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Introducéo

Microrganismos endofiticos sdo geralmente fungos e bactérias que colonizam o
interior das plantas sem lhes causar danos, e podendo possuir uma relacdo benéfica com elas,
oferecendo resisténcia a insetos pragas e doencas, além da producdo de substéncias de
interesse  biotecnolégico (Esposito e azevedo, 2010). Mikania glomerata Spreng.
(Asteraceae), popular “guaco”, € uma planta medicinal utilizada popularmente em casos de
asma, bronquite e como adjuvante a tosse (Ruppelt et al., 1991). Plantas medicinais
representam um consideravel reservatorio de microrganismos com potencial para descobertas
de novas moléculas bioativas (Peixoto-Neto et al., 2004).

Espécies fitopatogénicas do género Alternaria causam um grande espectro de doencas
em diversas plantas agronomicamente importantes, incluindo ornamentais, oleaginosas,
cereais, cruciferas, tubérculos, e frutos como tomate, citros e maca. A espécie A. alternata se
destaca por possuir sete variantes patogénicas, referidas como patétipos ou formae speciales,
as quais produzem toxinas responsaveis por causar doencas em hospedeiros determinados
(Thomma et al., 2003).

O objetivo neste trabalho foi avaliar a atividade antagonista, in vitro, de fungos
endofiticos isolados de folhas de M. glomerata com o fitopatégeno A. alternata.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas 15 linhagens de fungos endofiticos isolados de folhas de M.
glomerata. A técnica de Cultura Pareada foi realizada pela inoculacéo de discos de 6 mm de
diametro de coldnias crescidas a 28°C, durante 7 dias, do fungo endofitico e do fitopatdgeno,
em polos opostos da placa de Petri (4 cm de distancia) contendo meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose-Agar). Os testes foram realizados em triplicata. Para o controle negativo, foi
inoculado somente o fitopatdgeno em um polo da placa. As interacbes competitivas foram
analisadas segundo a escala de Badalyan et al. (2002) e o crescimento do fitopatégeno foi
medido utilizando o software ImageJ 1.46r. Para o indice de inibigdo foi realizado o célculo:
Im% = 100-(MT/MC)x100, onde Im% = indice de inibicdo em porcentagem do crescimento
micelial, MT = Média da area da triplicata aferida para o tratamento, em cm?, e MC = Média
da area da triplicata do controle, em cm?.
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Resultados

As analises revelaram que todos os isolados avaliados apresentaram inibicdo do
fitopatdgeno avaliado, mas em diferentes porcentagens (Tabela 1), porém a linhagem
endofitica G-58 foi a que apresentou maior indice de inibicdo (Figura 1).

Com relagdo aos tipos de interacOes, 13 isolados apresentaram interagcéo do tipo A
(“deadlock”, com contato micelial) e dois apresentaram interagdes do tipo B (“deadlock”, a
distancia) e CA1l (crescimento parcial do endofitico sobre o fitopatégenos apos “deadlock”
inicial com contato) de acordo com a escala de Badalyan et al. (2006). Esses resultados
demonstram que estes fungos endofiticos, isolados de M. glomerata, apresentam potencial
para futuros estudos no controle bioldgico.

Concluséo

Os fungos endofiticos isolados de M. glomerata apresentaram resultados promissores
no controle biol6gico do fitopatégeno A. alternata, mas ainda sdo necessarios estudos sobre o
seu potencial biotecnoldgico e possiveis formas de aplicacao.

Tabela 1: Teste de antagonismo das linhagens endofiticas isoladas
de Mikania glomerata contra o fitopatdgeno Alternaria alternata.

. Méc_lia do Tipo de
Linhagens crescimento Im% interacio
micelial (cm?)

