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Resumo

Micror ganismos endo fitico s, aqueles que vivem nos tecidos de plantas vivas, sao
relativamente pouco estudados e sdo fontes po tenciais de molécu las que podem ser
utilizadas na med icina, agricultura e industria. O ob jetivo desse trabalho foi detectar a
presenca de sub stdncias com atividade antimicrobiana p roduzidas por fungos endo fiticos
isolad os de plantas presentes em fragmentos florestais naturais, “lpucas”, no Cerrado do
estad o do Tocantins. Para isso foram coletadas amostras de folhas de Calophyllum
brasiliense, Vochysia sp. e Sclerolobium sp., presentes nas Ipucas, para o Iisolamento dc
fungos. Os mo rfotipos isolados for am depositados na colecdo de fungos do Laboratorio de
Ecologia e Biotecnolo gia de Levedu ras do Dep artamento d e Microbio logia da Universidad e
Federal de Minas Gerais. Os fungos foram cultivados em microplacas de 24 pocos e
obtencdo dos extratos foi realizad a utilizando a extracdéo com metanol. Para a deteccao
atividade antimicro biana foi utilizada a técnica de difusdo em disco para o0s seguintes
microrganismo s alvos: Candida albicans ATCC 18804, C. krusei ATCC 2159, Escherichia

coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 12600. Para o fungo Cladosporium
sphaero spermum CCT 1740 foi utilizada uma suspensdo de esporos que foi borrifada en
um papel filtro com os extratos previamente aplicados. Para a identificacdo dos isolados
ativos fo i realizado o sequienciamento d a regiao transcrita interna (ITS) do DNA ribossomal

nuclear. Foram co letadas amostras de folhas de 281 espécimes de plantas, e, a partir destas,

foram isolados 121 fungos endofiticos. Destes fungos foram produzidos 436 extr atos, dc
quais 42 (9,06%) apresentaram atividade antimicrobiana para um ou mais microrganismos-

alvos. Esses extratos correspondem a 33 isolados distintos de fungos, representand o
27,27% do total de microrganismos testados. Dentre o0s extratos ativos, 19 (45 %)

apr esentaram atividad e co ntra C. sphaerophorum, 11 (26 %) contra C. albicans, 10 (24
contra C. krusei e apenas dois (5%) extratos foram ativos contra S. aureus. Nenhum
extratos foi cap az de inibir E. coli. Seis isolados ativos foram identificados pelo
sequenciamento da regido ITS do DNA ribosso mal. As espécies encontradas foram
Giberella fugikuroi, Curvularia aff. sp., C. eragrostides, Pseudallescheria boydii e
Pseudocercospora aff luzardii. A analise dos resu ltad os obtidos indica que os fungos



endofiticos das trés plantas estudadas de Ipucas podem representar u ma fonte po tencial de
substancias bioativas com atividade antimicrob iana.



Summary

Endop hytes are microo rganisms that live inside plant tissues without causing symp tomso f
disease. They are relatively poorly studied assource of new bioactive mo lecules that could
be use In medicine, agricultu re and industr y. The pu rpose of this wor k was to scr
Q%imicrobial activity the endop hytic fungi isolated from plants found in natural forest
fragments, ip ucas, in the state of Tocantins, Brazil. Endop hytic fungi were isolated fro
three plant species, Calophyllum brasiliense, Voch ysia sp. and Sclerolobium sp. The fungal

isolates were deposited at the culture collection of the Laboratério de Eco logia e
Biotecnolo gia de Leveduras, Departamento de Microbio logia, Universid ade Federal de
Minas Gerais. Tissue plugs of the fungi were cultivated on the surfaces of agar-solid i
24-wells In micro titer plates, and the extraction was carried out using methanol. EXxtr ac
were tested for antimicrobial activity by agar diffusion method against the following
microorganisms: Candida albicans ATCC 18804, C. krusei ATCC 2159, Escherichia coli
ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 12600. For Cladosporium

sphaero spermum CCT 1740 was used a susp ension o fsp oresthat was inoculated in a paper
filter where the extracts wer e previously applied. Fungal molecular identificatio n was based

on internal transcribed spacer (ITS) of nuclear ribosomal DNA. Leaf samples of 281
individual p lants were collected, and a total of 121 endophyte fungi were isolated fr
these plants. A total of 436 extracts were produced from which 42 (9.06%) presented
antimicrobial activity for one or more microorganisms tested. These extracts corresponded
to 33 distinct fungal isolates, representing 27.27% of the total isolated microorganisms
Amongst the active extracts, 19 (45%) were able to inhib ited C. sphaerophorum, 11 (26%)

