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RESUMO

Os microrganismos que habitam o interior das plantas, conhecidos como endéfitos, tém
sido explorados para diversas aplicacbes devido a sua producdo de importantes
compostos quimicos como enzimas, alcal6ides, antibiéticos, anticancerigenos e outros
metabdlitos diferentes. Capsicum chinense é uma espécie de pimenteira encontrada em
todas as regides do Brasil e que apresenta uma expressiva variabilidade de frutos em
diferentes formatos e cores, duas dessas variedades sdo bastante apreciadas para
consumo na regido Norte, territério que se destaca também como centro de diversidade
da espécie de pimentas C. chinense, as variedades tipicas dessa regido sdo as pimentas
murupi e de cheiro, objetos de interesse deste estudo, pois sdo condimentos bastante
utilizados na culinaria local. O objetivo deste trabalho foi o isolamento, identificacdo e a
avaliacdo do potencial antagbnico de fungos endofiticos obtidos de Capsicum chinense.
Os frutos foram coletados em Presidente Figueiredo, municipio localizado na Regido
Metropolitana de Manaus. Os isolados foram obtidos pela técnica de fragmentacdo dos
tecidos vegetais, que foram plaqueados em meio Batata Dextrose Agar (BDA), a 28 °C,
e apos obtencdo de colbnias purificadas os fungos foram avaliados quanto a sua acédo
antibacteriana contra as cepas de Staphylococcus aures, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa e contra fitopatogenos do género
Colletotrichum spp, causadores de antracnose em amostras do guaranazeiro. Para
obtencéo dos extratos os isolados foram cultivados em meio BDA, fragmentos miceliais
foram triturados e transferidos para Erlenmayers de 500 mL contendo 300 mL de
acetato de etila. Para avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizado o ensaio de
difusdo em disco e as atividades antifingicas analisadas em testes de confrontos diretos.
Foram isolados 157 fungos endofiticos das duas variedades de pimentas, 15,6% dos
fragmentos do endocarpo e 2% de sementes, devido nimero de fungos isolados, eles
foram inicialmente agrupados em seis grupos com base em suas caracteristicas
morfoldgicas. Diferentes enddfitos exibiram diferentes niveis de bioatividade contra 0s
patogenos utilizados nesse estudo. No ensaio de atividade antibacteriana, quatro
isolados, onde dois deles foram identificados como Diaporthe sp. e Diaporthe
phaseolorum, mostraram-se ativos frente a Staphylococcus aureus. No confronto direto
entre os fungos endofiticos e os patdgenos, trés enddfitos pertencentes a espécie
Neoscytalidium dimidiatum e uma linhagem de Diaporthe phaseolorum foram eficazes
na supressao do fitopatégeno (GP131) da cultura do guarand com taxa de antagonismo
de 80%, sendo a mais alta taxa de antagonismo foi do enddfito Neoscytalidium
dimidiatum que inibiu os dois fitopatogenos (GP131 e I1SO6/R4) analisados nesse
estudo. Na avaliacdo dos extratos fungicos contra os fitopatégenos foram observados
isolados de Diaporthe sp. com compostos ativos que inibiram o desenvolvimento dos
Colletrotrichum cf. gloeosporioides e Colletotrichum siamense.

Palavras-chave: Microbiota, Fungos endofiticos, Colletotrichum, Antagonismo,
Compostos ativos, Termoestabilidade.
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ABSTRACT

The microorganisms that inhabit the interior of plants, known as endophytes, have been
explored for several applications due to their production of important chemical
compounds such as enzymes, alkaloids, antibiotics, anticancer and other different
metabolites. Capsicum chinense is a species of pepper found in all regions of Brazil and
which presents an expressive variability of fruits in different shapes and colors, two of
these varieties are quite appreciated for consumption in the North region, a territory that
also stands out as a center of diversity in pepper species C. chinense, the typical
varieties of this region are murupi and scented peppers, objects of interest in this study,
as they are condiments widely used in local cuisine. The objective of this work was the
isolation, identification and evaluation of the antagonistic potential of endophytic fungi
obtained from Capsicum chinense. The fruits were collected in Presidente Figueiredo, a
municipality located in the Metropolitan Region of Manaus. The isolates were obtained
by the technique of fragmentation of plant tissues, which were plated in Potato Dextrose
Agar (PDA), at 28 °C, and after obtaining purified colonies the fungi were evaluated for
their antibacterial action against Staphylococcus aures strains, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa and against phytopathogens of the
genus Colletotrichum spp, causing anthracnose in guaranazeiro samples. To obtain the
extracts, the isolates were grown in PDA medium, mycelial fragments were crushed and
transferred to Erlenmayers of 500 mL containing 300 mL of ethyl acetate. The disk
diffusion assay was performed to assess antibacterial activity and the antifungal
activities were analyzed in direct confrontation tests. 157 endophytic fungi were isolated
from the two varieties of peppers, 15.6% of the fragments of the endocarp and 2% of
seeds, due to the number of isolated fungi, they were initially grouped into six groups
based on their morphological characteristics. Different endophytes exhibited different
levels of bioactivity against the pathogens used in this study. In the antibacterial activity
test, four isolates, where two of them were identified as Diaporthe sp. and Diaporthe
phaseolorum, showed to be active against Staphylococcus aureus. In the direct
confrontation between endophytic fungi and pathogens, three endophytes belonging to
the species Neoscytalidium dimidiatum and a strain of Diaporthe phaseolorum were
effective in suppressing the phytopathogen (GP131) of the guaranad culture with an
antagonism rate of 80%, being the highest rate of antagonism was the endophyte
Neoscytalidium dimidiatum that inhibited the two phytopathogens (GP131 and 1SO6 /
R4) analyzed in this study. In the evaluation of fungal extracts against phytopathogens,
isolates from Diaporthe sp. with active compounds that inhibited the development of
Colletrotrichum cf. gloeosporioides and Colletotrichum siamense.

Keywords: Microbiota, Endophytic fungi, Colletotrichum, Antagonism, Active
compounds, Thermostability.
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1 INTRODUCAO

A versatilidade dos microrganismos permite que eles estejam presentes nos mais
variados ambientes, incluindo aqueles considerados inGspitos e interagindo com
diferentes formas de vida. Os microrganismos associados a plantas sdo estudados ha
tempos e em diferentes niveis, demonstrando que juntos, formam um micro ecossistema
complexo, onde diferentes nichos sdo explorados por uma extensa variedade de
microrganismos. Dentre esses, podemos destacar os endéfitos, os quais colonizam o0s
tecidos vegetais, sem causar prejuizos ou a manifestacdo de sintomas em seus
hospedeiros (Azevedo et al., 2000). Acredita-se que cerca de 300.000 especies de
plantas do planeta sejam hospedeiras de uma ou mais espécies de endofitos (Bano et al
2016).

A anélise da diversidade das comunidades fungicas endofiticas é um desafio
emergente, que leva a descoberta de novas espéecies produzindo novos compostos e um
melhor entendimento de seu papel nos ecossistemas (Uzma et al., 2016). Atualmente
podem ser citadas as espécies vegetais que ja possuem comunidades endofiticas isoladas
e caracterizadas, tais como: Hedychium coronarium (Lutfia et al 2019), Rhizophora
mucronata (Hamzah et al., 2018), Moringa oleifera (Arora et al., 2018), Artemisia
amygdalina (Nisa et al., 2018), Dysosma versipellis (Tan et al., 2018), Anthurium sp
(Santori, 2016), Bauhinia forficata (Bezerra et al., 2015). O estudo de bioprospeccao de
microrganismos endofiticos que produzam compostos de interesse abre perspectivas
para varias frentes de investigacdo, incluindo a obtencdo de compostos com finalidade
tanto industrial como farmacoldgicas.

Do mesmo modo que os hospedeiros estudados até hoje, as pimentas do género
Capsicum apresentam sua diversidade de microrganismos endofiticos associados,
Ashokvardhan et al. (2016) isolaram de C. annuum cerca de 75 actinomicetos
endofiticos e dentre os isolados, foi possivel identificar trés potentes cepas que inibiram
o0 crescimento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis e Klebsiella pneumoniae (Supriya et al., 2015) isolaram da espécie
Capsicum frutescens, cinco fungos endofiticos que foram avaliados quanto a sua
atividade antibiotica, observando suas respostas altamente especificas frente a bactérias
Gram positiva e Gram negativa, um estudo realizado por Devari et al. (2013)
demonstraram, através de ensaios biolégicos, que um fungo endofitico Alternaria

alternata isolado da pimenta C. annuum produz a substancia capsaicina, responsavel
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pela ardéncia da pimenta e também pela inibicdo de microrganismos patogénicos,
reforcando a possibilidade, de que os microrganismos endofiticos possam produzir o
mesmo principio ativo expresso pela planta hospedeira, como € o caso da substancia
taxol, uma importante substancia utilizada no tratamento de cancer, que foi inicialmente
isolada de plantas do género Taxus e posteriomente isolada de um fungo endofitico
Taxomyces andreanae.

Os metabdlitos secundarios produzidos por fungos endofiticos desempenham um
papel importante como moléculas de defesa e sdo importantes ndo s6 do ponto de vista
ecoldgico, como também, bioguimico e molecular (Fortkamp, 2018). S&0 compostos
produzidos por linhagens especificas, estando, assim, intimamente ligados com a
ecologia dos organismos produtores, revelando assim a necessidade de conhecermos a
diversidade de microrganismos nos mais diversos hospedeiros.

Um estudo realizado por Dreyfuss et al. no ano de 1994, revelou a existéncia de
fungos endofiticos, estes foram ensaiados pelo seu potencial bioldgico, ao analisar 135
metabdlitos secundarios, observou-se que metade dos compostos bioativos obtidos eram
novos produtos naturais, concluindo que os fungos endofiticos sdo uma boa fonte de
nOVOS compostos e que a triagem ndo é uma etapa aleatoria.

Os relatos na literatura cientifica que tratam das atividades bioldgicas dos
enddfitos isolados das pimentas avaliadas nesse estudo sdo ainda escassos, sendo
observado que grande parte dos estudos envolvendo pimentas Capsicum normalmente
avalia a atividade bioldgica dos extratos organicos dos frutos das pimentas. Diante dos
relatos apresentados e considerando o histérico de Capsicum associado a atividades
antimicrobianas, a proposta do presente trabalho foi estudar a microbiota endofitica
associada a duas variedades de pimentas do género Capsicum, pimenta murupi e
pimenta de cheiro, no que se refere ao seu potencial na producdo de compostos
bioativos e a sua diversidade bioldgica.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos principais

= Investigacdo das atividades biologicas de linhagens fungicas endofiticas de

Capsicum chinense.

