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RESUMO

Os fungos endofiticos vivem em simbiose com a planta hospedeira, sendo que muitos podem
apresentar a capacidade de produzir os mesmos metabolitos ativos que seus hospedeiros, tornando-se
um reservatério de uma infinidade de produtos naturais. Esta pesquisa investigou a planta Mirindiba
(Buchenavia tomentosa) e a atividade antimicrobiana exercida pela planta e por fungos endofiticos
isolados de suas folhas. Extratos aquosos da Planta e dos fungos foram testados contra bactérias e um
fungo filamentoso, sendo que os extratos do vegetal e dos fungos apresentaram inibicdo das seguintes
bactérias patogénicas: Salmonella Typhimurium, Staphylococcus epidermidis e Shigella flexneri e do
fungo fitopatogénico Rhizopus stolonifer, demonstrando seu potencial biotecnoldgico como produtores
de substancias antimicrobianas. As concentraces inibitdérias minimas (CIMs) dos fungos que
apresentaram propriedades antimicrobianas foram determinadas. Dois fungos (FC12 e FC31) inibiram
as 3 bactérias testadas. Todas as bactérias foram inibidas por pelo menos um fungo na concentracéo de
25 pg/ml. Uma atividade antifungica também foi observada pela difusdo de substancias produzidas
pelo isolado (FC123), que inibiu em 53% o crescimento de Rhizopus stolonifer, causador da podriddo
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mole em frutos. Este é o primeiro relato de isolamento e avaliacdo das propriedades antimicrobianas
de fungos endofiticos da B. tomentosa.
Palavras-chave: Antimicrobiano, endofiticos, mirindiba.

ABSTRACT

Endophytic fungi live in symbiosis with the host plant, and many can produce the same active
metabolites as their hosts, becoming a reservoir for a multitude of natural products. The present study
investigated the plant Mirindiba (Buchenavia tomentosa) and the antimicrobial activity exerted by the
plant and endophytic fungi isolated from its leaves. Aqueous extracts of the plant and fungi, which
were tested against bacteria and a filamentous fungus, inhibited the following pathogenic bacteria:
Salmonella Typhimurium, Staphylococcus epidermidis and Shigella flexneri and the phytopathogenic
fungus Rhizopus stolonifer, demonstrating their biotechnological potential as producers of
antimicrobial substances. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of the fungi displaying
antimicrobial properties were determined. Two fungi (FC12 and FC31) inhibited the 3 bacteria tested.
All the bacteria were inhibited by at least one fungus at a concentration of 25 pg/ml. Antifungal
activity was also observed by the diffusion of substances produced by the isolate (FC123), which
resulted in 53% growth inhibition of Rhizopus stolonifer, the causative agent of soft rot in fruits. This
is the first report on the isolation and assessment of the antimicrobial properties of endophytic fungi
from B. tomentosa.

Keywords: Antimicrobial, endophytic, mirindiba.

RESUMEN

Los hongos enddfitos viven en simbiosis con la planta hospedante, y muchos tienen la capacidad de
producir los mismos metabolitos activos que sus hospedantes, convirtiéndose en reservorio de una
multitud de productos naturales. Este estudio investigo la planta Mirindiba (Buchenavia tomentosa) y
la actividad antimicrobiana ejercida por la planta y hongos enddfitos aislados de sus hojas. Extractos
acuosos de la planta y de los hongos fueron probados contra bacterias y un hongo filamentoso, y los
extractos de la planta y de los hongos mostraron inhibicién de las siguientes bacterias patdgenas:
Salmonella Typhimurium, Staphylococcus epidermidis y Shigella flexneri y del hongo fitopatégeno
Rhizopus stolonifer, demostrando su potencial biotecnolégico como productores de sustancias
antimicrobianas. Las concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) de los hongos que mostraron
propiedades antimicrobianas fueron determinadas. Dos hongos (FC12 y FC31) inhibieron las 3
bacterias probadas. Todas las bacterias fueron inhibidas por al menos un hongo a una concentracion
de 25 pg/ml. Actividad antifngica también fue observada por la difusién de sustancias producidas
por el aislado (FC123), que inhibi6 en un 53% el crecimiento de Rhizopus stolonifer, causante de la
pudricién blanda en frutos. Este es el primer reporte de aislamiento y evaluacion de las propiedades
antimicrobianas de hongos endofitos de B. tomentosa.