Controle 34,371
G-76 30,299 11,85% A
G-60 26,710 22,29% A
G-78 33,989 1,11% A
G-58 17,296 49,68% CA1l
G-67 23,945 30,33% A
G-56 27,799 19,12% A
G-72 24,873 27,63% A
G-49 32,226 6,24% A
G-73 25,549 25,67% A
G-75 33,644 2,11% A
G-47 28,847 16,07% A
G-53 27,305 20,56% A
G-52 30,089 12,46% A
G-43 24,973 27,34% B
G-41 32,526 5,37% A
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Figura 1: Teste de antagonismo de isolados endofiticos de Mikania glomerata contra o
fitopatdgeno Alternaria alternata. Isolado G-58 a direita e fitopatdgeno a esquerda (A) e
Controle (B).
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Introducéo

Microrganismos endofiticos sdo geralmente fungos e bactérias que vivem no interior
das plantas sem Ihes causar danos. Em condi¢Ges ambientais adequadas vivem em equilibrio
com a planta, podendo colonizar 0 mesmo nicho dos fitopatégenos e assim, proporcionar
protecdo para a planta (Esposito e Azevedo, 2010). A Mikania glomerata Spreng.
(Asteraceae) é uma planta medicinal conhecida como “guaco”, utilizada popularmente em
casos de asma, bronquite e como adjuvante a tosse (Ruppelt et al., 1991). Muitas plantas
medicinais representam um consideravel reservatorio de microrganismos com potencial para
descobertas de novas moléculas bioativas (Peixoto-Neto et al., 2004).

O fitopatogeno Didymella bryoniae causa o crestamento gomoso do caule, sendo uma
das mais importantes doencas da melancia (Citrullus lanatus). O controle de doengas
causadas por fitopatogenos € dificultado devido a complexidade do ambiente, na qual o
controle quimico tem sua eficiéncia prejudicada, além de ser prejudicial a microbiota benéfica
e deixar residuos no ambiente (Santos et al., 2006).

O objetivo neste trabalho foi avaliar a atividade antagonistica, in vitro, de fungos
endofiticos isolados de folhas de M. glomerata com o fitopatégeno D. bryoniae.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas 40 linhagens de fungos endofiticos isolados de folhas de M.
glomerata. A técnica de Cultura Pareada foi realizada pela inoculacdo dos discos de 6 mm de
diametro de col6nias crescidas a 28°C, por 7 dias, do fungo endofitico e do fitopatdgeno em
polos opostos das placas de Petri de 9 cm, contendo meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-
Agar), sendo que a distancia entre os fungos foi de 4 cm. Os testes foram realizados em
triplicata. O controle negativo foi realizado pela inoculagdo do fitopatbgeno em ambos o0s
polos da placa, em triplicata. As interacGes competitivas foram analisadas segundo a escala de
Badalyan et al. (2002) e o crescimento do fitopatdgeno foi medido utilizando o software
ImageJ 1.46r.

Resultados

Dos isolados avaliados, os que apresentaram melhores resultados de inibicdo, em
comparacdo ao controle, foram os isolados G-01, com 67,58% de inibigdo, o G-02 com
68,38% e 0 G-03 com 62,16%. Todos os trés apresentaram intera¢do do tipo A, “deadlock”
com contato micelial (Figura 1). O controle teve uma média de crescimento micelial de 11,4
cm2,
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Figura 1: Teste de Antagonismo de isolados endofiticos de Mikania
glomerata contra o fitopatégeno Didymella bryoniae; F: Fitopatdgeno;
G-01, G-02 e G-03: isolados endofiticos.

Concluséo

Os fungos endofiticos isolados de M. glomerata apresentaram resultados promissores
no controle do fitopatdgeno Didymella bryoniae. Entretanto, futuros estudos ainda séo
necessarios para evidenciar o real potencial no controle deste fitopatdgeno e uma possivel
forma de aplicagéo.
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Introducéo

Microrganismos endofiticos, ou endofitos, sdo definidos como aqueles que habitam o
interior das plantas, sem aparentemente causar qualquer efeito negativo aos seus hospedeiros.
De acordo com seu crescimento em meio de cultura, sdo classificados em cultiviveis ou ndo
cultivaveis (Lacava et al., 2010). Para Azevedo (1998), de maneira geral, os endofiticos se
aderem a planta por aberturas naturais, como estdmatos e ferimentos. Apos a penetracao, 0s
fungos se disseminam de maneira sistémica, para diversas partes da planta, podendo habitar
de forma ativa o apoplasto, vasos condutores e ainda em alguns casos ocorre colonizagio
intracelular.