2.2 Objetivos especificos
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= Selecionar as variedades e coletar os frutos das plantas de Capsicum chinense;

= [solar microrganismos endofiticos dos 6rgdos, como sementes e endocarpo das
plantas de Capsicum chinense;

= Extrair metabolitos secundarios dos isolados fungicos;

= Verificar a presenca de compostos com atividades bioldgicas (antibacteriana,
antifitopatogena) nos extratos dos endofiticos isolados;

= |dentificar taxonomicamente, por meio de técnicas moleculares, os fungos

endofiticos produtores dos compostos de interesse.
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 As pimentas do género Capsicum

O género Capsicum, é nativo das zonas tropicais e Umidas da América Central e
do Sul, pertencem a familia Solanaceae e inclui pimentas de importante valor
econémico como: Capsicum annuum, Capsicum frutescens, Capsicum chinense,
Capsicum pendulum e Capsicum pubescens que sao as espécies comumente conhecidas
(Aguiar et al., 2016). As pimenteiras sdo plantas herbaceas com altura que varia de
acordo com a espécie e as condi¢des de cultivo. Acredita-se que o cultivo de pimentas
ocorra desde o inicio do povoamento humano nas Américas, supostamente ha cerca de
12 mil anos (Barbosa et al., 2012).

Os frutos das pimentas Capsicum diferem quanto as formas, tamanhos, cores e
pungéncia, dependendo do genotipo ou o periodo sazonal de reproducédo (Nazzaro et al.,
2009). Os frutos frescos sdo conhecidos por serem boas fontes de diferentes
fitoquimicos como vitamina C e E como bem como de vitamina A, carotendides e
polifendis. Além disso, as pimentas do género Capsicum sdo as Unicas capazes de
produzir alcaldides especificos conhecidos como capsaicindides, responsaveis por sua
pungéncia. Os capsaicindides tém fortes efeitos farmacologicos, que séo utilizados para
o alivio de dores musculares, prevencdo do cancer, reducdo de peso, além de fornecer
beneficios gastrointestinais e cardiovasculares, por isso sendo considerados alimentos
multifuncionais (Aguiar et al., 2016).

A cultura das pimentas é um mercado que movimenta milhdes de ddlares por
ano, sendo considerada uma das mais importantes em todo o mundo, sobretudo nos

paises tropicais, embora a colheita ainda seja realizada de forma rdstica, onde o cultivo
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delas se ajusta perfeitamente aos modelos de agricultura familiar e de integracdo
pequeno agricultor-agroindustria, visto que também permite a fixacdo de pequenos
produtores rurais e suas familias no campo, a contratacdo sazonal de mao-de-obra
durante o periodo de colheita, o estabelecimento de industrias processadoras e a geracdo
de novos empregos (Ribeiro et al., 2008).

O Brasil estd entre um dos maiores produtores mundiais de pimenta (Henz,
2011) além de consistir no centro de diversidade de pimentas Capsicum (Santos et al.,
2016), as quais sdo cultivadas em praticamente todos os estados brasileiros, sendo
principalmente de Minas Gerais, Sdo Paulo, Goiés, Ceara e Rio Grande do Sul que se
destacam também como maiores consumidoras de pimentas juntamente com o Norte e
Nordeste, em funcdo de ser um condimento fundamental para a culinaria local (Ribeiro
e Cruz, 2002). Nao se tem uma estimativa exata da producédo de pimentas no Brasil, por
serem em grande parte cultivadas por pequenos agricultores de diversas regides, mas
acredita-se que a producdo mundial de frutos atingiu até 34,5 milhdes de toneladas
colhidas nas safras entre 2006 e 2016, levando a um aumento de 25% na producéo de
pimenta (FAOSTAT, 2016).

Das espécies de pimentas classificadas, domesticadas e comercializadas a C.
chinense, € considerada a mais brasileira de todas as espécies do género, pois foi
domesticada pelos indios amaz6nicos, e embora possa ser encontrada nas Ameéricas, €
na é na Bacia AmazOnia, que se encontra a area de maior diversidade dessa espécie
(Reifschneider, 2000).

C. chinense destaca-se pela ampla adaptacdo as condigdes tropicais, como 0
clima quente e imido, e ainda apresenta os melhores niveis de tolerancia as principais
doencgas tropicais (Carvalho et al., 2006). Apresenta grande variabilidade, sendo a
espécie cujos frutos exibem os mais variados tipos de forma, coloragdo, aroma e graus

de pungéncia. No Brasil é representada pelas pimentas de cheiro, de bode, cumari-do-

Para e murupi (Figura 1).
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Figura 1- Variedades da espécie Capsicum chinense. (A) pimenta de cheiro (B)
pimenta de bode (C) murupi (D) cumari do Para. Fonte: Embrapa, 2000

A pimenta de cheiro é considerada de pungéncia baixa, pouco picante. E usada
em saladas, condimentos para carnes, principalmente peixes. S&o cultivadas
principalmente nas regides Norte, Nordeste e Centro-oeste (Carvalho et al., 2006).

A pimenta de bode tem aroma marcante e pungéncia alta, sendo a pimenta mais
popular da regido Centro-oeste. E utilizada para o preparo de molhos, sendo que 0s
frutos maduros sdo comercializados em conserva (Carvalho et al., 2006).

A cumari do Para é de pungéncia e aroma fortes, frequentemente confundida
com a pimenta cumari-verdadeira (C. baccatum var. baccatum). E utilizada
principalmente em conservas (Carvalho et al., 2006).

A variedade murupi tem aroma forte e pungéncia média a alta. E muito utilizada
no Norte do pais, na forma de molho misturada ao caldo do tucupi e em conservas com
vinagre, 0leo ou soro de leite. Seus frutos sdo alongados e verdes quando imaturos,
passando a amarelo-palido, amarelo-vivo ou vermelho quando maduros, com superficie
extremamente enrugada. Popularmente sdo conhecidas trés variedades, que apresentam
diferencas de formato, tamanho, cor e pungéncia: murupizinho, com 2 a 4 cm de
comprimento e pelo aroma e pungéncia mais acentuado que as demais; murupi-comum,
de tamanho intermediario, variando de 3,5 a 6 cm; e murupi-grande, que pode atingir 9

cm de comprimento (Carvalho et al., 2006).
3. 2 Atividade Biologica das Pimentas Capsicum sp.

Nas ultimas duas décadas, tem havido um interesse crescente em descobrir
propriedades quimicas e funcionais de compostos bioativos provenientes de matrizes
naturais, esse fato junto com a crescente consciéncia dos beneficios de alimentos
saudaveis, promoveram o estudo de frutos de pimentas e seus subprodutos como fonte
de compostos bioativos (Baenas et al., 2019).

As pimentas Capsicum estdo entre as mais populares do mundo porque elas tém
sido consumidas como alimento e usadas como ingredientes ha anos, devido ao seus
atributos sensoriais como cor, sabor e pungéncia e por prolongar a deterioracdo dos
alimentos, conservando-os da contaminacdo por fungos e bactérias (Riquelme et al.,

2016). As pimentas tém um papel significativo na medicina tradicional de paises como
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a India, México, China e entre 0s povos americanos nativos, as espécies de Capsicum
sdo usadas para o tratamento de artrite, reumatismo, dores de estdbmago, erupcdes
cuténeas e ate em mordidas de animais (Farhat et al., 2019).

Vérios trabalhos associam as aplicacBes terapéuticas das pimentas as
concentracOes de capsaicina, componente ativo de pimentas ardidas (Clark et al., 2015;
Marine et al., 2015; Carvalho et al., 2015; Ciulu et al., 2015; Gannon et al., 2016).
Takikawa et al. (2002) afirmaram que a capsaicina é produzida como metabolito
secundario pelas pimentas do género Capsicum e que provavelmente atua como barreira
contra herbivoros. Dessa forma, a classificacdo das pimentas pela ardéncia é baseada
também nos teores de capsaicina apresentados pelas espécies e suas variedades, estudos
realizados por Cruz (2003) relacionou a pungéncia a concentracdo de capsaicina e a
atividade antibacteriana dos extratos destas plantas.

Diversos estudos sobre a atividade antimicrobiana dos extratos das pimentas
Capsicum demonstram que esses podem atuar na inibicdo de microrganismos. Sen et al
(2016) utilizaram os extratos aquoso e metandlico de trés variedades de frutos do
pimentdo que apresentaram ampla atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus e Micrococcus luteusos, a partir desse resultado, concluiram que
os frutos do Capsicum poderiam servir como bactericida natural.

Os extratos de C. annuum foram investigados por Ciulu et al (2015) analisando
suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Os resultados revelaram que extratos
alcodlicos de C. annuum exibem propriedades antioxidantes significativas, sendo a
maior atividade antioxidante obtido para o extrato de pimenta verde obtendo valores
superiores ao Trolox, um analogo de vitamina E amplamente comercializado, nesse
estudo a atividade antibacteriana dos extratos também foi avaliada, onde demostraram
atividade significativamente maior em comparacdo com o padrdo de capsaicina usado
como controle positivo para as bactérias Enterococcus faecalis, E. coli, Bacillus subtilis
e Staphylococcus aureus.

Akbas el al (2018) em seus estudos com nanoemulsées contendo oleorresina de
pimentas Capsicum demostraram uma bioatividade melhorada como antioxidante e
antimicrobiano para Staphylococcus aureus. O trabalho buscava determinar as
condigOes de formulagGes apropriadas para OC (Oleorresina de Capsicum) para atuar
como surfactantes de qualidade alimentar a serem usados em produtos farmacéuticos e

industria de alimentos.
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Bacon et al. (2017) fracionaram o extrato da pimenta jalapefio (Capsicum
annuum var. annuum). e testaram para atividade antibacteriana usando o método de
difusdo em disco, apos o fracionamento inicial, duas fracdes (E e F) exibiram atividade
antibacteriana contra todos os trés patdgenos.

Raybaudi-Massilia et al (2017) analisaram os extratos alcoolicos e aquosos de
pimentdo vermelho (Capsicum annuum L.) obtidos por diferentes metodologias para
avaliar suas propriedades citotdxicas, antioxidantes e antimicrobianas. Dentre as
atividades analisadas a que apresentou maior atividade foi a citotoxica, pois teve um
feito significativo em células do colo do Utero e um impacto moderado sobre broblastos
No teste antimicrobiano foi observada uma leve atividade apenas para extratos
alcoolicos. Os resultados mostraram o potencial do pimentdo vermelho (C. annuum L.)

como fonte de compostos antioxidantes e citotoxicos.

3.3 Microrganismos Endofiticos

Os enddfitos sdo microrganismos que habitam o interior de tecidos vegetais sem
causar danos ao seu hospedeiro (Araujo et al., 2010). Estudos sobre a relacao ecologica
entre enddfitos e espécies vegetais, sugere que esses microrganismos co-evoluiram com
seus hospedeiros, interagindo de forma que possam trocam beneficios entre si (Kharwar
et al., 2012), pois o hospedeiro acaba fornecendo nutrientes e protecdo, € em contra
partida os enddéfitos tornam a planta mais resistente a condi¢des adversas, pois sdo bons
produtores de substancias ativas que podem atuar no controle biolégico contra
microrganismos patogénicos, podem evitar que a planta sofra com ataque de insetos,
favorecem um melhor desenvolvimento da planta entre outros beneficios (Venieraki et
al. 2017).

Todas as espécies vegetais estudadas até hoje possuem endofitos (Strobel e
Daisy, 2004), ha espécies de plantas que chegam a hospedar mais de 100 enddfitos,
alguns generalistas, ndo se restringem a um Unico hospedeiro, enquanto outros
apresentam especificidade por um determinado hospedeiro (Santos, 2012). As
comunidades endofiticas podem alterar de acordo com a espécie, idade, distribuicao
geografica, clima, fisiologia, ecologia e bioquimica das plantas.