Descriptores: Antimicrobiano, endéfito, mirindiba.

INTRODUCAO
Desde a antiguidade as plantas despertam interesse como fontes vidveis e promissoras de

fracBes terapéuticas (RAO e HARIPRASAD, 2021). E de conhecimento que o inicio do seu uso ou de
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seus extratos foi instintivo, através da manipulacdo pelas pessoas em seu meio ambiente para curar
doencas ou desconfortos (ALAMGIR, 2017). No entanto, muitas plantas ainda sdo desconhecidas ou
seu uso medicinal ndo esta estabelecido, como as plantas do género Buchenavia (LOPES e MARUO,
2015).

Com o aumento alarmante da resisténcia microbiana aos medicamentos convencionais em
todo o mundo, o uso de novas fontes de substancias antimicrobianas como alternativa aos
medicamentos convencionais tem aumentado (AYUKEKBONG et al., 2017; VASAN et al., 2019;
MANGANYI e ATEBA, 2020). Além disso, o desenvolvimento da resisténcia microbiana contra
agentes quimioterapicos, como 0s antibidticos, torna essencial e urgente o rastreamento de novas
terapéuticas eficazes, seguras, baratas e disponiveis para a populagdo (ATEF et al., 2019).

A microbiota fungica endofitica possui alta capacidade metabdlica e pode estar relacionada
com a produgdo de uma infinidade de metabdlicos secundarios que podem ser explorados, como
antimicrobianos, anti-inflamatérios, agentes antitumorais, antioxidantes e mesmo como promotores de
crescimento vegetal. O uso de fungos endofiticos ao invés de plantas € muito interessante, pois reduz o
tempo, custo e area de produgédo e sdo, desta forma, uma alternativa ecologicamente sustentavel e
economicamente viavel de obtencéo destas substancias (RODRIGUEZ e REDMAN, 2008).

As caracteristicas quimicas e os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas do género
Buchenavia tém sido associados a atividades bioldgicas importantes, como antibacteriana, antiflngica
e anti-HIV (LOPES e MARUO, 2015; TEODORO et al., 2015; CAVALCANTI et al., 2017
BEUTLER et al., 1992). As propriedades antimicrobianas de extratos de Buchenavia tomentosa ja
foram observadas anteriormente, mas a comunidade fangica endofitica ainda ndo foi examinada
guanto ao seu potencial bioativo (BRIGHENTI et al., 2014; TEODORO et al., 2015). Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi avaliar a producdo de substancias antimicrobianas produzidas por fungos

endofiticos associados a Mirindiba (B. tomentosa).

MATERIAIS E METODOS
Coleta do espécime vegetal Buchenavia tomentosa Eichler

O material vegetal foi coletado de 5 arvores, situadas no Centro de Pesquisa Cangucu, no
municipio de Pium, sudoeste do Estado do Tocantins, as margens da llha do Bananal, sob as
coordenadas S 9° 58' 40" W 50° 02' 01.2"; S 9° 58' 40.3" W 50° 02' 00.9"; S 9° 58' 44.4" W 50° 02'
13.7"; S 9° 58' 46.7" W 50° 02' 09.3" e S 9° 58' 48.2" W 50° 02' 16.4". A exsicata encontra-se

depositada no Herbario da Universidade Estadual do Tocantins sob o codigo 8215.
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Elaboracéo do extrato de B. tomentosa e avaliacdo da atividade bacteriana

O extrato aquoso de B. tomentosa foi obtido a partir da trituracdo de 12 folhas de tamanho
médio em 500 ml de 4gua mineral estéril. Em seguida a solucdo obtida foi acrescida de mais 500 ml de
agua mineral e, entdo, submetida a decocgdo por 2 min., totalizando 1L de extrato (chd).