C. albicans, 10 (24%) C. krusei and o nly two (5%) extracts were active fo r S. aureus. None

of the extr acts was capab le to inhibit E. coli. Six iso lates were id entified by
é&?bencing. The species founded were Giberella fugikuroi, Curvularia aff. sp., C.

eragro stides, Pseudallescheria boydii e Pseudocercospora aff luzardii. The analysis of the
results obtained in our work indicates that some endophytic fungi from the three plants
occurring in ipucas could represent a potential source of bioactive compounds with

antimicrobial activity.



1. Relevancia e Justificativa

A busca po r sub stancias de interesse farmacold gico e agro -qu imico é fo co de estudo
de diferentes gruposde pesquisa em todo o mundo. A resisténcia bacteriana a farmacos,
aparecimento de novas doencgas virais, aalta incid éncia de cancer e o aumento de infecgcdes
por fungos e bactérias mu ltiresistentes na populacdo mundial apenas ressaltam a
Imp ortancia da realizacao de trabalho s d e prosp eccao de novas su bstancias bioativas.

Micr organismos endofiticos, aqueles que vivem nos tecidos de plantas vivas, sao
relativamente p ouco estudados e sdo fontes potenciais de moléculas que podem ser
utilizados na medicina, agricultura e indu stria. Estima-se que existam cerca de 300 mil
especies de plantas na Terra e cada planta pode ser hospedeira de um ou mais
microrganismo  endofitico. Co mo poucas plantas foram estudas em relacdo aos seus
endofiticos, a probabilidade de se encontrar novos microrganismos cap azes de produzir

substancias bioativas de interesse para o homem € grande.

Diferentes estratégias sdo adotadas para a deteccdo e descoberta de organismo s
produtores de substancias bioativas. Dentre elas, o estudo de ambientes com elevada
riqu eza de espécies e inexplor ados sdo bastante promisso ras em estudos de biop ro speccao .

O Cerrado representa um dos principais biomas brasileiros, com grande d iversidade

bio légica. A flora do Cerrado é a mais rica entre as savanas do mundo, co m mais
ﬁeffFespécies de plantas. Além de vérias espécies serem endémicas no Cerrad o, grande p arte

delas o correm apenas em determinadas lo calidades. Os microrganismos endofiticos desse
bio ma foram pou co estudados e pod em ser fonte de novas mo lécu las bioativas.

Os produtos naturais pod em ser utilizados diretamente como farmacos quando
apr esentam estrutur as quimicas complexas de dificil ou inviavel producdo por sintese
quimica. Também podem ser modificados quimicamente para aumentar a atividade e
seletivid ade. Mesmo sem qualquer atividad e biolégica aparente, o0s produtos naturais
podem servir de p ro tétipo s para o desenvolvimento de novos farmacos. Desta forma, ap esar
dos avancos no p lanejamento de farmacos utilizando modelagem quimica, sintese e
quimica combinato ria, 0 s produ tos natu rais sdo impo rtantes modelos para estudos celulares
e moleculares, e para o desenvo lvimento de no vas substancias de interesse clinico.
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Atualmente, dif erentes espécies de fungos sdo estudadas como fontes d e substancias
com ativid ades antimicro bianas, antivirais, antitumorais, antinflamator ias, antio xid antes,
citotd xica, imu no moduladoras, tripanosso micid a, fitotdxicas, inseticid as, analgésicas, entre
outras. Desta forma, a perda da biodiversidade causada pela crescente destruicdo dos
ecossistemas natu raisr eforca a necessidade de estudos relacio nados ao registro dar iqueza
de espécies de fungos endofiticos nos amb ientes tropicais, a mo ntagem de colecBes de
culturas e o estudo de seus metabodlitos b ioativos.
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