Os endofitos sdo de extrema importancia biotecnolégica, devido a ampla fonte de
produtos, sendo Uteis na agricultura e na induastria, principalmente na alimenticia e
farmacéutica, também podem ser utilizados como vetores para a introdugdo de genes de
interesse nas plantas, como agentes inibidores de pragas e patdgenos, além de apresentarem
ampla aplicagcdo como antibioticos, antiparasitarios, antifungicos, antitumorais, entre outras
aplicacdes (Lacava et al., 2010).

Plantas medicinais tem sido alvo de isolamento, caracterizacdo e analise da
diversidade de fungos endofiticos, pois representam um consideravel reservatério de
endofiticos com potencial para descobertas de novas moléculas bioativas (Peixoto-Neto et al.,
2004). Desta forma, estudar a composicdo da microbiota endofitica da planta Mikania
glomerata Spreng. (familia Asteraceae), conhecida popularmente pelo nome de Guaco e
utilizada popularmente nos casos de asma, bronquite e como adjuvante no combate a tosse,
atividade anti-alergénica e antimicrobiana, além de atividade analgésica, torna-se uma fonte
alternativa na busca destes compostos (Rocha et al., 2008; Gasparetto et al., 2010).

Nesse estudo, o objetivo foi realizar o isolamento de fungos endofiticos de M.
glomerata.

Material de Métodos

Para esse estudo foram utilizadas folhas sadias de M. glomerata, coletadas no Horto
Didatico da Universidade Estadual de Maringa, Parand. Inicialmente as folhas foram lavadas
em agua corrente, e a seguir em solucdo de Tween 80 a 0,1%; imersas em etanol 70%, durante
um minuto; em solugdo de hipoclorito 5%, mantidas sob agitagdo por trés minutos,
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novamente imersas em etanol 70% por mais trinta segundos e enxaguadas duas vezes em agua
destilada autoclavada. Posteriormente as folhas foram cortadas em fluxo laminar em pequenos
fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? e inseridos cinco fragmentos foliares em cada placa
de Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) suplementado com tetraciclina
totalizando 500 fragmentos, em seguida as placas foram incubadas em estufa B.O.D. a 28°C
por aproximadamente 7 dias. Para o controle negativo uma aliquota de 100 pL da &gua do
enxague final das folhas foram semeados em placa contendo meio BDA e incubados nas
mesmas condic¢Bes das amostras. Apos este periodo os fungos obtidos foram transferidos para
placas contendo meio BDA, e posteriormente purificados. A frequéncia de isolamento foi
realizada através da avaliagdo do numero de fragmentos que apresentaram crescimento
microbiano em relagcdo ao nimero total de fragmentos vegetais avaliados.

Resultados

Do total de 500 fragmentos foliares foram isolados aleatoriamente 80 fungos
endofiticos, buscando-se a maior diversidade possivel. A frequéncia de isolamento (FI) foi de
100%, em incubacdo com hipoclorito de sédio 5% por 3 minutos. Garcia et al., (2012)
também obtiveram uma frequéncia de isolamento de 100%, no isolamento de fungos
endofiticos de folhas de Sapindus saponaria (Sapindaceae).

Observou-se que nas placas de Petri contendo o indculo da dgua de lavagem, ap6s a
desinfeccdo das folhas (controle negativo), houve auséncia total de crescimento. Este
resultado indica que a desinfeccdo superficial foi efetiva, impedindo o crescimento de
microrganismos epifiticos e comprovando que os microrganismos obtidos sdo realmente
endofiticos.