Os organismos endofiticos podem ser isolados de diferentes tecidos e 6rgaos
vegetais, 0 isolamento pode ser realizado a partir das folhas, ramos, caules, raizes e

estruturas florais como polen, ovario, anteras e estames (Araujo et al., 2002).
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Os simbiontes vegetais mais comuns sdo as bactérias e fungos (Freire et al.,
2015) entre esses grupos, os fungos, sdo vistos como uma excelente fonte de produtos
com bioativos naturais, eles produzem metabdlitos secundarios que sdo amplamente
estudados por apresentarem acOes antimicrobianas, anticancer, atividades
neuroprotetoras, antioxidantes ou antiparasitarias. Os géneros frequentemente isolados
de fungos incluem: Aspergillus, Penicillium, Colletotrichum, Xylaria, Phomopsis,
Fusarium, Pestaloliopis (Farhat et al., 2019; Notarte et al., 2019; Pinheiro et al., 2017).
Os fungos podem se instalar nos tecidos vegetais de modos diferentes, podem penetrar
através dos estbmatos, pelas raizes, sementes ou ainda por ferimentos ocasionados em
alguma parte da planta.

Os fungos endofiticos podem sintetizar indmeros compostos produzidos por
vegetais, e esse fato impulsiona o estudo de plantas com propriedades medicinais que
hospedam enddfitos avaliando um possivel sinergismo entre os compostos produzidos
do resultado dessa relagdo (Nisa et al., 2015).

3. 4 Producéo de metabolitos secundarios por fungos endofiticos

O metabolismo secundéario de microrganismos pode ser visto como a producao
de compostos ndo essenciais ao organismo que os produzem porem esses metaboélitos
passaram a ser explorados pela sua importancia nas areas da salde e da industria, visto
que eles retém caracteristicas de interesse (Xia et al., 2019). A maior fonte de
metabdlitos secundarios bioativos sdo os fungos, que se destacam ecologicamente pelas
suas interacGes quimicas. Entre eles os mais estudados quimicamente sdo: Penicillium
expansum  (patulina, citrinina, chaetoglobosinas, roquefortine, expansolides,
communesinas, geosmina, fumaril-D, L-alanina), Fusarium poae (trichothecenes,
culmorinas, aurofusarina, fusarinas, beauvericina e enniatinas) e Alternaria gaisen
(&cido tenuazbnico, tentoxina, altertoxina A, alternariois, toxina AK e altersetina)
(Frisvad et al., 2008).

Uma grande quantidade de fungos endofiticos ja foram investigados quimica e
biologicamente e ainda assim eles demonstram potencial para descoberta de novas
moléculas bioativas (Guo et al., 2020), tal fato esta relacionado a capacidade dos
endodfitos de desenvolver mecanismos biol6dgicos de protecdo, tornando-os aptos a

ocuparem o0s mais variados nichos.
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Os metabdlitos bioativos produzidos fungos endofiticos sdo usados diretamente
como medicamentos ou funcionam como moléculas precursoras de outros produtos
quimicos. Os endofitos sdo vistos como um depdsito de metabdlitos bioativos, como
alcalGides, fenois, lactonas, isocumarinas, quinonas, citocalasinas, esterdides, saponinas,
taninos e terpendides, o que os torna candidatos promissores para o tratamento de varias
enfermidades como o cancer, maléria, tuberculose, doencas virais, diabetes, doencas
inflamatorias, artrite e doencas imunossupressoras (Specian et al., 2014; Fadiji et al.,
2020).

Alguns eventos importantes no estudo de metabolitos ativos produzidos por
fungos demonstram a diversidade de compostos para fins medicinais. No estudo de
Devari et al (2013) foi isolado o fungo Alternaria alternata, endofito da espécie C.
annuum, e foi observado que esse fungo produzia uma substancia antes presente
somente em frutos de pimentas Capsicum, a capsaicina, substancia responsavel pela
pungéncia e que apresenta varias agdes bioldgicas de interesse.

Lai et al. (2020) isolaram cinco novos derivados do composto clamidosporol,
que foram chamados de pleospyrones A-E (1-5) do fungo endofitico Pleosporales sp.
presente na planta medicinal Siraitia grosvenorii. Guo et al. (2020) isolaram do fungo
endofitico Monosporascus eutypoides dois novos compostos, monosporasols A e B, e
dois compostos conhecidos a pestaloficina C e artrinona.

Mao et al. (2019) obteve dois novos metabolitos hibridos de decalina / &cido
tetrdmico, hialodendrinas A e B que foram isolados de um fungo endofitico da planta
Hyalodendriella sp. ponipodef. O estudo realizado por Ola et al., (2019) observou a
producdo de &cido kojico, substancia utilizada em produtos para clareamento de pele, a
partir do fungo endofitico Aspergillus flavus, isolado do caule de Catharanthus roseus,
foi obtido cerca de 11 g do &cido kéjico puro. Dwibedi et al., (2019) avaliou em
enddfitos cultivaveis recuperados de vinhedos a producdo de resveratrol e através de
uma andlise em LC-MS confirmou a semelhanga do resveratrol fangico com o
resveratrol padrdo em um isolado de Pinot noir.

Baseado nas inumeras aplicacGes de enddfitos em diferentes areas € de grande
importancia o desenvolvimento de novas estratégias para aperfeicoar essa busca,
tornando mais bem-sucedida a descoberta de microrganismos promissores com
caracteristicas Unicas que estejam relacionados a finalidades especificas e aplicagdes de

interesse.
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3.5 Metabolitos secundarios produzidos por fungos endofiticos com atividade

inibitoria a fitopatdgenos

O uso de agroquimicos tem causado danos cada vez mais intensos ao meio
ambiente, a saude humana e a de outros organismos, e como consequéncia ha a
incidéncia crescente de fitopatdgenos com resisténcia aos agroquimicos disponiveis no
mercado (Zabka et al., 2013). A preocupacdo global sobre o uso de agroquimicos e 0
reconhecimento do potencial dos compostos bioldgicos tem estimulado a pesquisa em
busca de alternativas menos nocivas e preferencialmente naturais.

Existem varios estudos que utilizam compostos bioativos de fungos endofiticos
contra o crescimento de fitopatdgenos “in vitro” como o trabalho de Huang et al.,
(2018) isolou um novo composto uma benzopiranona que € produzido por um
Alternaria sp., 0 composto apresenta atividade contra o fungo fitopatogénico Alternaria
brassicicola. Outros exemplos sdo os compostos isolados de amostras de fungos
marinhos, foi observado a producdo de derivados de antraquinona o (11S) -1,3,6-
trihidroxi-7-(1-hidroxietil) antraceno-9,10-diona (1) e 7-acetil-1,3,6-trihidroxiantraceno-
9,10-diona (2), isolados a partir das culturas de P18 e duas perilenquinonas,
stemfiperilenol (3), e alterperilenol (4), produzidos pelo fungo P8, com atividade contra
Pestallozzia theae e Alternaria brassicicola (Zhao et al., 2018). Compostos da classe
dos fendis também tém sido isolados de fungos endofiticos. Um exemplo € o composto
oosporeina, produzido por Chaetomium cupreum, que apresenta atividade contra os
fitopatdgenos Rhizoctonia solani, Phytium ultimum e B. cinérea (Mao et al., 2010). Um
composto derivado da tetralona, que foi isolado do fungo endofitico Phoma sp..
apresentou atividade antifungica aos dois importantes fitopatdgenos da agricultura
Fusarium oxysporum e R. solani (Wang et al., 2012).

Na area agronémica, diversos metabolitos secundarios isolados de linhagens de
Aspergillus e Penicillium, fungos isolados frequentemente como enddfitos, também
apresentam compostos contra fitopatdgenos como avaliado no estudo de Sartori (2016)
que isolou o composto citrinina do fungo endofitico Penicillium citrinum. Outro
exemplo é o antifingico 7-hidroximeleina, que inibiu o crescimento dos fitopatdgenos
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, a 5 e 10 pg, respectivamente,
através do ensaio de bioautografia (Oliveira et al., 2011).

O composto fumitremorgina B, isolado de Aspergillus, se mostrou ativo a

Botrytis cinerea, Alternaria solani, Alternaria alternata, Fusarium solani, Fusarium
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oxysporum, Gibberella saubinettii e Colletotrichum gloeosporioides usando o método
de diluicdo seriada (Li et al., 2012).

No cenario atual, a procura por produtos organicos, indicando a preferéncia em
reduzir do uso de produtos quimicos, fica evidente a necessidade de buscar estratégias
sustentaveis para a protecdo das culturas e nesse contexto a diversidade de compostos
produzidos por fungos capazes de suprimir o livre desenvolvimento de fitopatdgenos
indica sua importancia nos estudos de bioprospeccdo, especialmente na area
agronémica.

Nesse ambito, os endofitos sdo importantes candidatos ao controle de
fitopatdgenos, principalmente pelo fato de colonizarem muitas vezes 0 mesmo nicho
ecologico (Araujo et al., 2010), isto porque eles podem empregar diferentes estratégias
diretas ou indiretas contra os patdgenos como producdo de antibioticos, secrecdo de
enzimas liticas, producdo de fitohormonios, producdo de siderofore, competicdo por
nutrientes, parasitar o patégeno ou induzir a planta a desenvolver resisténcia. Porém,
pouco se sabe sobre a regulacdo da interacdo plantas-fungos endofiticos e como os

fungos protegem as plantas contra os fitopatdgenos (Fadiji et al., 2020).

3.6 Metabolitos secundarios produzidos por fungos endofiticos com atividade

antibacteriana

Antimicrobianos constituem um exemplo classico e altamente desejavel de
compostos alvo para a bioprospeccdo. Sabe-se que 0S microrganismos apresentam
potencial para a producdo desses compostos ativos e atualmente, a busca por endofitos
que produzam tais substancias tem se intensificado. A atividade antimicrobiana de
fungos endofiticos € resultante da producdo de uma grande variedade de compostos de
estrutura quimica bastante diversificada. Conforme reportado por Gunatilaka (2006),
esses microrganismos apresentam uma reserva consideravel de estruturas quimicas
Unicas e de interesse para o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos.

Segundo Abdulhadi et al. (2020), o extrato bruto de Trichoderma harzia
endofito isolado de Rosmarinus officinalis mostrou atividade antimicrobiana
significativa contra cepas de P. aeruginosa, S. aureus, K.pneumoniae, B. subtilis e E.
coli. Raizes, cascas, frutos e folhas saudaveis de Sonneratia apetala, foram utilizados
para o isolamento de 56 fungos endofiticos, cuja fracdo metandlica dos fungos

identificados como Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus niger e Fusarium
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equiseti foram mais ativos e seus extratos inibiram, ao menos, um dos patdgenos
testados (Pseudomonas aergurinosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Micrococcus lutus) (Nurunnabi et al., 2020).

