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RESUMO

A busca por alimentos mais seguros tem gerado uma demanda por antimicrobianos naturais como alternativa para substituição de aditivos sintéticos, por este motivo a pesquisa de composto ativos provenientes de plantas tem sido alvo de diversas investigações. Além disso, estas plantas possuem microrganismos endofíticos que podem atuar de forma antagônica e competitiva contra patógenos e produzir substâncias com ação antimicrobiana. Uma vez isolados estes compostos/microrganismos há necessidade de testa-los contra os principais patógenos que causam perdas da qualidade sanitária e nutricional dos alimentos e efeitos deletérios sobre a saúde humana e animal. Dentre estes patógenos destacam-se os fungos toxigênicos, em especial aqueles pertencentes ao gênero Aspergillus, capazes de produzir toxinas carcinogênicas. Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar a atividade antifúngica de extratos de Mimosa tenuiflora, Lantana camara e Gliricidia sepium e seus respectivos fungos endofíticos sobre cepas de Aspergillus flavus. Para isso, foram preparados extratos aquosos e metanólicos de amostras vegetais coletadas no município de Santo Amaro (BA). Concomitantemente, foram isolados fungos endofíticos de fragmentos dos caules e folhas e posteriormente foram extraídos os seus metabólitos. Foram isolados 14 fungos, sendo quatro da Gliricidia sepium, sete da Lantana camara e três da Mimosa tenuiflora. Dentre eles, dois da L. camara e um da M. tenuiflora foram capazes de inibir o crescimento do A. flavus. Os extratos vegetais e das cepas de fungos endofíticos não foram capazes de inibir o crescimento do A. flavus nas concentrações testadas. Este é um trabalho pioneiro de bioprospecção em G.sepium e M. tenuiflora e revelou fungos com potencial biotecnológico.
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ABSTRACT

The search for safer food has generated a demand for natural antimicrobials as an alternative to substitute synthetic additives, for this reason the research of active compounds from plants has been the subject of several investigations. In addition, these plants have endophytic microorganisms that can act in an antagonistic and competitive way against pathogens and produce substances with antimicrobial action. Once these compounds / microorganisms are isolated, there is a need to test them against the main pathogens that cause losses in the sanitary and nutritional quality of foods and deleterious effects on human and animal health. Among these pathogens are the toxigenic fungi, especially those belonging to the genus Aspergillus, capable of producing carcinogenic toxins. Thus, the objective of this work is to evaluate the antifungal activity of extracts of Mimosa tenuiflora, Lantana camara and Gliricidia sepium and their respective endophytic fungi on Aspergillus flavus strains. For this, aqueous and methanolic extracts of vegetal samples collected in the municipality of Santo Amaro (BA) were prepared. At the same time, endophytic fungi were isolated from stem and leaf fragments and their metabolites were subsequently extracted. Fourteen fungi were isolated, four of Gliricidia sepium, seven of Lantana camara and three of Mimosa tenuiflora. Among them, two of L. camara and one of M. tenuiflora were able to inhibit the growth of A. flavus. Plant extracts and strains of endophytic fungi were not able to inhibit the growth of A. flavus at the concentrations tested. This is a pioneering work on bioprospecting in G.sepium and M. tenuiflora and has revealed fungi with biotechnological potential.
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1. INTRODUÇÃO

Os fungos são organismos eucariontes, uni ou pluricelulares, que podem se apresentar na forma filamentosa ou leveduriforme. São normalmente saprófitos e, em alguns casos, parasitas ou simbiontes. Os fungos filamentosos apresentam longas cadeias de células conectadas, denominadas hifas, a partir das quais diferenciam os conidióforos onde são encontrados os esporos (PUTZKE, 2004; TORTORA et al., 2012.).                                 
Esses microrganismos estão amplamente distribuídos, sendo encontrados na água, ar, solo, sobre os seres vivos, na matéria orgânica em decomposição, nos produtos alimentícios e produtos industriais. O aparecimento e proliferação destes microrganismos estão diretamente relacionados a fatores abióticos tais como temperatura, umidade, atividade de agua, pH e teor de oxigênio, e fatores biológicos como carga de esporos fúngicos no ambiente, microflora competitiva, dentre outros.
Os fungos são capazes de produzir metabólitos secundários, e dentre estes estão as micotoxinas. Estas substâncias químicas de baixo peso molecular, com potencial citotóxico, mutagênico e carcinogênico, podem causar efeitos agudos ou crônicos à saúde humana e animal. 
Dentre as principais toxinas destacam-se as aflatoxinas, produzidas principalmente por fungos do gênero Aspergillus, especialmente Aspergillus parasiticus e A. flavus. Estas toxinas podem induzir principalmente a supressão imunológica e neoplasia hepática, sendo também capaz de provocar cirrose, necrose no fígado, hemorragia nos rins e lesões na pele. Os altos níveis de contaminação de alimentos com aflatoxinas estão associados com o crescimento pós-colheita de fungos e o armazenamento em condições inadequadas, especialmente em países tropicais e subtropicais, com clima quente e úmido.
As micotoxinas não são destruídas durante o processamento comumente utilizado em alimentos, e além disso não há tecnologia disponível para assegurar que todos os alimentos e gêneros alimentícios estejam completamente isentos de toxina. Desta forma, a contaminação por esses fungos é um problema de saúde pública e faz-se necessária a busca de um controle efetivo desses microrganismos e suas toxinas. Diversos métodos vêm sendo estudado para o controle desses fungos, incluindo o emprego de metabólitos de fungos endofíticos. 
Os fungos endofíticos são encontrados naturalmente no interior das plantas, com as quais vivem em íntima interação. São capazes de produzir metabólitos secundários que podem fornecer diversos benefícios à planta, como estimulo do crescimento vegetal e proteção contra patógenos. Estima-se que a maioria das espécies vegetais possuam microrganismos endofíticos ainda não classificados e com propriedades pouco conhecidas, mas potencialmente aptos para alguma aplicação biotecnológica (CORREIA, 2015). Muitos desses fungos produzem compostos biologicamente ativos, como antibióticos, fungicidas e herbicidas, que podem limitar o crescimento de fungos patogênicos competindo por nutrientes e favorecendo resistência da planta às doenças.
Um grande número de trabalhos de bioprospecção em plantas nativas vem sendo realizado na busca de fungos endofíticos com potencial biotecnológico. Assim, esta linha de pesquisa desponta como uma das mais promissoras para o efetivo controle de patógenos e metabólitos tóxicos que podem comprometer a saúde humana e animal.