O extrato foi avaliado contra os patdgenos Bacillus cereus (ATCC 11778), Enterococcus
faecalis (ATCC 4083), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (NEWP 0083),
Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis
(NEWP 0128), Shigella flexneri (ATCC 12022) e Streptococcus pneumoniae, obtidos da colegéo de
culturas Carlos Rosa do Laboratério de Microbiologia Geral e Aplicada da Universidade Federal do
Tocantins. Os micro-organismos estavam armazenados a —80 °C em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
com 20% de glicerol. Para reativacdo foram repicados em caldo Mueller Hinton e incubados por 24 h
a 36 °C em estufa bacteriolégica. Posteriormente, foram repicados para tubos de ensaio contendo agar
Nutriente inclinado e incubadas por 24 h a 36°C, e armazenadas em geladeira a temperatura de 4 °C
até o momento de preparo para os testes.

Os ensaios foram realizados de acordo com a técnica de micro diluicdo em caldo, em placas de
96 pocos. Em cada cavidade da microplaca foram adicionados 100 pL de caldo Muller Hinton (CMH),
5 pL de suspensédo de bactérias contendo 10” UFC/mL e 100 pL do extrato aquoso. Como controle
positivo foi utilizado 100 uL CMH, 5 pL de suspenséo de bactérias contendo 10" UFC/mL e 2 mg/mL
de cloranfenicol e a suspenséo de bacteriana. O controle negativo foi realizado com a inoculacéo de
CMH, solvente DMSO 10% e inéculo. Para controle de crescimento foi utilizada 5 pL de suspensdo
de bactérias 107 UFC/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h (OLIVEIRA et al., 2016).
Posteriormente, 30 uL de resazurina a 0,03% (m/v) estéril foi adicionada em cada cavidade para
verificacdo do crescimento microbiano, sendo que a visualizacdo de cor azul indicava de auséncia de
crescimento e cor rosa crescimento microbiano (PALOMINO et al., 2002 - modificado). O

experimento foi qualitativo, realizado em triplicata.

Isolamento dos fungos endofiticos

Foram selecionadas 15 folhas de 5 arvores (3 folhas por arvore) para o isolamento dos fungos
endofiticos. As folhas foram submetidas ao processo de desinfeccdo superficial para a eliminacdo de
micro-organismos epifiticos, por meio de lavagens seriadas em etanol a 70% (v/v) (1 min.),
hipoclorito de sodio 2 % (3 min.) e H,O mQ estéril (2 min.). Ap6s a desinfeccdo, trés fragmentos de
aproximadamente 0,5 cm? de cada material vegetal coletado foram transferidos para placas de Petri

contendo Agar Batata Dextrose (BDA) suplementadas com 100 pg/mL de cloranfenicol.
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As placas foram incubadas a 25 °C por até 20 dias. Os isolados foram transferidos para novas
placas de Petri contendo BDA para purificacdo. Os micélios obtidos foram preservados em frascos

estéreis contendo agua destilada estéril, em duplicata e temperatura ambiente (CASTELLANI, 1967).

Preparacdo dos extratos fungicos e avaliacdo da atividade antimicrobiana (concentragédo
inibitéria minima — CIM)

Os fungos endofiticos foram reativados inoculando um disco de 4gar BDA contendo o micélio
de cada amostra em nova placa contendo BDA e incubando a 25 °C por 5 dias. Apds esse periodo, foi
realizada a fragmentacdo do micélio fangico juntamente com o meio de cultivo, utilizando como
liquido extrator o alcool etilico absoluto. Apos 10 dias os macerados foram filtrados e os extratos
brutos submetidos & remocéo do solvente com auxilio de evaporador rotativo.