Concluséo

Foi possivel isolar 80 fungos endofiticos das folhas de M. glomerata (Guaco), sendo
essa uma fonte de microrganismos endofiticos que serdo estudados como provavel fonte de
novos compostos bioativos.
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Introducéo

Leveduras do género Candida tém sido frequentemente relatadas como agentes de
fungemia, e a identificacdo das mesmas é indispensavel para reconhecimento de surtos de
infeccdo, deteccdo de transmissdo cruzada, entre outras importancias epidemioldgicas. Devido
as dificuldades que podem ser encontradas na identificagdo de algumas espécies, através de
métodos classicos de identificacdo, métodos moleculares tém sido aplicados para tanto.
Exemplos incluem as técnicas de PCR-RFLP e sequenciamento, e espectrometria de massa
(MALDI-Tof) (Cordoba et al., 2011). A técnica de PCR-RFLP permite analise das variagdes
de tamanho de fragmentos de DNA gerados por digestdo com endonucleases de restrigéo,
gerando um “fingerprint” genético para cada espécie. O sequenciamento de DNA permite a
identificacdo da espécie com base nos polimorfismos de sequéncia, e a analise por MALDI-
Tof, permite a identificacdo de leveduras com base nas proteinas da parede celular (Storti et
al., 2012). Este estudo teve como objetivo demonstrar os métodos moleculares utilizados no
Laboratorio de Micologia Médica da UEM, como complementares na identificacdo
convencional de leveduras, tanto na rotina como na pesquisa.

Materiais e Métodos
Microorganismos

Os isolados corresponderam as leveduras oriundas de diversas fontes, como
hemocultura, secrecdo vaginal, cavidade oral, superficies hospitalares e maos de profissionais
de saude, no periodo de 2010-2012. As leveduras foram inicialmente triadas por meio
cromogénico, avaliagdo micromorfoldgica e métodos classicos de identificacéo.

PCR-RFLP

Para a identificacdo de até seis espécies mais frequentes do género Candida, foi
utilizada a técnica de PCR-RFLP, segundo o protocolo descrito por Mirhendi et al. (2006). A
regido 1TS-1-4 foi amplificada por PCR e os amplicons, clivados com a enzima de restri¢éo
Mspl. Para a identificacdo do complexo C. parapsilosis foi seguido o protocolo descrito por
Tavanti et al. (2005). A regido SADH foi amplificada e clivada com a enzima de restri¢éo
Banl. A PCR-RFLP com a enzima Avrll foi utilizada para discriminacdo entre C. albicans e
C. dubliniensis. A andlise foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampéo
TBE 1X.
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Sequenciamento de acidos nucléicos

A regido ITS1-4 foi seqlenciada utilizando o kit BigDye da Applied Biosystems em
sequenciador Applied Biosystems® Genetic Analyzer 3500xL da Life Technologies. O
alinhamento das sequéncias foi realizado a plataforma BLASTn do NCBI.

MALDI-Tof

As proteinas de parede celular das leveduras foram extraidas pelo método descrito por
Spanu et al. (2012). As proteinas extraidas foram fixadas em matriz para MALDI e analisadas
por espectrémetro de massa MALDI-Tof Microflex System (Bruke Daltonics).

Resultados
PCR-RFLP

A técnica de PCR-RFLP (ITS1-4-Mspl) permitiu a identificacdo de grande nimero de
leveduras interesse médico, sendo as principais C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis (lato
sensu), C. tropicalis, C. krusei e C. guilliermondii. Com a técnica de PCR-RFLP (SADH-
Banl) foi possivel identificar somente C. parapsilosis. Tanto C. metapsilosis quanto C.
orthopsilosis ndo foram encontradas. A técnica de PCR-RFLP (ITS1-4-Avrll) permitiu
confirmar a presenca de C. dubliniensis em algumas amostras clinicas.

Sequenciamento de acidos nucléicos
Foi possivel identificar leveduras pouco frequentes em amostras clinicas e de dificil
identificacdo por métodos convencionais, como C. pararugosa, C. famata e C. lipolytica.

MALDI-Tof

Esta analise permitiu confirmar a identificacdo realizada pela técnica PCR-RFLP,
identificar outras leveduras do género Candida, tais como C. dubliniensis, C. lusitaniae, C.
pararugosa, C. zeylanoides e C. orthopsilosis, além de identificar fungos, tais comoo
Trichosporon asahii e Rhodotorula mucilaginosa.