2.   REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Aspergillus flavus
O gênero Aspergillus é um anamórfico pertencente à família Trichocomaceae, ordem Eurotiales, subclasse Eurotiomycetidae, classe Eurotiomycetes, filo Ascomycota (KLICH, 2002; FAIA, 2011). Várias espécies desse gênero são relevantes para os humanos e animais devido à capacidade de produzir metabólitos tóxicos e distribuição ubiqua, dentre estes o A. flavus tem maior relevância devido ao seu impacto na saúde humana e na economia agropecuária (DURAN et al., 2007).
 Macroscopicamente apresenta colônias de superfície branca na fase inicial de crescimento que variam entre as cores verde, amarela esverdeada e amarela, podendo adquirir outras cores de acordo com a idade da colônia. As colônias possuem textura algodonosa tornando-se furfurácea após esporulação. Já microscopicamente são observadas hifas longas, septadas e ramificadas de onde surgem os conidióforos terminando em vesículas arredondadas compostas por camadas de fiálides, onde se fixam os esporos (PITT e HOCKING, 2009). Sua reprodução pode ser assexuada ou sexuada. O ciclo assexuado se dá com produção de esporos assexuados, os conídios, enquanto a reprodução sexuada ocorre por meio de ascósporos, produzidos em ascos (KLICH, 2002) (Figura 1).  
O crescimento deste fungo pode ocorrer em amplo espectro de temperatura, entre 6 a 45 °C, no entanto a melhor faixa para proliferação ocorre entre 29 e 35°C (LAHOUAR et al., 2016). Umidade relativa entre 86 e 87% (DAVIS e DIENER 1983) e atividade de água (Aa) mínima de 0,78 a 0,80 permitem o desenvolvimento do Aspergillus sp (RAMAKRISHNA et al., 1993). Segundo Lahouar et al. (2016), a condição ideal para o crescimento de A. flavus ocorre a 37°C e 0,99 de Aa. Como o Brasil possui um clima tropical, a maior parte do país apresenta esta média de temperatura e umidade, o que proporciona um ambiente favorável para o desenvolvimento desses fungos. 

Figura 1 - Aspecto macroscópico da colônia de Aspergillus flavus (A e B) e suas características microscopicas (C: cabeça conidial de Aspergillus flavus revelando a presença de vesícula globosa, métulas, fiálides e conidios; D: conídios em microscopia óptica e E: conidios em microscopia eletronica de varredura) 

[image: ]
Fonte: https://www.aspergillus.org.uk/images/wordsearch Acesso em abril de 2018.

De característica predominantemente saprofítica, A. flavus é encontrado no solo como oportunista e pode colonizar diversos ambientes onde haja uma fonte rica de carbono e nitrogênio (EHRLICH, 2014). Assim, este fungo pode ser encontrado em uma grande variedade de ambientes, como solo, água, ar, vegetação, além de diversos grãos (SCHEIDEGGER & PAYNE, 2003; PITT e HOCKING, 2009; FERNANDES, 2012). 
Quando estes fungos contaminam os grãos podem causar impactos negativos na qualidade sanitária, física e nutricional, sendo mais comumente associado à contaminação de milho, castanha, amendoim, entre outros. Dentre os prejuízos causados está o emboloramento visível dos grãos, perdas das características físicas, como cor e formato, odor desagradável, perda da matéria seca, além de consequentes mudanças químicas e nutricionais, como perda do poder germinativo e diminuição do valor nutricional (SCUSSEL et al., 2011). A contaminação dos grãos pode ocorrer ainda no campo, durante a fase de maturação dos grãos, e prossegue nas etapas seguintes como colheita, secagem, armazenamento, transporte e processamento (YU et al., 2011; BENTO et al., 2012).  
O A. flavus é capaz de produzir aflatoxinas, um composto altamente carcinogênico (SHETTY e JESPERSEN, 2006; ROIGÉ et al., 2009). Estas substâncias foram descobertas em 1960, ao provocarem um surto com alta letalidade em perus na Inglaterra conhecido como "turkey-X disease". Nesse surto, milhares de aves morreram após consumirem torta de amendoim na ração, proveniente do Brasil, contaminada por A. flavus (PITT e HOCKING, 2009). São conhecidos diversos tipos de aflatoxinas, porém destacam-se a B1, G1, B2 e G2, sendo que a B1, além de ser a mais frequentemente encontrada em grãos e cereais, é a que apresenta maior poder toxigênico (CARÃO et al., 2014). O consumo de alimentos contaminados com aflatoxinas induzem déficit no desenvolvimento, supressão imunológica, câncer e redução da expectativa de vida (SHEPHARD, 2008). Desta forma, a contaminação por esses fungos torna-se um problema de saúde pública e faz-se necessária a busca de um controle efetivo desses microrganismos e suas toxinas.
Com isso diversos métodos de controle vêm sendo estudados, dentre estes os físicos, biológicos e químicos.  Os físicos incluem radiação gama ou ionizante (AQUINO et al., 2007). Os químicos envolvem o uso de compostos sintéticos ou naturais com atividade fungicida. Já o controle biológico envolve o uso de outros microrganismos, como fungos e bactérias, capazes de inibir o crescimento dos fungos toxigênicos (MEDEIROS et al., 2011; SINDHU et al., 2011) 


2.2 Controle Biológico de Aspergillus flavus
Um dos princípios da manutenção dos sistemas biológicos é a existência de um antagonista para a regulação de uma determinada população, quando este processo está ausente há um crescimento desordenado. Baseado nisto, o termo “Controle biológico” vem sendo utilizado para indicar um antagonista natural para eliminar ou reduzir um agente patológico ou causador de perdas produtivas (MORANDI, 2009). Para atender a demanda de alimentos seguros e livres de contaminantes químicos, o uso de controles biológicos vem crescendo exponencialmente na agricultura. A utilização de microrganismos, como fungos e bactérias, no controle de patógenos tem sido uma alternativa eficaz e segura (LI et al.,2012). Para que um microrganismo seja considerado um bom agente de controle biológico é necessário levar em conta algumas características. A principal delas, obviamente, é reduzir ou eliminar efetivamente o patógeno. Além disso, deve possuir fácil manipulação em laboratório, ser possível produzir em grande escala e não ser patogênico a seres humanos e animais (FERRAZ et al., 2010). Dentre os microrganismos mais promissores estão os fungos endofíticos, pois por serem oriundos de fontes vegetais, atendem à demanda pela busca de uma fonte alternativa e segura para o controle de patógenos (ESPOSITO, AZEVEDO, 2010).
Os mecanismos de biocontrole envolvem diversos tipos de interação direta e indireta entre os organismos. Na inibição por competição, os microrganismos competem pelos mesmos substratos, onde o antagonista obtém todo alimento ou parte dele, promovendo o seu crescimento de forma mais efetiva que o microrganismo patógeno. Pode ocorrer também a antibiose, onde o controlador é capaz de produzir substâncias antimicrobianas capazes de inibir o crescimento do microrganismo a ser controlado (AMORIM; REZENDE; FILHO, 2010; BOVO, 2015). Já o uso da penicilina é um exemplo clássico onde um metabólito secundário do fungo Penicillium chrysogenum possui efeito antibiótico comprovado, sendo o primeiro medicamento produzido em larga escala já na década de 40 (TAKAHASHI e LUCAS, 2008). Acredita-se que os fungos filamentosos são capazes de produzir cerca de 70% a mais de metabolitos secundários do que outras classes de microrganismo (DREYFUSS et al., 1994) 
O controle biológico tem se mostrado eficaz na redução da contaminação por Aspergillus flavus, através do uso de bactérias e fungos antagônicos (ZUCCHI, 2009). Diversas bactérias têm se mostrado eficiente no controle de fungos patogênicos, como as bactérias produtoras de ácido lático, Bacillus subtilis, Pseudomonas sp., Listeria monocytogenes. Esse mecanismo ainda é desconhecido, porém eficiente. (BOVO et al., 2015; DOS SANTOS, 2015; ZHANG, 2008; PALUMBO, 2010; ASURMENDI, 2015). Os fungos também podem ser utilizados na inibição no crescimento de fungos patógenos, já que irão competir pelo mesmo nicho ecológico disputando os mesmos substratos. Como exemplo, cepas de A. flavus não produtoras de toxina que reduzem significativamente o aparecimento do A. flavus toxigênico, além disso os fungos endofíticos também tem mostrado resultados positivos na inibição de fungos patogênicos (POLLI, 2013; CORREIA, 2015; PIRES, 2015)

