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Resumo:
Fungos endofiticos associados a Physalis peruviana L. foram isolados e avaliados quanto sua atividade

antimicrobiana e perfil cromatografico. Um total de cinquenta fungos filamentosos foram isolados, pela primeira
vez na literatura, de folhas, caules, raizes, flores e frutos de P. peruviana. Screening da atividade
antimicrobiana foi feito através do método de difusdo em disco contra duas bactérias e uma levedura. Doze
isolados apresentaram atividade antimicrobiana contra um ou mais patdégenos. Os trés fungos com maior halo
de inibicdo (1F13, 1R14 e 1C13), tiveram sua Concentracao Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) determinadas. O isolado Acremonium-like spl (1F13)
obteve o menor valor de CIM (60ug/mL) frente a C. albicans CCMB236 (resistente a fluconazol e anfotericina
B). O perfil cromatogréfico dos extratos dos isolados 1F13, 1R14 e 1C13, sugeriram a presenca de compostos
fendlicos, esteroides e terpenos.
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Introducéo:

As plantas medicinais vém sendo reconhecidas como uma fonte de fungos endofiticos produtores de
metabdlitos secundérios de importancia farmacéutica. A flora brasileira dispde de diversas plantas de aplicacdo
medicinal, a maioria delas de a¢do ainda pouco caracterizada cientificamente e inexploradas quanto a
microbiota endofitica (SHAN et al, 2012).

Physalis peruviana é uma espécie da familia Solanaceae conhecida pelos seus frutos comestiveis e
uso medicinal tradicional. Os compostos bioativos majoritarios da espécie sdo os vitanolideos e as fisalinas (A,
B, D e F) que apresentam atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e anticancer ja descritas (CARRILO-
PERDOMOA et al., 2015).

Considerando a importancia medicinal desta espécie e tendo em vista os resultados promissores
envolvendo a relagdo mutualistica planta-hospedeiro, este trabalho tem como objetivo a avaliacdo da atividade
antimicrobiana frente aos patdgenos Staphylococcus aureus (CCMB263 resistente a novobiocina), Escherichia
coli (CCMB261 resistente a sulfonamida) e Candida albicans CCMB286 (resistente a fluconazol e anfotericina
B) e a avaliacdo do perfil cromatogréfico de fungos endofiticos com agéo antimicrobiana.

Metodologia:

Coleta de material vegetal e isolamento, purificacao e identificacdo da microbiota endofitica fungica

Trés individuos da espécie P. peruviana foram coletados em campo de cultivo no Horto Florestal da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). A desinfestacdo superficial das folhas, flores e frutos foi
realizada segundo Wijeratne et al., (2014) com modificacdes, ja do caule e raiz, foi realizada segundo Marquez-
Santacruz, et al., (2010). Apdés secagem da superficie, trés pedacos de cada triplicata foram cortados e
colocados em placa de petri contendo meio BDA acrescido de Cloranfenicol (100 mg/ml) e incubadas em
Estufa de Crescimento a 28°C. Cada coldnia emergente foi repicada para novas placas contendo meio BDA até
a verificacdo da pureza. Todos os fungos foram preservados e depositados na Micoteca do LAPRON/UEFS. A
identificacdo morfolégica dos isolados selecionados foi realizada no Laboratério de Micologia-LAMIC/UEFS.
Screening da atividade antimicrobiana

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana, todos os isolados foram submetidos ao método de difusdo
em disco (Kirby & Bauer, 1960), com modificacbes contra Staphylococcus aureus CCMB263 (resistente a
novobiocina), Escherichia coli CCMB261 (resistente a sulfonamida) e Candida albicans CCMB286 (resistente a
fluconazol e anfotericina B) provenientes da Colecdo de Cultura de Microorganismos da Bahia-CCMB.
Producéo dos extratos
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Os fungos 1F13, 1R14 e 1C13, que apresentaram maior halo de inibicdo na difusdo em disco, foram
cultivados em caldo Batata Dextrose (1,25 L 5x250 mL) em Shaker, a 150 rpm e 30°C, até zerar o nivel de
glicose. O micélio foi removido por filtragdo e os metabdlitos presentes no meio liquido foram extraidos com
acetato de etila 1:1. Para obten¢cdo dos extratos brutos secos, o solvente foi removido por evaporacdo sob
pressdo reduzida em evaporador rotatério. Extratos a partir dos meios ndo fermentados também foram
produzidos como controle.

Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e
Concentragao Fungicida Minima (CFM)

Para a determinacdo do CIM, foi executada microdiluicdo em caldo, seguindo as normas da CLSI.
Foram utilizadas as mesmas cepas patogénicas da difusdo em disco. Controles positivos e negativos foram
feitos. Para revelacao, foi utilizado Resazurina 0,01%. A determinagédo da CBM/CFM foi feita apds a revelagao,
1 uL de cada poco em que ndo houve crescimento bacteriano foi plaqueado em placas de petri contendo Agar
MH. A menor concentracdo em que nado houve crescimento é a CBM/CFM.

