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Resumo

Obijetivo: O objetivo desse estudo foi identificar os géneros de fungos endofiticos associados as sementes de Hamelia
patens e verificar o potencial antimicrobiano dos extratos dos isolados selecionados. Método: Para isso, foi sugerido
as classes dos compostos produzidos por cromatografia de camada delgada (CCD), e avaliada a atividade bioldgica
dos extratos fangicos frente a linhagens de fungos fitopatogénicos, levedura, bactérias gram negativas e gram
positivas. Resultados: Foram identificados 8 géneros flingicos associados as sementes como endéfitos O género com
maior incidéncia foi Diaporthe com 60%. Houve inibicdo dos fitopatdgenos em todos os testes in vitro, com excecao
para o teste de metabolitos volateis contra Fusarium oxysporum. Na avaliagdo do antibiograma, os isolados HP3, HP5
e HP6 se destacaram na inibicdo de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. A
partir de ensaio de CCD (Cromatografia de Camada Delgada) foram evidenciados compostos bioativos como
terpendides, compostos fenolicos e cumarinas tanto no micélio quanto no caldo fermentado dos isolados flngicos.
Discussdo: Foi verificada a inibi¢do dos patdgenos em todos os ensaios contra fitopatdgenos, exceto para F.
oxysporum no teste de metabolitos volateis. No antibiograma, foi verificado a inibi¢do das bactérias P. aeruginosa, S.
aureus e S. pyogenes. Entre as classes de compostos sugeridos por CCD no caldo fermentado e micélio, estdo
terpenoides, cumarinas e compostos fendlicos. Conclusdo: Os dados obtidos neste estudo trazem informagdes inéditas
quanto a diversidade fungica associada as sementes como enddfitos, sendo o primeiro relato da associagéo de fungos
endofiticos em semente de H. patens.

Palavras-chave: Diaporthe; Bioprospec¢do; Controle biol6gico.

Abstract

Obijective: The objective of this study was to identify the endophytic fungal genera associated with Hamelia patens
seeds and to verify the antimicrobial potential of the extracts of the selected isolates. Method: For this, the classes of
compounds produced by thin layer chromatography (TLC) were suggested, and the biological activity of fungal
extracts against strains of phytopathogenic fungi, yeast, gram-negative and gram-positive bacteria was evaluated.
Results: 8 fungal genera associated with the seeds were identified as endophytes. The genus with the highest
incidence was Diaporthe with 60%. There was inhibition of phytopathogens in all in vitro tests, except for the volatile
metabolites test against Fusarium oxysporum. In the antibiogram evaluation, the isolates HP3, HP5 and HP6 stood out
in the inhibition of Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes. From CCD assay
(Thin Layer Chromatography) bioactive compounds such as terpenoids, phenolic compounds and coumarins were
evidenced both in the mycelium and in the fermented broth of the fungal isolates. Discussion: Inhibition of the
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pathogens was verified in all the assays against phytopathogens, except for F. oxysporum in the volatile metabolites
test. In the antibiogram, inhibition of P. aeruginosa, S. aureus and S. pyogenes bacteria was verified. Among the
classes of compounds suggested by CCD in the fermented broth and mycelium are terpenoids, coumarins and
phenolic compounds. Conclusion: The data obtained in this study bring unprecedented information regarding the
fungal diversity associated with seeds as endophytes, being the first report of the association of endophytic fungi in H.
patens seeds.

Keywords: Diaporthe; Bioprospecting; Biological control.

Resumen

Obijetivo: EIl objetivo de este estudio fue identificar los géneros flngicos enddfitos asociados a las semillas de
Hamelia patens y verificar el potencial antimicrobiano de los extractos de los aislados seleccionados. Método: Para
ello, se sugirieron las clases de compuestos producidos por cromatografia en capa fina (CCF), y se evalué la actividad
bioldgica de los extractos fungicos frente a cepas de hongos fitopatégenos, levaduras, bacterias gram negativas y gram
positivas. Resultados: Se identificaron ocho géneros flngicos asociados a las semillas como endofitos..El género con
mayor incidencia fue Diaporthe con un 60%. Hubo inhibicion de los fitopatégenos en todas las pruebas in vitro,
excepto en la prueba de metabolitos volatiles contra Fusarium oxysporum. En la evaluacion del antibiograma, los
aislados HP3, HP5 y HP6 destacaron en la inhibicion de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes. A partir del ensayo CCD (cromatografia en capa fina) se evidenciaron compuestos bioactivos
como terpenoides, compuestos fendlicos y cumarinas tanto en el micelio como en el caldo fermentado de los aislados
fungicos. Discusidn: Se verificd la inhibicion de los patégenos en todos los ensayos contra fitopatdgenos, excepto
para F. oxysporum en el ensayo de metabolitos volatiles. En el antibiograma, se verificé la inhibicion de las bacterias
P. aeruginosa, S. aureus y S. pyogenes. Entre las clases de compuestos sugeridos por el CCD en el caldo fermentado y
en el micelio se encuentran los terpenoides, las cumarinas y los compuestos fendlicos. Conclusién: Los datos
obtenidos en este estudio aportan informacidn sin precedentes sobre la diversidad fangica asociada a semillas como
enddfitos, siendo el primer informe de la asociacién de hongos endéfitos en semillas de H. patens.