2.3 Fungos endofíticos 
Fungos endofíticos colonizam o interior das plantas, principalmente suas partes aéreas, folhas e caule, sem causar doenças ou efeitos negativos. Quase todas as plantas possuem esses fungos, podendo albergar diversos gêneros, porém dentre eles normalmente existe um gênero dominante e característico de cada planta, já que existe um grau de especificidade endófito-hospedeiro (ESPOSITO, AZEVEDO, 2010). 
A relação entre endófitos e planta ainda não é bem compreendida, porém é de conhecimento que essa relação pode ser neutra, simbiótica ou antagônica. Na relação neutra, a presença do fungo é assintomática e não fornece nenhum benefício a planta. Diferentemente da relação antagônica, onde o endófito inativa a defesa do hospedeiro, por exemplo, porém os seus metabolitos promovem a defesa da planta (PAMPHILE et al. 2018).  Já na simbiose, os fungos endofíticos produzem e/ou induzem a produção de metabolitos secundários que fornecem a planta benefícios como tolerância a estresses abióticos, diminuição do ataque de herbívoros e insetos e controle de outros microrganismos. Com isso a planta oferece um ambiente favorável para sobrevivência do endófito (KOGEL et al., 2006). Essa relação está relacionada a diversos benefícios para a planta hospedeira, principalmente a resistência contra patógenos através do espessamento parede celular por deposição de lignina e glucanas. (PEIXOTO NETO et al., 2004).  Assim de uma forma geral os endófitos podem aumentar de resistência da planta, incrementar a absorção de nutriente, promover crescimento vegetal e controle biológico de pragas e insetos, além de produzir compostos químicos como enzimas, antibióticos e hormônios (SCHULZ, 2005; MUSSI-DIAS, 2012). Eles, os fungos, aumentam a resistência das plantas promovendo um espessamento parede celular por deposição de lignina e glucanas, além de alterar beneficamente a fisiologia vegetal 
Microrganismos podem penetrar na planta em qualquer fase do seu desenvolvimento através de aberturas naturais ou artificiais. As aberturas naturais ocorrem através dos estômatos e hidatódios, pelas sementes e principalmente pela distensão das raízes. O crescimento das raízes na solo causa fissuras que facilitam a penetração de fungos que irão colonizar a planta. Já a penetração artificial acontece através de feridas ocasionadas por insetos ou degradação de microrganismos patógenos. Além disso, é possível ocorrer a entrada ativa, onde o fungo libera enzima hidrolíticas facilitando a penetração pela parede celular da planta. Após de sua entrada, os fungos se movimentam no interior da planta, colonizando diversos tecidos (AZEVEDO, 2000). 
A presença de endófitos foi relatada a primeira vez em 1832, quando Unger sugeriu o uso do termo para a presença de fungos que habitavam o interior das plantas causando ou não alguma patologia (PETRINI, 1993).  Já em 1866, De Barry sugeriu a distinção entre fungos endofíticos e os patogênicos (AZEVEDO, 2000). Depois disso os endófitos foram claramente diferenciados dos fitopatógenos, que causam doenças, e dos epífitos, que vivem em simbiose na superfície dos vegetais (SOUZA, 2004). Já em 2007, Mendes e Azevedo subdividiram essa classificação em dois tipos: tipo I os que não produzem estruturas externas na planta, colonizando apenas seu interior; e tipo II, os que produzem estruturas externas na planta, como fungos micorrizos que favorecem a fixação de Nitrogênio pelas raízes. Atualmente, com o aumento dos estudos na área, os fungos endofíticos vêm ganhando notoriedade devido aos benefícios que causam nas plantas hospedeiras e ainda mais pelo potencial biotecnológico dos mesmos e/ou seus metabólitos 
	Os fungos endofiticos são uma fonte inestimável de novos produtos naturais com propriedades bioativas (SCHULZ, 2005; KUSARI et al., 2012). Com isso, diversas aplicações são vislumbradas, destacando-se como agente no controle biológico de patógenos e vetores e obtenção de metabólitos secundários com potencial terapêutico (GUNATILAKA, 2006). Schulz et al. (2002) afirmam que 80% dos fungos endofíticos produzem compostos biologicamente ativos em testes antimicrobianos ou herbicidas. O uso dos metabolitos desses fungos tornou-se conhecido no século 20 com a descoberta do taxol, um importante fármaco antitumoral, produzido pelo fungo endofítico Taxomy cesandreanae isolado da planta Taxus brevifoli (STIERLE et al., 1993). Outro trabalho isolou uma linhagem de Trichoderma de plantas tóxicas da Amazônia que foi capaz de inibir o crescimento do A. flavus e A. niger (SOUZA et al., 2004). Em 2012, foram isolados fungos da Ophiopogon japonicus que inibiram até 70% do crescimento de Cryptococcus neoformans (LIANG, 2012). Xiao (2013) observou a inibição de 71,64% de crescimento do Fusarium graminearum usando o metabólito secundário de um endófito isolado da Ginkgo biloba. Os fungos endofíticos da Sapindus saponaria também apresentaram atividade antagonista contra o Fusarium solani (POLLI, 2013). Outros estudos também observaram efeito antimicrobiano de fungos isolados da Myrciaria dubia, Cereus jamacaru, Opuntia ficus-indica e Pilosocereus gounellei (CORREIA, 2015; PIRES, 2015). 

2.3.1 Fungos endofíticos no controle de micro-organismos
Os endófitos vêm sendo utilizados no controle biológico como a função de inibir ou reduzir o aparecimento e crescimento de patógenos e propagação de vetores por competição de nutrientes, indução da resistência vegetal e por micoparasitismo. O emprego desses microrganismos vem crescendo exponencialmente por substituir os métodos químicos e assim gerando alimentos mais seguros e favorecendo a preservação do meio ambiente (HEYDARI, 2010; ALY et al., 2011)  
Diversos trabalhos demonstram a eficácia desses microrganismos contra bactérias, fungos, nematoides e diversos vetores. Como no estudo realizado por Orlandelli (2015), que avaliou endófitos isolados de uma planta medicinal conhecida como Jaborandi (Piper hispidum) e 28 cepas no total de 98 isolados foram capazes de inibir fungos patogênicos, como: Alternaria alternata, Colletotrichum sp., Phyllosticta citricarpa e Moniliophthora perniciosa, sendo mais eficazes que fungicidas comerciais.
 Endófitos isolados da Mikania glomerata, popularmente conhecida como Guaco, foram efetivos na inibição do Fusarium solani (POLONIO et al., 2015). Assim como Bongiorno et al. (2016), isolaram endófitos do Coffea arabica com atividade antagonista para fungos fitopatogênicos Glomerella sp.,Colletotrichum sp. e Sclerotinia sclerotiorum.
Além do seu uso como controle biológico, os fungos endofíticos podem sintetizar diversas substâncias e uma grande variedade de metabólitos secundários. Os quais possuem um amplo espectro de atividade biológica, e podem ser agrupados em várias categorias, dentre alcalóides, benzopironas, quinonas, flavonóides, ácidos fenólicos, esteróides, terpenóides, tetralonas, xantonas e outros (ZHANG et al., 2006).
Diante disto, diversos compostos bioativos com atividade antimicrobiana têm sido isolados de endófitos. Assim diversas linhagens vem sendo estudadas, como Donald (2005) que isolou o Acremonium zeae em grãos de milho e observou que dois metabólitos foram capazes de inibir o crescimento do Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides, Souza et al. (2004) isolaram fungos endofíticos de plantas tóxicas das Amazônia, Palicourea longiflora e Strychnos cogens, e constataram uma atividade antimicrobiana do seus metabolitos contra Aspergillus flavus, Bacillus sp., Bacillus subtilis, Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Trichoderma sp. Já Rhoden et al. (2012) que avaliaram os isolados da Trichilia elegans e constataram que seus metabolitos foram capazes de inibir bactérias patogênicas. Outros estudos demonstram que os metabolitos de diversos gêneros fungicos são capazes de inibir o crescimento da Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae e Cryptococcus neoformans (EZRA, 2004; FERNANDES, 2009; STROBEL, 2001; CORRADO; RODRIGUES, 2004)