Memecylon umbellatum é uma planta medicinal da India conhecida pelas suas
propriedades fungicidas, bactericidas, antioxidantes e hipoglicémicas, dela foram
isolados sessenta e trés espécies de fungos pertencentes a 22 géneros, onde dois de seus
isolados fungicos endofiticos Cochlibolus affinis e P. guepinii expressaram alta
atividade antibacteriana contra cepas bacterianas, segundo Suryavamshi et al. (2020).

Fungos endofiticos foram isolados de Casearia growiifolia e avaliados quanto a
atividade antimicrobiana. Foram observados sete tdxons fungicos diferentes, incluindo
Aspergillus candidus, Neosartorya fischeri, N. tatenoi, Paecilomyces herbarum,
Phomopsis sp., Xylaria berteri e X. feejeensis foram os endofitos dominantes
recuperados no estudo. Neosartorya spp. mostrou atividade antimicrobiana contra
VArios microrganismos patogénicos, produzindo um metabdlito extracelular eficaz, que
teve atividade de amplo espectro contra 10 diferentes espécies de patdgenos testados, o
composto claramente afetou a morfologia celular das bactérias quando observada por
microscopia eletronica de varredura (Yodsing et al., 2018).

Plantas e solos de manguezais também tiveram suas comunidades de fungos
endofiticos isolados e caracterizados e sua producdo antimicrobiana avaliada, doze
fungos endofiticos foram isolados e identificados como pertencentes aos géneros
Penicillium sp, Curvularia sp, Diaporthe sp, Aspergillus sp, Guignardia sp,
Neusartorya sp e Eupenicillium sp, a atividade antimicrobiana desses doze endofitos
fangicos foram testadas contra bactérias Gram negativas, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus e Gram positivas, Escherichia coli e fungos como Candida
albicans e Aspergillus niger. Dois isolados (Guignardia sp. e Neusartoya sp.)
apresentaram forte atividade antimicrobiana. Os compostos foram isolados de ambos os
isolados e analisados usando HPLC, os isolados exibiram cromatogramas com alta
diversidade de estruturas quimicas basicas e picos em uma ampla gama de polaridades,

com estruturas semelhantes a catequina Trimérica e Helenalina (Ling et al., 2016).
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4 CAPITULO 1: ISOLAMENTO, PURIFICACAO, IDENTIFICACAO E
CONSERVACAO DE FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOS A FRUTOS DE
Capsicum chinense

4.1 MATERIAL E METODOS
4. 1.1 Area de Coleta

Foram coletadas aleatoriamente 30 amostras de frutos saudaveis e maduros de
pimenta murupi e 30 amostras de frutos saudaveis e maduros de pimenta de cheiro no
sitio RP localizado no ramal do canastra no municipio de Presidente Figueiredo. O
ponto foi escolhido por se tratar de uma area de cultivo para consumo domeéstico e
comercial, em area aberta e as coletas realizadas em novembro de 2019, um periodo
caracterizado por alta pluviosidade na regido.

As amostras foram armazenadas em sacos plasticos, identificadas e armazenadas
em caixa térmica durante o transporte ao Laboratério de Pesquisa em Microbiologia da

Universidade Federal do Amazonas-UFAM.
4.1.2 Procedimentos de Isolamento e Purificacédo e dos Fungos Endofiticos

Os frutos foram lavados em agua corrente e em seguida, com &gua destilada para
a retirada de residuos. Posteriormente, cada fruto foi submetido ao processo de
desinfeccdo para eliminacdo dos microrganismos epifiticos, segundo Araujo et al.
(2010), onde as amostras vegetais foram submetidas a submersao em alcool etilico 70%
por um minuto, hipoclorito de sédio 2,6% por dois minutos, novamente em alcool
etilico 70% por 30 segundos e duas vezes consecutivas em agua destilada autoclavada
por 30 segundos, sendo a Gltima agua de lavagem utilizada para controle (negativo) do
processo de desinfeccdo através da semeadura em placa de Petri contendo meio de
cultura sem adicédo de antibiotico.

Apos as lavagens em série, as pimentas foram depositadas sobre placa de Petri
autoclavada e com auxilio de bisturi, foi fragmentado o endocarpo em quadrados de
aproximadamente 2 mm?, os quais foram depositados em placas de Petri contendo meio
Batata Dextrose Agar caseiro (BDA) (pH 6,8) acrescido de tetraciclina (50 pg/mL). As
sementes foram inoculadas inteiras nas placas de Petri contendo 0 mesmo meio de

cultura. Foram colocados cinco fragmentos por placa, em trés repeticoes.



27

As placas foram incubadas em estufa tipo BOD (Biological Oxygen Demand)
em temperaturas de 18 °C e acompanhadas diariamente, por um prazo maximo de
quinze dias. As colénias recém desenvolvidas foram transferidas para tubos de ensaio
contendo meio BDA pH 6,8, os quais foram cultivados em temperatura ambiente.

A purificacdo foi realizada por meio da obtencdo de suspensdo de conidios em
solucdo tween 80 a 0,1% (v/v). Aliquotas da suspensdo foram submetidas a estimativa
do ndmero de conidios em Camara de Neubauer, seguindo-se a diluicdo seriada e
plagueamento em meio BDA pH 6,8 da diluicdo correspondente a 10 UFC/mL.

As coldnias monospdricas foram transferidas para placas de Petri contendo meio
BDA pH 6,8. As placas foram incubadas a 28 °C e uma vez que a colbnia atingiu a
borda da placa, foram obtidas imagens das culturas para inicio da analise do aspecto

macromorfolégico dos isolados (Figura 2).

Série de desinfec¢éo
superficial

Material vegetal:
Endocarpo e sementes de
pimentas murupi e de cheiro

Plagueamento:
Técnica de fragmentacéo
do material vegetal

Col6nia apds 7 dias de
incubagao

Figura 2 - Esquema com as etapas do isolamento dos microrganismos endofiticos

4.1.3 Preservacéo dos fungos

Para preservacdo dos isolados, discos de meio de cultura de 5 mm de didmetro
de todos os isolados foram submersos em 5 mL de agua destilada em frascos do tipo
penicilina lacrados, mantidos a temperatura ambiente e em triplicata conforme método
descrito por Castellani (1939).



28

Os isolados estoques também foram mantidos em tubo inclinado contendo meio
de cultura BDA e mantidos em refrigeracdo a 8° C. Para a reativacdo, fragmentos dos
estoques eram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e
mantidos em B.O.D. a 28 °C.

4.1.3.1 Frequéncia de Isolamento

A frequéncia de isolamento dos fungos endofiticos (em porcentagem) foi

calculada pela formula:

Taxa de Colonizacgao (%) = Numero de Fragmentos com crescimento fungico x 100

Numero total de fragmentos observados

A frequéncia de colonizag@o nos fragmentos vegetais das pimentas C. chinense
pelos fungos foi definida como: o ndmero total de fragmentos que apresentarem
colonizacao por fungo endofitico em relacdo ao nimero total de fragmentos analisados.

Foi realizada analise total da taxa de colonizacdo e parcial e comparando-se 0

local de colonizagdo nos frutos (endocarpo e sementes).
4.1.3.2 Caracterizacdo Morfologica dos Fungos Endofiticos

A identificacdo morfologica em nivel de género foi realizada em colaboracéo
com o Prof. Dr. Pedro Queiroz Costa Neto da Faculdade de Ciéncias Agrarias
(Universidade Federal do Amazonas), no Laboratério de Principios Bioativos de
Origem Microbiana - LPBOM. A identificacdo dos enddfitos teve inicio com uma
triagem morfoldgica, observacdo das caracteristicas macroscopicas. Para isto, as
linhagens foram crescidas durante sete dias em BDA caseiro (200 g de Batata inglesa,
20 g de Glicose Anidra, 15 g de Agar, 1000 mL de agua destilada) em B.O.D. a 25° C,
e, apds o tempo de incubagdo, as caracteristicas macroscopicas foram observadas em
microscopio lupa estereoscopicas, onde foram observadas -caracteristicas como
coloracdo, textura e borda da coldnia, producdo de pigmento ou exsudatos, velocidade
de crescimento e aspecto do micélio.

Para visualizagdo das estruturas microscopicas, foi realizada a técnica de
microcultivo, que consistiu na transferéncia de dois a quatro pequenos fragmentos do

micélio fangico, para uma placa de Petri contendo blocos de gelose dos meios BDA a
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10% e pH 6,8 e extrato de malte, conforme descrito por Shirling e Gottlieb (1966).
Sobre esses pequenos indculos, foram depositadas laminulas para microscopia,
autoclavadas, medindo 22x22 mm?. Foi empregada leve pressdo sobre a laminula, de
forma que a mesma permaneca aderida a superficie do meio de cultura.

As placas de Petri foram transferidas para incubadora BOD, sendo
acompanhadas, dia a dia, até que o micélio do fungo em desenvolvimento atingisse a
borda da laminula e iniciasse o crescimento sobre a mesma. Nesse momento, a laminula
foi cuidadosamente retirada com auxilio de pinca e depositada sobre lamina de
microscopia com lactofenol azul algodao.

As caracteristicas microscépicas foram analisadas e fotodocumentadas em
microscopio 6ptico acoplado a um sistema de captura de imagens, em aumentos iguais a
400X (Leica DM750), priorizando a observacdo de microestruturas como conidios,
conidiéforos, grampos de conexao, apressorios, septos, morfologia e coloracdo das
hifas, entre outros, as quais foram comparadas com chaves taxondmicas especificas para

cada género.
4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.2.1 Taxa de colonizagédo nos fragmentos vegetais

Foi obtido um total de 157 isolados fangicos (Tabela 1) a partir de 450
fragmentos de endocarpo e 450 sementes de cada variedade de C. chinense, totalizando
1800 fragmentos. A taxa colonizagéo geral do isolamento foi de 15,7%, comparado com
outros estudos observados na literatura a taxa de colonizacdo (TC%) dos enddfitos foi
menor do que as relatadas para outras espécies vegetais, ainda que a coleta tenha sido
realizada em um periodo de alta pluviosidade na regido, condi¢do que segundo Halész et
al (2016) estimula a infeccdo fangica em tecidos vegetais. Vale destacar que as
linhagens isoladas neste trabalho ndo representam a diversidade total de fungos
endofiticos das variedades de pimenta murupi e de cheiro principalmente devido a
selecdo de linhagens fangicas capazes de crescer no meio de cultivo utilizado.

A baixa quantidade de endofitos recuperados no isolamento pode ter sido
influenciada segundo Hernawati et al. (2011) pela aplicacdo frequente de fungicidas

nessas culturas, visto que se trata de um plantio para fins comerciais, o estudo de Gaitan
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et al. (2005) observou que a aplicacdo de fungicidas reduziu a diversidade de fungos

endofiticos foliares de uma arvore de regido tropical a Guarea guidonia L.

Tabela 1 - Namero total de fungos endofiticos isolados das variedades de Capsicum chinense

Quantidade de isolados

Variedade N° Colonizacéo N° Colonizagdo Total de
fragmentos Endocarpo (%) fragmentos Sementes (%) fungos
Pimenta 450 112 24.8 450 3 0,6 115
Murupi
Pimenta de 450 29 6,4 450 13 2.8 42
Cheiro

Nas placas de BDA, os fungos cresceram a partir dos fragmentos dos endocarpos
e sementes dos frutos relativamente rapidos, a maioria dos isolados emergiu em menos
de sete dias apdés o plagueamento das amostras. Poucos isolados obtidos produziram
esporos em meio BDA durante o periodo de 2 a 4 semanas apds o isolamento. O
restante dos isolados produziram micelios estéreis. Nenhum microrganismo foi
observado no controle de desinfeccdo superficial, indicando que o método de
isolamento foi eficiente.

