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INFORMACOES RESUMO

Recebido em: 02/09/2015 Fungos endofiticos habitam o interior das plantas sem causar-lhe danos, sendo
Aceito em: 20/11/2015 _encontrNadOS em 0rgéos e tecidos ve_getals como folhas e ramos. Os pressuposAtos' da

) interacdo enddfito-planta hospedeira sugerem que as propriedades terapéuticas
Publicado em: 23/12/2015 podem estar no fungo e ndo na planta ou, provavelmente, na interacéo entre ambos;

por isso é crescente o interesse por endofitos de plantas medicinais. A bactéria gram-
_ _ positiva Streptococcus pneumoniae e a gram-negativa Klebsiella pneumoniae séo
10.18067/jbfs.v2i4.60 bactérias patogénicas importantes, ja que atuam como agentes de infecges, incluindo
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doengas respiratorias e infeccbes hospitalares. Este trabalho teve como objetivo a

Termos de indexagao: obtencdo de compostos volateis de fungos endofiticos isolados da planta medicinal

Klebsiella pneumoniae Costus spiralis (jacq) Roscoe (Costaceae) e a avaliagdo antibacteriana dos mesmos
contra S. pneumoniae e K. pneumoniae. O teste de verificagdo de substancias volateis
Streptococcus pneumoniae foi realizado utilizando placas de Petri com remogdo da faixa do agar da porgdo
central, a fim de evitar o efeito de difusdo. Foi inoculado, em lados opostos da placa,
planta medicinal o endofitico e o patdégeno e as placas foram seladas com parafilme. Os controles

negativos foram realizados com a inocula¢do de cada patégeno no meio de cultura

sem o antagonista, sendo que ndo foi constatada a inibicdo do crescimento dos

patégenos incubados na presenca do endofitico teste, comparando-se com o controle.

Desse modo, a descoberta de novos antibidticos se faz importante devido o

deyzeas@gmail.com aparecimento de pat6genos resistentes, bem como a evolugdo de novas doencas e a
toxicidade de medicamentos que ja existem.

*Autor para correspondéncia

Volatile compounds detection with antibacterial activity in endophytic fungi associated with
Costus spiralis

ABSTRACT- Endophytic fungi that live inside plants, for instance, in organs and plant tissues such as leaves and
branches, without causing any harm. Assumptions of interactions between endophytic fungi and host plants suggest
that therapeutic properties may be in the fungi and not on the plant or, probably, in the interaction amid them. Due to
this, the interest in endophytic fungi from medicinal plants has increased. The gram-positive Streptococcus
pneumoniae and gram-negative Klebsiella pneumoniae are important pathogenic bacteria, acting as infectious agents
and causing respiratory diseases and hospital infections. This study aimed to obtain volatile compounds from
endophytic fungi, which were isolated from medicinal plant Costus spiralis (jacq) Roscoe (Costaceae) and perform
an antibacterial evaluation of them against S. pneumoniae and K. pneumoniae. The test to verify volatile substances
was realized using Petri dishes without agar in the central portion, in order to prevent the diffusion effect. The
endophytic fungus and the pathogen were inoculated on opposite sides of the plate that were sealed with parafilm.
Negative controls were performed with each pathogen inoculation in culture media without antagonist, however,
there was no growth inhibition of pathogens for those which were incubated in the presence of endophytic test, when
comparing to control test. Thus, the discovery of new antibiotics becomes important due to the emergence of
resistant pathogens, as well as the development of new diseases and the toxicity of drugs that already exist.
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INTRODUCAO

Atualmente, a pesquisa de compostos
bioativos naturais com aplicacdo no tratamento e
prevencdo de doencas humanas tem vindo a ganhar
cada vez mais importancia [1]. Alguns destes
estudos centram-se na bioprospecdo de produtos
naturais de origem microbiana, tendo sido ja
descritos neste &mbito mais de 22.000 metabolitos
secundarios bioativos [2]. Dentre 0S
microrganismos com maior importancia como fonte
de produtos naturais destacam-se os fungos, sendo
responsaveis por 38% do total dos compostos
biologicamente ativos de origem microbiana
descritos [2]. A maioria destes metabdlitos é
explorada pela sua atividade como antibi6ticos,
imunossupressores e antineoplasicos [3]. Dos
farmacos mais conhecidos e derivados de fungos
destacam-se os antibidticos da classe das penicilinas
e cefalosporinas, os redutores de colesterol como a
mevastatina e lovastatina, imunossupressores como
a ciclosporina e rapamicina, entre outros [4].

