra-acético 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS — sodio dodecil sulfato
1%) e deixado a — 20 °C por aproximadamente 10 minutos. O micélio foi triturado
com auxilio de um pistilo e foram acrescentados 5 puL. de Proteinase K (50 ug/mL). Apds
homogeneizacdo, o tubo foi colocado por 30 minutos a 60 °C em banho maria. Em
seguida, foram adicionados 162 pL. de CTAB (Tris 2M, NacCl 8,2%, EDTA 2M ¢ CTAB
0,2%), seqguido de homogeneizagéo e incubacgéo por 10 minutos a 65°C. Posteriormente,
foram acrescentados 570 pL da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apds

homogeneizacéo, o tubo foi incubado por 30 minutos em gelo. Em seguida, o conteido
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foi centrifugado a 13.200 rpm por 10 minutos e o liquido sobrenadante foi transferido
para um novo tubo de 1,5mL, e acrescentado 10% do volume de uma solucgdo de acetato
de s6dio 3M. O tubo foi vertido para homogeneizacao, incubado a 0°C por 30 minutos e
centrifugado a 13.200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo e, em seguida, adicionado 50% do volume de isopropanol (Merck) e a suspensdo foi
gentilmente homogeneizada. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 13.200 rpm por
5 minutos e o0 sobrenadante desprezado por inverséo, seguido por homogeneizagdo com
etanol 70% (Merck) p/v. A amostra foi seca por aproximadamente 60 minutos, e entdo
foi adicionado 50 pL de Tris-EDTA (Tris-HCI 0,01 M e EDTA 0,001 M). A amostra foi
incubada a 65°C por 60 minutos para hidratagdo do DNA e, posteriormente, armazenada
em freezer a -20°C.

4.3.2 Amplificacdo utilizando o iniciador (GTG)s

O iniciador (GTG)s foi utilizado para amplificacdo de regiGes de microssatélite,
conforme descrito por Lieckfeldt et al. (1993). A PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
foi realizada para um volume final de 25 pL contendo de 1,0 a 5,0 pL. de DNA (variando
de acordo com a concentracdo do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 2,0 uL do
iniciador (GTG)s 10 umol™* (MWG Biotech), 2,5 puL de tampdo de PCR 5X (Fermentas),
1,5 uL de MgClz 25mM, 1,0 pL de ANTP 10 mM, 0,2 pLL. de Taqg DNA polimerase 5U
(Fermentas) e o volume final completado com &gua para injecdo esterilizada. As reacoes
de PCR foram realizadas utilizando o termociclador PCR Express (Valpo.protect -
Eppendorf). O programa consistiu de uma desnaturacédo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguido por 40 ciclos de 15 segundos de desnaturacdo a 94°C, 45 segundos de anelamento
a 55°C e 90 segundos de extensdo a 72°C, e uma extensao final por 6 minutos a 72°C. Os
produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, em tampao
TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de acido bdrico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0),
eluidos durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos a 80 V. As bandas foram coradas
com solucéo de GelRed, e os geis visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo

sistema de foto-documentacéo de gel (Vilber Lourmat, France).

4.3.3 Amplificacdo da regido ITS
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Os iniciadores ITS1  (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) foram utilizados para amplificagdo da regido
transcrita interna (ITS1-5.8S-1TS2) do gene do rDNA, conforme descrito por White et.
al. (1990). A PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) foi realizada em um volume final
de 50 uL contendo de 1,0 a 5,0 uLL de DNA (variando de acordo com a concentracdo do
DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10
umol® (MWG Biotech), 5,0 uL de tampdo de PCR 5X (Fermentas), 2,0 pL de MgCl,
25mM, 2,0 uL de ANTP 10 mM, 0,2 puL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas) e 0
volume final completado com agua para injecdo esterilizada. As reacfes de PCR foram
realizadas utilizando o termociclador PCR Express (Valpo.protect - Eppendorf). O
programa consistiu de uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido por 35
ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94°C, 1 minuto de anelamento a 55°C e 1 minuto de
extensdo a 72°C, e uma extensdo final por 5 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampéo TBE 0,5X (54 g de tris
base, 27,5 g de acido borico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0), eluidos durante
aproximadamente 30 minutos a 120 V. As bandas foram coradas com solucédo de GelRed,
e 0s géis visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-

documentacdo de gel (Vilber Lourmat, Franca).

4.3.4 Amplificaciio parcial do gene da p-tubulina

Os iniciadores BT2a (GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e BT2b
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC) foram utilizados para amplificacdo parcial do
gene da B-tubulina, conforme descrito por Glass & Donaldson (1995). A PCR foi
realizada em um volume final de 50 puL contendo de 1,0 a 5,0 uL de DNA (variando de
acordo com a concentracdo do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL de
cada iniciador BT2a e BT2b 10 umol? (MWG Biotech), 5,0 uL de tamp&o de PCR 5X
(Fermentas), 2,0 uL. de MgClz 25 mM, 2,0 uL de ANTP 10 mM, 0,2 pL. de Tag DNA
polimerase 5U (Fermentas) e o volume final completado com agua para injecao
esterilizada. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador PCR Express
(Valpo Protect - Eppendorf). O programa consistiu de uma desnaturagdo inicial a 94°C
por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94°C, 1 minuto de
anelamento a 59°C e 90 segundos de extensdo a 72°C e uma extensao final por 7 minutos

a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em
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tampdo TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de acido bérico, 20 mL de EDTA 0,5 M, pH
8,0), eluidos durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. As bandas foram coradas
com solucdo de GelRed e os géis visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo

sistema de foto-documentacéo de gel (Vilber Lourmat, Franca).

4.3.5 Amplificagdo parcial do Fator de Elongacéo — 1 alpha

Os iniciadores EF1-728F (CATCGAGAAGTTCGAGAAGG) e EF1-986R
(TACTTGAAGGAACCCTTACC) foram utilizados para amplificacdo parcial do EF-1a
conforme descrito por Carbone & Kohn (1999). A PCR foi realizada em um volume final
de 50 puL contendo de 1,0 a 5,0 L de DNA (variando de acordo com a concentracdao do
DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL de cada iniciador EF1-728F e EF1-
986R 10 pmol™* (MWG Biotech), 5,0 pL de tampao de PCR 5X (Fermentas), 2,0 pL de
MgCl, 25mM, 2,0 uL. de ANTP 10 mM, 0,2 uLL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas)
e o volume final completado com &gua para injecao esterilizada. As reacdes de PCR foram
realizadas utilizando o termociclador PCR Express (Valpo Protect - Eppendorf). O
programa consistiu de uma desnaturacdo inicial a 96°C por 3 minutos, seguido por 40
ciclos de 30 segundos de desnaturacdo a 95°C, 45 segundos de anelamento a 54°C e 45
segundos de extensdo a 72°C e uma extensdo final por 7 minutos a 72°C. Os produtos de
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TBE 0,5X (54
g de tris base, 27,5 g de acido bérico, 20 mL de EDTA 0,5M, pH 8,0), eluidos durante
aproximadamente 30 minutos a 120 V. As bandas foram coradas com solucgéo de GelRed,
e 0s géis visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-

documentacao de gel (Vilber Lourmat, Franca).

4.3.6 Purificacdo dos amplicons

Os amplicons gerados pela reagéo de PCR foram purificados utilizando-se EDTA.
Ao produto de PCR com volume de 45 pL, foram adicionados 11,25 pL de EDTA 125
mM e 135 pL de etanol absoluto (Sigma). Esta mistura foi submetida a centrifuga¢do com
rotacdo de 13.000 rpm durante 25 minutos. O sobrenadante foi descartado e para lavagem
do precipitado foi adicionado 120 pL de etanol 70% e realizado homogeneizagao por
inversdo. Apos centrifugacdo a 13.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado

novamente e o restante do etanol foi secado por 20 minutos a 37°C. O DNA entdo foi
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ressuspendido em 10 pL de agua para injegdo esterilizada. O produto obtido foi dosado
em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies) para ser utilizado nas reagdes de

sequenciamento.

4.3.7 Reacdes de sequenciamento

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o Kit DYEnamic™ (Amersham
Biosciences, USA) em combinacdo com o sistema de sequenciamento automatizado
MegaBACE ™ 1000, no Nucleo de Analise de Genoma e Expressio génica (NAGE). Para
as reacgOes de sequenciamento foram utilizados 80-120 ng do DNA purificado e 0s
reagentes presentes no Kit DYEnamic™ (Amersham Biosciences, USA). A reagdo de
PCR foi realizada em um volume final de 10 puL contendo 4 pL do pré-mix (presente no
kit de sequenciamento) e 1 pL do iniciador (5 umol-1), e completa-se o volume final com
agua para injecdo esterilizada. O programa consistiu de 36 ciclos de uma desnaturagao
inicial a 95°C por 25 minutos, seguido por 15 segundos de anelamento a 50°C e 3 minutos
de extens&o a 60°C.

Para precipita¢do das reagdes de sequenciamento, 1 pL de acetato de amoénio 7,5
M foi adicionado em cada poco da placa de 96 pocos. A solucdo de acetato de amonio foi
dispensada na parede lateral dos pogos e a placa levemente batida sobre a bancada para
que as gotas do acetato de aménio se misturem a reacdo. Em seguida foram adicionados
28 uL de etanol absoluto (Merck). A placa foi submetida a agitagdo em voértex e incubada
por 20 minutos a temperatura ambiente, protegida da luz.

Apos periodo de incubacdo, a placa foi centrifugada por 45 minutos a 4.000 rpm.
O sobrenadante foi descartado virando-se a placa sobre um papel absorvente. Em seguida,
foram adicionados 150 pL de etanol 70% (Merck). A placa foi novamente centrifugada
por 15 minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante entdo descartado. Para remoc&o do excesso
de etanol, a placa foi invertida sobre um papel absorvente, e submetida a um pulso em
centrifuga a 900 rpm durante 1 segundo. Em seguida, a placa foi mantida em repouso
durante 20-40 minutos, protegida da luz, para evaporacao do etanol residual.

O DNA das amostras precipitado em cada pogo foi entdo ressuspendido em 10 pL.
de “tampao de corrida” (presente no kit de sequenciamento). A placa foi entdo submetida
a agitacdo em vortex por 2 minutos, centrifugada por 1 segundo a 900 rpm e armazenada
a 4°C, protegida da luz, até injecdo das amostras no sistema automatizado MegaBACE™
1000.

28



4.3.8 Andlise computacional das sequéncias

As sequéncias de DNA foram comparadas com sequéncias depositadas GenBank,
utilizando o programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool — versdo 2.215 do
BLAST 2.0) disponivel no portal NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/),
desenvolvido pelo National Center For Biothecnology e disponivel no portal NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/). Os isolados que apresentaram sequéncia com
identidade > a 99% em relagdo as sequéncias de fungos depositadas no GenBank, foram
considerados como pertencentes a mesma espécie. Para as sequencias com identidade
igual a 98% o género e espécies foram aceitos, mas o termo ‘cf.” (latim for confer =
comparado com) foi usado para indicar a espécie a qual se assemelha, mas apresenta
pequenas diferencas com a espécie referéncia. Ja aqueles que apresentaram sequéncias
com identidade entre 95 e 97% somente o género foi aceito, para sequéncias com
identidade < 95% os isolados foram identificados como espécies desconhecidas ou
identificados em familia, classe, ordem (GONCALVES et al., 2012).

As sequéncias dos taxons referentes a ordem, familia, género ou outros niveis
hierarquicos, que apresentaram sequéncias com identidade < 97%, foram utilizadas na
construcdo de arvores filogenéticas, submetidas ao alinhamento dos fragmentos da regido
ITS1-5.8S-ITS2 do gene do rRNA, B-Tubulina e/ou Fator de Elongacdo (EF-1a). A
analise filogenética foi conduzida utilizando o programa MEGA (Mega Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) versao 5 (TAMURA et al., 2011). Os taxons que
apresentarem sequéncias menores que 300 pb foram considerados como né&o
identificados. A andlise de bootstrap foi com 1.000 repeti¢fes utilizando os softwares
incluidos no MEGA 5. Sequencias de espécies de referencias depositadas no GenBank
foram adicionadas as andlises filogenéticas. Informagdes sobre os niveis hierarquicos
utilizados na  taxonomia  fungica  foram  obtidos no  MycoBank
(http://www.mycobank.org/) e Index Fungorum (http://www.indexfungorum.orgy/).

4.4 Diversidade da comunidade fuangica: célculo dos indices de abundancia,

riqueza e dominancia

A abundéncia de cada taxon foi calculada de acordo com a seguinte formula:
porcentagem de abundancia do tdxon A = nimero de isolados do taxon A x 100/soma de
isolados de todos os taxons. Estes dados foram utilizados para determinar a prevaléncia
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de cada td&xon em comparacao com o total de taxons presente nas comunidades fangicas
na area de coleta.

Para avaliar a diversidade de espécies no local de coleta, foram utilizados os
seguintes indices: (a) Fisher-a (diversidade), (b) Margalef (riqueza) e (c¢) Simpson
(dominéancia). O indice de diversidade de Fisher-a é adequado para frequéncias em que
diferentes espécies ocorrem de forma aleat6ria onde, comumente algumas espécies séo
tdo raras que sua chance de inclusdo é pequena (FISHER et al., 1943). Este indice é
calculado pela formula S = a*In(1+n/a) onde, S € 0 nUmero de taxons presente na amostra,
n é o nimero de individuos e a representa o indice de Fisher-a. O indice de Margalef é
uma medida utilizada em ecologia para estimar a riqueza de espécies de uma comunidade
com base na distribuicdo numérica dos individuos das diferentes espécies em funcéo do
namero total de individuos existentes na amostra analisada. Sua formula é dada por S =
(n-1)/In(N), onde n é o numero de tdxons encontrados e N representa 0 numero de
individuos. Quanto mais alto o valor de S maior a riqueza de espécies do local amostrado.
O indice de Simpson é muitas vezes utilizado para quantificar a biodiversidade de um
ecossistema. Ele leva em conta o nimero de espécies presentes no local, bem como a
abundancia de cada espécie. Trata-se de um indice de dominancia que mede a
probabilidade de dois individuos, selecionados ao acaso na amostra, pertencer a mesma
espécie. O calculo da Dominancia de Simpson ¢ dado pela formula D =X(n / N)2, onde n
€ 0 nimero total de organismos de uma mesma espécie e N 0 nimero total de organismos
de todas as espécies. O valor estimado de D pode variar de 0 a 1, sendo que 0O representa
0 méaximo de diversidade e 1 o minimo de diversidade. Sendo assim, uma comunidade de
espécies com maior diversidade tera uma menor dominancia.