Concluséo

As técnicas acima descritas foram utilizadas de forma independente, por diferentes
pesquisadores. Observou-se que essas técnicas foram necessarias tanto para a identificagdo de
isolados de dificil caracterizacdo como para reduzir o tempo necessario para a identificacdo de
espécies mais frequentes.
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Introducéo

Microrganismos endofiticos, ou enddéfitos, sdo bactérias ou fungos que habitam o
interior dos tecidos vegetais sem causar Ihes danos, e vivendo em equilibrio quimico com tais
plantas (Azevedo et al., 2002). Os microrganismos endofiticos podem beneficiar a planta de
diversas formas, seja produzindo substancias que irdo atuar no metabolismo da planta ou
conferindo resisténcia desta contra fitopatdgenos, uma vez que se encontram no mesmo nicho,
competindo por nutrientes e produzindo substancias antimicrobianas (Maccheroni et al., 2004;
Paz et al., 2007; Kaneko et al., 2010).

Bactérias e fungos endofiticos de plantas medicinais ou com propriedades terapéuticas
estdo sendo cada vez mais estudados a partir de pressupostos de que sua interagdo com a
planta produza novas substancias bioativas. Sapindus saponaria L. € uma arvore da familia
Sapindaceae, conhecida popularmente como “sabdo-de-soldado” e utilizada na medicina
popular, pois todas as suas partes apresentam atividades terapéuticas diversas, incluindo a
acao antimicrobiana e larvicida (Albiero et al., 2001; Lorenzi, 2004).

O género Fusarium compreende um grupo grande e heterogéneo de fungos que
provoca doencas em diversas plantas, tais como a soja (Glycine max), tabaco (Nicotiana
tabacum) e feijdo (Phaseolus vulgaris), reduzindo tanto a qualidade como a quantidade dos
seus produtos, sendo portanto economicamente prejudicial (Matarese et al., 2012).0 objetivo
neste trabalho foi avaliar a atividade antagonistica de bactérias endofiticas isoladas de folhas
de S. saponaria contra o fitopatdgeno F. solani.

Materiais e Métodos

Para a avaliacdo da atividade antagonistica foram utilizadas cinco linhagens de
bactérias endofiticas isoladas de folhas de S. saponaria (isolados 55, 58, 62, 67 € 84) e 0
fitopatdgeno F. solani. A técnica foi realizada inoculando um disco de 6 mm de didmetro do
fitopatdgeno no centro da placa de Petri, contendo meio de cultura BDA. No interior da placa
foram realizadas duas estrias paralelas de bactérias endofiticas, em cada lado do fitopatdgeno,
a uma distancia de dois centimetros da borda, sendo o diametro total da placa de 9 cm. Para
tratamento controle foi inoculado somente o fitopatdgeno no centro da placa. Todos os testes
foram realizados em triplicata. O indice de inibicdo da bactéria endofitica foi avaliado
utilizando o programa imageJ 1.46r, pela afericdo de area do crescimento fitopatoégeno apds 7
dias (para afericdo foi considerada a borda do fitopatdgeno), em comparacdo com a area do
controle, de acordo com a férmula: Im = 100 - (MT/MC) x 100, onde Im = indice de inibig&o
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em porcentagem do crescimento micelial, MT = Média da area da triplicata aferida para o
tratamento em cm?, e MC = Média da &rea da triplicata aferida para o controle em cm?.

Resultados

Em relacdo as bactérias endofiticas isoladas das folhas de S. saponaria, os indices de
antagonismo (Im) foram de: 19,9% (isol. 55), 13,2% (isol. 58), 13,7% (isol. 62), 24,4% (isol.
67) e 13% (isol. 84). Estes estudos iniciais demonstram que, das bactérias endofiticas
avaliadas, o isolado 67 (Figura 1), apresentou o maior indice de inibicao, sugerindo assim que
esses isolados podem ser promissores no controle de F. solani.

Figura 1. Atividade antagonistica da bactéria endofitica (67)
isolada de S. saponariacontra o fitopatogeno F. solani (A); controle
somente com o fitopatdgeno (B).