Os extratos obtidos foram solubilizados em solugdo de dimetilsulféxido (DMSO) a 10% e
homogeneizados até completa dissolu¢cdo (OLIVEIRA et al., 2016 - modificado). Os testes de
concentragdo inibitéria minima (CIM) foram realizados pela metodologia padronizada de
microdiluicdo em caldo, em microplacas de 96 pogos tipo Elisa, em triplicata (OLIVEIRA et al.,
2016a). Em cada cavidade da microplaca foram adicionados 100 pL de caldo Muller Hinton (CMH).
Em seguida adicionaram-se os extratos realizando diluigdo seriada. Foram realizadas 8 dilui¢Ges de
cada amostra obtendo-se concentragdes finais de extrato de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,6; 0,78
mg/mL. Foram avaliadas como alvo de inibicdo as seguintes espécies de bactérias: Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus epidermidis e Shigella flexneri, nas concentracdes de 10° UFC/mL.
Como controle positivo foi utilizado CMH, 2 mg/mL de cloranfenicol e as culturas bacterianas, como
controle negativo foi utilizado CMH, solvente DMSO 10% e indculo bacteriano. Para controle de
crescimento foi utilizada 5 pL de suspenséo de bactérias 10” UFC/mL. As placas foram incubadas a 37
°C por 24 h (OLIVEIRA et al., 2016).

Posteriormente, em cada cavidade da microplaca foi adicionada 30 pL de resazurina a 0,03%
(m/v) estéril para verificacdo visual do crescimento microbiano, sendo a presenca de cor azul
representativa de auséncia de crescimento e cor rosa, presenca de crescimento microbiano
(PALOMINO et al., 2002 - modificado). Foi considerada como CIM a menor concentragdo do extrato

capaz de inibir o crescimento microbiano.

Avaliacao da atividade antifingica dos extratos aquosos dos fungos endofiticos de B. tomentosa
Os fungos endofiticos isolados foram testados pelo método da cultura pareada quanto a

producdo de substéncias difusiveis e volateis frente ao fitopatdgeno Rhizopus stolonifer. Os isolados
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endofiticos foram previamente cultivados em BDA por 5 dias. Em seguida, um disco de agar de 0,5
cm de didmetro contendo micélio de cada fungo endofitico foi inoculado em um lado de uma placa de
Petri contendo BDA e incubado por 3 dias a 25 °C. Posteriormente, um disco similar contendo uma
cultura do fitopatogeno foi inoculado na outra extremidade da placa (4 cm de distancia). O didmetro
da colénia do patégeno foi estimado apés incubagdo por dois dias a 25 °C, com auxilio de um
paquimetro digital (Starret® 799), e comparado com o didmetro observado na cultura controle (PINTO
etal., 2011).

Para a verificagdo da produgdo de substancias volateis foram utilizadas placas de Petri com
uma divisoria a fim de evitar o efeito da difusdo. As placas foram seladas com parafilme para evitar
possivel dissipacdo das substancias presentes.

O padréo de crescimento do fitopatégeno (cultura controle) foi obtido por meio da inoculagéo
de um disco de &gar de 0,5 cm de diametro contendo micélio do fitopatdgeno sozinho em Placas de
Petri contendo BDA. Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 encontram-se 0s resultados da atividade antimicrobiana do extrato aquoso de B.
tomentosa. Trés, das 11 cepas bacterianas testadas, apresentaram sensibilidade aos compostos ativos
da planta (Salmonella Typhimurium, Staphylococcus epidermidis e Shigella flexneri), demonstrando
um possivel potencial de utilizagdo desta espécie vegetal para obtengdo de substancias antibacterianas
contra patdgenos resistentes a antimicrobianos comerciais utilizados na atualidade. Estudos anteriores
demonstraram que extratos de B. tomentosa obtidos por outros métodos exerceram inibigdo sobre S.
aureus (acetato de etila), E. faecalis (fragdo hexanica) e P. aeruginosa (extrato etanolico) (BATISTA
etal., 2011; GIRONDI et al., 2017).
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Tabela 1 — Atividade antibacteriana do extrato aquoso da Mirindiba (Buchenavia tomentos) contra
cepas de: Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, Shigella flexneri, Streptococcus pneumoniae.