Uma curva de rarefacdo foi tracada utilizando o indice de Mao Tau, o qual
interpola valores entre zero e o nimero de amostras analisadas, e calcula a riqueza
esperada e o intervalo de confianca. Este calculo permite uma comparacao estatistica
direta entre a riqueza e os conjuntos de dados (COLWELL et al. 2004). Todos os
resultados foram obtidos com 95% de confianga, e os valores de bootstrap calculados a
partir de 1.000 repeti¢cbes. Todos os indices foram calculados utilizando o programa
computacional PAST 1.90 (RYAN et al., 1995).

30



4.5 Cultivo dos fungos e preparo dos extratos

4.5.1 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos obtidos foram cultivados em placas de Petri contendo
meio BDA a 25°C com umidade de 70-80%. Apos 15 dias de crescimento, 0 meio de
cultura com o crescimento micelial foram transferidos para tubos conicos de 50 mL. Para
obtencdo dos extratos brutos foi adicionado aos tubos 35 mL de etanol P.A. (Vetec). Os
tubos foram incubados a 10°C e apds 48 horas, o sobrenadante (etanol) de cada tubo foi
filtrado com auxilio de papel filtro e transferido para frascos de vidro e para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL (SANTIAGO et al., 2012).

4.5.2 Folhas de Carapa guianensis

Folhas de C. guianensis foram colocadas em tubos conicos de 50 mL com 35 mL
de etanol PA (Vetec). Os tubos foram mantidos ao abrigo da luz e, apds 15 dias, o etanol
(sobrenadante) de cada tubo foi filtrado e transferido para frascos de vidro e tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL. Todos os extratos brutos obtidos, dos fungos filamentosos e
dos vegetais, foram secos em centrifuga a vacuo Speed Vac (Savant) com temperatura
inferior a 35°C, solubilizados em dimetilsufoxido (DMSO), a uma concentracdo de 20 e
100 mg/mL, e depositados na Extratoteca do Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais do CPqRR/FIOCRUZ e mantidos a -20°C até utilizacdo nos ensaios bioldgicos.

4.6 Ensaios Bioldgicos

4.6.1 Determinacdo da atividade antimicrobiana

A determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos fungicos e vegetais foi
realizada pelo método de microdiluigdo em placa de acordo com metodologia descrita no
Documento 7.1 Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee of the European
Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (AFTS-EUCAST 7.1 Rodriguez-Tudela
et al. 2003) com as modificagdes (CARVALHO et al., 2012), o qual é baseado nos
procedimentos de referéncia CLSI M27-A2, com modificagdes. Este método é de facil

execucdo, rapido, econémico e adequado para a leitura com leitores de placas de
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microtitulacdo, que permite a transferéncia direta, armazenamento e manipulacdo de
dados com um computador (AFTS-EUCAST 7.1 Rodriguez-Tudela et al. 2003). Além de
ser uma metodologia mais vantajosa, por reduzir o tempo de incubagdo necessario — 24
horas — para obter um crescimento dos alvos, suficiente para a determinacdo dos valores
de CIM, devido a suplementacdo de 2% de glicose ao meio de cultura sintético utilizado
(RPMI 1640 tamponado com MOPS) (STOPPA et al., 2009).

Como micro-organismos alvos foram utilizados as linhagens Escherichia coli
ATCC 11775, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Staphylococcus aureus ATCC
12600, Candida albicans ATCC 60193, Pichia kurdiavzevii (Candida krusei) ATCC
6258 e Cladosporium sphaerosperum CCT 1740.

4.6.1.1 Padronizacao dos inéculos

As bactérias testadas foram crescidas em Agar Mueller-Hinton (Difco/EUA) a
35°C por 24 horas. Apds este periodo, uma algada da cultura foi suspensa em solugédo
salina estéril 0,85% (0,145 mol/L). A suspensdo resultante foi homogeneizada em
agitador tipo vortex durante 15 segundos. A densidade celular da suspensdo foi
padronizada em espectrofotdmetro (Bioespectro SP-22) para 0,08 a 0,1 de absorbancia a
625nm, o que corresponde a 1 a 2 x 108 UFC/mL (AFTS-EUCAST 7.1 Rodriguez-Tudela
et al. 2003). Posteriormente, a suspensao obtida foi diluida 10 vezes em caldo Mueller-
Hinton para utilizacdo no ensaio.

Para o teste contra as leveduras foi preparado uma suspensdo de células da
levedura. Para tanto, a levedura foi crescida em agar Sabouraud (Difco/EUA) a 35°C por
24 horas. Apos este periodo, uma algcada da cultura foi suspensa em solucdo salina estéril
0,85% (0,145 mol/L). A suspensdo resultante foi homogeneizada em agitador tipo vértex
durante 15 segundos. A densidade celular da suspensdao foi padronizada em
espectrofotometro (Bioespectro SP-22) para 70% de transmitancia a 530nm, o que
corresponde a 10® UFC/mL (CLSI, 2003). Posteriormente, a suspensao obtida foi diluida
10 vezes em meio de cultura (RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose) para

utilizacdo no ensaio.

4.6.1.2 Ensaio antimicrobiano
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Para a realizacdo do ensaio antimicrobiano contra leveduras e bactérias foram
utilizados os meios de cultura sintéticos RPMI 1640 (INLAB Diagnostica) tamponado
com &cido morfolinepropano sulfénico (MOPS) (SIGMA, EUA) suplementado com 2%
glicose para as leveduras e Mueller-Hinton para as bactérias, e placas de 96 pocos de
fundo chato (TPP, Suica). Os extratos foram testados na concentracdo de 100 mg/mL, e
todos os testes foram realizados em duplicata. Em cada pogo utilizado para teste foram
inoculados 25 pL do extrato (dissolvidos em DMSO e diluidos em 4gua deionizada
autoclavada para a concentracao de 1 mg/mL), 25 pL. do meio de cultura e 50 puL do
indculo. Como controles positivos foram utilizados a anfotericina B (Sigma, EUA) a 2
pg/mL para as leveduras e cloranfenicol (Sigma, EUA) a 32 pg/mL para as bactérias. Ao
final, o volume de cada pogo foi de 100 pL e as concentragdes de DMSO 0,1% e extrato
250 pg/mL.

Ao final do processo as placas foram colocadas em agitador (Uniscience OS-10)
por 20 minutos a 200 rpm. Posteriormente foram incubadas a 35° C por 24 horas. Apés
incubagao, em cada poco foi acrescentado 10 pL de Brometo Tiazolil Azul de Tetrazolico
(MTT/ AMRESCO - 5 mg/mL), homogeneizado e as placas novamente incubadas a 35°C
por 4 horas. O MTT, sal tetrazélio amarelo, é convertido a azul de formazan por
desidrogenases das células vivas (SOUSA, 2007), revelando a presenga daquelas
metabolicamente ativas. Posteriormente, foi acrescentado a cada pogo 100 uL de
SDS/lIsopropanol 5% (50g de Dodecil Sulfato de Sédio, 200 mL &agua deionizada
autoclavada, 500mL g.s.p. Isopropanol PA, pH 5,4), e entdo as placas foram
homogeneizadas rigorosamente. O SDS/Isopropanol rompe a membrana celular dos
micro-organismos alvos e disponibiliza no meio o formazan.

A leitura foi realizada por meio do método colorimétrico do MTT em um leitor de
microplaca VERSAmax (Molecular Devices) pelo programa Softmax® Pro 5 (Molecular
Devices), com a absorbancia de 570 nm. A absorbancia dos pocos testes foi comparada
com a absorbancia do controle de micro-organismo, sendo a porcentagem de inibigcdo
calculada por meio da formula abaixo, em que DO* refere-se a densidade 6tica dos pogos.
Arbitrariamente foram considerados ativos os extratos com valor de inibigdo maior ou
igual que 60%. Estes foram testados para célculo da Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM).

Porcentagem de Inibi¢cdo: DO* poco controle — DO poco testado X 100

DO poco controle
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A BL EX1 EX9 EX1 EX25 EX3 EX41 | EX49 | EX57 | EX65 | EX73 DMSO
B BL EX2 EX1 EX1 EX26 EX3 EX42 | EX50 | EX58 | EX66 | EX74 DMSO
Cc BL EX3 EX1 EX1 EX27 EX3 EX43 | EX51 | EX59 | EX67 | EX75 DMSO
D BL EX4 EX1 EX2 EX28 EX3 EX44 | EX52 | EX60 | EX68 | EX76 DMSO
E CN EX5 EX1 EX2 EX29 EX3 EX45 | EX53 | EX61 | EX69 | EX77 CP
F CN EX6 EX1 EX2 EX30 EX3 EX46 | EX54 | EX62 | EX70 | EX78 CP
G CN EX7 EX1 EX2 EX31 EX3 EX47 | EX55 | EX63 | EX71 | EX79 CP
H CN EX8 EX1 EX2 | EX32 | EX4 | EX48 | EX56 | EX64 | EX72 | EX80 CP

BL — Branco (meio de cultura) DMSO - Controle de DMSO 0,25 e/ou 0,1%

CN - Controle Negativo (meio de cultura + agua + in6culo) (d&gua/ DMSO + in6culo)

EX - Extrato CP — Controle Positivo

(dgua/droga + inéculo)

Figura 6 - Modelo da disposi¢éo dos extratos e controles na placa de 96 pocos utilizada nos
ensaios realizados.

4.6.2 Ensaio antimicrobiano contra Cladosporium sphaerospermum

Para o ensaio contra Cladosporium sphaerospermum CCT 1740, este foi
previamente crescido em BDA a 25° por 7 a 10 dias. Para o preparo da solu¢do uma
alcada bem carregada de esporos foi suspensa em solucdo salina estéril 0,85%. A
suspensdo resultante foi homogeneizada em agitador tipo vortex durante 15 segundos. A
densidade celular da suspenséo foi padronizada em espectrofotdmetro (Bioespectro SP-
22) para 15% de transmitancia a 620nm, o que corresponde a 10® esporos/mL (NCCLS
M38 - A, v. 22, n° 16). Posteriormente, a suspensdo obtida foi diluida 50 vezes em meio
de cultura (RPMI 1640 - INLAB Diagndstica) para utilizagdo no ensaio.

Os extratos foram testados na concentracdo de 100 mg/mL, e todos os testes foram
realizados em duplicata. Em cada poco utilizado para teste foram inoculados 25 pL do
extrato (dissolvidos em DMSO e diluidos em &gua deionizada autoclavada para a
concentragdo de 1 mg/mL), 25 uL do meio de cultura e 50 pLL do inoculo. Como controles
positivos foi utilizado Benomyl a 1,16 pg/mL. Ao final, o volume de cada poco foi de
100 pL e as concentragcdes de DMSO 0,1% e extrato 250 pg/mL.

Ao final do processo as placas foram colocadas em agitador (Uniscience OS-10)
por 20 minutos a 200 rpm. Posteriormente, foram incubadas a 25° C por 48 horas. A
leitura foi realizada em leitor de microplaca VERSAmax (Molecular Devices) pelo

programa Softmax® Pro 5 (Molecular Devices), com a absorbancia de 570 nm. A
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absorbancia dos pocos testes foi comparada com a absorbancia do controle de micro-
organismo. Arbitrariamente foram considerados ativos os extratos com valor de inibigéo
maior ou igual que 60%. Estes foram testados para célculo da Concentracao Inibitdria
Minima (CIM).

4.6.3 Calculo da Concentracgao Inibitoria Minima

Para determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima dos extratos ativos contra
leveduras e bactérias foram utilizados os meios de cultura sintéticos RPMI 1640 (INLAB
Diagnostica) tamponado com acido morfolinepropano sulfénico (MOPS) (SIGMA,
EUA) suplementado com 2% glicose para as leveduras e Mueller-Hinton para as
bactérias. Os extratos foram testados na concentracdo de 100 mg/mL, e todos o0s testes
foram realizados em duplicata. Na primeira coluna do poco teste (coluna 2) foram
inoculados 100 pL do extrato (dissolvidos em DMSO e diluidos em meio de cultura para
a concentragdo de 500 pg/mL), 50 uL do meio de cultura (coluna3 a 11) e 50 puL do
inoculo (coluna 2 a 11). Como controles positivos foram utilizados a anfotericina B
(Sigma, EUA) a 2 pg/mL para as leveduras e cloranfenicol (Sigma, EUA) a 32 ug/mL
para as bactérias. Posteriormente, foram realizadas dilui¢des sucessivas a partir da coluna
2 até a coluna 11. Ao final, o volume de cada pogo foi de 100 pL e as concentragdes de

DMSO 0,1% e os extratos nas concentragdes de 250 pg/mL a 0,488 pug/mL.