Palabras clave: Diaporthe; Bioprospeccién; Control biolégico.

1. Introducéo

A Hamelia patens Jacq., pertence a familia Rubiaceae, sendo encontrada em quase todas as regiGes do Brasil. Suas
flores, frutos e ramos jovens, sdo utilizados na medicina popular para tratar diversas patologias, como infecgdes, problemas de
pele, diarreia, febre, dores pos-parto e problemas menstruais (Marchioretto & Schnorr, 2014). A espécie apresenta um grande
potencial farmacolégico, por ser rica em compostos bioativos como efedrina, flavonas, taninos, rutina e alcal6ides (Ahmad et
al.,, 2012). Além disso, apresenta uma alta quantidade de &cido clorogénico, substancia conhecida devido sua atividade
antimicrobiana (Paz et al., 2018).

Pesquisas revelaram o potencial terapéutico da planta, no controle de fungos oportunistas como C. albicans e
Aspergillus sp (Abubacker et al., 2013). Também apresentou atividade citotdxica relevante frente a células do adenocarcinoma
cervical e carcinoma escamoso do Utero (Mena-Rejon et al., 2009).

Segundo Strobel (2003), as plantas sdo hospedeiras de uma infinidade de microrganismos endofiticos que colonizam
0s hospedeiros sem causar dano, habitando raizes, folhas, frutos, flores e caule. Os enddfitos estabelecem uma relacéo
simbiotica, recebendo nutrientes da planta e em troca fornecem protecdo contra patdgenos, insetos e herbivoros, além de
induzir a producdo de metabdlitos secundarios (Canuto et al., 2012; Strobel, 2003).

Os enddfitos de maior relevancia sdo os fungos, pois possuem a capacidade de produzir metabélitos secundarios
similares ou idénticos aos de seus hospedeiros (Zhao et al., 2010). O fungo Taxomyces andreanae, isolado como endéfito da
casca da arvore Taxus brevifolia Nut., sintetiza 0 mesmo diterpendide que a planta, conhecido como Taxol, utilizado como
antitumoral (Mussi-Dias et al., 2012). Novos estudos comprovaram que outro género flngico, o Stegolerium kukenani, isolado
da planta Stegolepsis guianensis da familia Rubiaceae, também produz o Taxol, o que foi uma grande descoberta pois, para se
obter 1kg de Taxol, sdo utilizadas cerca de mil arvores com cem anos de idade. Devido a isso, essa espécie quase entrou em
extingdo (Stierle et al., 1993).

Foram isolados fungos endofiticos do género Xylaria sp., da planta Palicourea marcgravii da familia Rubiaceae, que

apresentaram atividade antifingica contra os fitopatdgenos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum
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(Caféu et al., 2005). Os enddéfitos Papulaspora immersa e Arthrinium state of Apiospora montagnei Sacc., isolados da raiz de
Smallanthus sonchifolius, produziram metabolitos com atividade antimicrobiana contra cepas de Staphylococus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Eschirichia coli (Ramos et al., 2010).

Os fungos endofiticos sdo uma fonte de recursos naturais inexplorada, com potencial para o avango biotecnolégico,
podendo ser aplicado em diversas areas de interesse como medicina, agricultura e principalmente na inddstria farmacéutica na
descoberta de novas substancias. Frente a isso, 0 objetivo desse estudo foi identificar os géneros de fungos endofiticos

associados as sementes de H. patens e verificar o potencial antimicrobiano dos extratos obtidos dos isolados selecionados.