Entre os tratamentos analisados, as amostras do endocarpo da pimenta murupi
apresentaram a maior taxa de colonizacdo 24,8%, enquanto a menor porcentagem foi
observada nas sementes de murupi de 0,6%, considerando especificamente 0s
hospedeiros Capsicum, ressalta-se a particularidade da retencdo da capsaicina, na
placenta do fruto, local em que ficam inseridas as sementes, onde a concentracdo pode
variar entre as pimentas pertencentes ao género, o que leva a hipotese de que a prépria
placenta do fruto pode estar atuando como uma barreira fisica e quimica, reduzindo o
livre desenvolvimento dos fungos endofiticos, fato que foi observado no estudo de
Veloso et al. (2014) que avaliou a atividade antimicrobiana e antifingica da capsaicina
sugerindo um possivel papel para esse composto na defesa das plantas contra patdgenos.

Um fato que pode explicar a maior recuperacdo de enddfitos a partir do
endocarpo das duas variedades em comparagdo com as sementes seria que 0 endocarpo
por apresentar uma area de superficie maior e mais exposta ao ambiente, pode acabar
favorecendo a aderéncia e deposicdo de esporos que podem levam os enddfitos a

penetrar no tecido apds um devido tempo.
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4.2.2 Caracterizacdo morfoldgica e identificacdo dos isolados

Devido ao grande numero de fungos isolados, estes foram inicialmente
agrupados com base em suas caracteristicas morfologicas: forma de coldnia, cor do
micélio e cor reversa da coldnia, para permitir uma selecdo ordenada dos isolados. Os
isolados foram classificados em seis grupos (A-F) (Figura 3) de acordo com a cor da
coldnia: branca, verde, cinza/ preto, marrom e laranja, amarelo, outras caracteristicas
que foram levadas em consideracdo foram a forma da coldnia, pigmentacéo e producédo
de exsudato. Ainda, foi observada a presenca de isolados com caracteristicas
morfoldgicas Unicas, indicando que determinados fungos podem apresentar
especificidade por material vegetal.

A distribuicdo de fungos endofiticos apresentou um padrdo considerado normal,
com taxons comuns e alguns pouco frequentes como endofitos. Por meio da
comparagdo entre as caracteristicas morfolégicas com a literatura taxonémica
disponivel (Barnett e Hunter 1972; Larone, 1995; Menezes e Oliveira, 1993), realizou-
se a identificacdo dos fungos ao menor nivel taxondmico possivel, aqueles que
apresentaram estrutura de reproducdo foram identificados e agrupados em morfotipos
segundo caracteristicas microscopicas, que revelaram suas identidades como membros
de quatro géneros Trichoderma sp, Penicillium sp, Aspergillus sp e Scytalidium sp., 0
dominador dos géneros neste estudo foi Trichoderma sp, os trés primeiros géneros
observados sdo cosmopolitas pois também foram observados como endéfitos em outras
espécies vegetais (Paul el al., 2012; Aruna et al., 2017; Ling et al., 2016;
Venkatachalam et al., 2015; Wong et al., 2015). O género Scytalidium sp raramente foi
relatado como endofito, mas neste trabalho foi observado como enddéfito do fruto de
pimenta murupi.

O taxon Penicillium sp., foi especifico apenas para o tecido do endocarpo da
pimenta murupi e ndo foi encontrado em sementes de nenhuma das variedades
analisadas, Ravindra et al (2011) relata que fungos podem apresentar especificidade por
determinado substrato, em contrapartida o género Aspergillus sp. foi onipresente em

todos tecidos amostrados.
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GRUPO A GRUPO B

GRUPO D

Figura 3 - Fungos endofiticos isolados de frutos de Capsicum chinense. Na figura sdo
mostrados alguns representantes dos isolados, agrupados de acordo com sua cor das col6nias e
caracteristicas morfoldgicas. Todos os fungos foram cultivados em meio de Batata Dextrose

Agar (BDA) por 7 dias a 28 "C.
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O estudo de Santos (2012) indica que as espécies mais frequentemente isoladas
pertencem ao filo Ascomicota, incluindo anamorfos (Hyphomicetes e Coelomycetes).
Espécies de Basiodiomicota e Zigomicota também sao isoladas como endofiticos, mas
representam um ndmero menor. Os géneros mais comumente isolados incluem:
Ascochyta sp, Cladosporium sp, Colletotrichum sp, Fusarium sp, Glomelera sp,
Guignardia sp, Mucor sp, Nadulisporium sp, Pestaloliopis sp, Phyllosticta sp,
Phomopsis sp, Rhizopus sp e Xylaria sp sdo os mais frequentes (Rodrigues et al., 2000;
Zou et al., 2000; Peixoto-Neto et al., 2002), géneros que ndo foram observados nas
condigOes utilizadas nesse trabalho, esse fato pode estar relacionado as variagfes que
ocorrem nas comunidades endofiticas havendo diferencas e especificidade da
microbiota entre diversos tecidos vegetais: raizes, caules, folhas, flores e frutos (Nalini
et al., 2005; Tejesvi et al., 2005; Gond et al., 2007), além de sofrerem influéncia do
ambiente, sazonalidade (Unterseher et al., 2005) e da idade do tecido vegetal.

A porcentagem de 70% ndo foi identificada, pois produziram micélios estéreis,
sem estruturas de reproducdo. A presenca de hifas estéreis em endofitos, também é
comum em outras pesquisas em varias plantas hospedeiras (Fisher et al. 1994; Pimentel
et al. 2006; Verma et al. 2007). Nas figuras 4 a 7 sdo demonstradas figuras com as
principais caracteristicas microscépicas dos fungos mais frequentes neste estudo.

% Penicillium sp.

Morfologia da Colonia — (Figura 4) Colonia com aspecto aveludado de cor verde
escuro com bordas brancas fundo de cor amarela.

Caracteristicas Microscopicas — Numerosas hifas apresentando conidiéforos

ramificados com conidios ovais dispersos

Figura 4 — Morfologia da colbnia e estrutura germinativa de Penicillium sp Ae B —
formas da cultura do fungo. C Microscopia da estrutura reprodutiva.
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<> Trichoderma sp.

Morfologia da Coldnia — (Figura 5) Colbnia inicialmente branca com aspecto
algodonoso presenca de esporos de cor verde, fundo translucido.

Caracteristicas Microscépicas — Hifas apresentando conidiéforos ramificados com

conidios dispersos

Figura 5 — Morfologia da coldnia e estrutura reprodutiva de Trichoderma sp A e B —
formas da cultura do fungo. C Microscopia da estrutura reprodutiva.

s+ Aspergillus sp.

Morfologia da Col6nia — (Figura 6) Col6nia verde escura com bordas brancas com
aspecto algodonoso, fundo verde escuro a negro com bordas brancas.
Caracteristicas Microscopicas — Hifas apresentando conidiéforos ramificados com

conidios dispersos

Figura 6 — Morfologia da col6nia e estrutura reprodutiva de Penicillium sp A e B —
formas da cultura do fungo. C Microscopia da estrutura reprodutiva.
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++ Scytalidium sp.

Morfologia da Col6nia — (Figura 7) Coldnia cinza a negra com aspecto algodonoso

presenca de estruturas aéreas.
Caracteristicas Microscopicas — Hifas apresentando conidiéforos ramificados com

conidios dispersos

Figura 7 — Morfologia da col6nia e estrutura germinativa de Scytalidium sp Ae B —
formas da cultura do fungo. C Microscopia da estrutura reprodutiva.
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5 CAPITULO 2: IDENTIFICACAO DO POTENCIAL ANTAGONISTA DE
FUNGOS ENDOFITICOS DE Capsicum chinense.

5.1 MATERIAL E METODOS
5.1.1 Avaliacéo do Potencial Antagonista dos Fungos Endofiticos

Como ponto inicial para avaliacdo do potencial biolégico dos fungos endofiticos
isolados foram obtidos extratos brutos em pequena quantidade que foram testados
quanto a atividade antibacteriana contra microrganismos teste. Os isolados também
tiveram sua atividade antifitopatogénica avaliada em teste de culturas pareadas contra
dois fitopatdégenos do género Colletotrichum sp, isolados de amostras com antracnose
do guaranazeiro. Os isolados que apresentaram melhores resultados foram submetidos a
fermentacdo liquida para avaliacdo da termoestabilidade de suas biomoléculas sobre o

crescimento dos fitopatdgenos do guaranazeiro, conforme descrito nos itens a seguir.
5.1.2 Obtengao dos extratos organicos

Os fungos obtidos foram cultivados em meio de cultivo Agar Batata Dextrose
(BDA), durante sete dias, a 25 °C, ap06s o crescimento das col6nias blocos de gelose
com os micélios foram transferidos para Erlenmayers onde ficaram submersos em 300
mL de acetato de etila, por 48h. Através da filtracdo a vacuo os sobrenadantes foram
recuperados e concentrados em evaporador rotativo, restando 0s extratos brutos das
principais substancias produzidas, que foram utilizados no microensaio de atividade

antibacteriana e teste de pareamento contra fitopatogenos.
5.1.3 Microrganismos testes

Os microrganismos teste utilizados nos ensaios foram cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923 susceptivel a oxacilina e penicilina), Escherichia
coli (ATCC 25922 Beta lactamase negativa), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e duas linhagens de Colletotrichum sp.
isolados de amostras de guarana afetadas por antracnose. As cepas bacterianas foram
inicialmente reativadas em meio de cultura Agar Triptona de Soja (ATS) e novamente
purificadas por meio de estrias de esgotamento. Ap0s o crescimento, as colonias foram

inoculadas em Caldo Triptona de Soja e incubadas durante 24 h a 37 °C. Ap0s este
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periodo, as culturas foram transferidas para solucédo salina (NaCl 0,9%; p/v) até obter-se
uma turvacdo equivalente ao padrdo 0,5 da escala de MacFarland, correspondendo a
aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL, que foram utilizadas como indculos nos testes de
inibigdo. Os isolados de Colletotrichum sp. foram reativados em meio caseio BDA e

utilizados para os ensaios as col6nias com 7 dias de crescimento.

5.2 Ensaios Bioldgicos

5.2.1 Teste de atividade antibacteriana

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana com 0s extratos organicos dos
microrganismos endofiticos, foi empregado o método de difusdo em &gar, baseado na
técnica descrita por Huang et al. (2001).

Discos de papel Whatman n° 3 (6mm de diametro) foram impregnados com 10
uL das amostras de cada microrganismo endofitico. Para o controle negativo, 0s discos
de papel foram impregnados apenas com DMSO e para o controle positivo, foi utilizado
tetraciclina (50ug/mL). Os testes foram realizados em duplicata.