A BL EX1 EX1 EX1 EX1 EX1 EX1 EX1 EX1 EX1 EX1 DMSO
250 125 62.5 31.25 | 15.62 7.81 3.90 1.95 0.97 0.48
B BL EX2 EX2 EX2 EX2 EX2 EX2 EX2 EX2 EX2 EX2 DMSO
250 125 62.5 31.25 | 15.62 7.81 3.90 1.95 0.97 0.48
C BL EX3 EX3 EX3 EX3 EX3 EX3 EX3 EX3 EX2 EX3 DMSO
250 125 62.5 31.25 | 15.62 7.81 3.90 1.95 0.97 0.48
D BL EX4 EX4 EX4 EX4 EX4 EX4 EX4 EX4 EX3 EX4 DMSO
250 125 625 31.25 | 15.62 7.81 3.90 1.95 0.97 0.48
E CN EX5 EX5 EX5 EX5 EX5 EX5 EX5 EX5 EX5 EX5 CP
250 125 62.5 31.25 | 15.62 7.81 3.90 1.95 0.97 0.48
F CN EX6 EX6 EX6 EX6 EX6 EX6 EX6 EX6 EX6 EX6 CP
250 125 62.5 31.25 | 15.62 7.81 3.90 1.95 0.97 0.48
G CN EX7 EX7 EX7 EX7 EX7 EX7 EX7 EX7 EX7 EX7 CP
250 125 625 31.25 | 15.62 7.81 3.90 1.95 0.97 0.48
H CN EX8 EX8 EX8 EX8 EX8 EX8 EX8 EX8 EX8 EX8 CP
250 125 62.5 31.25 | 15.62 7.81 3.90 1.95 0.97 0.48

DMSO - Controle de DMSO 0,25 e/ou 0,1%

CN — Controle Negativo (meio de cultura + (meio de cultura/ DMSO + in6culo)
inéculo) CP — Controle Positivo

EX - Extrato (meio de cultura/droga + in6culo)

BL — Branco (meio de cultura)

Figura 7 - Modelo da disposi¢cédo dos extratos e controles na placa de 96 pocos utilizada nos
ensaios de CIM realizados.
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Ao final do processo as placas foram colocadas em agitador (Uniscience OS-10)
por 20 minutos a 200 rpm. Posteriormente, foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Apds
incubacdo, em cada pogo foi acrescentado 10 uL de Brometo Tiazolil Azul de Tetrazolico
(MTT/ AMRESCO - 5 mg/mL), homogeneizado e as placas novamente incubadas a 30°C
por 4 horas. O MTT, sal tetrazdlio amarelo, € convertido a azul de formazan por
desidrogenases das células vivas (SOUSA, 2007), revelando a presenca daquelas
metabolicamente ativas. Posteriormente, foi acrescentado a cada poco 100 uL de
SDS/lIsopropanol 5% (50g de Dodecil Sulfato de Sédio, 200 mL &agua deionizada
autoclavada, 500 mL q.s.p. Isopropanol PA, pH 5,4), e entdo as placas foram
homogeneizadas rigorosamente. O SDS/Isopropanol rompe a membrana celular dos
micro-organismos alvos e disponibiliza no meio o formazan. A leitura foi realizada por
meio do método colorimétrico do MTT em um leitor de microplaca VERSAmax
(Molecular Devices) pelo programa Softmax® Pro 5 (Molecular Devices). Todos os
ensaios foram realizados de acordo com os protocolos estabelecidos por Carvalho et al.
(2012).

4.6.4 Re-cultivo, extracao e certificacdo da atividade antimicrobiana

Os extratos que mantiveram atividade no teste do CIM foram novamente
produzidos para avaliar a manutencdo da atividade apos o recultivo. Para tanto, o fungo
bioativo selecionado foi crescido em placas de Petri contendo meio BDA a 25°C com
umidade de 70-80%. Apds 15 dias de crescimento, 0 meio de cultura com o crescimento
micelial foi transferido para frascos de vidro, congelados a -80°C por 24 horas e
posteriormente submetidos ao processo de liofilizagdo (Liofilizador LioTop - L101).
Ap0s a desidratacdo completa do micélio foi acrescentado 50 mL de diclorometano PA
(Vetec). Os frascos foram incubados a temperatura ambiente e apds 72 horas, o
sobrenadante (fase diclorometanica) de cada frasco foi filtrado com auxilio de papel filtro
e transferido para frascos de cintilagdo. Simultaneamente foram produzidos extratos

etandlicos, como descrito anteriormente, para comparagdo entre os solventes.

4.6.5 Ensaio com a forma tripomastigota de Trypanossoma cruzi
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Os extratos foram testados por meio do ensaio colorimétrico desenvolvido por
Buckner et al. (1996), com modificagfes (OLIVEIRA et al., 2006). Este ensaio utiliza
uma linhagem de Trypanossoma cruzi (Tulahuen) e extratos fungicos diluidos numa
concentracdo de 20 mg/mL. A linhagem de T. cruzi é transformada para expressar beta-
galactosidase, enzima que é capaz de catalisar uma reagédo colorimétrica quando o cloro-
phenol red beta-D-galactopyranoside (CPRG) é utilizado como substrato. Para a triagem
dos extratos, 4.000 células L929 por poco foram semeadas em placas de 96 pogos, seguido
de incubacdo overnight em estufa a 37°C para a adesdo da célula a superficie. Apds
incubacdo, a infeccdo foi feita com 10 parasitas/célula durante 2 horas. Apos, 0 meio
contendo os parasitas extracelulares foi substituido e a placa novamente incubada.

Como controles foram utilizados células ndo infectadas, células infectadas néo
tratadas, benzonidazol a 1 mg/mL (3,81 mM) (controle positivo) e DMSO diluido em
meio a uma concentracdo final de 1 % (controle negativo). Os resultados foram expressos
como a porcentagem de reducédo da absorbancia dos pogos experimentais em comparagédo
com a absorbancia dos pogos com células infectadas ndo tratadas. Os extratos que
mostrarem atividade igual ou maior que 70% foram submetidos ao ensaio descrito acima
para determinacdo da concentracdo do extrato necessaria para inibir o desenvolvimento
de aproximadamente 50% dos parasitos (ICso). Para isso, 0s extratos foram testados em
concentracdes decrescentes, a partir de 20 mg/ mL em dilui¢des 1:3 (solugéo estoque do
extrato: meio) até se chegar ao ICso. Os ensaios de triagem foram realizados em duplicata

e 0s ensaios de determinacdo do ICso em triplicata.

4.7 Processos fermentativos do fungo Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 para
determinacdo das condicBes Otimas de cultivo e obtencdo de metabdlitos

bioativos

Com objetivo de melhorar a producéo de metabdlitos bioativos os parametros do
processo fermentativo como meio de cultivo, temperatura e tempo de crescimento foram

variados. Quatro meios de cultura distintos foram selecionados para o teste:

1. Agar agua/glicose - AAG (glicose 0,5%, agar 2%);

2. Agar agua/glicose/extrato de levedura - AAGL (glicose 0,5%, extrato de
levedura 0,5% e agar 2%);

3. Agar Batata Dextrosado (BDA/Difco);

37



4. BDA/glicose — BDAG (BDA suplementado com 0,5% de glicose).

As placas foram incubadas nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35°C por 15, 30,45 e
60 dias. Apos o periodo de crescimento a extracdo dos metabdlitos foi realizada com
DCM como descrito no item 4.6.4. Para avaliar a influéncias de tais parametros no
espectro de acdo dos extratos, os mesmos foram submetidos a triagem contra os alvos
anteriormente testados e os extratos com atividade superior a 60% tiveram sua

Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) determinada.
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5 Resultados e discussao

5.1 Coleta e isolamento dos fungos endofiticos

A partir da coleta realizada foram processados 10 fragmentos de 3 folhas de cada
um dos 30 individuos de C. guianensis amostrados (30 fragmentos por individuo,
totalizando 900 fragmentos foliares), dos quais 450 foram inoculados em meio de cultura
BDA e 450 em YM. A metodologia utilizada para a desinfestagdo superficial das folhas,
bem como a técnica de isolamento dos fungos aplicada no presente trabalho, tem sido
comumente utilizada em diversos estudos e, desta forma, considerada um método
tradicional e eficiente para deteccdo e quantificacao de fungos endofiticos (TAN & ZOU,
2001; ORDUNA et al., 2011; GONZALEZ et al., 2011, VIEIRA et al., 2012;
CARVALHO et al., 2012). Além disso, a técnica de desinfestacdo se demonstrou
eficiente para eliminacdo dos micro-organismos epifiticos, permitindo assim o isolamento
dos fungos no estado endofitico associados as folhas de C. guianensis.

A partir dos 900 fragmentos plaqueados foram obtidos 209 fungos filamentosos.
Destes, 115 (55%) foram provenientes do meio de cultura YM e 94 (45%) do meio BDA.
Até o momento, poucos trabalhos fazem uma correlacdo entre os meios de cultura
utilizados para o isolamento de fungos endofiticos e sua frequéncia de isolamento. Meios
de cultura como YM, Agar Extrato de Malte, Agar Sabouraud e BDA, aparentemente,
apresentam taxas de isolamento de fungos endofiticos similares (SIQUEIRA, et al., 2011;
SUN, et al., 2011; TEJESVI et al., 2011).

Apesar da utilizacdo do meio YM, que propicia o crescimento de leveduras
endofiticas, no presente trabalho néo foi obtido nenhum taxon deste grupo microbiano. A
ndo obtencdo de leveduras endofiticas pode estar associado ao rapido crescimento que 0s
fungos filamentosos apresentam ao emergiram dos fragmentos de folhas, desta forma,
desfavorecendo o crescimento e isolamento das leveduras (VIEIRA et al. 2012;
CARVALHO et al. 2012) ou a sua baixa frequéncia na comunidade de endofitos
associados a C. guianensis.

A frequéncia de isolamento dos fungos endofiticos a partir de cada individuo de C.
guianensis variou de 0 a 6,22% (Figura 8). Em alguns exemplares de C. guianensis ndo
foram obtidos fungos. A deteccéo de fungos endofiticos baseia-se na sua capacidade de
crescer fora dos tecidos vegetais (PROMPUTTHA et al., 2007). Portanto, fungos que
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possuem crescimento lento em meios de cultura convencionais ou aqueles que sdo

considerados ndo cultivaveis podem ndo ter sido detectados no presente estudo.
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Figura 8 — Frequéncia de isolamento dos fungos filamentosos obtidos a partir de cada espécime de carapa

guianensis. A: Espécime de Carapa guianensis (Andiroba) amostrado.

5.2 Identificacdo dos fungos endofiticos isolados

Os 209 isolados de fungos obtidos foram inicialmente separados em 39 grupos de
acordo com as caracteristicas macromorfol6gicas da col6nia tais como velocidade de
crescimento, cor (frente e verso), textura da superficie e aspecto da borda. Para confirmar
o0 agrupamento morfoldgico, os isolados dos grupos fungicos foram submetidos a anélise
de perfis moleculares por meio da técnica de PCR microsatélite (MSP-PCR). Apos a
analise dos perfis moleculares obtidos, os 39 grupos foram reagrupados em 117 grupos
moleculares.

Um ou mais isolados de cada grupo molecular foi selecionado para sequenciamento
da regido ITS1-5.8S-ITS2 do gene do rRNA. As identificagdes dos grupos foram
posteriormente confirmadas por meio do sequenciamento parcial do gene da B-tubulina
e/ou do EF-1a. O sequenciamento parcial do gene da B-tubulina produz um fragmento de
aproximadamente 540 pb e possui alto indice de polimorfismo entre diferentes fungos
filamentosos do filo Ascomycota, o que reflete a variabilidade do nimero de introns
presente neste gene (GLASS & DONALDSON, 1995). O gene do EF-1a esta geralmente
presente em cdpia Unica no genoma e codifica a tradugdo do fator de elongacdo que
controla a velocidade da sintese de proteinas em células eucarioticas (HELGASON et al.,
2003). A regido do EF-1a amplificada possui sequencias de éxons que sdo homoélogas

entre muitos fungos Ascomycota, mesmo entre espécies filogeneticamente distantes.
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Além disso, a regido do EF-1a também apresenta sequéncias de introns de tamanhos
variaveis, as quais sdo conservadas entre diferentes individuos da mesma espécie e
codifica um fragmento de 250 a 350 pares de base (CARBONE & KOHN, 1999). Neste
estudo, para a analise das sequéncias obtidas foram levados em consideracao critérios tais
como tamanho da sequéncia, percentual de identidade, cobertura da sequéncia e valor de
E.

Dos 117 grupos moleculares obtidos, 15 fungos (12,9%) foram classificados como
ndo identificados, mas representam taxons de fungos endofiticos associados a C.
guianensis. A ndo identificacdo destes tdxons estd relaciona a ndo amplificacdo de
nenhuma das regides propostas ou a ndo obtencdo de sequencias de qualidade satisfatoria.
Em alguns casos a ndo amplificacdo pode estar relacionada a qualidade do DNA bruto
obtido no processo de extracdo, o qual pode conter contaminantes tais como, proteinas,
agentes caotropicos, pigmentos, dentre outros que inibem a acdo da Tag DNA polimerase
(NILSSON et al., 2009). Em outros casos, ndo foi possivel obter DNA com dosagens
suficientes (50 ng/uL) para realizacdo da reacdo da PCR, o que pode ser relacionado a
dificuldade de rompimento da parede celular fangica e consequente disponibilizacdo do
material genético.

Ao final do processo de sequenciamento foram obtidas 42 unidades taxondmicas
distintas (UTD) e todos os taxons identificados foram classificados como pertencentes ao
filo Ascomycota. A classe Sordariomycetes foi predominante e representou 91% dos
taxons obtidos. As classes Dothideomycetes (6%) e Eurotiomycetes (3%) também foram

encontradas, porém em menor frequéncia (Figura 9).

H Eurotiomycetes ™ Dothideomycetes u Sordariomycetes

3%

Figura 9 — Porcentagem dos fungos endofiticos classificados em nivel de classe associados as folhas de

Carapa guianensis.

41


http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=374831&Fields=All

Inseridos na classe Sordariomycetes foram encontrados os géneros Colletotrichum
(Corda), Diaporthe (Nitschke), Entonaema (G.W. Martin), Fusarium (Link), Glomerella
(Spauld. & H. Schrenk), Hypocrea (Fr.), Menisporopsis (S. Hughes), Pestalotiopsis
(Steyaert), Phomopsis [(Sacc.) Sacc.], Pilidiella (Petr. & Syd.) e Xylaria (Hill ex
Schrank). Entre os Dothideomycetes foram identificados os géneros Botryosphaeria (Ces.
& De Not.), Endomelanconiopsis (E.l. Rojas & Samuels) e Guignardia (Viala & Ravaz).
Os géneros pertencentes a classe Eurotiomycetes foram Aspergillus (P. Micheli ex Haller)
e Penicillium (Link). Diferentes estudos sugerem que os principais grupos de fungos
endofiticos pertencem a Ascomycota e os géneros Colletotrichum, Guignardia, Fusarium,
Pestalotiopsis, Phomopsis e Xylaria sdo frequentemente obtidos de espécies vegetais
presentes em ambientes tropicais e temperados (PROMPUTTHA, 2007; RODRIGUEZ
et al., 2009).