2.4 Plantas de interesse biotecnológico

2.4.1 Gliricidia sepium
	A Gliricidia sepium é uma leguminosa arbórea, popularmente conhecida como gliricídia, pertencente à família Fabaceae. Ela destaca-se pelos seus múltiplos usos, como o sombreamento de outras culturas, cerca viva e alimento para rebanho devido ao seu alto valor nutritivo, associado a seu rápido crescimento e resistência a seca (DRUMOND;CARVALHO FILHO, 1997)
	É uma arvore de porte médio, variando entre 12 a 15 metros de altura. Possui folhas compostas e flores de 2 a 2,5 cm de largura, branco-rosadas. Os frutos se apresentam como vagens chatas, cor verde quando verdes e marrom escuro quando maduros. As folhas são alternadas, de formato pontiagudo e medem de 3 a 7 cm de comprimento (Figura 2). Suas raízes podem estar associadas a fungos do gênero Rhizobium que ajudam, através de simbiose, uma maior absorção de nutrientes (GARCEZ et al., 2014).

Figura 2 – Aspecto botânico da Gliricidia sepium.
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Amplamente distribuída em regiões tropicais, sendo nativa do México a Colômbia. Foi introduzida no Brasil na década de 70 com a finalidade de fornecer sombra nas plantações de cacau e na década de 80 foi introduzida na alimentação animal. (ANDRADE et al., 2015). No Brasil, os estudos sobre a gliricidia são mais direcionados principalmente a alimentação animal e aumento de sua produtividade. (GARCEZ et al., 2014).  Porém, alguns estudos começam a demonstrar seu potencial biotecnológico, como atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatórias (AKHARAIYI et al., 2012; KUMAR, 2014, KUMAR E SIMON, 2016). Além da atividade antimicrobiana pela presença de propilenoglicol, cumarina, hexenol, timol e álcool benzílico (JOSE e REDDY, 2010). Não há pesquisas com fungos endofíticos com essa planta, porém alguns estudos avaliam a eficácia o uso do seu extrato contra fungos patogênicos (AKINBODE, 2010; NAZLI 2011) 

2.4.2 Lantana camara
Lantana camara é uma planta conhecida popularmente com chumbinho, cambará e cambará-de-cheiro. Descrita por Linnaeus em 1753, essa planta pertence ao reino Plantae, filo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Lamiales, família Verbenaceae, gênero Lantana. Esta família possui aproximadamente 2600 espécies e 100 gêneros que por sua vez estão difundidas em diversos locais que possuem clima tropical e subtropical, e localidades temperadas em ambos os hemisférios. (PRIYANKA; JOSHI, 2013; KALITA et al., 2012).
Foi introduzida em muitos países como planta ornamental devido a beleza das suas inflorescências, que são compostas por numerosas flores com as mais variadas cores, como laranja, rosa, vermelho, amarelo e branco (JOLY, 2002). Ela é um arbusto que pode atingir de 2 a 4 metros de altura, seu galho possui espinhos tortuosos e espalhados. Suas folhas possuem aparência áspera, ovaladas e exalam um cheiro forte e característico (Figura 3). Os frutos são tóxicos, podendo ser letais, de coloração verde, tornando-se roxo e preto com o amadurecimento. (DASH et al., 2015; PRIYANKA; JOSHI, 2013; KALITA et al., 2012; LONARE et al., 2012).


Figura 3 – Aspecto botânico de Lantana camara, folhas opostas e inflorescência laranja e vermelho.
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	É referida na literatura como planta tóxica, principalmente para bovinos e ovinos por causar fotossensibilização devido a presença de triterpenóides pentacíclicos como o lantadeno A e B (TOKARNIA et al. 1999), mas apesar disto, tem sido amplamente utilizada na medicina popular como antisséptico, antiespasmódico, anti-hemorrágico, antigripal (SAGAR et al. 2005), e no controle de larvas e mosquitos Aedes (IANNACONE   e   LAMAS, 2003). Alguns estudos já demonstraram o potencial biotecnológico dos fungos endofíticos isolados dessa planta, como RADU e KQUEEN (2002) que isolaram cinco endófitos da Lantana camara e um deles apresentou efeito antitumoral satisfatório.

2.4.3 Mimosa tenuiflora
A Mimosa tenuiflora é uma árvore pertencente à família Fabaceae-Mimosoideae, conhecida popularmente como jurema preta. Ocorre naturalmente na caatinga, extremamente resistente seca, sendo encontrado praticamente em quase todo nordeste brasileiro, bem como em outros países como o México, Panamá, Colômbia e Venezuela. (PEREIRA et al., 2003; MAIA, 2004). De porte arbustivo podendo chegar a 5 a 7 metros de altura. Possui caule ereto ou levemente inclinado, fino, com ramificações abundantes e de coloração castanho escuro, o que caracteriza o seu nome popular. Suas pequenas folhas são compostas, alternadas e bipinadas (Figura 4) (OLIVEIRA et al., 1999). 

Figura 4 – Aspecto botânico de galhos de Mimosa tenuiflora revelando suas folhas alternadas e bipinadas.
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Algumas tribos indígenas do Brasil utilizam as cascas e as raízes da jurema preta para a produção de uma bebida alucinógena chamada “vinho da jurema” (CAMARGO et al., 2002). Na medicina popular a casca do caule é amplamente utilizada para o tratamento de queimaduras, acne, analgésico e antimicrobiano devido à grande quantidade de taninos e flavonoides (LOZOYA, 1989) Sua atividade antimicrobiana foi observada contra o crescimento de Candida albicans (LOZOYA et al., 1988; MECKES-LOZOYA et al., 1990), Penicillium oxalicum (HEINRICH et al., 1992), Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Chaetomium indicum (LOZOYA et al., 1988).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos antifúngicos de extratos de Lantana camara, Mimosa tenuiflora e Gliricidia sepium e de seus fungos endofíticos sobre Aspergillus flavus. 