2. Metodologia
2.1 Origem das sementes

As sementes foram obtidas a partir de frutos maduros, coletados na regido de Balsa Nova-PR, Brasil (25° 35' 02" S
49° 38' 09" 0). Os frutos foram macerados em peneira sobre agua corrente, para obtencdo das bagas com sementes. Apos,

foram secas em papel filtro e armazenadas no Centro Universitario Campos Andrade, para posterior utilizacéo.

2.2 Isolamento de fungos endofiticos

Foram utilizadas 150 bagas de sementes de H. patens, imersas em &lcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio 1%
por 4 minutos, alcool 70% por 30 segundos, e lavadas em &gua destilada esterilizada. As bagas ficaram sobre papel filtro
esterilizados até secagem (Araujo et al., 2002).

Apo6s a desinfec¢do, foi realizada a semeadura das bagas em placas de Petri contendo meio &gar-batata-dextrose
(BDA - HiMedia). Foram colocadas cinco bagas por placa e posteriormente incubadas a 20 °C com fotoperiodo de 12 horas
por 7 dias. Laminas foram preparadas com micélio dos fungos e gotas de lactoglicerol azul de algoddo, e comparadas com

literatura para identificacdo dos géneros (Barnett & Hunter, 1987).

2.3 Caracterizacédo morfolégica dos fungos endofiticos

Foram cortados dois cubos de aproximadamente 1cm? de BDA camada alta, e colocados nas bordas de uma lamina de
vidro, no interior de placas de Petri esterilizadas. Os fungos foram inoculados nas laterais do cubo, que por sua vez foi coberto
por uma laminula esterilizada, e a placa mantida em incubadora do tipo B.O.D de 7 a 14 dias, a 24 °C. Ap06s esse periodo as
laminulas foram retiradas e colocadas sobre uma lamina contendo lactoglicerol azul de algoddo e foram observadas as

estruturas dos endofitos em microscépio Optico (Carl Zeiss- Axiolab. Al) (Kern & Blevins, 1999).

2.4 Linhagens patogénicas e isolados endofiticos

Foram selecionados para os testes, os fungos fitopatogénicos, Fusarium solani (DET-13) e Fusarium oxysporum
(DET-25). Quanto as bactérias patogénicas, foram utilizadas cepas ATCC das espécies, P. aeruginosa (10145), S. aureus
(12600), S. pyogenes (12344), E. coli (11755), K. pneumoniae (13883) e a levedura C. albicans (10231).

Entre os fungos endofiticos isolados de H. patens, foram selecionados sete isolados de Diaporthe sp. (HP1 a HP7) e

um isolado de Colletrotrichum sp., (HP8) para avaliacéo nos testes de inibigdo e producéo dos extratos.

2.5 Pareamento de Cultura
Foram retirados discos de 5 mm das bordas das culturas dos isolados endofiticos crescidos em BDA por 7 dias, bem

como dos fitopatégenos. Os discos foram pareados a 2 cm da borda de placas de Petri de 90 mm, contendo meio BDA. O
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ensaio foi realizado em triplicata e incubado por 7 dias a 24 °C. O controle contou apenas com o disco do patdgeno (Mariano,
1993).

2.6 Metabdlitos volateis

Na avaliacdo de metabolitos volateis, foram inoculados discos com micélio ativo dos endéfitos e dos patdgenos,
individualmente no centro de placas de Petri contendo meio BDA. Ento, as placas foram sobrepostas e unidas por Parafilm®
e incubadas por 7 dias a 24 °C. O ensaio foi realizado em triplicatas e o controle recebeu discos do patdgeno em ambas as
placas (Dennis & Webster, 1971).

2.7 Metabdlitos néo volateis

Para avaliar a producéo de metabdlitos ndo volateis, discos de celofane estéreis foram colocados sobre a superficie de
placas de Petri contendo meio BDA. Foram inoculados discos contendo micélio dos endofitos no centro da placa, sobre o
celofane e incubados por 4 dias a 24 °C em triplicatas. O controle recebeu apenas discos de BDA. Apés esse periodo, 0
celofane foi removido e inoculado discos dos patégenos no centro, retornando para a B.O.D por 7 dias a 24 °C (Mariano,
1993).

2.8 Obtencdo do meio fermentado

Foi inoculado trés fragmentos de 5 mm dos isolados endofiticos, em frascos estéreis Erlenmeyer de 250 ml contendo
100 ml de caldo batata-dextrose (BD) (Souza et al., 2004). Os frascos foram incubados em incubadora do tipo shaker por 10
dias a temperatura de 24 °C sob agitacdo constante de 120 rpm. Apds o cultivo, o meio foi filtrado a vidcuo em funil de
Biichener para separacéo do micélio e em membrana Millipore de 0,22 pm. O meio fermentado foi armazenado a 4 °C para
posterior extragdo dos metabdlitos.