Os discos de papel foram posicionados nas placas semeadas com o0s
microrganismos teste (item 5.1.3), mantendo-se uma distancia de 40 mm entre os discos
para evitar interferéncias entre os possiveis halos de inibicao.

Em seguida, as placas foram transferidas para geladeira (4 °C) e mantidas
durante 4 horas sob refrigeracdo. Apos esse periodo, as placas foram incubadas a 35 °C
por 24-48 horas, para visualizacdo dos halos de inibicdo formados, em resposta a
difusdo dos possiveis compostos antimicrobianos contidos nos extratos, para o meio de

cultura.

5.2.2 Determinacdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

Este ensaio foi realizado para determinar a CIM dos extratos obtidos dos fungos
endofiticos contra a cepa de Staphylococcus aureus. O método empregado foi da
microdiluicdo em placas de 96 pocgos de acordo com as diretrizes do Comité Nacional
de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, 2008) com modificagdes. Nos pocos foram
adicionados 100 pL da suspensdo da bactéria e 100 puL das amostras a serem avaliadas,
todas diluidas em meio de cultura Muller Hinton. Como controles foram utilizados 100
pL de DMSO diluido em meio de cultura Mueller Hinton (controle negativo) + 100 pL

Tetraciclina na concentragdo de 50uL/mL (controle positivo) que também foi diluido
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em meio de cultura Mueller Hinton, todos adicionados aos pogos com a cultura da
bactéria testada. Posteriormente a placa foi incubada a 37 °C e ap6s 24 h foram
adicionados 20 pL de Alamar Blue as amostras. A permanéncia da cor azul indicou
auséncia de crescimento bacteriano e o desenvolvimento da cor rdsea indicou a presenca

de crescimento bacteriano.
5.2.4 Ensaio de cultura pareada — Colletotrichum spp x extratos AcoEt

A atividade antifiingica “in vitro” foi avaliada através de ensaio por difusdo em
disco de papel filtro (Cavalieri et al., 2005) com modificagdes. O ensaio consistiu em
colocar 10 uL do extrato (1 mg do extrato em AcoEt diluido em 1 mL de DMSO
(Dimetilsulfoxido)) em discos de papel filtro esterilizados (6 mm de diametro) sobre
meio de cultura BDA e, do lado oposto ao papel filtro, foi inoculado um plug do
fitopatdgeno (7 mm de didmetro) retirado de uma placa recém-repicada. Os extratos de
acetato de etila foram analisados em bioensaios contra dois fitopatdgenos pertencentes
ao género Colletotrichum que receberam os codigos GP131 e ISO6/RA4.

Ap0s o pareamento, as placas foram vedadas e mantidas durante trés horas em
geladeira para permitir a difusdo dos compostos dos fungos para o meio de cultura.
Logo apds, as placas foram transferidas para a estufa BOD a 28 °C no escuro e
observadas diariamente, até que fosse possivel a andlise dos resultados. O controle
negativo recebeu apenas os discos de micélio dos fitopatdogenos. A avaliacdo foi
realizada mediante a comparacdo do diametro da colénia comparando com o controle
negativo. Apds este periodo foi observado se houve ou ndo a formacdo de halos de
inibicdo.

5.2.5 Ensaio de cultura pareada — Colletotrichum spp. x Fungo endofitico

Os fungos endofiticos isolados dos frutos de C. chinense foram instigados a
crescer na presenca dos fungos fitopatogénicos utilizando-se a técnica de cultivo
pareado em placas de Petri (Dennis e Webster, 1971). Para isso, plugs de 7 mm de
didametro das col6nias dos fitopatdgenos, foram transferidos para uma das extremidades
de placas de Petri (a 1 cm da borda) contendo meio BDA. Apos dois dias, foram
retirados plugs das coldnias dos fungos endofiticos e depositados na extremidade oposta

das placas (a 1 cm da borda). Todos os tratamentos foram realizados em duplicata e as
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placas foram mantidas em B.O.D. a 28 °C até o crescimento total dos fitopatdgenos nas
placas controle.

Para avaliar o potencial de antagonismo dos isolados foram feitas as analises das
interacdes endofitico-fitopatdgeno baseadas na escala de Badalyan et al. (2002), com
trés tipos de interacdo: A, B e C, aonde C é subdividida em CA1, CA2, CB1 e CB2,
onde A representa 0 bloqueio de crescimento com contato micelial; B, o bloqueio de
crescimento a distancia; C mostra o crescimento do endofitico sobre o fitopatdgeno sem
bloqueio de crescimento inicial; CAl Crescimento parcial do endofito sobre o
fitopatogeno depois da formacdo de barreira inicial (deadlock) com contato micelial,
CA2 Crescimento completo do endofito sobre o fitopatdgeno depois da formacdo de
barreira inicial (deadlock) com contato micelial, CB1 Crescimento parcial do endofito
sobre o fitopatdégeno depois da formacdo de barreira inicial (deadlock) sem contato
micelial, CB2 Crescimento completo do endofito sobre o fitopatdgeno depois da
formacgdo de barreira inicial (deadlock) sem contato micelial. Simultaneamente foi
realizada a medicdo do diametro das colbnias dos fitopatogenos, visando calcular o
indice de antagonismo (IA) de cada endofito, segundo a férmula proposta por
Hajieghrari et al., 2008, onde R1 é o raio da coldnia do patégeno teste em uma placa
controle e R2 é o raio da colénia do patdgeno em direcdo ao fungo antagonista
conforme modelo esquematico na figura 8, as observac@es foram realizadas durante 7

dias.

1A% = [(R1 - R2)] x 100
R1
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Figura 8 - Modelo esquematico de uma placa de Petri representando a técnica de
pareamento direto in vitro para avaliagdo do potencial antagbnico dos fungos
endofiticos de Capsicum chinense. A) Inéculo de Colletotrichum spp. em uma placa
controle; B) Indculo de Colletotrichum spp. e a distancia de crescimento radial (R2)
medida em mm em dire¢do ao fungo antagonista.

5.2.6 Teste de Termoestabilidade de Compostos

Os efeitos dos metabdlitos ndo volateis produzidos pelos oito fungos endofiticos,
que se mostraram ativos nos testes antibacteriano e antifitopatogénico, foram
determinados usando o método descrito por Hajieghrari et al. (2008). O disco fungico
de 5mm foi inoculado em um frasco conico de 250mL contendo 100 mL de BDA e
incubado a 27 "C por 10 dias, e entdo filtrado com papel filtro Whatman. O filtrado foi
misturado ao meio BDA até uma concentracdo final de 20% (v/v) e vertido em placas
de Petri. Uma vez solidificado, um disco de 5 mm do patégeno teste foi colocado no
centro da placa de BDA. A placa foi incubada a 27 ‘C. As placas controle foram
preparadas sem alterar o BDA com o filtrado da cultura. Apds 7 dias, o crescimento
radial do teste patdgeno no meio de cultura contendo o filtrado e das placas controle
foram medidas, e a porcentagem de inibicdo no micélio o crescimento foi calculado

conforme explicado no ensaio de cultura dupla (item 5.2.5).
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5.3 Procedimentos para Identificacdo dos Isolados Promissores

5.3.1 Sequenciamento de Regides ITS do rDNA
5.3.1.1 Crescimento micelial para extracdo de DNA

Devido ao numero elevado de isolados e também a semelhanca morfoldgica
entre eles priorizamos a extracdo do DNA apenas dos fungos endofiticos que
apresentaram atividade bioldgica seguindo a técnica descrita por Raeder e Broda (1985).

O micélio obtido no ensaio do item 5.3.4 foi filtrado em filtro de Bichner
acoplado a um sistema a vacuo, lavado com agua destilada autoclavada e em um gral de
porcelana foi macerado com nitrogénio liquido onde posteriormente foi adicionado 5
mL de tampéo de extragdo CTAB 2X (Brometo de cetiltrimetilamdnio) a mistura foi
transferida para um tubo Falcon de 15 mL.

A suspensdo foi incubada a 65 °C durante 60 minutos e em seguida, foi
centrifugada a 10.000 rpm durante 15 minutos. Ao sobrenadante foi adicionado 5 mL de
solvente organico CIA (cloroférmio-alcool isoamilico 24:1) intervalados com
centrifugacgdes e resgate do sobrenadante.

Em seguida, foi realizada a precipitacdo do DNA com a adicao de isopropanol (°
20°). Os tubos foram homogeneizados manualmente. O precipitado foi resgatado por
centrifugacéo e houve descarte do sobrenadante. O pellet foi submetido a duas lavagens
sucessivas com etanol 70% gelado e em seguida, seco por inversdao dos tubos sobre
papel toalha durante 30 minutos. A ressuspenséo do pellet foi feita com tampéo TE (10
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA).

O DNA foi quantificado em gel de agarose-TAE (1%) corado com brometo de
etideo (5 pg/mL) utilizando como padrdo o DNA integro de fago A, em diferentes
concentragfes. O gel foi submetido a uma corrente de 50 V e apo6s a corrida, as bandas
foram visualizadas em transiluminador de luz UV, sendo o gel fotodocumentado.

Apos a quantificacdo, as amostras foram diluidas para 20 ng/uL e utilizadas nas
reacOes de PCR para a amplificagdo dos fragmentos de ITS (Internal Transcribed
Spacer) do rDNA.
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5.3.1.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA dos fungos foram submetidos a amplificacdo das regides ITS do rDNA
(ITS1-5.85-1TS4), utilizando-se os primers ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG —
3’) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’) para os fungos endofiticos
isolados das pimentas descritos por White et al. (1990) e o primer C-GAPDH-R
(TACTTGAGCATGTAGGCCTG) para identificacdo dos fitopatdgenos. A reacdo de
PCR foi realizada em volume final de 50 pL, tendo como condigdes de amplificagao:
desnaturacdo inicial a 94 °C por cinco minutos seguida por 25 ciclos de 30 segundos de
desnaturacdo a 94 °C, 30 segundos de anelamento a 55 °C e 30 segundos de extensdo a
72 °C, e uma extensdo final de sete minutos a 72 °C.

Apos a amplificagdo, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 1,2% (v/v) em tampdo Tris-acetato-EDTA (TAE: 40 mM de Tris; 20
mM de &cido acético glacial; 1 mM EDTA), o qual foi corado com brometo de etideo (5
ug/mL) e fotodocumentado.

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados utilizando o kit GFX
PCR Purification (Qiagen), conforme recomendacdes do fabricante. O produto de
purificacdo foi quantificado em NanoDrop 2000C e enviado para sequenciamento.

Todas as etapas do processo de identificagdo molecular dos isolados foram
realizadas no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Amazénia Ocidental,
coordenado pelo Dr. Gilvan Ferreira.

5.3.1.3 Andlise das sequéncias

As sequéncias de DNA obtidas foram comparadas com as sequéncias de isolados
depositados no GenBank, utilizando o programa BLAST, (Basic Local Alignment
Search Tool) disponivel no portal do National Center for Biotechnological Information
— NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Ap6s o alinhamento, foram desenvolvidos

dendrogramas utilizando o programa MEGA X (https://www.megasoftware.net/).