3.2 Objetivos específicos

· Isolar e caracterizar fungos filamentosos endofíticos de amostras botânicas de Mimosa tenuiflora, Lantana camara e Gliricidia sepium.
· Avaliar o potencial antagônico dos fungos filamentosos endofíticos isolados contra o Aspergillus flavus.
· Testar os extratos fúngicos brutos contra o Aspergillus flavus.
· Determinar o efeito antifúngico dos extratos aquoso e metanólico de Mimosa tenuiflora, Lantana camara e Gliricidia sepium contra Aspergillus flavus.







4. MATERIAL E MÉTODOS


4.1 Material botânico 
O material botânico foi obtido entre os meses de agosto e setembro de 2016, no Centro de Desenvolvimento da Pecuária da Universidade Federal da Bahia, localizado no município de Santo Amaro – BA (Figura 5).  
As folhas e caules (tecidos vegetais sadios) de Mimosa tenuiflora, Lantana camara e Gliricidia sepium foram coletados e separados previamente no campo, sem qualquer tipo de tratamento prévio ou ação sobre a microbiota residente. As amostras vegetais foram acondicionadas em sacos de papel pardo, previamente identificados, e conduzidas imediatamente para o Laboratório de Pesquisas Micológicas onde foram processadas.

[image: ]Figura 5 – Fotografia do Centro de Desenvolvimento da Pecuária da Universidade Federal da Bahia.
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4.2 Obtenção dos extratos vegetais  
Para a preparação dos extratos vegetais parte das folhas e caules das amostras coletadas foram secas à sombra por 72 horas, sendo posteriormente trituradas em liquidificador. O material triturado permaneceu em infusão por 72 horas em água destilada, para a obtenção do extrato aquoso, e metanol, para obtenção do extrato metanólico, com homogeneização frequente durante todo o período. A infusão foi filtrada em gaze e em papel filtro de 14 micrometros, sendo, após este processo, submetida a rotaevaporação a 65°C até secagem total dos solventes.  Os extratos secos foram armazenados a -20oC até o momento da sua utilização. 

4.3 Isolamento dos fungos endofíticos 
No laboratório, as folhas e caules foram lavados em água corrente para a retirada de resíduos sólidos, e desinfetados por meio de banhos sucessivos realizados segundo Souza et al (2014), que consistiu em imersão do material botânico durante um minuto em álcool 70%, seguido  por quatro minutos em solução de hipoclorito de sódio a 3%, e novamente em álcool 70% por 30 segundos e finalmente lavados três vezes em água destilada esterilizada, para a retirada do excesso de álcool. Após o processo de desinfecção, as folhas foram recortadas em fragmentos de 4,0 x 0,5 cm e plaqueadas em Agar Sabouraud Dextrose e Agar Batata Dextrose (Figura 6) acrescidos de cloranfenicol (100 mg/L) e incubadas a 28°C até a observação de crescimento fúngico, o experimento foi realizado em triplicata. 
Todas as colônias identificadas foram isoladas em Ágar Sabouraud com a finalidade de obter cultura pura para armazenamento e realização dos testes (MELO E AZEVEDO, 1998).



Figura 6 – Isolamento de fungos endóficos de fragmentos das folhas (placas de petri superiores) e caules (placas de petri inferiores) de Gliricidia sepium (1); Lantana camara (2) e Mimosa tenuiflora (3) em meio ágar batata acrescido de cloranfenicol (100 mg/L).
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4.3 Obtenção dos extratos brutos dos fungos endofíticos 

	Para obtenção dos extratos brutos fúngicos foi utilizada a metodologia do Laboratório de Biotecnologia e Quimica de Microrganismo do Instituto de Química da Universidade Federal da Bahia (LBQM) (Figura 7). Um fragmento de cada um dos fungos isolados foi imerso em 400 mL de caldo Sabouraud por 15 dias e mantido em temperatura ambiente sob agitação ocasional. Finalizado o período de incubação foi realizada uma filtração a vácuo para a separação do micélio do caldo fermentado. 
O caldo fermentado foi transferido para um funil de separação, ao qual foi adicionado 400 mL de acetato de etila, para realização de partição líquido-liquido na proporção de 1:1, sendo a fase aquosa descartada. Tal procedimento foi realizado em triplicata. Após a partição, o produto resultante foi submetido à rotaevaporação à 45ºC e seguida por manutenção em dessecador até obtenção do extrato seco. O extrato foi mantido a -20oC e sob abrigo da luz até o momento da sua utilização.
Para a extração do micélio, este foi transferido para um erlenmeyer e imerso em metanol durante 72 horas à temperatura ambiente, posteriormente este conjunto foi filtrado e o micélio novamente imerso em metanol por mais 24 horas. O sobrenadante resultante foi submetido à rotaevaporação à 45ºC e em dessecador até completa secagem. O extrato seco foi acondicionado ao abrigo da luz a -20oC até o momento da sua utilização.






Figura 7: Fluxograma da obtenção dos extratos brutos dos fungos endofíticos 
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4.4 Cepa de Aspergillus flavus
	Foi utilizada a cepa padrão de Aspergillus flavus IOC4123 obtida da Coleção de Culturas de Fungos Filamentosos – CCFF, FIOCRUZ – IOC, Rio de Janeiro, RJ. 



4.5 Ensaio de antagonismo 

A avaliação da inibição fúngica por competição foi realizada conforme os procedimentos descritos por Badalyan et al (2002). Assim, os fungos endofíticos e a cepa de A. flavus foram cultivados em Agar Sabouraud (cloranfenicol: 100 mg.L-1) por 7 dias em temperatura ambiente. Em seguida, um fragmento da colônia do fungo a ser testado e um fragmento da colônia do A. flavus, foram inoculados em uma placa de Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (100 mg.L-1) em temperatura ambiente por 30 dias para avaliação da inibição fúngica. 
A capacidade antagonística de cada organismo fúngico foi determinada utilizando a escala de Badalyan (Badalyan et al, 2002). Esta escala consiste em classificar o antagonismo em três tipos de reações (A, B, C). Nos tipos A e B é observado bloqueio de crescimento com inibição mútua, onde nenhum dos microorganismos é capaz de sobrepor o outro, no tipo A ocorre contato micelial e no tipo B não há, sendo esta inibição realizada à distância. No tipo C há subtituição e supercrescimento fungico sem inibição do crescimento inicial. No subtipo CA1 ocorre crescimento parcial do endófito e no subtipo CA2 ocorre crescimento completo do endófito sobre o patógeno, após uma inibição inicial com contato micelial. Já no subtipo CB1 ocorre um crescimento parcial do endófito e no tipo CB2 um crescimento completo do endófito sobre o patógeno após inibição inicial sem contato micelial. (Quadro 1)
A presença de zonas densas de micélio, estruturas agregadas como cordões miceliais, hifas pigmentadas, gotículas de exsudato, linhas de pseuesclerócio escuros e corpos de frutificação nas zonas de interação também foram observadas.