2.9 Extragéo dos metabolitos

Para obtencdo do extrato, o volume final do meio fermentado foi acrescido da mesma quantia de acetato de etila e
colocado em agitador magnético por 15 minutos. Apés a agitagdo, o material foi colocado em funil de separacdo para obtencéo
da fase aquosa e repetiu-se novamente o processo. Posteriormente, a fase aquosa foi seca com auxilio de evaporador rotativo a
45 °C (Buatong et al., 2011).

2.10 Cromatografia de Camada Delgada
Para realizacdo da CCD, o extrato seco foi ressuspendido em 1 ml de metanol e com o auxilio de um capilar, foram
impregnadas as amostras em placas de silica (Macherey-Nagel®). As placas foram colocadas em cuba de vidro contendo 0s

solventes especificos (fase movel) para cada classe de composto, seguido da adigdo do revelador (Quadro 1).
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Quadro 1 - Marcha quimica em CCD.

Acetato de etila:acido

(Flavonoide)

castanha (sob luz UV — 254 nm)

Classe Fase Movel Revelador Resultado esperado Metodologia

. - Presenca de banda azul-violacea e/ou
Esteroides Tolueno:Acetato de Vanllll_na verde (a olho nu) Wagner_, Bla}dt

e . ) Sulfirica & Zgainski,
. etila (93:7) Presenca de banda marrom escura
Triterpenos (1%) e . 1996
(polifenois)
Reativo de Presenca de banda verde e/ou amarela
NEU e/ou laranja fluorescente e/ou

Flavonoides formico:acid St Wagner, Bladt
e OI’mI(;O.a_.CII. ,0 acetico Cloreto Presenca de banda azul (taninos & Zgainski,
Taninos f’ogcﬁfguz% ferrico hidrolisados) e/ou verde escura 1996
(100:11:11:26) - (taninos condensados) Presenca de
(Taninos e band h
Polifendis) anda gastap_ a escura a preta
(polifendis) (a olhu nu)
Cloroférmio:MeOH I
. . Presenca de banda de coloracdo tijolo Valente et.al,
Alcaloides _ (95:5) . Dragendorff (a olho nu) 2006
universo amonio
Tolueno:Acetato de Reativo de Presenca de banda azul fluorescente
Cumarinas etila.(80'20) NEU sob luz UV (254 nm) que se Miguel, 2003
) e NaOH intensifica com a adicdo de NaOH

Fonte: Autoria propria (2003).

2.11 Antibiograma

As col6nias bacterianas foram suspensas em solugdo salina estéril (NaCl 0,85%), na escala 0,5 Macfarland. Foi
utilizado o swab para espalhar a solugdo em toda a placa de Petri de 150 mm, contendo meio &gar Muller-Hinton. Discos de
papel filtro autoclavados, foram impregnados com o 25 pl do extrato dos isolados fungicos. Para controle negativo, foi
utilizado acetato de etila PA e para controle positivo foi utilizado Gentamicina e Anfotericina B. Os discos foram semeados
nas placas em triplicatas e incubados em estufa a 37 °C por 24 horas, para posterior medi¢do dos halos de inibi¢do (Tortora, et
al., 2017).

2.12 Analise estatistica

Para determinar as diferencas significativas entre os resultados obtidos em cada experimento, foi realizada One-
way ANOVA (analise de variancia) seguido pelo teste de Tukey como Post Hoc com p < 0,05. Os dados foram analisados
utilizando o software SISVAR versdo 5.6 build 86 (Ferreira, 2011).

3. Resultados

Foram identificados sete géneros de fungos endofiticos, associados as sementes de H. patens: Diaphorte sp.,
Cladosporium sp., Peronospora sp., Alternaria sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., Colletotrichum sp. (Figura 1). O género
Diaphorte apresentou maior incidéncia nas sementes (60,6%), seguidos dos géneros Cladosporium (10%) e Peronospora
(9,3%).
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Figura 1 - Incidéncia de fungos endofiticos (%) em sementes de H. patens, apds 7 dias, em meio BDA a 24 °C.
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Fonte: Autoria propria (2003).