5.3 Composicdo da comunidade de fungos endofiticos associados as folhas de

Carapa guianensis

A comunidade de fungos endofiticos associados a C. guianensis foi representada
principalmente por Sordariomycetes. O género Colletotrichum foi predominante com 61
(29,18%) isolados. Este género possui 66 espécies reconhecidas (HYDE et al. 2009), as
quais sdo comumente obtidas como fitopatogenos e endofiticos foliares de diferentes
plantas (FARR & ROSSMAN, 2009; ROJAS et al., 2010), bem como epifiticos,
saprobios e patégenos de humanos (HYDE et al., 2009). A identificacdo de
Colletotrichum em nivel de espécie deve ser realizada utilizando a combinagdo de
caracteristicas macro-, micro-morfologicas, fisiologicas e abordagens moleculares. No
entanto, de acordo com Ko et al., (2011), a identificacdo molecular das especies de
Colletotrichum pode gerar erros taxondmicos, devido a existéncia de sequéncias
depositadas incorretamente no GenBank identificadas como Colletotrichum.

No presente trabalho foram obtidos 10 taxons distintitos pertencentes ao complexo
Colletotrichum/Glomerella (Tabela 1), que foram identificados por meio do
sequenciamento da regido ITS e B-tubulina. Entre estes, os taxons UFMGCB 4817, 4827,
4860, 4872, 4884, 4915 e 4991 foram identificados como Colletotrichum sp. e os tdxons
UFMGCB 4933 e 5012 identificados como Glomerella sp. Apesar destes taxons terem

apresentado similaridade entre 98 e 100% com sequéncias de espécies depositadas no
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GenBank, ndo foi possivel elucidar a qual espécie pertencem, devido a complexidade
taxondmica existente dentro deste grupo e também devido aos erros de identificacdo
existentes entre as sequéncias depositadas como Colletotrichum no GenBank. As
sequéncias dos taxons encontradas no presente estudo apresentaram o mesmo percentual
de similaridade com 3 ou 4 espécies diferentes de Colletotrichum (Figura 10a,b).
Sequéncias de espécies tipo ou referéncia, depositadas no GenBank, foram utilizadas nas
analises filogenéticas com o objetivo de tentar evitar erros de identificacdo. Entretanto,
ndo foram encontradas sequencias de espécies tipo da maior parte espécies de
Colletotrichum similares aos tdxons associados a C. guianensis quando alinhando com
sequéncias da regido ITS e/ou B-tubulina depositadas no GenBank. No presente estudo,
apenas um taxon dentro deste complexo foi identificado em nivel de espécie,
Colletotrichum siamense UFMGCB 5016 apresentou 100% de similaridade apenas com
C. siamense CBS 130420 (JX010415).

A maioria das espécies encontradas como endofiticas de C. guaianesis pertence
ao complexo Colletotrichum gloeosporioides, que compreende 22 espécies. Segundo
Weir et al. (2012), a identificacdo da maioria das espécies do complexo C.
gloeosporioides é incapaz de resolver de forma confiavel baseando-se apenas no
sequenciamento da regido ITS e deve ser realizada baseando-se em uma anélise de
maultiplos genes, variaveis de acordo com cada taxon.

Espécies de Colletotrichum sdo isoladas de plantas de ambientes tropicais e
temperadas. Kurose et.al. (2011) observaram que 35% dos isolados de Fallopia japonica
foram identificados como pertencentes ao género Colletotrichum. Rosa et al. (2012)
constataram que 16,6% dos isolados fungos endofiticos associados a Smallanthus
sonchifolius pertecencem a este mesmo género. Vaz et al. (2012) ao avaliarem a
composi¢do da comunidade de fungos endofiticos associados & Eugenia aff. bimarginata,
Myrciaria floribunda e Alchornea castaneifolia obtiveram 25 isolados do género que
foram todos identificados como Colletotrichum gloeosporioides.
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UFMGCB 4817

Colletotrichum ignotum [GU994377]
Colletotrichum siamense CBS 125378 [JX010278]R
Glomerella cingulata CBS 114054 [DQ286202]R
UFMGCB 4991

UFMGCB 5016

54 | UFMGCB 5012
Colletotrichum fructicola CBS 238.49 [JX010181]R

Colletotrichum fragariae CBS 142.31 [GU174546]R
Colletotrichum theobromicola CBS 124945 [JX010294]"
Colletotrichum gloeosporioides CBS 119204 [JX010150]R
Colletotrichum kahawae CBS 135.30 [JX010235]R

Colletotrichum lineola CBS 124959 [GU227842]"

93 | UFMGCB 4860

UFMGCB 4827

82

74

53

UFMGCB 4884
Colletotrichum novae-zelandiae CBS 128505 [JQ005228] R

78 | Colletotrichum karstii CBS 106.91 [JQ005220]R
Colletotrichum boninense CBS 129831 [JO0051611R

UFMGCB 4956

| Glomerella septospora [GU935910]

Colletotrichum thailandicum [JN050242]

Glomerella lindemuthiana CBS 144.31 [JQ005779]R

A
a) 0.005

UFMGCB 4991
UFMGCB 4915
51| UFMGCB 4869
Colletotrichum fructicola CBS 125397 [JX010409]R
87|| Colletotrichum tropicale CBS 124949 [JX010407]R
UFMGCB 4953
UFMGCB 4817
57 Colletotrichum siamense CBS 130420 [JX010415]R
UFMGCB 4922
UFMGCB 5016
— Colletotrichum gloeosporioides CBS 953.97 [GQ849434]R
Colletotrichum kahawae CBS 982.69 [JX010435]R
Colletotrichum boninense CBS 129831 [JQO005595]R
UFMGCB 4827
Colletotrichum karstii CBS 128550 [JO005653]R
Colletotrichum hinpeastri CBS 125376 [JO005665IR
| Colletotrichum incarnatum [GQ369606]
100' UFMGCB 4872

97

104

b)
—_—
0.05

Figura 10 - Arvores filogenéticas dos isolados do taxon Colletotrichum associados a Carapa
guianensis. a) Arvore filogenética construida baseando-se em fragmentos da regifo ITS1-5.8S-ITS2
do gene rRNA. b) Arvore filogenética construida baseando-se no sequenciamento parcial do gene da

B- Tubulina, utilizando o método Neighbour-joining. RSequéncia de referéncia. TSequéncia tipo.
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O complexo Diaphorte/Phomopsis, também pertencente a classe
Sordariomycetes, foi o grupo mais frequente com 62 (29,6%) isolados obtidos (Tabela
1). Espécies de Diaphorte e seu anamorfo Phomopsis ja foram isolados como saprébios,
endofiticos e patdgenos de diferentes plantas hospedeiras e sdo considerados agentes
causadores de varias doencas, algumas de grande importancia na agricultura (SANTOS
et al., 2010, KO et al., 2011). O género Phomopsis (anamorfo) contém cerca de 1.000
espeécies, as quais sao consideradas, muitas vezes, predominantes em seus hospedeiros.
Ja o género Diaporthe (teleomorfo) possui aproximadamente 180 espécies descritas
(GARCIA et al., 2012).
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Tabela 1 - Identificacdo molecular dos fungos endofiticos associados & Carapa guianensis.

Cddigo N° de Sequencia de referéncia do BLAST [NUmero de Identidade  N°de Espécie ou grupo taxonomico
UFMGCB isolados acesso GenBank] (%) pb proposto
499130 33 Colletotrichum gloeosporioides [HQ645081] 100 458  Colletotrichum sp. 4
48072bc 21 Phomopsis sp. [FJ798595] 99 491  Phomopsis sp. 3
487630 12 Pestalotiopsis microspora [AY924287] 100 415  Pestalotiopsis sp. 2
496730 10 Diaporthe sp. [FJ799941] 99 420  Diaporthe sp. 1
480630 8 Phomopsis sp. [EU002927] 98 463  Phomopsis sp. 2
49922 7 Endomelanconiopsis endophytica [EU683669] 99 481  E. endophytica
48962P¢ 7 Phomopsis sp. [JN153049] 100 424 Phomopsis sp. 4
48842 6 Colletotrichum boninense [JF683320] 100 468  Colletotrichum sp. 1
50162P 6 Colletotrichum siamense [GQ849443] 100 435  Colletotrichum siamense
48263P¢ 6 Phomopsis sp. [DQ235668] 99 465  Phomopsis sp. 1
481130 5 Diaporthe lusitanicae [GQ250190] 98 470  Diaporthe sp. 2
48172P 4 Colletotrichum fragariae [GU174546] 99 344 Colletotrichum sp. 2
4915P 4 Colletotrichum fructicola [GQ849435] 99 675  Colletotrichum sp. 3
4860? 4 Colletotrichum karstii [HM585409] 97 331  Colletotrichum sp. 6
4809%P¢ 4 Pestalotiopsis sydowiana [HQ248207] 98 456  Pestalotiopsis sp. 4
487830 3 Aspergillus panamensis [FJ491665] 92 462  Aspergillus sp.

4880° 3 Beltrania querna [GU905994] 97 352  Beltraniasp. 1
4863*P¢ 3 Diaporthe sp. [HQ022959] 99 360  Diaporthe sp. 4
49243P 3 Pestalotiopsis mangiferae [ JX305700] 97 310  Pestalotiopsis sp. 1
4872° 2 Colletotrichum incarnatum [GQ369606] 99 526  Colletotrichum sp. 5
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482720
5012
4933¢
4958°
4906°
5015°
50052
4882°
4862°
4902
4996°
48152
4903¢
4956°
4813¢
50142
48552
490425
4916°
4877°
49142
4848¢

e e e = T = T T SN =S Y S S S O R CR R R R N

Colletotrichum novae-zelandiae [JQ005228]
Glomerella cingulata [HQ845385]
Guignardia mangiferae [FJ538342]
Hypocrea rufa [DQ315438]
Pestalotiopsis protearum [JN712498]
Xylaria adscendens [GU300101]
Entonaema pallida [AM900591]
Beltrania querna [GU905994]
Menisporopsis theobromae [GU905996]
Botryosphaeria mamane [EF118052]
Phomopsis subordinaria [GQ922519]
Diaporthe sp.[EF423542]

Fusarium proliferatum [GQ167230]
Glomerella septospora [GU935911]
Guignardia vaccinii [EU167584]
Penicillium citrinum [GU944571]
Penicillium siamense [JN899385]
Pilidiella quercicola [AY339345]
Xylaria cubensis [GQ502701]
Xylaria sp. [DQ139271]

Entonaema pallida [AM900591]
Entonaema pallida [AM900591]

96
98
98
99
97
99
99
93
95
99
99
98
98
99
99
100
99
98
98
95
95
97

415
426
486
457
409
373
473
359
511
311
320
435
429
321
477
308
409
333
300
442
462
475

Colletotrichum sp. 7
Glomerella sp. 1
Guignardia cf. mangiferae
Hypocrea rufa
Pestalotiopsis sp. 3
Xylaria adscendens
Entonaema cf. pallida
Beltrania sp. 2
Menisporopsis sp.
Botryosphaeria mamane
Phomopsis subordinaria
Diaporthe sp. 3
Fusarium cf. proliferatum
Glomerella sp. 2
Guignardia vaccinii
Penicillium citrinum
Penicillium sp.
Pilidiella cf. quercicola
Xylaria sp. 1

Xylaria sp. 2
Entonaema sp. 1

Entonaema sp. 2

do BLASTN utilizando

lo gene da [3-tubulina.
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No presente trabalho foram encontrados 9 taxons distintos pertencentes ao
complexo Diaporthe/Phomopsis (Tabela 1). A identificagdo dos isolados deste complexo
foi realizada baseando-se no sequenciamento de 3 regides do genoma: ITS, B-tubulina e
EF 1-a. Mesmo apds a realizagdo de analises filogenéticas baseadas nestas regioes, foi
possivel elucidar a identificacdo de apenas 1 dos isolados em nivel de espécies. Todos 0s
demais isolados foram identificados como Diaporthe sp. ou Phomopsis sp. Arvores
filogenéticas foram construidas com o intuito de demonstrar quais 0s tdxons mais
préximos daqueles encontrados no presente estudo (Figura 11). A maioria dos taxons
encontrados dentro do complexo Phomospis/Diaporthe apresentaram baixa similaridade
com as sequéncia depositada no GenBank, o que pode significar que as folhas de C.
guianensis possam representar um reservatorio de possiveis espécies novas dentro deste
complexo. Entretanto, estudos taxonémicos mais detalhados serdo necessarios para a
caracterizagdo destes taxons.

Huang et al. (2009) observaram que espécies de Phomopsis e Diaporthe estdo
entre os tdxons mais frequentes em associacdo com as plantas medicinais Artemisia
capillaris, A. indica e A. lactiflora. Carvalho et al. (2012) ao avaliarem a diversidade de
fungos endofiticos associados a Stryphnodendron adstringens obteve 320 isolados, dos
quais 106 foram identificados como pertencentes ao complexo Diaporthe/Phomopsis.
Garcia et al. (2012) observaram que 40% dos taxons obtidos de Sapindus saponaria foram
identificados como Diaporthe/Phomopsis.