Perfil quimico

Perfil quimico foi avaliado através da cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de silica
com os reveladores Anisaldeido/Acido Sulfurico (AS) para revelacdo de terpenos e esteroides, Liebermann-
Burchard (LB) para triterpenos e esteréides, Hidroxido de Potassio (KOH) para antronas, antraquinonas e
cumarinas, Dragendorff (DRG) para alcaloides e Produtos naturais (NP/PEG) para revelacdo de compostos
fendlicos e flavonoides (WAGNER E BLADT, 2001).

Resultados e Discussao:

Um total de cinquenta fungos endofiticos foi recuperado de folhas, caules, raizes, flores e frutos com as
respectivas Taxas de Colonizacao de 93,3%, 96,4%, 96,4%, 83,3% e 66,6%. Esse é o primeiro relato na
literatura de isolamento de fungos endofiticos filamentosos e culturdveis associados a Physalis peruviana.

Para triagem da atividade antimicrobiana, todos os isolados foram submetidos ao método de difuséo
em disco. Doze isolados (24%) apresentaram atividade antimicrobiana para pelo menos um dos
microrganismos patogénicos testados. Para S. aureus o isolado 1F13 apresentou maior halo de inibigdo (17
mm), seguido por 1R14 (16 mm) e 1C13 (9 mm), para E. coli o isolado 3F31 apresentou maior halo de inibic&o
(11 mm) e para C. albicans, novamente o isolado 1F13 apresentou maior halo de inibicdo (12 mm).

Como pode ser visto na figura 1, os isolados 1F13, 1R14 e 1C13, que apresentaram resultados
positivos no teste de difusdo em disco, sdo produtores de pigmentos. Os pigmentos flngicos possuem um
amplo esprectro de aplicagbes na indUstria de cosméticos, téxtil, de alimentos e farmacéutica, essa Ultima
gragas as suas atividades biol6gicas como agédo antibacteriana e antifiingica (Zhou & LIU, 2010).

-
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Figura 1. Morfologia externa e producéo de pigmentos das culturas dos isolados
1F13, 1C13 e 1R14 apds duas semanas de incubacéao.

Os isolados 1F13, 1R14 e 3F31 foram, respectivamente, identificados pela sua morfologia como
Acremonium-like sp1, Acremonium-like sp2 e Fusarium spl. O fungo 1C13 néo foi identificado, pois o micélio
se manteve estéril.

Como pode ser visto na tabela 1, a CIM, CBM e CFM dos extratos dos fungos 1F13, 1R14 e 1C13 foi
determinada frente as mesmas cepas patogénicas do teste de difusdo em disco. O alto valor de CIM
encontrado para E. coli pode ser devido a membrana externa presente em bactérias Gram-, gue aumentam a
impermeabilidade da membrana. O isolado Acremonium-like spl (1F13) apresentou o0 menor valor de CIM para
C. albicans [60 ug/uL] e menor valor de CIM para S. aureus [120 ug/uL]. Espécies do género Acremonium sao
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reportadas como fonte de metabodlitos ativos com forte atividade antibacteriana e antifingica, exemplos desses
compostos ativos isolados sé@o o acido fusidico, cefalosporina C e isoridina A (TIAN, LAl & ZOU, 2017).

Tabela 2. Atividade antimicrobiana dos extratos dos isolados 1F13, 1R14 e 1C13.

Cloranfenicol 1F13 1R14 1C13
Nistatina
Micro-organismo CIM CiM CBM CiM CBM CiM CBM
CFM CFM CFM
S. aureus <0,01 0,12 0,43 0.99 1,98 0,21 0,43
E. coli 0,33 2,01 4,03 2,01 4,03 1,72 1,72
C. albicans <0,01 0,06 0,50 0,12 2,01 1,72 6,90

CIM — Concentragdo inibitéria Minima. CBM/CFM — Concentragdo Bactericida/FungicidaMinima. As
concentracdes de CIM e CBM/CFM dos extratos e cloranfenicol estdo expressas em mg.mL™" e nistatina em
L.mL™,

A avaliacdo do perfil quimico através da CCD indicou a presenca de terpenos e esteroides para todos
os trés extratos avaliados e presenca de compostos fendlicos apenas para o isolado 1F13. Cerca de 356
metabdlitos j& foram isolados de espécies do género Acremonium e terpenos e esteroides estdo entre eles.
Flavonoides ainda ndo foram isolados, mas indicativo da sua presenca nesse género ja foi reportada (
SUGIHARTO et al., 2016).

Conclusdes:

Os fungos endofiticos Acremonium-like spl (1F13), Acremonium-like sp2 e 1C13 se revelaram fontes
promissoras de metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana. O isolamento dos compostos presentes
no extrato bruto do isolado Acremonium-like spl (1F13), que apresentou menor valor de CIM para dois
patdégenos ja estd sendo realizado, entretanto trabalhos futuros serdo necessarios para identificagdo desses
compostos e elucidagcdo dos mecanismos de acdo das moléculas ativas.
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