Houve variacdo no potencial de controle do crescimento de fungos fitopatogénicos pelos isolados endofiticos, de
acordo com os testes avaliados. No pareamento de culturas, todos os enddfitos inibiram o crescimento de F. oxysporum, no
entanto, para F. solani ndo houve inibi¢o pelos isolados HP7 e HP8 (Tabela 1).

Quanto aos metabdlitos volateis, houve inibi¢do de F. solani apenas por HP5, enquanto para F. oxysporum,
observamos que houve inducéo de crescimento do patégeno pelos isolados HP3 e HP4 (Tabela 1).

Para o teste de metabdlitos ndo volateis, observamos inibi¢do de F. solani por HP5, enquanto F. oxysporum foi
inibido por HP3, HP5 e HP6 (Tabela 1). O isolado HP5 obteve os melhores resultados entre os testes avaliados, frente aos
fitopatogenos.

Tabela 1 - Crescimento de fungos fitopatogénicos (mm) apds tratamento com oito isolados de fungos endofiticos
de Hamelia patens, por efeito de pareamento de culturas, metabélitos volateis e ndo volateis a 24 °C por 7 dias.

Tratamentos Pareamento Volateis Né&o Volateis
F.solani F. oxysporum F.solani F. oxysporum F.solani F. oxysporum

Controle 54,3 58,6 64,5 49,6 66 61,3
HP1 42,3* 41* 67 55 63 63,3
HP2 43,6* 32,6™ 69 46,6 61,3 55,6
HP3 46* 35,6* 71,5*% 65* 68,6 52,6*
HP4 42,6 45,6* 58,8 66,8* 66,3 58
HP5 39,3* 42* 53,8* 60,8 57,3* 49*
HP6 46* 43,3* 61 56,6 61,3 52,6*
HP7 54 43* 61,1 53 65 62
HP8 52 41,6 65,6 53,1 64,3 60

Nota: Valores sinalizados com asterisco (*) demonstram diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao controle pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Autoria propria (2003).
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Houve inibicdo das bactérias P. aeruginosa, S. aureus e S. pyogenes, pela acdo do extrato de HP5. O isolado HP6
obteve bons resultados contra S. aureus e S. pyogenes, enquanto HP6 inibiu apenas S. pyogenes. Os demais extratos avaliados,

ndo obtiveram valores de inibigdo significativos (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana mensurada pelo tamanho dos halos (mm) por extratos de acetato de etila

de isolados endofiticos de Hamelia patens em ensaio de disco difusdo.

Tratamentos E.coli P. aeruginosa S. aureus S. pyogenes K. pneumoniae C. albicans
Gentamicina 17,6a 29,6a 36a 33,6a 22a -
Anfotericina B - - - - - 17
Acetato de Etila 0 0 0 0 0 0
HP1 0 7,3d 0 8cd 6c 0
HP2 0 6d 6,3d 6d 6c 0
HP3 8b 16bc 11,6¢c 10,6¢ 6,3c 0
HP4 7b 12c 14,6¢ 9,6¢c 7c 0
HP5 10,3b 19,3b 22,6b 16,3b 10,6bc 0
HP6 6b 11c 19,3b 20b 0 0
HP7 0 11c 11,3c 19b 0 0
HP8 0 7,3d 0 12¢ 12,3b 0

Nota: Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autoria propria (2003).

A CCD nos revelou a presenca de algumas classes de compostos, tanto no micélio seco, quanto no caldo fermentado
dos isolados endofiticos de H. patens. Verificou-se a presenca de terpendides, compostos fendlicos e cumarinas no micélio

seco de todos os isolados (HP1 a HP8), enquanto no caldo fermentado foi detectado apenas terpendides em todos os isolados.

4. Discusséo

Os dados obtidos neste estudo trazem informacdes inéditas quanto a diversidade flngica associada as sementes de
Hamelia patens como endofitos.

O género Diaporthe, em sua fase anamérfica é conhecido como Phomopsis, e embora a dupla nomenclatura,
geneticamente sdo iguais. Este € caracterizado pela formagdo de picnidios escuros, com ostiolo normalmente em forma de
péra, conidioforos simples, alfa conidios hialinos, sem septos, unicelulares de forma ovoide. Também séo formados beta
conidios hialinos, filiformes, a maioria curvos em uma das extremidades, sem septos (Hanlin & Menezes, 1996).