No presente trabalho, o género Pestalotiopsis com 21 (10%) isolados (Tabela 1)
foi o terceiro mais frequente com endofitico de C. guaianesis. Espécies de Pestalotiopsis
sdo amplamente distribuidas por todo o planeta e ocorrem em diversos tipos de substratos.
Algumas espécies de Pestalotiopsis ja foram relatadas como saprébios no solo e em restos
vegetais, patdgenos de diversas espécies de planta e como endofiticos (XU et al., 2010).
Além disso, espécies de Pestalotiopsis tem recebido grande atengdo nos ultimos devido
aos varios relatos de producdo de metabolitos secundarios bioativos de interesse na
agricultura e medicina (GEHLOT et al., 2012).
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—— UFMGCB 4806

45| Phomopsis subordinaria CBS 104.84 [GQ922519]R
UFMGCB 4896

UFMGCB 4996

— Diaporthe batatas [JN672606]

—— Phomopsis cuppatea [DQ286283]

UFMGCB 4811
Diaporthe novem CBS 127271 [HM347710]
53 | Diaporthe lusitanicae CBS 123213 [GQ250190]R

—— UFMGCB 4967
L —— Phomopsis tuberivora [JF957785]

] 86 ————— UFMGCB 4807
53 I: Phomopsis columnaris [DQ093770]
76 Diaporthe sclerotioides ATCC 38739 [AB201439]R

Diaporthe helianthi CBS 592.81 [AY705842]R

48

UFMGCB 4826
Diaporthe ambigua CBS 117374 [DQ286268]R

{ UFMGCB 4863
58 UFMGCB 4815
Diaporthe phaseolorum CBS 127266 [HM3477071R
| Phomopsis asparagi [AB302240]

) o7 | Diaporthe eres CBS 524.82 [JQ807448]R
a
0.005
93 — UFMGCB 4896
98
UFMGCB 4826
— Phomopsis longicolla [HQ333510]
98 —— UFMGCB 4811
Diaporthe helianthi CBS 592.81 [JX275465]R
52 _|:UFMGCB 4806
Phomopsis cuppatea [HO5869291
UFMGCB 4807
Phomopsis viticola [HQ288321]
s Diaporthe scabra CBS 127746 [HQ450372]R
UFMGCB 4967
58 _|——UFMGCB 4863
59 UFMGCB 4815
b) i

0.01
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100
UFMGCB 4826
90

UFMGCB 4896

Diaporthe longicolla CBS 127267 [HM347685]R
Diaporthe phaseolorum CBS 127266 [HM347672]R
Diaporthe lusitanicae CBS 123213 [GQ250311]R

UFMGCB 4907
86

Diaporthe ambiaua CBS 117374 [DO2862421R

99

78

UFMGCB 4863

— Diaporthe vaccinii CBS 160.32 [GQ250326]R
100 — Diaporthe alleghaniensis CBS 495.72 [GQ250298]R

—_—
C) 0.05

Figura 11 - Arvores filogenéticas dos isolados do complexo Diaporthe/Phomopsis associados & carapa
guianensis. a) Arvore filogenética construida baseando-se em fragmentos da regio 1TS1-5.8S-1TS2 do
gene rRNA. b) Arvore filogenética construida baseando-se no sequenciamento parcial do gene da B-
Tubulina. ¢) Arvore filogenética construida baseando-se no sequenciamento parcial do gene do EF 1-a,

utilizando o método Neighbour-joining. RSequéncia de referéncia. "Sequéncia tipo.

Os 21 isolados obtidos foram agrupados em 4 taxons distintos de Pestalotiopsis.
A identificacdo destes taxons foi realizada por meio do sequenciamento parcial do gene
da B-tubulina e pela regido ITS. Todos os taxons foram identificados como Pestalotiopsis
sp. Arvores filogenéticas foram construidas com o intuito de demonstrar os taxons mais
préximos daqueles encontrados no presente trabalho (Figura 12). No entanto, ndo foram
encontradas sequencias de referéncia ou tipo para comparacgdo e sendo assim, apenas 0
género foi aceito.

Tejesvi et al. (2009) encontraram 5 espécies de Pestalotiopsis associadas com
as folhas das plantas medicinais Azadirachta indica, Holarrhena antidysenterica,
Terminalia arjuna e T. chebula. Kumaran et al. (2010) isolaram os taxons P. microspora,
P. guepinii, P. versicolor e P. neglecta em associacdo com Taxus cuspidata. Espécies de
Pestalotiopsis tem sido frequentemente relatas como taxons comuns e dominantes em
diversas espécies vegetais (KUMARAN et al., 2010).
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Pestalotiopsis sydowiana [JF923834]

UFMGCB 4809

Pestalotiopsis protearum CBS 114178 [JN712498]R

68
94

100

Pestalotiopsis manaiferae [J0281542]
UFMGCB 4876
— UFMGCB 4906
— Pestalotiopsis clavispora [JO008944]
Pestalotiopsis microspora CBS171.26 [AF377291R
_| Pestalotiopsis pallidotheae [AB482220]
74

0.005

100 99

UFMGCB 4924

65 | Pestalotiopsis crassiuscula [HM573250]
83 |'UFMGCB 4876
Pestalotiopsis clavispora [EF152585]
Pestalotiopsis paeoniicola [DQ333582]
Pestalotiopsis zonata [HM573251]
Pestalotiopsis ixorae [JQ762258]

48

Pestalotiopsis virgatula [HM573308]
Pestalotiopsis cruenta [HM573309]

88 |Pestalotiopsis palmarum [HM573310]
UFMGCB 4809

— Pestalotiopsis neglecta [EF055249]
98 Pestalotiopsis disseminate [HM573264]

4|7— UFMGCB 4924

Pestalotiopsis flavidula [HM573298]

98

b) —
0.05

_|;Pestalotiopsis uvicola [GU294730]
98 Pestalotiopsis sinensis [HM573292.]

Figura 12 - Arvores filogenéticas dos isolados do taxon Pestalotiopsis associados & carapa guianensis. a)

Arvore filogenética construida baseando-se em fragmentos da regido ITS1-5.8S-ITS2 do gene rRNA. b)

Arvore filogenética construida baseando-se no sequenciamento parcial do gene da B- Tubulina, utilizando

0 método Neighbour-joining. RSequéncia de referéncia. "Sequéncia tipo.

A familia Xylariaceae foi representada por 6 taxons (9 isolados), como

endofiticos de C. guaianensis, a qual ja foi documentada em associacdo com coniferas,

monocotileddnea, dicotileddnea e pteridofitas (DAVIS et al., 2003). Estes endofiticos sdo

colonizadores em assintomaticos, posteriormente podem atuar como de decompositores
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de celulose e lignina, quando a planta entra em fase de senescéncia (DAVIS et al., 2003).
Carvalho et al. (2012) ao avaliarem a diversidade de fungos endofiticos de folhas e cascas
de S. adstringens e obteveram 5 espécies de Xylariaceae. Espécies de Xylaria também ja
foram relatadas em associacdo com Ginkgo biloba (LIU et al.,2007), Piper aduncum

(SILVA et al., 2010) e outras espécies vegetais.

100 |UFMGCB 5015
86 ! Xylaria adscendens [GU300101]
Xylaria hypoxylon CBS 868.72 [AY909011]R
UFMGCB 4877
100 Y——— Xylaria curta [JX082389]
UFMGCB 4848

UFMGCB 5005
I: Entonaema pallida CBS 121671 [AM900591]R

UFMGCB 4914

—
0.01

Figura 13 - Arvores filogenéticas dos isolados da familia Xylariaceae associados & carapa
guianensis, construida baseando-se em fragmentos da regido 1TS1-5.8S-ITS2 do gene rRNA,,

utilizando o método Neighbour-joining. RSequéncia de referéncia. "Sequéncia tipo.

O género Fusarium é relatado em diversos tipos de ecossistemas naturais
como florestas tropicais, temperadas e desertos, assim como em ambientes polares
(LESLIE & SUMMERELL, 2006). Muitas espécies sdo encontradas como saprébios no
solo ou como colonizadores secundéarios de raizes de plantas. Outras espécies ja foram
descritas como patogenos de plantas capazes de causar diferentes doencas. Uma alta
diversidade de espécies de Fusarium também sdo relatadas como endofiticos, porém
também podem se tornar patdgenos quando seus hospedeiros sdo submetidos a fortes
estresses ambientais (WALSH et al., 2010). No presente estudo foi encontrado apenas um
isolado pertencente ao género Fusarium. O isolado UFMGCB apresentou 98% de
similaridade com Fusarium proliferatum (GQ167230) e foi identificado com Fusarium
cf. proliferatum (Tabela 1).

O complexo Hypocrea/Trichoderma compreende um grupo de fungos comumente
associado ao solo ou a madeira em decomposicdo e caracterizados pela producdo de
diversas enzimas utilizadas na indudstria, como agentes de biocontrole contra patégenos
de plantas, assim como patagenos de humanos e outros animais (KUBICEK et al., 2008).
De acordo com Druzhinina et al. (2011), poucas espécies de Hypocrea/Trichoderma
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foram isoladas até o momento como endofiticos, embora muitas espécies possam se
comportar como endofiticos facultativos. No presente trabalho foi encontrado o taxon
UFMGCB 4958 pertencente a este género (Tabela 1), o qual apresentou 99% de
similaridade com Hypocrea rufa (DQ315438) e a espécie foi aceita.

O género Pilidiella ¢ de distribuicdo cosmopolita e ja foi relatado como patdgeno
de plantas, causando doenca em folhas, caules e raizes de diversas plantas (NIEKERK et
al., 2004), bem como espécies saprobias e endofiticas (CROUS et al., 2012; HO et al.,
2012). Um isolado pertencente a este género foi obtido no presente trabalho e foi
identificado como Pilidiella cf. quercicola (Tabela 1), o qual apresentou 98% de
similaridade com o taxon Pilidiella quercicola (AY339345).

Os isolados UFMGCB 4862, 4880 e 4882 apresentaram similaridade de 93 a 97%
com 3 géneros distintos: Beltrania, Bagadiella e Menisporopsis. Uma arvore filogenética
foi construida para tentar elucidar a qual destes géneros cada um dos taxons isolados
pertence (Figura 14).

52 Menisporopsis theobromae [GU905996]

UFMGCB 4882

Beltrania querna ICMP 15825 [EF029240]R

UFMGCB 4880
53 Beltrania rhombica [GU797390]

Bagadiella lunata CBS 124762 [GQ303269]R

100 _{ Baaadiella victoriae CPC 17688 [JF951141]IR
67 | Bagadiella koalae CPC 17682 [JF951142]R

—
0.01

Figura 14 - Arvores filogenéticas construida baseando-se em fragmentos da regido ITS1-5.8S-
ITS2 do gene rRNA, utilizando o método Neighbour-joining. RSequéncia de referéncia.

TSequéncia tipo.

A sequéncia do isolado UFMGCB 4862 apresentou 2 e 4% de diferenca de
nucleotideo para Menisporopsis theobromae (GU905996) e Beltrania querna
(EF029240), respectivamente e foi identificado como Menisporopsis sp. O isolado
UFMGCB 4882 apresentou 4 e 5% de diferenca para os taxons Beltrania querna
(EF029240) e Menisporopsis theobromae (GU905996), respectivamente, e foi
identificado como Beltrania sp. O isolado UFMGCB 4880 apresentou 2% de diferenca
para Beltrania rhombica (GU797390) e também foi identificado como Beltrania sp.
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(Figural4). Menisporopsis é considerado um género restrito com até o momento 10
espécies registradas no Index Fungorum. Menisporopsis theobromae, espécie-tipo do
género, tem sido amplamente relatada pela sua capacidade de sintetizar um poliéster
bioativo (SULTAN, 2012). Espécies do género Beltrania sdo consideradas anamorfo de
um ciclo desconhecido de Ascomycota. Beltrania é um género bastante difundido e
comumente encontrado em folhas em decomposicdo e restos de plantas em areas
subtropicais e tropicais (FREITAS, 2012), porém ja foi relatado como endofitico de
Eperua falcata, Goupia glabra, Jacaranda sp., Manilkara bidentata e também em
Carapa guianensis (CANNON & SIMMONS, 2002).

No presente trabalho, a classe Dothideomycetes foi representada pelos géneros
Botryosphaeria, Endomelanconiopsis e Guignardia. Os isolados de Dothideomycetes
foram todos identificados baseando-se apenas no sequenciamento da regido ITS. O
género Endomelanconiopsis foi o taxon mais frequente dentro de Dothideomycetes com
7 isolados. A sequéncia do t&xon UFMGCB 4992 apresentou 99% de similaridade com
taxon Endomelanconiopsis endophytica (EU683669) e a identificacdo da espécie foi
aceita. Endomelanconiopsis endophytica foi descrita em 2008 por E.l. Rojas & Samuels
e analises filogenéticas demonstram que esta espécie é considerada “irma” de E.
microspora (Botryosphaeriaceae). Endomelanconiopsis endophytica ja foi relatada em
associacdo com folhas de Theobroma cacao, Heisteria concinna e Ouratea lucens
(ROJAS et al.,2008), Hevea brasiliensis (GAZIS & CHAVERRI, 2010) e Merremia
umbellata (BAEL et al., 2012). A analise da sequéncia do isolado UFMGCB 4902
apresentou 99% de similaridade com Botryosphaeria mamane (EF118052) e a
identificacdo da espécie também foi aceita. Botryosphaeria € um género com diferentes
espécies com distribuicdo cosmopolita. Algumas espécies ja foram descritas como
saprobias, ocasionalmente parasitas, endofiticas e patogéncias causando diversas doencas
em seus hospedeiros. Além disso, espécies de Botryosphaeria ja foram relatadas em
associagdo com monodicotiledoneas, dicotiledoneas e gimnospermas (DENNAM, et al.,
2000).

Dentro de Dothideomycetes foram ainda encontrados 2 taxons do género
Guignardia. Este género corresponde a formas teleomorfas de Phyllosticta e de alguns
outros géneros relacionados de fungos, geralmente, saprobios ou parasitas de folhas.
Espécies de Guignardia vém sendo descritas como endofiticas, mas sdo também
amplamente relatadas como patdgenos de diversas plantas de interesse na agricultura
(SILVA, 2008). A sequéncia do isolado UFMGCB 4933 apresentou 98% de similaridade
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com Guignardia mangiferae (FJ538342) e foi identificado como Guignardia cf.
mangiferae. A sequéncia do isolado UFMGCB 4813 apresentou 99% de similaridade com
Guignardia vaccinii (EU167584) e foi identificado como Guignardia vaccinii (Tabela 1).

Eurotiomycetes correspondem a terceira classe de fungos filamentosos encontrada
no presente trabalho. A identificacio dos taxons desta classe foi baseada no
sequenciamento parcial do gene da B-tubulina e na regido ITS. Os géneros encontrados
no presente estudo (Penicillium e Aspergillus) constituem grupos taxonomicamente
complexos ndo sendo possivel elucidar a sua identificacdo baseando-se apenas na regido
ITS.

Associado a C. guaianensis foram encontradas 2 espécies do género Penicillium.
O isolado UFMGCB 5014 apresentou 100% de similaridade com Penicillium citrinum na
analise da regido ITS e B-tubulina (Figura 15a, b) quando comparadas com sequencias de
referéncia. J& o isolado UFMGCB 4855 apresentou 100% de similaridade com
Penicillium siamense CBS 475.88 (JN899385) na anélise das sequencias da regido ITS
(Figura 15a). A sequéncia de B-tubulina apresentou 26% de diferenga com os taxons
Penicillium sizovae CBS 122387 (GU944536) e Penicillium tropicum CBS 112584
(GU944532) (Figura 15b). Desta forma, o isolado UFMGCB 4855 foi identificado como
Penicillium sp. Penicillium citrinum ja foi isolado de uma variedade de substratos, tais
como solo, alimentos e em associacdo com diferentes espécies vegetais (SAMSON et al.
2004). Além disso, P. citrinum tem sido frequentemente isolado de raizes e caules de
café, raizes de Ixeris repenes e folhas de Catha edulis (HOUBRAKEN et al., 2010).
Apenas um representante do género Aspergillus foi encontrado no presente estudo.
Aspergillus sp. UFMGCB 4878 apresentou 92 e 79% de similaridade com Aspergillus

panamensis na analise das sequéncias de ITS e B-tubulina, respectivamente (Figura 16).