Apesar dos fungos serem reconhecidos como
uma importante fonte de produtos bioativos naturais
¢ estimada que, uma grande quantidade destes
compostos, se encontre ainda por identificar [5].
Desta forma, estudos que visem a avaliacdo da
diversidade fungica em diversos ecossistemas e a
bioprospe¢édo de novos produtos naturais resultantes
do seu metabolismo, contribuirdo para a obtencéo
de novos farmacos. Nestes estudos de bioprospegdo
de compostos bioativos naturais deve ser dada
especial atencdo aos deve ser dada especial atencédo
aos fungos que estabelecem associacdo mutualista
com as plantas. Durante o estabelecimento destas
associacdes sdo induzidas vias biossintéticas
especificas que produzem novos e diversos
metabolitos secundarios [6], dependendo de fatores
bidticos (e.g. espécies envolvidas na interacdo) e
abidticos (e.g. fatores climaticos) [7]. Os fungos
endofiticos sdo organismos que colonizam o0s
tecidos internos das plantas sem aparentemente
causarem quaisquer danos no hospedeiro [8]. Nos
ultimos anos, estes fungos tém sido alvo de estudos
com vista a identificagio de novos produtos
bioativos naturais que possam ser utilizados para
aplicacdo no setor biotecnolégico ou industria
farmacéutica de produtos bioativos obtidos desses
microorganismos, como é o caso dos antibidticos
utilizados no tratamento de infec¢cbes em humanos
[9-11], mas também alimentar e agricola [12].

As plantas medicinais sdo fontes de diversas
substancias com potencial terapéutico. O uso
popular de plantas medicinais é extremamente
amplo, sendo bem reconhecidas suas atividades
estimulantes, antidepressiva,  anti-hipertensiva,
calmante, sedativa, anti-inflamatoéria entre outras
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[13, 14]. A ampla atividade das plantas medicinais
deve-se aos diferentes tipos de metabdlitos
secundarios biossintetizados. A prospeccdo e 0
estudo de plantas medicinais de uso popular no
tratamento de processos inflamatérios podem nos
levar a descoberta de novos farmacos anti-
inflamatdrios com maiores eficacia e seguranga que
0s de uso corrente.

Dentre as in0meras plantas utilizadas
tradicionalmente no tratamento de afeccdes
urinarias, calculo renal, no processo de cicatrizagéo,
perda do excesso de liquido no corpo, controle da
diabete, dentre outras [15-17] encontramos a Costus
spiralis (Jacq.) Roscoe que ocorre na América do
Sul tropical em florestas chuvosas, savanas, ou em
afloramentos  graniticos [18]. [Esta espécie
denominada popularmente de cana do brejo tem
sido usada na medicina popular brasileira. Alguns
estudos tém confirmado estas propriedades
medicinais [19-21], evidenciando a importancia do
conhecimento de sua biologia reprodutiva para sua
conservagao e manejo.

Os fungos endofiticos sdo conhecidos por
produzirem substdncias de grande relevancia
capazes de inibir ou matar uma variedade de
agentes causadores de doencas, bem como bactérias
e fungos que afetam a populagdo humana, os
animais e as plantas [22]. Estas substancias, por sua
vez, podem ser altamente tdxicas, como as
micotoxinas, ou ser bastante (teis por serem
utilizadas como farmacos para tratamento de varias
patologias.