Pat6genos Inibigdo

Bacillus cereus -
Enterococcus faecalis -
Escherichia coli -
Klebsiella pneumoniae -
Listeria monocytogenes -
Pseudomonas aeruginosa -
Salmonella Typhimurium +
Staphylococcus aureus -
Staphylococcus epidermidis +
Shigella flexneri +

Streptococcus pneumoniae -

+ inibi¢do do crescimento, - auséncia de inibi¢do do crescimento.

Esse resultado contrastante possivelmente ocorreu pela diferenga de polaridade dos compostos
extraidos por cada método. Enquanto a acdo inibitoria dos extratos aquosos envolve as substancias
hidrofilicas (amino&cidos, agucares, alcaloides na forma de sal, saponinas, heterosideos, flavanoides e
as mucilagens), os extratos alcoolicos e hexanicos fornecem uma extragdo mais ampla, incluindo
compostos menos polares, e consequentemente mais propriedades antiflngicas e antimicrobianas
(SIMOES, 2001). No entanto, 0 extrato aquoso é um método mais simples, mais préximo do uso pelas
comunidades tradicionais e da populagdo de um modo geral.

As plantas da familia Combretaceae tém sido utilizadas como medicinais em todo o mundo,
especialmente na Asia e Africa (FYHRQUIST et al., 2002). Dentre os 20 géneros pertencentes a esta
familia, o género Buchenavia apresenta atividades biolégicas promissoras, como os observados por
OLIVEIRA et al.(2012): ampla atividade antimicrobiana (inibicdo de crescimento de Micrococcus
luteus (CIM: 0,10 mg/mL), Pseudomonas aeruginosa (CIM: 0,20 mg/mL), Mycobacterium smegmatis
(CIM: 0,39 mg/mL), Proteus vulgaris e Staphylococcus aureus (CIM: 0,78 mg /mL para ambos)),
além da presenca de flavonoides, triterpeno, carboidrato e tanino.

Os frutos de B. tomentosa foram relatados como toxicos para ovinos, caprinos e bovinos, mas

um estudo fitoquimico realizado por Batista (2011) identificou 7 substancias de carater antimicrobiano
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e antiradicalar (radicais livres) em B. tomentosa, sendo eles os acidos fendlicos galato etila (1) e galato
de metila (2), &cido gélico (3), os taninos hidrolisaveis corilagina (4) e buchenavina (5), e as lignanas
pinoresinol (6) e o epipinoresinol (7) (MELO et al., 2010).

Sabendo-se da capacidade de endofiticos sintetizarem metabdlitos bioativos semelhantes as
plantas hospedeiras (SHARMA e KUMAR, 2021), o isolamento realizado nesta pesquisa resultou na
obtencdo de 22 isolados de fungos endofiticos, obtidos a partir das folhas de B. tomentosa. Estes
isolados foram testados contra as bactérias Salmonella Typhimurium, Staphylococcus epidermidis e
Shigella flexneri, que foram as espécies sensiveis ao extrato aquoso da planta. Estas bactérias foram
selecionadas para determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) dos extratos fungicos.
Destes 22 fungos, 7 apresentaram atividade antimicrobiana (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) de fungos endofiticos isolados de B. tomentosa

contra as bactérias Salmonella typhimurium, Staphylococcus epidermidis e Shigella flexneri.

CIM (ug/ml)

Fungo endofitico Bactéria

S. Typhimurium S. epidermidis. S. flexneri
FC12 25 25 50
FC13 100 100 -
FC31 50 25 100
FC49 50 50 -
FC53 50 50 -
FC81l 25 50 -
FC93 - - 25

* (-) N&o houve inibicéo nas concentracfes testadas: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,6; 0,78 mg/mL.