Quadro 1  - Escala de classificação de reações antagonicas (adaptado de Badalyan et al, 2002) 
	Tipo de reação
	
	Sub-tipo

	Reação A 
	Inibição com contato micelial
	

	Reação B 
	Inibição à distância
	

	Reação C 
	Sobreposição ou supercrescimento 
	A1 – inibição parcial

	
	
	A2 – inibição total

	
	
	B1 – inibição parcial

	
	
	B2 – inibição total


.
4.6. Ensaios antifúngicos

A avaliação da atividade antifúngica foi realizada utilizando-se o bioensaio de difusão em ágar conforme procedimentos definidos por Moody et al (2004). 
4.6.1. Extratos fúngicos
Todos os extratos fúngicos foram testados na concentração de 10 mg/mL, para isso os extratos secos, acondicionados a -20oC, foram ressuspensos em uma solução de DMSO a 10%.
Para a realização do teste, foi distribuída na superfície da placa de Agar Batata, com auxilio de alça de Drigalski, um volume de 100µL da suspensão de esporos, na concentração de 5x105 unidade formadoras de colônias (UFC)/mL. Em seguida, no ágar, foram perfurados orifícios com diâmetro de 30 mm, onde foram instilados 50µL dos extratos dos metabolitos fúngicos a serem avaliados. Como controle negativo foi empregada a solução de DMSO a 10% e no controle positivo foi utilizado o antifúngico sintético itraconazol na concentração de 10 mg.L-1. 
As placas foram incubadas à temperatura ambiente por 48 horas, e a atividade antifúngica avaliada pelo diâmetro do halo de inibição (em mm) ao redor do poço. Todo o experimento foi repetido em triplicata.
4.6.2. Extratos Vegetais
A avaliação da atividade antifúngica dos extratos vegetais aquoso e metanólico foi realizado da mesma forma que o dos extratos fúngicos, sendo testadas as concentrações de 200 mg.L-1 para os da Mimosa tenuiflora, 70    mg.L-1 para os da Lantana camara e 150 mg.L-1 para os da Gliricidia sepium. O controle negativo e o controle positivo foram os mesmos do teste anterior, bem como as condições de incubação das amostras.















5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	
A diversidade dos fungos isolados dos diferentes tecidos vegetais foi determinada com base na contagem das colônias purificadas e na análise morfológica macroscópica. Assim colônias fúngicas que se apresentavam distintas umas das outras, de acordo com observações macroscópicas (coloração e características de crescimento em meio de cultura), foram isoladas em meio Ágar Batata, preservadas pelo método da subcultura e armazenadas a ±4ºC e a -20oC. 
No total foram isolados 17 fungos endofíticos das folhas e caules das amostras botânicas coletadas, no entanto apenas os fungos filamentosos eram o objeto deste trabalho, por este motivo as leveduras foram descartadas. Assim, 14 fungos filamentosos endofíticos foram avaliados sendo quatro da Gliricidia sepium (dois das folhas e dois do caule), sete da Lantana camara (dois do caule e o restante nas folhas) e três da Mimosa tenuiflora (dois isolados do caule e um da folha) (Tabela 1).
A escolha das folhas e do caule como fonte dos fungos endofíticos foi proposital, uma vez que estas partes da planta têm sido os fragmentos vegetais mais utilizados para a obtenção destes fungos em estudos de diversidade e bioprospecção (AZEVEDO, 1998; SOUZA et al, 2004; MARTINS et al, 2016)
 Houve crescimento fúngico em todos os fragmentos vegetais, assim como descrito por Idris et al. (2013) que descreveram os endófitos como onipresentes, ou seja, encontrados em todos os tecidos vegetais.  O número de isolados foi relativamente baixo, porém esse número pode variar de acordo com os ecossistemas onde se encontram as plantas hospedeiras (MÜLLER e WAECTHER, 2001), a idade da planta e o local da coleta (AZEVEDO, 1998; MOURA et al, 2016). Um pequeno número de fungos endofíticos também foi isolado por Moura et al. (2016) ao avaliar plantas medicinais nativas da caatinga da região dos Inhamuns no Ceará e por Gómez-Rivera et al. (2016) ao identificar fungos endofíticos em Lantana camara e Hamelia patens.
Não há dados suficientes para comparar o número de fungos isolados na folha e no caule de cada uma das plantas avaliadas em decorrência do baixo número de fungos encontrados. No entanto ao analisar os resultados da Lantana camara, onde foram identificados um maior número de microrganismos (n=6), verifica-se que a maior parte deles (n=4) foram isolados das folhas e apenas dois do caule. A literatura corrobora este achado e relata um número maior de endófitos observados nas folhas quando comparado com o caule das plantas (SOUZA et al, 2004, MARTINS et al, 2016). A possível explicação para maiores taxas de colonização em alguns tecidos vegetais reside no fato destes fungos contribuírem de forma relevante na fisiologia da planta neste local (SOUZA et al, 2004).

Tabela 1 - Relação de fungos endofíticos filamentosos e leveduriformes isolados da Gliricidia sepium, Lantana camara e Mimosa tenuiflora.
	Planta
	Código dos fungos
	Localização

	Gliricidia sepium
	GF1
	Folha

	
	GF2*
	Folha 

	
	GF3
	Folha

	
	GC1*
	Caule

	
	GC2
	Caule

	
	GC3
	Caule

	Lantana camara
	LC1
	Caule

	
	LC2
	Caule

	
	LF1*
	Folha

	
	LF2
	Folha

	
	LF3
	Folha

	
	LF4
	Folha

	
	LF5
	Folha

	
	LF6
	Folha

	Mimosa tenuiflora
	MC1
	Caule

	
	MC2
	Caule

	
	MF1
	Folha


	* leveduras
Os 14 fungos filamentosos endofíticos com as mais diversas características macroscópicas foram isolados e conservados até momento da sua utilização. Quatro fungos filamentosos foram isolados da Gliricidia sepium e identificadas como GF1, GF3, GC2 e GC3.O isolado GF1 apresentou o micélio com aspecto aveludado de coloração negra, já o GF3 cresce de forma algodonosa de coloração branca acinzentada, por fim o GC2 e GC3 apresentou micélios algodonosos branco (Figura 8). 
	Da Lantana camara foram isolados sete fungos. Os isolados do caule apresentaram crescimento micelial de aspecto aveludado, sendo o LC1 de coloração branca acinzentada e o LC2 de cor cinza. Já os isolados das folhas apresentaram diversas características, como: o isolado LF2 apresenta micélio aveludado branco; o LF3 apresenta colônia lisa levemente algodonosa branca; LF4 cresce de forma algodonosa branca; LF5 apresenta uma colônia aveludada cinza com pigmentação negra e LF6 possui micélio aveludado negro (Figura 9)
	Já os fungos isolados da Mimosa tenuiflora foram idenfiticados como MC1, MC2 e MF1. Os isolados MC2 e MF1 apresentam colônias de aspecto algodonosos de coloração branca, diferentemente do MC1 que apresenta crescimento de aspecto rugoso de coloração negra. (Figura 10)