Neste estudo, o género Diaporthe foi encontrado como endofito em valores altos, chegando a 60% de incidéncia.
Assim como verificado em sementes de amélia, a associacdo de Phomopsis sp. com sementes é confirmada por Walker et al.,
(2013), que obteve incidéncia do género de até 100% em sementes de angico-vermelho, e Lazarotto et al. (2012) que
verificaram a presenca de Phomopsis sp. em todas as amostras de sementes de Cedrela fissilis avaliadas, apresentando
incidéncia de até 30,5% em papel filtro e 19% em BDA (Lazarotto et al., 2012) .

Os fungos do género Phomopsis colonizam os tecidos do hospedeiro muito cedo e estabelecem relagfes como
endofito, saprofita ou parasita, estando associado as sementes, que sdo a sua principal forma de dispersdo (Garzonio, 1983;
Hernandez et al., 2015).

H& relatos de Phomopsis em associacdo como endo6fito em uma ampla variedade de plantas, entre elas, Sabal

bermudana, Trachycarpus fortunei (palmeira-moinho-de-vento-chinesa), Cavendishia pubescens (uva de monte), Stylosanthes
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guianensis (mineirdo), Anacardium occidentale (cajueiro) e Mangifera indica (mangueira) (Azevedo et al., 2000). Também ¢é
descrita esta associacdo em plantas medicinais, Lippia sidoides (alecrim-pimenta) (Siqueira et al., 2011), Cassia spectabilis
(Céassia) (Caféu et al., 2005), Luehea divaricata (agoita-cavalo) (Orlandelli et al., 2012), Spondias mombin (caja) e
Aspidosperma tomentosun (peroba-do-cerrado) (Corrado & Rodrigues, 2004).

A atividade antimicrobiana dos fungos endofiticos esta relacionada com a produgdo de uma ampla variedade de
compostos quimicamente distintos. O género Phomopsis tem se destacado por ser uma fonte rica em producédo de metabdlitos
secundarios com potencial biotecnolégico (Chapla et al., 2010).

Corroborando com os dados obtidos neste estudo, Guo et al., (2008) verificaram atividade antibacteriana de
Phomopsis contra Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Isolados de Phomopsis sp. enddfitos de Tectona grandis e
Samanea saman inibiram B. subtilis, S. aureus, E. coli e Candida albicans (Chareprasert, Piapukiew, Thienhirun, Whalley &
Sihanonth, 2006). Phomopsis sp. enddéfitos de Aspidosperma tomentosum e Spondias mombin inibiram o crescimento de
bacteérias, fungos filamentosos e leveduras (Corrado & Rodrigues, 2004). Isolados de Phomopsis cassiae, inibiram os fungos
fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum (Silva et al., 2006).

Este género representa um importante grupo de fungos com potencial biotecnoldgico, devido a producdo de diversos
metabdlitos secundarios, entre os quais podemos incluir as micotoxinas que afetam o sistema nervoso de vertebrados (Bills et
al., 2002) e alcal6ides com capacidade farmacoldgicas, tais como phomopsinas (Dai et al., 2005). Entre os principais
metabolitos produzidos por Phomopsis sp. isolado como endofitico, esta o antibiético Phomol, obtido da fermentacéo do fungo
em Erythrina crista (corticeira) (Weber et al., 2004).

Outros relatos de substancias produzidas por fungos endofiticos com agdo antimicrobiana, sdo descritos por Lu et al.,
(2000) que identificaram trés novos metabélitos de Colletotrichum sp. isolado de Artemisia annua (erva-de-sdo-jodo); O acido
coletétrico, produzido por Colletotrichum gloeosporioides, isolado de Artemisia mongolica, apresentou atividade
antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus; Sarcina luteae contra o fungo fitopatogénico

Helminthosporium sativum (Lu et al., 2000).

5. Concluséao

Este é o primeiro relato da associacdo de fungos endofiticos em sementes de H. patens. Foi verificada a inibigdo dos
patégenos em todos os ensaios contra fitopatdgenos, exceto para F. oxysporum no teste de metabdlitos volateis. No
antibiograma, foi verificado a inibicdo das bactérias P. aeruginosa, S. aureus e S. pyogenes. Entre as classes de compostos
sugeridos por CCD no caldo fermentado e micélio, estdo terpendides, cumarinas e compostos fenélicos.

Como exposto neste estudo, os isolados de Diaporthe sp. apresentam potencial antimicrobiano, o que permite ampliar
os estudos com novas fragdes dos extratos e também outros modelos toxicoldgicos, bem como, realizar o isolamento e

identificacdo das moléculas produzidas pelo metabolismo secundario desses fungos.
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