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1 Atividade antimicrobiana dos metabdlitos dos fungos endofiticos

Na triagem qualitativa antibacteriana de 132 isolados de fungos endofiticos, 0s

extratos organicos dos isolados 5, 6, 12 e 52 mostraram moderada inibicdo, na
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concentracdo inicial de 1mg/mL, contra Staphylococcus aureus, essa cepa é um
patdgeno oportunista, e embora seja um colonizador comum da pele humana, uma vez
que supera a barreira da pele, pode causar uma variedade de infeccdes sistémicas,
infeccbes agudas e crbnicas, e recentemente foi reconhecida como patdgeno
intracelular, caracteristica que contribui potencialmente para a resisténcia bacteriana
(Becker et al., 2014).

Estudos anteriores mostraram que varios extratos de fungos endofiticos exibiram
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (Abdulhadi, et al., 2020;
Nurunnabi et al., 2020; Lai et al. 2020; Metwaly et al., 2019; Cosoveanu et al., 2018)
indicando que compostos como alcalGides, terpendides e compostos fenolicos
frequentemente observados em extratos fungicos podem ser o responsaveis pelas
atividades antimicrobianas.

A avaliacdo das concentragdes inibitorias minimas dos extratos brutos dos
isolados fangicos variou entre 31,25-500 pg.mL™. A atividade mais forte foi observada
no CIM de 500 pg.mL™. O estudo de Nurunnabi et al., (2020) relata que embora o
solvente acetato de etila, utilizado para obtencdo dos extratos brutos nesse estudo, seja
amplamente utilizado na extracdo de compostos das culturas de fungos endofiticos
(Bhardwaj et al. 2015; Minarni et al. 2017) por possui polaridade média, de modo que
tem a capacidade para dissolver os compostos ativos polares e ndo polares, 0 uso de
solventes com diferentes polaridades como o metanol que pode dissolver quase todos 0s
compostos organicos, mesmo polares, semipolares e ndo polares (Rahmawati et al.
2018), poderia favorecer a observacdo de uma gama maior de compostos ativos.

Figura 9 — A - Triagem antimicrobiana dos extratos obtidos dos fungos endofiticos
contra S. aures. B - Avaliacdo da concentracao inibitéria minima dos extratos organicos.
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5.4.2 Cultivo pareado dos fungos endofiticos contra os fitopatégenos do género
Colletotrichum sp.

A técnica de cultivo pareado em placas de Petri foi utilizada para avaliar a
interacdo dos fungos endofiticos isolados dos frutos de variedades de Capsicum
chinense frente ao crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos do género
Colletotrichum. Primeiramente, foram avaliados 132 fungos endofiticos contra o
crescimento micelial de duas linhagens de fitopatdgenos isolados do guaranazeiro

Observando os resultados obtidos por esta técnica, foi possivel verificar que 19
enddéfitos apresentaram taxa de antagonismo acima de 70% sendo a maior parte contra o
patdgeno GP131 (Figura 10), entre os isolados os de nimero 43 e 80, identificados pela
microscopia como pertencentes ao género Scytalidium sp., bloquearam em mais de 80%
o desenvolvimento dos dois fitopatogenos analisados (Figura 11), e os isolados 37 e 151
bloqguearam em 80 e 81,57% o desenvolvimento do fitopatdgeno ISO6/R4
respectivamente, na maioria desses casos observou-se que o enddéfito cresceu mais do
que o fitopatégeno, com a ocorréncia de contato micelial. Ja em outros casos o endéfito
cresceu sobre o micélio do fitopatdgeno e outros os endofitos apresentaram rapido
crescimento, mas ndo houve contato micelial com o fitopatdégeno. O tipo de interacdo
endofito-fitopatdgeno que prevaleceu nesse experimento foi 0 por competicao, segundo
Fatiji et al. (2020) a competicdo € um forte mecanismo usado por endofitos que
impedem patogenos de colonizar o tecido do hospedeiro, porem o método de controle
empregado por endofitos é frequentemente local, necessitando de outros mecanismos
para ocupar sistematicamente outras partes do hospedeiro onde patégenos podem atacar.
O estudo de Lahlali et al., (2014) avaliou a colonizagdo da raiz de colza com enddfito
Heteroconium chaetospira e ndo conseguiu prevenir os sintomas da raiz torta no
vegetal, o que indica as limitacdes que podem ser encontradas com a competicdo como
método de biocontrole, pois pode ser pouco eficaz quando ha uma alta presenca de
microrganismos causadores de doencas.

Os indices de antagonismo foram calculados, e os resultados obtidos podem ser

visualizados na tabela 2, a seguir.
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Tabela - 2. Interacbes baseadas na escala de Badalyan et al. (2002) entre fungos
endofiticos isolados do endocarpo e sementes de Capsicum chinense Jacquin. contra
dois fitopatdgenos de Colletotrichum sp., e o indice de antagonismo em porcentagem
(1A%).

Isolado Colletotrichum 1 (GP131) Colletotrichum 2 (ISO6/R4)
R
P0O03 A 75,00 - -
P025 B 70,00 - -
P0O35 B 71,67 - ]
P0O36 A 70,00 - -
P0O37 A 80,00 - -
P0O39 A 75,00 - -
P042 A 75,00 - -
P043 A 80,00 A 81,54
PO50 - - A 72,31
PO51 A 78,33 - -
P068 A 73,33 - -
PO70 A 76,67 - -
P080 A 80,00 A 83,85
P092 A 78,33 - -
P094 B 71,67 - -
P107 A 70,00 - -
P139 B 70,00 - -
P148 B 70,00 - -
P151 A 81,67 A 76,92
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Figura 10 - Cultivo pareado das linhagens de fungos endofiticos (na parte direita das placas) com o
fitopatdgenos do guaranazeiro — GP131 e ISO6/R4 (na parte esquerda das placas).
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Figura 11 — A e B isolados 43 e 80 contra patogeno ISO6/R4 (lado direito da placa). C
e D isolados 43 e 80 contra o patdgeno GP131 (lado direito da placa).

5.4.3 Metabdlitos secundarios com atividade antifingica a fitopatégenos

Os oito fungos endofiticos que apresentaram atividades biologicas nesse estudo
foram selecionados e obtidos seus extratos brutos, que foram submetidos ao ensaio “in
vitro” de difusdo em disco, para avaliagdo dos metabdlitos secundarios quanto a
atividade antifungica as duas espécies de Colletotrichum. Os extratos brutos foram
aplicados em discos de papel filtro, utilizando-se uma concentracéo de 1 mg/mL™ e o

resultado deste ensaio pode ser visualizado na figura abaixo (Figura 12).
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Figura 12 - Avaliacdo dos extratos brutos dos fungos endofiticos por ensaio de difusdo em
disco contra os fungos fitopatogénicos Colletotrichum spp. isolados do guaranazeiro.

Apo0s observacdo de atividade antifungica, as porcentagens de inibicdo foram
calculadas e o resultado obtido mostra que os melhores resultados de inibi¢cdo foram
apresentados pelos extratos brutos dos endofitos 5, 6 e 52 contra o patégeno 1SO6/R4
enquanto o extrato do endofito 15 apresentou inibi¢do contra o patégeno GP131 (Figura
13), esses isolados apresentaram porcentagens de inibigdo ao crescimento micelial dos
fitopatdgenos maiores que 50%. Os demais isolados apresentaram porcentagens
menores de inibicdo, menores que 50%.

Na figura 13 pode-se observar que alguns compostos presentes nos extratos

inibiram o fitopatégeno sem que ocorresse crescimento micelial sobre o papel filtro.
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PATOGENO ISO6/R4 EXTRATO 5 EXTRATO 6 EXTRATO 52

e

-
B\
Y

56,23% 61,12% | 52,45%

PATOGENO GP131 EXTRATO 15

58,33% |

Figura 13 - Ensaio de difusdo em disco dos extratos brutos frente os fungos fitopatogénicos
Controle: fungo Colletotrichum sp. (GP131); Colletotrichum sp. (ISO6/R4).

5.4.4 Teste de termoestabilidade dos compostos fungicos

Os isolados analisados no item anterior foram submetidos ao teste de
termoestabilidade dos seus compostos. As substancias antagbnicas produzidas pelos
isolados 6, 12 e 52 demonstraram significativa reducdo no tamanho da colbnia de
Colletotrichum sp. (GP131), esses microrganismos destacaram-se, pois conseguiram
inibir o crescimento da cepa Staphylococcus aureus (item 5.4.1) e também dos
fitopatogenos (item 5.4.3), revelando um grande espectro de acdo, e, mostrando que 0s
metabdlitos produzidos demonstraram-se ativos, mantendo suas atividades mesmo apds
a esterilizacéo (Figura 14).

O maior numero de estudos que analisam a termoestabilidade de compostos
produzidos por fungos endofiticos, o fazem a partir de moléculas como as enzimas,
assim como € referenciado no estudo de Yadav (2013) que ao isolar enzimas, para fins
industrais, a partir do fungo endofitico Bartalinia sp. observou a termoestabilidade da

enzima celulase que manteve quase 50% da sua atividade inicial mesmo apds ser
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mantida por duas horas a 100 °C, demostrando uma natureza termotolerante. Atividade
Otima de celulase obtida na temperatura de 100 °C foi surpreendente e o resultado
indicou que a atividade da celulase foi afetada pela mudanga na temperatura.

Streptosporangium sp. um actinomiceto endofitico isolado de folhas de milho
(Zea mays L.) apresentou a producdo de glucoamilase. A enzima isolada exibiu
propriedades termoestaveis (Stamford et al. 2002). Silvia e colaboradores (2018)
analisaram uma endoglucanase halotolerante que foi obtida a partir da fermentacédo
solida do bagaco de cana-de-acucar pelo fungo Botrytis ricini, a enzima foi estavel a
temperatura de 39-60 °C por 60 min, demonstrando ao final do estudo que essa
propriedade torna esta enzima isolada uma candidata potencial para aplicagOes
industriais. Varias enzimas termoestaveis estdo sendo investigadas atualmente para
melhorar os processos industriais.

A capacidade dos enddfitos em produzir varias enzimas in vivo e in vitro
significa que o hospedeiro fornece nutrientes e condi¢des favoraveis para colonizagdo
de endofitos, e que eles podem ser usados para varias aplicacdes biotecnoldgicas
(Tomita, 2003).

Os resultados obtidos sugerem que a defesa quimica se manifesta em diferentes
niveis e que determinados metabdlitos bioativos apresentam padrBes de indugédo
semelhantes. Essas descobertas podem indicar que os fungos elaboram estratégias de
defesa que produzem antifingicos concomitantemente e que tais compostos podem
atuar aditivamente ou sinergicamente. Mais estudos sdo necessarios para decifrar 0s
varios eventos que desencadeiam essas respostas bioquimicas, auxiliando no

conhecimento dos varios aspectos dessas interacGes (Liang, 2016).
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Figura 14 - Teste de compostos antifingicos ndo volateis dos enddfitos isolados dos
frutos de Capsicum chinense

5.4.5 ldentificagdo molecular

Baseado nos resultados obtidos nesse estudo, nove isolados de fungos
endofiticos e dois fitopatdgenos utilizados nos testes de cultura dupla foram indicados
para identificacio molecular, de onze amostras apenas oito foram amplificados com
sucesso usando primers ITS1 e ITS4 para os fungos endofiticos isolados das pimentas
Capsicum e o primer GAPDH para os fitopatogenos, pois através de analises
micromorfologicas prévias, estes foram sugeridos como pertencentes ao género
Colletotrichum. As seqiiéncias obtidas em formato “fasta” foram comparadas com o banco
gendmico do NCBI por meio da Basic Local Alignment Search Tool — Nucleotide (Blastn),
onde os resultados obtidos revelaram suas identidades como membros de trés géneros
diferentes como ilustrados na Tabela 3, todos pertencentes ao filo Ascomycota, que
inclui duas classes, Sordariomycetes e Dothideomycetes.