O uso de isolados fungicos de folhas de B. tomentosa na literatura é inexistente, sendo este o
primeiro trabalho a testar seu efeito antimicrobiano e, portanto, ndo ha dados comparativos. Os
extratos fungicos que apresentaram atividade antimicrobiana mais abrangentes foram os obtidos dos
isolados FC12 e FC31 (inibiram as trés bactérias avaliadas, S. typhimurium, S. epidermidis e S.
flexneri). Em todos os extratos fungicos avaliados, pelo menos um foi capaz de inibir as bactérias na
concentracdo de 25 pg/ml, sendo esta a menor concentragdo inibitoria de extrato fungico observada.
Ressalta-se que as Salmonella spp. e Shigella spp. compdem a lista de agentes patogénicos prioritarios
da Organizacdo Mundial da Salde para a produgdo e desenvolvimento de novos antibioticos,
reforcando a importancia desses resultados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).
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A atividade antimicrobiana das familias quimicas contra bactérias é classificada na ordem:
fendis > aldeidos > cetonas > alcoois > éteres > hidrocarbonetos (NOWAK et al., 2012; FADIL et al.,
2018). Além dos compostos quimicos ja mencionados identificados nos frutos da B. tomentosa,
Girondi et al., (2017) identificaram os compostos: acido géalico, &cido quinico, kaempferol,
epicatequina, acido elagico e vitexina e Eschweilenol C nas folhas, com atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa.

Os resultados encontrados na atual pesquisa correspondem ao padrdo mencionado, refor¢cando
a poténcia dos acidos fendlicos predominantes nessa planta. Possivelmente, os fungos endofiticos
presentes nas folhas sintetizam partes destes compostos através de suas vias metabdlicas secundarias,
inibindo 0os mesmos micro-organismos sensiveis ao extrato aquoso das folhas utilizado como triagem
de patdgenos neste estudo. Ressalta-se que questdes como localizagdo geografica, clima, pragas e
condicOes variadas na rizosfera podem causar variacdo dos constituintes quimicos de plantas do
mesmo género e espécie (JAYATILAKE e MUNASINGHE, 2020).

Brighenti et. al (2017) testaram a atividade antifingica de extratos de B. tomentosa contra
fungos leveduriformes e observaram atividade antibiofilme em Candida albicans a partir de acdo dos
acidos elagico e galico.

Nesta pesquisa foi identificado controle de crescimento do fungo filamentoso R. stolonifer,
demonstrando uma potencial utilizacdo na destes fungos como agentes de controle bioldgico. O
isolado FC123 foi capaz de inibir 53% o crescimento de R. stolonifer através da difusdo de
substancias. Apesar de outros métodos quimicos e térmicos serem comuns no controle de R. stolonifer
em alimentos, a busca de novos agentes antimicrobianos a base de plantas e micro-organismos tem
sido intensa devido a resisténcia do fungo aos fungicidas sintéticos (ELIZEI et al., 2016).

O fungo Rhizopus stolonifer é o agente causador da podriddo mole em frutos, considerado um

dos principais causadores de doencas pds-colheita, responsavel por cerca de 50% de perda de frutos
que seriam comercializados (BASSETTO et al., 2007).
Seu controle é de grande interesse comercial, biotecnolégico, social e ambiental, sendo o controle
biol6gico um método alternativo e eficiente na prevencdo da deterioracdo pés-colheita de frutos, e
consequentemente redutor da quantidade de residuos quimicos aplicados nesses alimentos
(BONILLA, 2019).

CONCLUSAO
Este é o primeiro estudo a explorar fungos endofiticos de Buchenavia tomentosa e avaliar suas

potenciais atividades antimicrobianas in vitro. Os isolados FC12 e FC31 foram eficazes em inibir o

crescimento dos trés patdgenos bacterianos avaliados. A concentragdo inibitoria minima observada de
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25 pg/ml por pelo menos um endofitico contra os patdgenos avaliados. Os isolados endofiticos
testados constituem potenciais fontes de substancias antimicrobianas. As confirmacfes poderdo ser
feitas apds a verificacdo dos niveis de citotoxicidade e das caracterizacdes quimicas.

O isolado FC123 produziu substancias difusiveis capazes de inibir o fungo fitopatogénico R.
stolonifer.

Novos estudos deverdo ser realizados para identificar as espécies endofiticas e as substancias

antimicrobianas por elas produzidas
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