Penicillium purpurogenum CBS 286.36 [JN899372]R
Penicillium funiculosum CBS 272.86 [JN899377]R
% | UFMGCB 4855

Penicillium siamense CBS 475.88 [JN899385]R
Penicillium verruculosum CBS 388.48 [JN899367]R
| Penicillium citrinum CBS 122452 [GU944576]R

100 | UEMGCB 5014

0.01
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UFMGCB 5014
Penicillium citrinum CBS 122396 [GU944554]R
L[ Penicillium sizovae CBS 122387 [GU944536]R
841 Penicillium tropicum CBS 112584 [GU944532]R

72

UFMGCB 4855

0,5

b)

Figura 15 - Arvores filogenéticas dos isolados do taxon Penicillium associados & carapa guianensis. a)
Arvore filogenética construida baseando-se em fragmentos da regido 1TS1-5.8S-ITS2 do gene rRNA. b)
Arvore filogenética construida baseando-se no sequenciamento parcial do gene da B- Tubulina,

utilizando o método Neighbour-joining. RSequéncia de referéncia. "Sequéncia tipo.

5Bpergillus conjunctus CBS 476.65 [FJ491663]R
72 Asperaillus anthodesmis CBS 552.77 [FJ491662]R

Asperaillus panamensis CBS 120.45 [FJ491665]R
Asperaillus implicatus CBS 484.95 [FJ491656]R

Asperaillus sparsus CBS 139.61 [FJ491658]1R
56 Asperaillus biplanus CBS 468.65 [FJ4916611R
UFMGCB 4878

—
a) 0.005

4913'—7 Aspergillus conjunctus CBS 476.65 [FJ491672]R
56 Asperaillus panamensis CBS 120.45 [FJ4916661R
83 Aspergillus implicatus CBS 484.95 [FJ491667]R

UFMGCB 4878

Aspergillus funiculosus NRRL 4744 [EF661112]R
 Aspergillus tubingensis CBS 134.48 [GU296696]%

100 LAsperqillus vadensis CBS 113365 [FJ629319]R

b)

—
0,05

Figura 16 - Arvores filogenéticas dos isolados do taxon Aspergillus associados & carapa guianensis. a) Arvore
filogenética construida baseando-se em fragmentos da regido ITS1-5.8S-ITS2 do gene rRNA. b) Arvore
filogenética construida baseando-se no sequenciamento parcial do gene da - Tubulina, utilizando o método

Neighbour-joining. RSequéncia de referéncia. TSequéncia tipo.



Cannon & Simmons (2002) avaliaram a diversidade de fungos endofiticos
associados as folhas de 12 espécies de plantas encontradas na reserva florestal lwokrama,
Guiana. Entre as espécies vegetais amostradas foram coletas amostras de 2 individuos de
C. guianensis. Os autores isolaram 30 fungos filamentosos que foram identificados em
16 taxons distintos, dentre eles: Beltrania sp., Beltrania rhombica, Colletotrichum sp.,
Ellisiopsis sp., Nodulisporium sp., Pestalotiopsis sp., Phomopsis sp., Xylariaceae sp.. Os
principais géneros encontrados no presente estudo estdo de acordo com o0s taxons mais

frenquetemente isolados no estudo de Cannon & Simmons (2002).

5.4 Diversidade da comunidade de fungos endofiticos assciados as folhas de
Carapa guianensis

A abundancia de fungos endofiticos associados as folhas de C. guianensis variou
entre 0,56 e 18,33% (Tabela 2). Para a determinacéo destes valores foram considerados
apenas 180 isolados, uma vez que ndo foi possivel realizar a identificacdo de 29 isolados
por meio da metologia utilizada. Um total de 42 taxons distintos associados a C.
guianensis foram identificados e os géneros Colletotrichum, Phomopsis, Pestalotiopsis,
Diaporthe foram os mais abundantes, respectivamente. De acordo com Rajagopal et al.
(2012) os géneros Colletotrichum, Botryosphaeria, Xylaria, Phomopsis, Guignardia e
Glomerella sdo encontrados com frequéncia em diferentes plantas medicinais de
ambientes tropicais. Rojas et al. (2010) identificaram Colletotrichum gloeosporioides
como espécie dominante associada & Theobroma cacao. Ruma et al. (2011) encontrarm
0 género Colletotrichum como endofitico dominante em Artocarpus hirsutus e Vateria
indica. Carvalho et al. (2012) encontraram Phomopsis sp. como o taxon dominante em S.
adstringens. Por outro lado, no presente trabalho foram encontrados 15 tdxons com
valores de abundancia de 0,56%, constituindo a por¢do minoritaria da comunidade de
fungos endofiticos associados a C. guianensis, 0s quais incluem espécies dos géneros
Fusarium, Guignardia, Botryosphaeria, Menisporopsis, Pilidiella, Penicillium,
Entonaema e Xylaria (Tabela 2).

De acordo com Melo (2008) uma das metodologias mais seguras de se mensurar
a diversidade de um ambiente € por meio do uso de indices de diversidade. Tais indices
proporcionam vantagens tais como combinar diferentes componentes de diversidade,
expressar matematicamente os resultados, além da independéncia em relacdo ao esforgo

amostral. Para determinar a diversidade da comunidade de fungos endofiticos associados
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a C. guianensis foram utilizados indices de riqueza (Margalef), dominancia (Simpon) e
diversidade (Fisher-a). As folhas de C. guianensis apresentaram um indice de riqueza de
espécies moderado (Margalef = 7,9) quando comparado com outros estudos relacionados.
Carvalho et al. (2012) obtiveram um alto indice de riqueza de espécies (Margalef = 11,4)
associadas as folhas de S. adstringens, planta medicinal encontrada no Cerrado brasileiro.
Pang et al. (2008) ao avaliarem a riqueza de espécies associadas as folhas de Kandelia
candel, arvores de mangue tipicamente encontradas no Japdo, obtiveram uma baixa
riqueza de espécies (Margalef = 1,69). Assim como no presente estudo, Kusari et al.
(2012) encontraram uma riqueza de espécies fungos endofiticos moderada (Margalef =
7,75) associadas a folhas de Cannabis sativa, planta utilizada para fins medicinais.

O célculo de dominancia foi realizado utilizando o indice de Simpson. Valores de
Simpson proximos a 1 demonstram uma comunidade com alta diversidade e com auséncia
de dominéncia entre os taxons encontrados. A comunidade de fungos endofiticos
associados de C. guianensis apresentou indice de Simpson de 0,93, sugerindo que poucos
taxons foram dominantes e se distribuiram de forma homogénea dentro da comunidade.
Vieira et al. (2012) também observaram que os fungos endofiticos associados a Solanum
cernuum (Panacéia), planta medicinal popularmente utilizada no tratamento de doencas
infeciciosas, apresenta distribuicdo homogénea dentro da comunidade (Simpson = 0,92).
Ravindra et al. (2011) caracterizaram a diversidade de fungos endofiticos associados a
Adenocalymma alliaceum, planta medicinal nativa da regido amazonica, e encontraram
valores para o indice de Simpson = 0,89. Flor et al. (2011) ao caracterizarem a diversidade
de fungos endofiticos associados as folhas de Taxus globosa encontraram indice de
Simpson = 0,87.

A diversidade de espécies associadas as folhas de C. guianensis foi calculada por
meio do indice de Fisher-a, o qual apresentou valor de 17,23. Quanto maior o valor de
Fisher-a, maior a diversidade de espécies do ambiente analisado. Veja et al. (2010) ao
calcularem o indice de diversidade de Fisher-o da comunidade de fungos endofiticos
associados a espécies de café do México e Coldmbia encontraram valores de 14,7 e 75,4,
respectivamente, demonstrando que ambas as comunidades apresentaram alta
diversidade. Gazis & Chaverri (2010) ao avaliarem a diversidade de fungos endofiticos
associados a Hevea brasiliensis, encontraram uma comunidade com alta diversidade
(Fisher-a. = 22,41). Carvalho et al. (2012) encontraram valores de Fisher-a de 25,8 ao

avaliarem a diversidade de fungos associados a S. adstringens.
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Tabela 2 — Numero de isolados e abundancia dos fungos endofiticos associados a Carapa guianensis.

Espécie de fungo endofitico Ngg}g&%ge Abundancia (%)
Colletotrichum sp. 4 33 18,33
Phomopsis sp. 3 21 11,67
Pestalotiopsis sp. 2 12 6,67
Diaporthe sp. 3 10 5,56
Phomopsis sp. 2 8 4,44
Endomelanconiopsis endophytica 7 3,89
Phomopsis sp. 4 7 3,89
Colletotrichum siamense 6 3,33
Colletotrichum sp. 1 6 3,33
Phomopsis sp. 1 6 3,33
Diaporthe sp. 1 5 2,78
Colletotrichum sp. 2 4 2,22
Colletotrichum sp. 3 4 2,22
Colletotrichum sp. 6 4 2,22
Pestalotiopsis sp. 4 4 2,22
Aspergillus sp. 3 1,67
Beltrania sp. 1 3 1,67
Diaporthe sp. 4 3 1,67
Pestalotiopsis sp. 1 3 1,67
Colletotrichum sp. 5 2 1,11
Colletotrichum sp. 7 2 1,11
Entonaema cf. pallida 2 1,11
Glomerella sp. 1 2 1,11
Guignardia cf. mangiferae 2 1,11
Hypocrea rufa 2 1,11
Pestalotiopsis sp. 3 2 1,11
Xylaria adscendens 2 1,11
Beltrania sp. 2 1 0,56
Botryosphaeria mamane 1 0,56
Diaporthe sp. 3 1 0,56
Entonaema sp. 1 1 0,56
Entonaema sp. 2 1 0,56
Fusarium cf. proliferatum 1 0,56
Glomerella sp. 2 1 0,56



Guignardia vaccinii 1 0,56
Menisporopsis sp. 1 0,56
Penicillium citrinum 1 0,56
Penicillium sp. 1 0,56
Phomopsis subordinaria 1 0,56
Pilidiella cf. quercicola 1 0,56
Xylaria sp. 1 1 0,56
Xylaria sp. 2 1 0,56
Total 180 100

O esforco amostral da comunidade de fungos endofiticos associados a C.
guianensis foi avaliado por meio de curva de rarefacdo de espécies, que representa o
numero de espécies em funcdo do nimero de amostras avaliadas (Figura 17). A curva nao
aingiu uma assintota, indicando que a diversidade total (riqueza e composicdo de
espécies) ndo foi obtida. Este resultado sugere que o aumento da amostragem poderia
levar a obtencdo de outros taxons de fungos associados a C. guianensis. Unterseher et al.
(2007) avaliaram a diversidade de fungos endofiticos associados as folhas de Acer
pseudoplatanus, Fraxinus excelsior, Quercus robur e Tilia cordata e a avaliacdo do
esforgo amostral por meio da curva de rarefagdo também demonstrou que néo foi possivel
obter toda a diversidade de espécies associadas a estas plantas. Carvalho et al. (2012)
avaliaram a diversidade de fungos endofiticos associados a S. adstringens e obtiveram
320 isolados que foram agrupados em 66 taxons distintos. As analises de diversidade
indicaram que a riqueza e a composicao de espécies associadas a S. adstringens também

nao foram totalmente observadas.
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Figura 17 — Curva de rarefagio de espécies (indice de Mao-Tau) dos fungos endofiticos associados &s

folhas de Carapa guianensis Aublet (Meliaceae), construida com intervalo de 95% de confianca.
5.5 Cultivo e preparo dos extratos

Um total de 209 extratos fungicos e 30 extratos de C. guianensis foram preparados
para a realizacdo dos ensaios bioldgicos. Alguns trabalhos relatam que a metodologia
utilizada para a producédo dos extratos brutos pode influenciar profundamente nos tipos
de metabdlitos produzidos pelo fungo (FRISVAD et al., 2008; ALY et al., 2011). Para
obtencdo dos metabdlitos bioativos, todos os fungos foram cultivados utilizando técnicas
de fermentacdo em estado solido (FES) em BDA. A fermentacdo em meios s6lidos vem
sendo amplamente utilizada em diferentes bioprocessos, incluindo a obtencéo de produtos
naturais bioativos microbianos. Este tipo de fermentagcdo proporciona um ambiente
favoravel para o crescimento microbiano, principalmente para fungos filamentosos
devido ao crescimento de hifas, a qual tem a capacidade de crescer ndo apenas sobre a
superficie das particulas do substrato, mas também penetrar através delas (PANDEY,
2008). Alem disso, de acordo com Kusari et al., (2012), a alteragdo nos parametros
fermentativos pode influenciar na biossintese dos metabolitos secundarios, aumentando
0 numero de moléculas produzidas. Fatores como pH, temperatura, composi¢do do meio

de cultura, umidade, tempo de crescimento podem influenciar ndo apenas nos tipos
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componentes produzidos, mas também no rendimento destes metabolitos (ALY et ai.,
2011).

Para a extracdo dos metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos endofiticos
associados a C. guianensis foi utilizado como solvente etanol PA. A escolha deste
solvente esta relacionada com o fato do etanol (1) possuir uma faixa de polaridade com
capacidade de se ligar a moléculas de baixo e medio peso molecular, (2) pelo satisfatorio

poder de penetracdo em meios de cultura solido e por (3) sua baixa toxicidade.