Um total de 38 sequéncias de parentes proximos foram baixados do NCBI
GenBank e combinado com sequéncias dos 8 enddfitos para construcdo das arvores
filogenéticas (Figuras 15, 16 e 17).
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Os patdgenos GP131 e ISO6/R4 foram confirmados como pertencentes ao
género Colletotrichum. Foi observada alta similaridade do patdgeno GP131 (99,28%)
com as espécies Colletotrichum cf geosporioides e Colletotrichum siamense enquanto
ISO6/R4 apresentou 100% de similaridade com a espécie Colletotrichum siamense, no
entanto VArios artigos discutem sobre as semelhangas genéticas entre muitos dos
Colletotrichum spp, o que levou esse género a ser reconhecido como um género
complexo sendo necessario uma aplicagdo combinada de primers moleculares para uma
identificacdo mais exata, fato que pode ser observado nesse estudo, pois a utilizacdo de
um Unico primer, o GAPDH, ndo foi suficiente para determinar a espécie dos
patdgenos utilizados, sobretudo do patégeno GP131. De acordo com Cannon et al.
(2012) as relagbes bioldgicas e genéticas dentro do amplo clado de C. gloeosporioides
sdo confusos e as sequéncias ITS por si s6 sdo insuficientes para esclarecé-las.

Uma serie de estudos publicados demostraram a similaridade genética entre
espécies de Colletotrichum, Weir et al (2012) relata que varias espécies sdo
consideradas sindnimos de C. gloeosporioides que sdo membros do complexo C.
acutatum (por exemplo, C. godetiae, Gloeosporium limetticola, G. lycopersici e G.
phormii) e do complexo C. boninense (C. dracaenae) e ainda que embora os estudos
moleculares resultem em uma compreensao muito melhor das relagdes filogenéticas, a
espécie C. gloeosporioides necessita de uma taxonomia mais atualizada.

Os isolados 6, 52 e 151 demonstraram similaridade com o género Diaporthe
(fase anamdrfica do Phomopsis) esse género é frequentemente relatado na literatura
como enddfito, patdgeno e saprdéfito e colonizam uma ampla gama de plantas de clima
tropical. Eles sdo conhecidos pela produgdo de compostos bioativos que incluem
antimalaricos, antifingicos, herbicidas, antiinflamatdrios, antimicrobianos e regulador
de crescimento de plantas (Yenn et al,. 2017). Os isolados 6 e 151 demonstraram 99, 47
e 99, 82 % de analogia, respectivamente, com a espécie D. phaseolorum, enquanto o
isolado 52 que demonstrou maior inibicdo no teste antibacteriano contra S. aureus foi
identificado somente como pertencente ao género Diaporthe sp., esse resultado sugere
que esse isolado possa compreender uma nova especie ou talvez tal resultado tenha
necessidade de ser investigado com o uso de outros primers moleculares pois o estudo
de Santos et al. (2010) observou uma variacao intraespecifica em sequéncias ITS em
varias espécies de Diaporthe o que pode causar confusdo no reconhecimento de

espécies quando utilizado sozinho.
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O estudo de Udayanga et al., (2014) relata que ha uma diversificacdo criptica, e
que as extensas associacdes com hospedeiros complicam ha muito tempo as
identificacOes a nivel de espécie neste género, informagdo o que foi confirmada ao
tentar a delimitacdo filogenética da espécie Diaporthe eres onde na analise molecular
foram utilizados oito genes, incluindo o ribossomal nuclear espagador transcrito interno
(ITS), sequéncias parciais de actina (ACT), DNA-liase (Apn2), fator de alongamento da
traducdo 1- o (EF1-a), beta-tubulina (TUB), calmodulina (CAL), proteina ribossomal
L37 60s (FG1093) e histona-3 (HIS) e foi observado a ocorréncia de heterogeneidade na
sequéncia de ITS dentro de D. eres, o que complica a analise e pode levar a
superestimacdo da diversidade de espécies.

As sequencias nucleotidicas dos isolados que demonstraram altas taxas de
antagonismo no teste de cultura dupla foram andlogas com Neoscytalidium dimidiatum
que é um fungo deméceo que causa doencas em varios hospedeiros vegetais. Uma
revisdo taxonémica realizada por Crous et al. (2006) sobre a familia
Botryosphaeriaceae, concluiu que Scytalidium é um grupo polifilético e prop6s um novo
género o Neoscytalidium para acomodar a especie Scytalidium dimidiatum (Penz.)
passando a ser reconhecida como Neoscytalidium dimidiatum (Penz.). Shokoohi et al.,
2020 relata que o novo género Neoscytalidium agrupa fungos que apresentam uma
simbiose complexa com diferentes plantas.

O alinhamento da regido ITS dos isolados 37, 43 e 80 foi realizado com 8
sequéncias, entre N. dimidiatum, N. novahollandiae e N. orchidacearum e um de S.
lignicola como grupo externo (Figura 15). Todos os isolados deste estudo foram

agrupados junto com a sequéncia de N. dimidiatum no mesmo ramo.
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Tabela 3 — Similaridade méaxima de identidade de nucleotideos de oito isolados fungicos com
base em sequencias ITS usando analise BLASTnh.

ID Isolado Simi}zg/zi)dade E-value Espécie Gpe\ﬁi)sz:r(:k
151 99,82 0.0 Diaporthe phaseolorum JF896458.1
37 99,13 0.0 Neoscytalidium dimidiatum MF580799.1
43 99,30 0.0 Neoscytalidium dimidiatum MF580799.1
80 98,98 0.0 Neoscytalidium dimidiatum MT565490.1
52 99,13 0.0 Diaporthe sp. KU523580.1
6 99,47 0.0 Diaporthe phaseolorum JF896458.1
P1(GP131) 99,28 9e-138 Colletotrichum cf. gloeosporioides HQ022566.1
P2 (ISO6/R4) 100 4e-141 Colletotrichum siamense MN525882.1
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Isolado 43

68 Isolado 37

*| L \solado 80

MF580797 1:3-579 Neoscytalidium dimidiatum isolate B3

&9
—1 MF580798.1:3-579 Neoscytalidium dimidiatum isolate D3

5 MF580799.1:3-579 Neoscytalidium dimidiatum isclate EF1

MT195552.1:3-578 Neoscytalidium novaehollandiae isolate Mity Ma01

MT193668.1:3-578 Neoscytalidium novaehollandiae isolate Savur SL03

MT193667.1:3-578 Neoscytalidium novaehollandiae isolate Savur SL02

= KY933091.1 Neoscytalidium orchidacearum strain CMUZ287

AYT62623 1 Scytalidium lignicola strain UAMH 1502

—_—

0.0z0

Figura 15 - Analise de similaridade genética baseada no alinhamento de sequéncias dos isolados

37, 43 e 80 com aqueles acessos de maior homologia depositados no banco de dados do NCBI
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— Isolado 6

33| JNB41222 1:1-567 Diaporthe phaseolorum isolate E9822A

" | Isolado 151

&3

JFB96458.1:3-570 Diaporthe phaseolorum isolate FGUO001

» (502352487 1:1-671 Diaporthe phaseolorum isolate 144GP/T

AB247169.1 Phomopsis longicolla

AB247168.1 Phomopsis longicolla
&0 100

AB247167.1 Phomopsis longicolla

J2614000.1:14-580 Phomopsis asparagi isolate HB4

g7 || JQE14002.1:14-583 Phomopsis asparagi isolate HBE

a8

J2614001.1:15-584 Phomopsis asparagi isolate HBS

Isolado 52

MF185331.2 Diaporthe schini isolate LANT1

MF185319 2 Diaporthe schini isolate LSNS

KC343192 1 Diaporthe schini strain LGMF310

KC343004.1 Diaporthella corylina strain CBS 121124

—_

0020

Figura 16 - Analise de similaridade genética baseada no alinhamento de sequéncias dos isolados

6, 52 e 151 com aqueles acessos de maior homologia depositados no banco de dados do NCBI
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JQ848732 1 Colletotrichum acutatum

92

J2948731.1 Colletotrichum acutatum

a1 JQ948730.1 Colletotrichum acutatum

JQY48777 1 Colletotrichum phormii

— JQ948783.1 Colletotrichum phormii
95 | 90

JQ948782.1 Colletotrichum phormii

J2948482 1 Colletotrichum orchidophilum

ap | JQ2948484 1 Colletotrichum orchidophilum

*| 10948483 1 Colletotrichum orchidophilum

KX379458.1 Colletotrichum gloeospaorioides isolate VWAH-1

Isolado P2 1ISO6/R4
100

MMN525882.1:57-333 Colletotrichum siamense isolate GHY12-3
51

MMN525872.1:57-333 Colletotrichum siamense isolate YN22

MMN525877.1:58-334 Colletotrichum siamense isolate YN11

Isolado P1 GP131

51 MN919195.1 Colletotrichum gloeosparioides strain jo-3

94 MN908603.1 Colletotrichum gloeosparioides strain HNHJ-73

MT553349 1 Fusarium fujikuroi strain S106 2

—_

0.50

Figura 17 - Andlise de similaridade genética baseada no alinhamento de sequéncias dos
patégenos GP131 e ISO6/R4 com aqueles acessos de maior homologia depositados no banco de
dados do NCBI
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo reafirmou o potencial dos fungos endofiticos como fontes promissoras

na producdo de compostos bioativos com atividade antifingica e antibacteriana.

No estudo dos metabolitos secundarios a fracdo acetato de etila dos endofitos 5, 6, 12 e

52 inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus e micelial de Colletotricum spp.

O presente trabalho apresenta significativa contribuicdo cientifica por ter relacionado
atividades bioldgicas a microrganismos endofiticos isolados de pimentas tipicas da regido

amazonica, pouco conhecidas na literatura.

Foi observada a presenca de compostos de novas fontes bioldgicas, além disso, ha a
possibilidade de serem compostos inéditos. Para essa confirmacdo, analises
complementares precisam ser realizadas, a fim de finalizar a elucidacdo estrutural dos

compostos em questdo.

O antagonismo quimico pdde demonstrar a presenca de compostos que mesmo sendo

submetidos a alta temperatura permaneceram apresentando atividade biologica.

Dentro das perspectivas para trabalhos futuros, a continuidade da investigagdo dos
mecanismos que estdo envolvidos no processo que desencadeiam as atividades

bioldgicas observadas;

Considerando os resultados aqui apresentados e os encontrados na literatura, a busca de
compostos em endofiticos é promissora e potencial para producdo de protétipos de

importancia biotecnoldgica.
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