A utilizacdo de fungos endofiticos como
produtor de compostos volateis bioativos,
demonstrou ser promissora ao combate de uma
ampla gama de patdgenos flngicos e bacterianos de
plantas e humanos [23, 24]. Tendo em vista que as
plantas medicinais com acéo antimicrobiana podem
ser hospedeiras de endofiticos com tais
propriedades [25], o presente trabalho tem como
objetivos verificar a composicdo dos fungos
endofiticos associados a planta medicinal Costus
spiralis, apresenta atividade antibacteriana contra as
bactérias de importancia médica Streptococcus
pneumoniae  (Gram positiva) e Klebsiella
pneumoniae (Gram negativa) que S30 as causas
mais comuns pneumonia bacteriana. Ou seja,
detectar fungos produtores de compostos volateis
com potencial antibacteriano.

MATERIAL E METODOS
a) Reativagdo de fungos endofiticos

Inicialmente foi realizada a reativacdo de
fungos endofiticos associados a “Costus spiralis”
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(jacqg) Roscoe (Costaceae) obtidos na Colecdo de
Culturas Microbianas Carlos Rosa.

b) Reativacdo de patdgenos

As bactérias Kebsiella pneumoniae (ATCC
13883) e Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619)
foram reativadas e utilizadas como
microorganismos-alvo na triagem de fungos
endofiticos para a produgdo de substancias
inibidoras. Os isolados foram armazenados em 15%
de glicerol a -80°C.

c) Teste Antagonista

Os fungos endofiticos serdo testados quanto a
producdo de substancias volateis contra 0s
patogenos: Kebsiella pneumoniae (ATCC 13883) e
Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619). Os
isolados endofiticos foram previamente cultivados
em Agar Batata Dextrose (BDA) durante sete dias.
O teste de verificagdo de substancias volateis foi
realizado utilizando placas de Petri com remocdo da
faixa de &gar na porgdo central, a fim de evitar o
efeito de difusdo. Foi inoculado, em lados opostos
da placa, o endofitico e o patdgeno (grau de
turbidez de 0,5 de acordo da escala de Mac farland)
e as placas foram seladas com parafilme. Os
controles negativos foram realizados com a
inoculacdo de cada patdégeno no meio de cultura
sem 0 antagonista, sendo que a inibicdo do
crescimento  foi constatada quantificando-se
colénias formadas do patdégeno incubado na
presenca do endofitico teste, comparando-se com o
controle.

Todos os testes foram realizados em
triplicata e foram considerados ativos os fungos
endofiticos que inibiram o crescimento de pelo
menos um dos patdgenos-alvo. As leituras foram
realizadas mensurando as unidades formadoras de
col6nias (UFC) das bactérias testadas com 24 horas
de crescimento. As medidas obtidas foram avaliadas
estatisticamente por meio de analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05) com auxilio do programa estatistico
SAS [26].

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos 281 isolados testados néo foi
constatada a inibicdo dos patdgenos testes,

comparando-se com o controle. Os estudos de
antagonismo por compostos volateis (COV) ndo é
tdo frequente na literatura quando comparado aos
testes de metabdlitos difusiveis [27, 28].

O Fungo Muscodor albus é comumente
citado como 0 mais promissor produtor de
compostos Vvolateis. Este xilareaceo foi isolado de
folhas de Cinnamomum zeylanicum (canela) e foi
letal para certos fungos e bactérias pela producao
dessas substancias. A anélise doscompostos volateis
através de cromatografia gasosa identificou este
endofitico produz 25 compostos volateis diferentes

3]
CONCLUSAO

O percentual de elevado fungos endofiticos
produtores de compostos volateis com atividade
antimicrobiana isolados de plantas medicinais,
podem ser associados a outros patdgenos
bacterianos humanos em estudos futuros visando
identificar promissores compostos com potencial
biotecnoldgico. Neste contexto, os endofiticos sdo
fontes naturais de crescente interesse industrial e
académico para a busca de substancias bioativas,
por serem organismos que podem oferecer
oportunidades de inovagdo na descoberta de novos
agentes terapéuticos.
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