5.6 Deteccdo dos extratos ativos

Dos 209 extratos fungicos submetidos ao ensaio de triagem para deteccdo de
metabolitos antimicrobianos, 22 (11%) apresentaram percentual de inibi¢do superior a
60% contra pelo menos um dos micro-organismos alvos (Figura 18a). Entre estes, 13
extratos (59%) foram capazes de inibir o crescimento de Candida krusei, 5 (23%)
inibiram o crescimento de C. albicans e 4 (18%) E. coli (Figura 18b). Com relacdo aos
extratos de C. guianensis, apenas um extrato apresentou percentual de inibi¢do superior
a 60%, o qual inibiu o crescimento de C. krusei. Nenhum extrato etandlico apresentou
atividade contra as linhagens de P. aeruginosa e C. sphaerosperum. Os 23 extratos
considerados ativos tiveram sua Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) determinada, e
destes, apenas 3 (14%) repetiram a atividade apresentada nos testes de triagem (Figura
18c). De acordo com Vieira et al. (2012) € possivel que ocorra perdas da atividade de
alguns extratos em funcdo de fatores como alteragdes fisico-quimicas imperceptiveis
durante o processo de armazenamento ou mesmo devido a instabilidade da(s)

substancia(s) ativa(s) presentes nos extratos.
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Figura 18 — Desempenho dos extratos dos endofiticos associados a Carapa guianensis contra 0s micro-

organismos alvos.

O percentual de extratos ativos encontratos no presente trabalho foi considerado
baixo em comparagdo com outros estudos publicados. Phongpaichit et al. (2006)
avaliaram a atividade antimicrobiana de 377 extratos de fungos endofiticos associados a
5 espécies de Garcinia, planta medicinal utilizada no tratamento de infeccdes na Asia,
Africa e Austrélia. Estes autores avaliaram o desempenho dos extratos contra S. aureus,
C. albicans e Cr. neoformans e observaram 70 (18,6%) extratos ativos contra pelo menos
um dos micro-organismos alvos. Guimardes et al. (2008) verificaram o potencial
antimicrobiano de 37 extratos de fungos endofiticos associados a Viguiera arenaria e
Tithonia diversifolia, plantas medicinais comumente utilizadas no tratamento de malaria,
diarreia, febre, hepatite e feridas. Os autores acima observaram que 5,1% dos extratos
apresentaram atividade contra S. aureus, 25,6% contra E. coli e 64,1% contra C. albicans.
No estudo realizado por Buatong et al. (2011), o qual avaliou a atividade antimicrobiana
de 150 extratos de fungos endofiticos associados a 12 espécies de plantas de mangue,
61,3% dos isolados foram capazes de produzir metabolitos bioativos. Rosa et al. (2012)
avaliaram a atividade antifungica de 24 fungos endofiticos associados com S. sonchifolius

(yacon) e S. uvedalius (bear foot), plantas medicinais utilizadas nos Estados Unidos, 0s
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quais verificaram a atividade dos extratos dos fungos endofiticos contra Colletotrichum
acutatum, C. fragariae e C. gloeosporioides e obtiveram 41,6% dos extratos com
atividade antifangica contra pelo menos um dos alvos. Carvalho et al. (2012) realizaram
um estudo para verificar a atividade biolégica de 320 extratos de fungos endofiticos
associados a S. adstringens e um total de 16 extratos (5%) apresentaram atividade contra
pelo menos contra um dos micro-organismos alvos. Sathish et al. (2012) avaliaram a
atividade antimicrobiana de extratos de fungos endofiticos associados a Eucalyptus
globulus e E. citriodora, plantas produtoras de 6leos essenciais comumente utilizados no
combate a infeccBes bacterianas, flngicas e problemas respiratorios. Dos 30 extratos
fangicos avaliados, apenas 4 foram capazes de inibir o crescimento de P. aeroginosa,
Mycobacterium smegmatis e C. albicans e 2 inibiram o crescimento do fungo filamentoso
Penicillium chrysogenum.

Segundo Strobel (2003), nem sempre é possivel estabelecer uma correlacdo direta
entre 0s metabdlitos produzidos por fungos endofiticos quando estes se encontram em seu
hospedeiro e quando os mesmos sdo cultivados externamente em meios de cultura. Os
taxons Colletotrichum sp. UFMGCB 4872 e 4991 apresentaram percentual de inibicao de
95 e 98%, na concentracdo de 250 pg/mL, contra E.coli. Diferentes estudos vém
demonstrando que espécies de Colletotrichum sdo boas produtoras de metabdlitos
bioativos. Colletotrichum cf. boninense e Colletotrichum sp., fungos endofiticos isolados
de S. adstringens, foram capazes de inibir o crescimento de linhagens de C. albicans
(CARVALHO et al., 2012). Espécies de Colletotrichum isoladas a partir de tecidos
foliares de Artemisia annua, uma herbacea medicinal, apresentaram atividade contra
Bacillus subtilis, S. aureus, Sarcina lutea e Pseudomonas sp., C. albicans e Aspergillus
niger (LU et al., 2000). Colletotrichum dematium e Chaetomium globosum isolados a
partir de folhas e caules de Nyctanthes arbor-tristis, planta medicianal utilizada no
sudoeste da Asia, foram capazes de inibir o crescimento de Shigella flexnii, Shigella
boydii, Salmonella enteritidis, Salmonella paratyphi e P. aeruginosa. Colletotrichum
dematium isolado a partir desta mesma planta foi capaz de inibir o crescimento do fungo
fitopatogénico Curvularia lunata (GOND et al., 2012). Colletotrichum truncatum,
endofitico da planta medicinal Tylophora indica, foi ativo contra Sclerotinia sclerotiorum
e Fusarium oxysporum (KUMAR et al., 2010). Além da ampla atividade antimicrobiana
associada as varias espécies deste género, Colletotrichum gloeosporioides isolados da
planta medicinal Justicia gendarussa, foi capaz de produzir taxol, substancia conhecida
por sua atividade antitumoral (GANGADEVI & MUTHUMARY, 2009).
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Neste estudo o tdxon Pilidiella cf. quercicola UFMGCB 4904 foi capaz de inibir
o0 crescimento de E. coli em 92%, na concentracédo de 250 pug/mL. Entretanto, pelo nosso
conhecimento ndo existe nenhum estudo que caracterize que esta espécie seja produtora

de metabolitos antimicrobianos.

5.6.1 Determinacéo da atividade tripanosomicida

Com relacdo aos ensaios contra formas amastigotas de T. cruzi, dos 209 extratos
fangicos avaliados, 3 (1,4%) apresentaram atividade tripanosomicida acima de 70% de
inibicdo na concentracdo de 20 pug/mL. O isolado Phomopsis sp. UFMGCB 4830 foi
capaz de inibir em 100% o desenvolvimento das formas amastigotas de T. cruzi. Espécies
de Phomopsis tem sido relatadas como produtores de diferentes metabdlitos bioativos.
De acordo com Yang et al. (2010), nos ultimos 40 anos foram descritos cerca de 40 novos
metabdlitos produzidos por espécies de Phomopsis, dentre os quais se destacam
peptideos, lactonas, xantonas, micoepoxidienos, entre outros com diferentes tipos de
atividades biologicas.

O isolado UFMGCB 4865, néo identificado, foi capaz de inibir em 77,8% o
desenvolvimento de T. cruzi. Endomelanconiopsis endophytica UFMGCB 4995
apresentou percentual de inibicdo de 85,9%. Endomelanconiopsis endophytica é uma
espécie recentemente descrita como endofitica e foi encontrada pela primeira vez em
associacdo com folhas de T. cacao (cacau) (ROJAS et al., 2008). Endomelanconiopsis
endophytica tem sido descrtita em associagdo com hospedeiros lenhosos de ambientes
tropicais sul-americanos, tais como Heisteria concinna e Ouratea lucens (ROJAS et
al.,2008), Hevea brasiliensis (GAZIS & CHAVERRI, 2010), espécies de Terminalia
(BEGOUDE et al., 2011) e Merremia umbellata (BAEL et al., 2012). Pelo nosso
conhecimento ndo existe relato de atividade bioldgica de espécies de
Endomelanconiopsis.

Trypanossoma cruzi é o agente etiolégico da Doenca de Chagas, que afeta 15
milhGes de pessoas na América Latina e é responsavel pela morte de 45 mil pessoas por
ano de acordo com Organizacdo Mundial da Saude (LUIZE et al., 2005; IZUMI et al.,
2011). Atualmente, os compostos benzonidazol e Nifurtimox tém sido utilizados em toda
a América Latina como as drogas de escolha no tratamento da doenca, no entanto, estes
compostos ndo séo considerados eficazes e apresentam efeitos colaterais como toxicidade

renal e cardiaca (VELOSO et al., 2001). No Brasil o benzonidazol é a Unica droga
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disponivel e seus resultados demonstram cura de 70-80% dos casos, na fase aguda, mas
somente 10-20% para a infeccdo cronica (1IZUMl et al., 2011). Desta forma, fica evidente
a necessidade da busca de novos compostos bioativos contra T. cruzi. Os resultados
obtidos no presente trabalho monstram-se promissores para a investigacao de novas
moléculas bioativas em relagdo ao extrato produzido pelo fungo E. endophytica
UFMGCB 4995, uma vez que ndo ha registros do potencial biotecnolégico deste taxon.

5.7 Re-cultivo, extracao e certificacdo da atividade antimicrobiana

Os extratos que mantiveram atividade biolégica nos ensaios de CIM foram
novamente produzidos para avaliar a manutencdo da atividade apds novo cultivo. Os
isolados Colletotrichum sp. UFMGCB 4872 e Pilidiella cf. quercicola UFMGCB 4904
ndo puderam ser re-ativados apos criopreservacdo e foram considerados mortos. Desta
forma, o teste de confirmacdo de atividade antimicrobiana foi realizado apenas com o
isolado Colletotrichum sp. UFMGCB 4991. Para obter um extrato com menos
componentes do meio de cultura (extraidos com etanol), o extrato do fungo
Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 foi produzido utilizando-se o solvente diclorometano
(DCM). O uso do DCM como solvente para extrair metabolitos fungicos evita a extracao
de componentes do meio de cultura onde o fungo foi cultivado tais como agucares e
compostos nitrogenados. Além disso, o DCM, devido a sua polaridade, extrai
preferencialmente moléculas de baixo peso molecular, ou seja, metabolitos secundarios
ou produtos naturais. ApoOs cultivo de 5 placas com crescimento micelial de
Colletotrichum sp. UFMGCB 4991, foi obtido rendimento de 6,42 mg do extrato
diclorometanico. O extrato do fungo Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 produzido
utilizando DCM foi capaz de inibir o crescimento de E. coli em 95,3% na concentragéo
de 125 pg/mL.

5.8 Processos fermentativos do fungo Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 para
determinacdo das condicdes Otimas de cultivo e obtencdo de metabolitos

bioativos

Os meétodos mais utilizados para a obtencdo de metabdlitos bioativos a partir de
micro-organismos estdo diretamente relacionados com 0s processos fermentativos
(JOSEPH & PRIYA, 2011). De acordo com Kusari (2012), o controle das condigdes de

fermentacao por alteracdo dos parametros do processo tais como tipo de meio de cultura,
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pH, pressdo de Oz e CO2, tempo de crescimento, temperatura e aeracdo podem melhorar
a producdo de metabdlitos secundarios bioativos microbianos. Com o objetivo de
melhorar a producdo de metabolitos bioativos do fungo Colletotrichum sp. UFMGCB
4991, parametros como meio de cultivo, temperatura e tempo de crescimento foram
alterados. Os meios de cultura variaram desde muito pobres, com presenca apenas de
glicose (AAG); meio intermediario, contendo glicose e extrato de levedura (AAGL);
meio rico BDA e muito rico (BDA suplementado com glicose).

Ao final do processo fermentativo do fungo Colletotrichum sp. UFMGCB 4991, 64
diferentes condigdes de cultivo foram avaliadas. Os extratos produzidos foram
submetidos a triagem contra todos 0s micro-organismos alvos para determinacdo do
espectro de acdo. Entre as diferentes condi¢bes analisadas, 27 (42,2%) apresentaram
atividade contra pelo menos um dos micro-organismos alvos. O extrato do fungo
Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 que inicialmente foi capaz de inibir apenas E. coli,
apos as variagdes nos parametros de cultivo, também passou a apresentar atividade contra
S. aureus, C. albicans, C. krusei e C. sphaerosperum (Figura 19). Nenhum dos extratos
produzidos a partir das diferentes condicdes foi capaz de inibir o crescimento de P.
aeruginosa.

Os extratos do fungo Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 produzidos a partir do
meio de cultura AAG ndo apresentaram atividade contra nenhum dos micro-organismos
alvos, indicando que o estresse submetido ao fungo devido a caréncia de nutrientes parece
ndo ter favorecido a producdo metabdlitos secundarios bioativos (Tabela 3). O
crescimento micelial do fungo neste meio foi bem reduzido, com col6nias apresentando
aspecto hialino e com baixa densidade de hifas. Como consequéncia 0s extratos
produzidos a partir deste meio apresentaram os rendimentos baixos em sua maioria,
variando de 0,0189 a 0,48 mg/mL, de acordo com a temperatura e do tempo de
crescimento (Figura 20). De acordo com Frisvad et al. (2008) e Aly et al. (2011) a
diversidade de metabolitos secundarios pode aumentar com a utilizacdo de meios
complexos. Quantidades elevadas de sacarose e glicose, juntamente com extrato de
levedura ou extrato de malte, bem como a adi¢do de minerais e tragos de metais podem
levar a producdo de metabdlitos altamente variados e com rendimento elevado.

Dos 64 extratos avaliados, 21 apresentaram atividade contra E. coli com inibicéo
entre 71,5 e 100% (Tabela 3). Entre estes, 3 extratos produzidos no meio AAGL
apresentaram atividade contra E. coli, com inibic&o entre 74,4 e 96,8%; destes, 2 inibiram

de 89,2 e 96,8% na concentracdo de 62,5 ug/mL (Tabela 3) e tiveram os fungos crescidos
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nas temperaturas de 30° e 20°C, respectivamente, por 45 dias. Apesar de estes extratos
apresentarem atividade em concentragdes relativamente baixas, o tempo para a obtengéo
dos metabolitos bioativos foi considerado alto, 0 que torna estas condi¢Ges, em termos de

tempo de cultivo, desvantajosas.

1;2%

¥ Escherichiacoli ® Staphylococcus aureus M Candida albicans W Candida krusei M Cladosporium sphaerospermum

Figura 19 — Espectro de acdo dos extratos obtidos a partir do teste fermentativo realizado com o fungo
Colletotrichum sp. UFMGCB 4991.