Figura 8 - Aspectos macroscópicos (A e C) e microscópicos (B e D) dos endófitos isolados da Gliricidia sepium.
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Figura 9 - Aspectos macroscópicos (A, C, E, G e I) e microscópicos (B, D, F, H e J) dos endófitos isolados da Lantana camara. 
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Figura 10 - Aspectos macroscópicos (A e C) e microscópicos (B e D) dos endófitos isolados da Mimosa tenuiflora. 
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Até o presente momento não foi possível a identificação dos fungos endofíticos isolados, tal fato pode ser explicado pela não esporulação das culturas. Apesar de terem sido realizadas tentativas para induzir esporulação, através da inoculação em diversos meios de cultura, os micélios permaneceram estéreis. 
A não esporulação é uma característica frequente dentre os endófitos (HUANG et al., 2001), sendo esta dificuldade constatada por outros autores. Este fato pode estar relacionado à composição dos meios de culturas artificiais, os quais não fornecem as mesmas condições nutricionais dos seus hospedeiros naturais. (SURYANARAYANAN et al.,1998; PHOTITA et al., 2001). Assim a identificação desses microrganismos se torna mais complexa, já que tradicionalmente a taxonomia é baseada na comparação morfológica e desenvolvimento de estruturas de reprodução assexuada e sexuada (SOUZA, 2005). 
	Zaidi et al. (2013) realizaram um trabalho com objetivo de isolar fungos endofíticos da Lantana camara e apesar de afirmar que foram isolados 11 fungos endofíticos, os autores não apontam com clareza a identidade dos fungos isolados, mas enumeram os seguintes gêneros Aspergillus spp., Penicillium spp., Alternaria spp. e Fusarium spp. A dificuldade de identificação destes fungos também foi relatada por Desire et al (2014) que não identificaram isolados fúngicos resultantes da bioprospecção em L. camara, em contrapartida Gómez-Rivera et al. (2016) isolaram treze fungos endofíticos dessa planta, e apenas dois não foram identificados. Os autores apontaram a classe Coelomiceto como a mais prevalente, sendo isolados também os gêneros Sphaeropsis, Curvularia e Acremonium. 
	Com relação aos fungos filamentosos endofíticos isolados de Gliricidia sepium e Mimosa tenuiflora não é possível correlação com os dados da literatura, pois não há trabalhos publicado até o momento sobre o assunto, assim esse é um trabalho pioneiro de bioprospecção com estas duas plantas. Foram isolados quatro fungos da G. sepium e três da Mimosa tenuiflora demonstrando assim a importância da bioprospecção dos fungos dessas plantas.
	Os resultados dos testes de antagonismo fúngico revelaram que somente MF1, isolado da Mimosa tenuiflora, e o LF3 e LF5, ambos isolados da Lantana camara, foram capazes de inibir parcialmente o A. flavus (Figura 11, 12 e 13). Os outros endófitos testados não revelaram nenhum grau de inibição (Tabela 2). 


Tabela 2 - Resultado do teste de antagonismo fúngico entre os fungos endofíticos e o Aspergillus flavus.
	Planta
	Código dos fungos
	Grau de competição

	Gliricidia sepium
	GF1
	*

	
	GF3
	*

	
	GC2
	*

	
	GC3
	*

	Lantana camara
	LC1
	*

	
	LC2
	*

	
	LF2
	*

	
	LF3
	CB1

	
	LF4
	*

	
	LF5
	CA1

	
	LF6
	*

	Mimosa tenuiflora
	MC1
	*

	
	MC2
	*

	
	MF1
	B


* Não houve inibição

	A Figura 11 mostra a inibição do A. flavus pelo isolado MF1, demonstrando o que Badalyan et al (2002) classificaram como inibição à distância, quando os fungos desenvolvem-se paralelamente, sem se tocarem e mantendo-se distantes. Na figura 12, o isolado LF3 impediu o desenvolvimento do A. flavus também à distância, porém a limitação do crescimento foi menos efetiva, isso pode estar relacionado ao menor poder de competição ou diferenças da taxa de proliferação, pois foi observado um lento crescimento deste fungo endofítico filamentoso. Mesmo com o passar do tempo, o A. flavus em nenhum momento sobrepôs a colônia do LF3 ou criou zona de contato, demonstrando o potencial deste fungo endofítico em limitar a proliferação do Aspergillus.
	A Figura 13 demonstra antagonismo competitivo do isolado LF5, que foi capaz de inibir parcialmente o crescimento do A. flavus após o contato entre os micélios, revelando a classificação CA1 da escala de Badalyan (BADALYAN et al 2002), isto é, o fungo endofítico permitiu o supercrescimento do fungo alvo, neste caso o A. flavus, mas teve crescimento e assim promoveu uma inibição parcial da proliferação do fungo alvo quando ocorreu contato entre os micélios dos microorganismos. Já a Figura 14 ilustra o exemplo de um teste negativo, onde o endófito isolado não foi capaz de inibir o A. flavus.

Figura 11 - Teste de antagonismo fúngico entre o isolado MF1 (1) e o A. flavus (2) demonstrando a inibição à distância.
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Figura 12 - Teste de antagonismo fúngico entre o isolado LF3 (1) e o A. flavus (2) demonstrando supercrescimento com inibição parcial à distância.
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Figura 13 - Teste de antagonismo fúngico entre o isolado LF5 (1) e o A. flavus (2) demonstrando supercrescimento com inibição parcial com contato.
[image: ]2
2
1[image: ]




Figura 14 - Teste de antagonismo fúngico do isolado GC2 (1) e o A. flavus (2), demonstrando a ineficácia do antagonismo.
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Assim, dos sete fungos endofíticos da L. camara, dois, encontrados nas folhas, foram capazes de inibir o A. flavus. A escassez de informações sobre os princípios ativos sintetizados pelos fungos endofíticos isolados desta planta também não permite traçar uma hipótese de qual seria a substância a promover essa inibição do desenvolvimento do Aspergillus flavus. Além disso, os estudos sobre microrganismos endofíticos nessa planta são bastante escassos, não existindo da literatura nenhum estudo até o momento sobre a influência dos fungos endofíticos isolados de Lantana camara sobre o A. flavus. Zaidi et al. (2013) realizaram um trabalho com objetivo de avaliar a capacidade de síntese de tirosinase, uma enzima essencial na produção de pigmentos e de fatores relacionados à resposta imune e foram capazes de identificar três fungos capazes de sintetizar a tirosinase, no entanto os autores não apontam com clareza a identidade destes fungos isolados.
Em seguida, Desire et al (2014) isolaram três fungos endofíticos da Lantana camara, que não foram identificados, e verificaram que esses isolados produziam amilase, lipase e lactase. As duas primeiras enzimas possivelmente estariam relacionadas à capacidade do fungo em utilizar carboidratos e lipídios como fontes de energia, e a lactase teria potencial antioxidante, o que caracteriza os extratos da planta. Além disso, um dos isolados foi capaz de sintetizar taninos e glicosídeos cardiogênicos. Assim como, RADU e KQUEEN (2002) que isolaram cinco endófitos e um deles apresentou efeito antitumoral satisfatório
Todos estes trabalhos, em especial o de Desire et al (2014) apontam que os fungos endofíticos isolados da Lantana camara são fonte de compostos bioativos, como os taninos e glicosídeos cardiogênicos, demonstrando assim a potencialidade dos endófitos isolado dessa planta para diversos fins. 
A literatura aponta que os possíveis metabólitos secundários dos fungos endofíticos podem ter propriedades antipatogênicas e importante papel na defesa das plantas, além de também poderem ser responsáveis pelas funções dos extratos botânicos na defesa contra fitopatógenos e patógenos animais (AZEVEDO et al, 1998; DESIRE et al, 2014).
Apesar de todo o potencial biológico apontado na literatura, os testes para avaliação da atividade antifúngica dos extratos brutos dos fungos endofíticos isolados da Lantana camara neste trabalho, teve resultados negativos, o que pode estar relacionado à concentração testada dos extratos (10 mg/mL) ou simplesmente por não possuírem atividade antifúngica (Tabela 3).
	Não há trabalhos na literatura sobre fungos endofíticos isolados de Mimosa tenuiflora e Gliricidia sepium com possível atividade antifúngica, com os quais possa comparar os resultados obtidos. Sendo assim, este um trabalho pioneiro que demonstra a importância da bioprospecção dos fungos encontrados nessas plantas, como também o potencial biotecnológico dos seus extratos, uma vez que um dos fungos isolados das folhas da Mimosa tenuiflora revelou efeito antagônico satisfatório contra o Aspergillus flavus. 
	No entanto quando os extratos obtidos desses fungos foram testados na concentração de 10 mg.L-1, tanto o extrato micelial quando o do caldo fermentado, nenhum deles foi capaz de inibir o crescimento do A. flavus (Tabela 3).
	 