Concluséo

A andlise dos resultados mostra que as bactérias endofiticas isoladas de S. saponaria
foram promissoras, com diferentes porcentagens, na inibicdo do fitopatégeno F. solani.
Porém, maiores estudos sdo necessarios para avaliar o real potencial de controle bioldgico
destas bactérias contra este fitopatdgeno.
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Introducéo

Endofitos ou endofiticos sdo microrganismos que habitam o interior dos tecidos
vegetais. Sdo fungos e bactérias que colonizam plantas sem causar-lhes danos, vivendo em
equilibrio no interior das mesmas (Azevedo et al., 2002). Durante o processo de colonizacéo,
o0 endofito pode ativar o sistema de defesa da planta, causando aumento da resisténcia desta
contra fitopatdgenos devido a competicdo por nutrientes e producdo de substancias
antimicrobianas (Paz et al., 2007).

Sapindus saponaria L. € uma arvore da familia Sapindaceae, conhecida popularmente
como “sabdo-de-soldado”. Esta arvore é conhecida por sua utilizacdo na medicina popular,
sendo que todas as suas partes apresentam atividades terapéuticas diversas, incluindo a acao
antimicrobiana e larvicida (Albiero et al., 2001; Lorenzi, 2004).

O fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum, um ascomiceto filamentoso, tem acéo
necrotréfica, com capacidade de infectar mais de 450 espécies e subespécies de plantas,
incluindo muitas culturas de importancia econémica, sendo o seu controle dificil e oneroso
(Chitrampalam et al., 2013; Zhu et al., 2013).

O objetivo neste trabalho foi avaliar a atividade antagonistica dos fungos endofiticos
Phoma sp. e Alternaria sp., isolados de folhas de S. saponaria, contra o fitopatdgeno S.
sclerotiorum.

Materiais e Métodos

Foram utilizados duas linhagens de fungos endofiticos: Phoma sp. e Alternaria sp.,
isolados da planta S. saponaria e idenfiticadas por Garcia et al. (2012). A técnica realizada
para determinar o antagonismo foi a de Cultura Pareada, na qual sdo inoculados discos de 6
mm de diametro de coldnias crescidas a 28°C, durante 7 dias, tanto do fungo endofitico
quanto do fitopatdogeno em polos opostos de placas de Petri, contendo meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose-Agar). A distancia entre os fungos foi de 2 cm da borda da placa, sendo o
diametro total da placa de 9 cm. Para o controle negativo, o fitopatdgeno foi inoculado em
apenas um dos polos da placa de Petri. Os testes foram realizados em triplicata. O indice de
inibicdo da bactéria endofitica foi avaliado utilizando o programa imageJ 1.46r, pela aferi¢éo
de &rea do crescimento fitopatdgeno apos 7 dias (para aferi¢cdo foi considerada a borda do
fitopatdgeno), em comparagdo com a area do controle, de acordo com a formula: Im = 100 -
(MT/MC) x 100, onde Im = indice de inibicdo em porcentagem do crescimento micelial, MT
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= Média da area da triplicata aferida para o tratamento em cm?, e MC = Média da area da
triplicata aferida para o controle em cm?.

Resultados

Verificou-se que, no teste in vitro realizado, ndo houve resultado significativo pois ndo
ocorreu a inibicdo do fitopatdgeno S. sclerotiorum pelos dois fungos endofiticos avaliados
(Figura 1). Estudos utilizando endoéfitos no controle de S. sclerotinum sdo promissores, devido
a dificuldade do controle deste fitopatdgeno, que pode infectar mais de 450 espécies de
plantas, muitas de interesse econémico. Porém outras metodologias devem ser avaliadas para
utilizacdo destes endofitos no controle biolégico.

Figura 1: Teste de antagonismo dos fungos endofiticos isolados de folhas de S. saponaria, na
inibicdo do crescimento do fitopatdgeno S. sclerotiorum. S. sclerotiorum (esquerda) contra
linhagem Phoma sp. (A); S. sclerotiorum (esquerda) contra linhagem Alternaria sp. (B) e
controle somente com o fitopatdgeno (C).

Concluséo

Maiores estudos e outras metodologias sdo necessarias para avaliar a atividade dos
fungos endofiticos Phoma sp. e Alternaria sp. no controle do fitopatdgeno S. sclerotiorum e
também a acdo destes, contra outros fitopatdgenos de interesse econdmico.
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