Dez extratos produzidos em BDA exibiram atividade contra E. coli, com inibicao
entre 81,2 e 100% (Tabela 3). As concentragdes dos extratos ativos neste meio variaram
de 15,6 a 250 pg/mL. O extrato que exibiu melhor atividade (96,9% de inibicdo a 15,6
pg/mL) foi preparado a partir do meio BDA a 25°C com 60 dias de crescimento. No
entanto, o tempo de crescimento necessario para a obtencdo de atividade nesta
concentracéo foi considerado alto, o que torna esta condicdo menos interessante quando
comparada com a condicdo padréo para obtengdo de extratos brutos (BDA 25° em 15
dias). O extrato produzido nas condi¢des padrdo (BDA 25° em 15 dias) apresentou
inibicdo de 87,2% a 31,25 pg/mL contra E. coli, o que torna esta condi¢do a mais atraente
para deteccdo de metabdlitos antibacterianos.

Foram obtidos ainda 8 extratos produzidos a partir do meio BDAG que exibiram
atividade contra E. coli. Estes extratos apresentaram inibigéo entre 71,5 e 100% (Tabela
3). As concentragOes dos extratos ativos neste meio variaram entre 31,25 e 250 pg/mL,
sendo que as atividades nas concentragdes mais baixas foram obtidas a 25° e 30°C com
60 dias de crescimento, 94,5 e 98,6% de inibicdo a 31,25 pg/mL, respectivamente.

A temperatura de 35°C se mostrou desfavoravel para obtencdo de metabolitos

bioativos contra E. coli, apenas um extrato exibiu atividade nesta temperatura (AAGL
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com 30 dias de crescimento). Os extratos que apresentaram as melhores atividades contra
E. coli foram produzidos em BDA e BDAG nas temperaturas de 25° e 30°C. As atividades
nas concentracbes mais baixas foram obtidas, principalmente, com os tempos de
crescimento de 45 e 60 dias, indicando que fungo permanece produzindo metabdlitos
bioativos durante todo seu periodo de crescimento.

Quatorze extratos foram ativos contra S. aureus, com inibic¢ao variando entre 66,6
e 98,2% (Tabela 3). Apenas 2 extratos produzidos a partir do meio AAGL foram capazes
de inibir o crescimento de S. aureus. Os extratos obtidos utilizando o meio AAGL so0
apresentaram atividade com 30 e 45 dias de crescimento na temperatura de 30°C, com
inibicdo de 86,6 e 90,3%, respectivamente, na concentragdo de 125 pg/mL.

Seis extratos preparados a partir do meio BDA exibiram atividade contra S.
aureus, com inibicdo variando de 66,6 a 98,2%. As concentracfes dos extratos ativos
variaram de 31,25 a 250 pg/mL. As melhores atividades obtidas do crescimento do fungo
em BDA foram obtidas a 30°C com 45 e 60 dias de crescimento, com inibicéo de 70,2 e
73,8% na concentracao de 31,25 pg/mL. O extrato produzido a partir do BDA a 25°C
com 15 dias de crescimento apresentou atividade de 98,2% a 250 pg/mL. Também foram
observados 6 extratos produzidos a partir do meio BDAG que apresentaram atividae
contra S. aureus, com porcentagens de inibigdo variando entre 66,8 e 97,1%. As
concentracdes dos extratos ativos variaram de 31,25 a 125 pug/mL. A melhor atividade no
meio BDAG foi observada a 25°C ap6s 60 dias de crescimento. A atividade contra S.
aureus foi observada principalmente com periodos de crescimento de 45 e 60 dias. O
extrato do meio BDAG a 25°C apresentou 0os melhores resultados para S. aureus,
exibindo atividade promissora com todos os tempos de crescimento. Os extratos
produzidos a 35°C ndo exibiram atividade em nenhum dos meios de cultura.

Quatro extratos apresentaram atividade contra C. albicans, com inibicdo entre 70
a 87,2% (Tabela 3). Os extratos exibiram atividade apenas nas concentracdes de 125 e
250 pg/mL. Os extratos produzidos a partir do meio AAGL apresentaram atividade de
70% (25°C em 45 dias) e 74,5% (35°C em 30 dias) na concentragdo de 250 pug/mL. O
extrato preparado a partir do BDA apresentou a melhor ativadade quando produzido a
25°C apos 60 dias de crescimento, exibindo inibi¢do de 79,8% a 125 pg/mL. O extrato
produzido a partir do meio de cultura BDAG a 20°C, com 30 dias de crescimento,
apresentou porcentagem de inibigéo de 87,2% na concentragdo de 250 pug/mL. Nenhum

extrato preparado com 15 dias de crescimento exibiu atividade contra C. albicans.
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A atividade contra C. kruzei foi observada em 3 condiges: (1) AAGL 35°C em
30 dias, (2) BDA 35°C em 60 dias e (3) BDAG 20°C em 30 dias, com inibig&o de 99,1,
70,9 e 71,8%, respectivamente. A atividade foi observada apenas na concentracdo de 250
pg/mL. Apenas o extrato produzido a partir de AAGL na temperatura de 35°C com 30
dias de crescimento exibiu atividade contra C. sphaerosperum, com inibicéo de 66,7% a
250 pg/mL.

O isolado Colletotrichum sp. UFMGCB 4991 quando crescido em AAGL a 35°C
por 30 dias foi capaz de produzir metabolitos capazes de inibir o crescimento de E. coli,
C. albicans, C. krusei e C. sphaerosperum, a qual indica ser uma condic¢do que induz a
producdo de uma maior variedade de metabdlitos secundarios.

Com relacdo aos rendimentos dos extratos, foi possivel observar que os meios
mais pobres (AAG e AAGL) apresentaram rendimentos mais baixos quando comparados
com os meios ricos (BDA e BDAG). Os extratos produzidos a partir do meio AAGL
apresentaram rendimentos entre 0,019 e 0,127 mg/mL; enquanto os extratos produzidos
a partir dos meios BDA e BDAG apresentaram rendimentos entre 0,016-0,44 e 0,016-
1,28 mg/mL, respectivamente. No entanto, a principio ndo foi possivel observar um
padréo entre as temperatuas e o tempo de crescimento, pois 0s rendimentos se mostraram
variaveis (Figura 20). De uma maneira geral é possivel observar uma reducdo dos
rendimentos com o decorrer do tempo, tal fato pode estar associado a uma desidratacao

do meio de cultura ap6s longos periodos de incubacéo.

[
L

Rendimento (mg)

30d 45d
TempoiTemperatura

HAAG mAAGL wBDA mBDAG

Figura 20 — Rendimento dos extratos produzidos no teste de fermentagéo realizado com o isolado
Colletotrichum sp. UFMGCB 4991.
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Tabela 3- Atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir do teste fermentativo realizado com fungo Colletotrichum sp. UFMGCB 4991.

Bacteria Leveduras Fungo filamentoso
Pseudomonas Cladosporium
Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans Candida krusei
aeruginosa sphaerospermum
Condigéo de % Inib.2 CIme % Inib. CIM % Inib. CIM % Inib. CIM % Inib. CIM % Inib. CIM
cultivo (CVP) (ug/mL) (CV) (ug/mL) (CV) (ng/mL) (CV) (ng/mL) (Cv) (ng/mL) (CVv) (ug/mL)
AAGL 20°45d? 96,8 (17,4) 625 6 (0) 4,3 (1) 35,3 (1) - 42,8 (1) i 4,4 (26) i
AAGL25° 45d 9,3 (11,2) - 0 (4) 0(2) i 70 (2) 250 0(0) i 2(6,7) i
AAGL30°30d  322(102) -  866(L3) 12 0(2) 0(0) i 35,1 (3) 2,3(4,3) -
AAGL 30°45d  89,2(26,3) 625 90,3 (11,3) 125 0 (6) i 37 (0) - 31,3 (0) i 31,8 (7) i
AAGL 35° 30d 74,4 (3,8) 250 20,8 (0) i 7,8 (1) i 74,5(0,6) 250 99,1(0,8) 250 60,7 (1) 250
BDA 20° 15d 92,9 (0,2) 125 35,5 (2) i 0 (0) i 11,7 (0,8) - 43,3 (2) 3,5 (65) i
BDA 20° 45d 97,9 (0,1) 125 68,7(2,6) 625 0(9) i 41,5 (1) - 50,1 (1) 0 (24) i
BDA20°60d  97.6(07) 625 666(7.6) -2 49(3) - 405 (2) : 417 (0) - 0(7) -
BDA 25° 15d 87,2(2,4) 31,25 98,2 (4) 250 0(3) i 47,1 (1) - 0(1) i 4,4 (9) i
BDA 25° 30d 10, 5 (12,9) - 91,5 (2,1) 62.5 0(7) i 42,6 (2) - 46,2 (2) i 76 (2) i
BDA 25° 45d 98,1(0,6) 31,25  14,9(1) i 1,2 (0) i 31,3(2) - 49,4 (1) 14 (54) i
BDA 25° 60d 96,9(0,5) 1562 56,7 (1) i 11 (2) 79,8 (0,6) 125 53,4 (2) i 0 (25) i
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BDA 30° 15d

BDA 30° 30d

BDA 30° 45d

BDA 30° 60d

BDA 35° 60d

BDAG 20° 30d

BDAG 20° 45d

BDAG 25° 15d

BDAG 25° 30d

BDAG 25° 45d

BDAG 25° 60d

BDAG 30° 15d

BDAG 30° 30d

BDAG 30° 45d

BDAG 30° 60d

96,7 (5)
99,8 (2,5)
100 (4,1)
99,4 (0,9)
0(4,1)
51,1 (1,5)
94,7 (2,5)
39,2 (0,2)
81,2 (3.1)
98,1(0,1)
94,5 (0,3)
100(14,1)
97,9 (1,5)
71,5 (1,4)

98,6 (0,4)

250
31,25
250

125

62,5

125
125
31,25
250
62,5
31,25

31,25

0(3)

50 (0)
70,2 (4,5)
73,8 (4,5)
15,6 (0)
22,7 (2)
66,8(1,5)
92 (2,7)
71,2 (6,5)
81,3 (5)
91,8 (11)
0(0)

43 (1,6)
97,1 (4,4)

10 (3,6)

31,25

31,25

125
62,5
125
62,5

31,25

125

8,2 (18)
0(0)
7(2)
0(0)
0 (4)
0 (6)
34 (3)
0(2,6)
17,7 (0)
0(8)
32(0)
56,2 (0)
46,5 (0)
8,7 (1)

0(0)

35,3 (0)
54,4 (2)
0(1)
27,7 (1)
17,5 (1)
87,2 (1)
45,8 (0)
0 (4)
57,8 (1)
38,3 (1)
29,4 (0)
53,2 (1)
48,8 (0,7)
57 (0)

34,8 (0,6)

19,6 (1)
59,5 (2)
48,6 (4)
48,1 (2)
70,9 (1)
71,8 (6)
0(1)
36,6 (1)
44,9 (2)
50,1 (10)
51,5 (1)
29,8 (1)
44,4 (1)
59,1 (1)

50,5 (0)

250

250

15,1 (28)
19,3 (13)
10 (0)
36,6 (1)
2 (1,6)
54,4 (8,9)
35 (5)
231 (1)
0,7 (4)
41,4 (13)
0(19)
38,8 (17)
0(12)
14,3 (24)

0(23)

AAG: Agar/agua/glicose; AAGL: Agar/agua/glicose/extrato de levedura; BDA: Agar batata dextrosado; BDAG: BDA acrescido de glicose; 2Percentual de inibicao;

bCoeficeinete de Variagdo; ‘Concentragdo Inibitéria Minima; Ydias de crescimento
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6 Conclusdes

As plantas medicinais representam um notorio reservatorio de metabdlitos
bioativos que podem ser Uteis na medicina, inddstria e agricultura. Esse potencial pode
ndo estar relacionado apenas as caracteristicas intrinsecas dessas plantas, mas também a
comunidade de seus fungos endofiticos associados. Desta forma, o presente trabalho
contribui para o conhecimento da comunidade de fungos endofiticos associados a planta
medicinal C. guianensis e do seu potencial valor biotecnolégico. Além disso, este estudo

sugere que:

e De acordo com as analises de diversidade e comparacdes com os relatos
encontrados na literatura foi possivel observar que a comunidade de fungos
endofiticos associados a C. guianensis apresentou alta diversidade e baixa
dominéncia, indicando que os tdxons encontrados estdo distribuidos de forma
homogénea dentro da comunidade. Por outro lado, a comunidade de fungos
apresentou moderada riqueza de espécies;

e A maioria dos taxons encontrados dentro do complexo Phomospis/Diaporthe
apresentou baixa similaridade com as sequéncias depositadas no GenBank,
sugerindo que as folhas de C. guianensis podem representar um reservatorio de
possiveis novas espécies dentro deste complexo. Entretanto, estudos taxondmicos
mais detalhados serdo necessarios para a identificacdo destes taxons;

e A maioria dos taxons identificados neste trabalho ja foi relatada como
fitopatdgenos, sugerindo que a interacdo entre fungos endofiticos e C. guaianensis
pode se tratar de uma relacdo antagbnica balanceada;

e Os taxons P. cf. quercicola, o qual apresentou atividade contra E. coli e E.
endophytica, ativo contra T. cruzi foram relatados pela primeira vez como
produtores de metabolitos bioativos, o que os tornam interessantes modelos para
novos estudos de bioprospecc¢éo;

e As condigdes escolhidas para o cultivo dos fungos endofiticos podem influenciar
drasticamente na producdo de metabolitos secundarios bioativos, assim como a
escolha do solvente para a extragdo destes metabolitos, parametros que podem
favorecer a obtencdo e maiores quantidades de metabolitos de interesse a serem

extraidos;
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Meios de culturas complexos e ricos em glicose (acUcares) parecem favorecer a
producdo de metabolitos secundarios bioativos. Extratos produzidos nestes meios
apresentaram atividade em concentracdes mais baixas;

Na maioria das condi¢fes avaliadas, as temperaturas 25° e 30°C se mostraram as
melhores para a producéo de metabdlitos bioativos, uma vez que tais temperaturas
podem ser proximas das condicBes que estes endofiticos sdo encontrados na
natureza;

Os extratos produzidos pelos fungos Pilidiella cf. quercicola e
Endomelanconiopsis endophytica e aqueles obtidos por meio do teste
fermentativo demonstraram-se promissores e estes podem conter moléculas

prototipos para o desenvolvimento de novas drogas.
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