Tabela 3 - Avaliação dos extratos fúngicos sobre o crescimento do A. flavus.
	Código do metabólito
	Teste 

	MF1
	Negativo

	MF1m
	Negativo

	MC1
	Negativo

	MC1m
	Negativo

	MC2
	Negativo

	MC2m
	Negativo

	GF1
	Negativo

	GF1m
	Negativo

	GF3
	*

	GF3m
	*

	GC2
	Negativo

	GC2m
	Negativo

	GC3
	Negativo

	GC3m
	Negativo

	LF2
	Negativo

	LF2m
	Negativo

	LF3
	Negativo

	LF3m
	Negativo

	LF4
	Negativo

	LF4m
	Negativo

	LF5
	Negativo

	LF5m
	Negativo

	LF6
	Negativo

	LF6m
	*

	LC2
	Negativo

	LC2m
	Negativo


*: Não foi realizado o teste
	Foram obtidos também o extrato aquoso e metanólico das folhas dessas plantas. Esses extratos vegetais foram testados nas concentrações de 200 mg.L-1 da Mimosa tenuiflora, 70 mg.L-1 da Lantana camara e 150 mg.L-1 da Gliricidia sepium. Nenhum dos extratos testados foi capaz de inibir o crescimento o A. flavus (Tabela 4) 

Tabela 4 - Avaliação dos extratos botânicos sobre o crescimento do A. flavus.
	Planta
	Extrato
	Grau de inibição

	Gliricidia sepium
	Aquoso
	*

	
	Metanólico
	*

	Lantana camara
	Aquoso
	*

	
	Metanólico
	*

	Mimosa tenuiflora
	Aquoso
	*

	
	Metanólico
	*


* : Não houve inibição
Até o momento não foi encontrado nenhum estudo avaliando o efeito dos extratos vegetais da Mimosa tenuiflora sobre o A. flavus, porém outros trabalhos demonstram seu efeito sobre outros fungos patógenos. Borges et al. (2017) avaliaram o extrato aquoso da Mimosa tenuiflora e observou a inibição completa nas concentrações maiores que 4 mg.L-1 dos fitopatógenos Colletotrichum gloeosporioides. Já a concentração de 20 mg.L-1 do extrato etanólico foi capaz de inibir o Penicillium oxalicum (HEINRICH et al., 1992). Lozoya et al. (1989) demonstraram que o extrato etanólico nas concentrações de 70 µg/mL foi capaz de inibir o crescimento de Candida albicans e Microsporum canis, enquanto que uma dose menor (10 µg/mL) inibiu Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum e Chaetomium indicum. Outros autores relataram que o extrato de acetato de etila na concentração de 30 mg.L-1 também foi capaz de inibir o crescimento da C. albicans (MECKES-LOZOYA et al., 1990). 
	O extrato aquoso e metanólico das folhas da Gliricidia sepium contra o A. flavus não revelou inibição de crescimento na concentração testada. Até o presente momento não foram encontrados estudos na literatura avaliando o extrato dessa planta contra o A. flavus, porém diversos trabalhos demonstraram a eficácia dos seus extratos contra outros gêneros fúngicos e bactérias. Kumar (2016) avaliou o extrato etanólico na concentração de 0,1 g.L-1 e obteve resultados positivos contra a Escherichia coli e Pseudomonas aeroginosa. Nazli (2011) avaliou o efeito antimicrobiano do extrato etanólico nas concentrações de 20, 10, 5, 2.5, 2, 1, 0.5 e 0.25 mg.L-1 obtidos das folhas da Gliricidia sepium e observou que concentrações maiores que 2,5 mg/ml foram capazes de inibir o crescimento do Fusarium solani, Rhizomucor pusillus, Trichophyton sclerosis e Macrophomnia phaseolina, já Aspergillus effuses só foi inibido na maior concentração (20 mg.L-1). 
Os extratos de L. camara  testados neste trabalho não foram capazes de inibir o A. flavus, similar aos resultados observados por Satish (2007), que avaliou extratos aquoso (a 25%) e metanólico (100 mg.L-1) contra oito espécies de Aspergillus, dentre elas o A. flavus. Por sua vez Fayaz (2017) observou resultados positivos ao testar extratos de acetona, clorofórmio, metanol e etanol desta planta na concentração de 15%, revelando inibição de aproximamente 78% no crescimento micelial do A. flavus. Já Dabur et al. (2007) avaliaram diversos extratos e apenas o extrato aquoso a 300 µg/mL foi capaz de inibir o A. flavus.  Naz (2013) observou também inibição de 66% de A. flavus com o uso de extrato metanólico na concentração de 12 mg.L-1. Esse mesmo extrato foi capaz de inibir o crescimento do Fusarium solani na concentração de 20 mg.L-1 (RIZVI, 2013). 
Essa divergência de resultados pode estar relacionada a composição química das plantas, que sofre variação de acordo com fatores ambientais, podendo redirecionar rotas metabólicas e levar a biossíntese de compostos diferentes. Dentre esses fatores vale ressaltar a estágio de desenvolvimentos da planta, luminosidade, temperatura, pluviosidade, sazonalidade, entre outros. Além de fatores intrínsecos a metodologia, como concentração ou solvente utilizado (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; DE MORAIS, 2009). 












		
		
6. CONCLUSÃO
	
A grande diversidade botânica associada à habilidade dos fungos endofíticos em inibir o crescimento de microrganismos patogênicos têm estimulado as pesquisas em relação à bioprospecção e ao seu potencial biotecnológico. Portanto, neste trabalho foi possível isolar fungos endofíticos da Lantana camara, Gliricidia sepium e Mimosa tenuifora e testar seus efeitos antifúngicos, assim como testar seus extratos vegetais.
Os fungos endofíticos isolados nesse trabalho demonstram seu potencial biotecnológico, principalmente os isolados da Lantana camara, e Mimosa tenuifora que foram capazes de inibir o crescimento do A. flavus.  Evidenciando assim, pela primeira vez, que esses fungos podem ser utilizados no controle biológico desse patógeno, abrindo portas para novos e promissores estudos, principalmente de bioprospecção e identificação desses endófitos.
Já os extratos vegetais e extratos fúngicos não demonstraram atividade antifúngica na concentração testada e com os solventes utilizados, logo novos testes podem ser realizados a fim de verificar se doses mais elevadas podem ser efetivas para inibir o crescimento o A. flavus e outros fungos patógenos. 
 Sendo este um trabalho pioneiro, abre-se novas perspectiva de estudo sobre o potencial biotecnológicos dessas plantas, assim como seus endófitos e seus extratos vegetais.
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