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RESUMO

Micro-organismo endofiticos sdo aqueles capazes de colonizar
internamente os tecidos da planta hospedeira, sem causar danos
aparentes ou estruturas externas visiveis. Todas as plantas es-
tudadas até o momento sdo colonizadas por estes mi-
cro-organismos, eles desempenham um papel ecoldgico fun-
damental para suas plantas hospedeiras, conferindo diversos
beneficios como produgdo compostos antimicrobianos que
protegem a planta contra o ataque de fitopatdogenos e promogéo
do crescimento vegetal. Estes micro-organismos tem desperta-
do grande interesse na area biotecnologica, pois apresentam
grade potencial como agentes de controle bioldgico, além disso,
para colonizar a planta e competir com outros microrganismos,
os endofiticos produzem uma variedade de substincias, sendo
uma fonte importante de compostos biologicamente ativos que
tém aplica¢des medicinais, industriais ou agricolas promissoras.
O objetivo desta revisao ¢ destacar o potencial biotecnoldgico
dos micro-organismos endofiticos como fontes de novas subs-
tancias de interesse, como agentes de controle biologico de
pragas agricolas e na produgdo de enzimas de interesse indus-
trial.

PALAVRAS-CHAVE: Endéfitos, controle biolégico, ati-

vidade antimicrobiana, metabolitos secundarios, enzimas.

ABSTRACT

Endophytic microorganisms are those capable of internally
colonizing plant tissues without causing apparent damage or
visible external structures. All the plants studied to date are
colonized by these microorganisms, they play a fundamental
ecological role for their host plants, conferring several benefits
such as the production of antimicrobial compounds that protect
the plant against the attack of phytopathogens and the promo-
tion of plant growth. These microorganisms have aroused great
interest in the biotechnology area because of their potential as
biological control agents; In addition, to colonize the plant and
compete with other microorganisms, the endophytes produces
a variety of substances, being an important source of biologi-
cally active compounds that have promising medicinal, indus-
trial or agricultural applications. The objective of this review is
to highlight the biotechnological potential of endophytic mi-
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croorganisms as a sources of new substances of interest, such
as agents for the biological control of agricultural pests and the
production of enzymes of industrial interest.

KEYWORDS: Endophytes, biological control, antimicrobial
activity, secondary metabolites, enzymes.

1. INTRODUCAO

Endofitos foram descritos pela primeira vez por Bary
(1866) quem primeiro delineou a diferenca entre eles e
os patdogenos de plantas'. Eram considerados como
todos os microrganismos capazes de colonizar, em al-
guma fase do seu ciclo de vida, os tecidos internos da
planta, sem causar danos ao seu hospedeiro®. Mais re-
centemente foram definidos como sendo todo mi-
cro-organismo capaz de colonizar internamente os teci-
dos da planta hospedeira, sem causar danos aparentes ou
estruturas externas visiveis® ocupando espagos inter e
intracelulares*. Mendes e Azevedo (2007)° ampliaram
essa definicdo dividindo os enddfitos em dois tipos: tipo
I, os que ndo produzem estruturas externas a planta; e
tipo II, os que produzem estruturas externas a planta,
como fungos micorrizicos e bactérias simbiontes fixa-
doras de nitrogénio.

Sdo diversos os beneficios que os endoéfitos conferem
aos seus hospedeiros: contribuem ou sdo responsaveis
pela adaptagdo das plantas ao estresse bidtico e abiodtico,
aumentando a resisténcia a seca ¢ escassez de agua, bem
como a tolerancia a alta temperatura e alta salinidade;
produzem compostos antimicrobianos que protegem a
planta contra o ataque de fitopatogenos; conferem tole-
rancia ao estresse oxidativo, promovem o crescimento
vegetal, dentre outras vantagens. Em troca, as plantas
fornecem estrutura espacial, nutrientes e prote¢do contra
dessecacdo®’.

O suprimento adicional de N para as plantas, forne-
cido pelos endofitos, ¢ a forma direta que estes micror-
ganismos utilizam para promover o crescimento de dife-
rentes culturas. A presenca do gene nifH, que codifica a
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unidade Fe-nitrogenase do complexo nitrogenase, tem se
tornado um marcador muito utilizado no estudo da di-
versidade de endofiticos com potencial para fixar nitro-
génio®”’,

Estes micro-organismos tém despertado grande inte-
resse na area biotecnoldgica, apresentam grade potencial
como agentes de controle bioldgico de doengas causadas
por bactérias, fungos e nematoides, além disso, para co-
lonizar a planta e competir com outros microrganismos,
os endofiticos produzem uma variedade de substincias,
sendo uma fonte importante de compostos biologica-
mente ativos que tém aplicagdes medicinais ou agricolas
promissoras. Produzem uma variedade de compostos
secundarios com atividade antimicrobiana contra bacté-
rias e fungos patogénicos de plantas e humanos!®!11213 ¢
mais recentemente tem sido explorados na produgao de
enzimas de interesse industrial '3,

O presente trabalho teve como objetivo, por meio de
uma revisdo bibliografica, destacar o potencial biotec-
nologico dos micro-organismos endofiticos como fontes
de novas substancias de interesse, como agentes de con-
trole biologico de pragas agricolas e na produgdo de en-
zimas de interesse industrial.

2. MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma revisdo da literatura especializada,
com base em artigos, livros, dissertagdes, teses e obras
publicadas no periodo compreendido entre 1998 e 2016.
Foram consultadas desde obras classicas a artigos recen-
tes, em inglés e portugués, referentes ao tema mi-
cro-oragnismos endofiticos, controle bioldégico, metabo-
litos secundarios, enzimas. A busca foi realizada nas
plataformas de busca Science Direct, Portal Capes, Sci-
elo e Web of Science.

3. RESULTADOS

Microrganismos endofiticos

Durante mais de um século os micro-organismos
endofiticos foram quase que ignorados, principalmente
devido ao fato de que se conhecia muito pouco sobre
suas reais fung¢des no interior dos vegetais e também por
nao produzirem em seus hospedeiros, estruturas externas
visiveis!®. Apenas no final dos anos 70, que microrga-
nismos endofiticos comegaram a adquirir importancia,
quando foi verificado que eles apresentam interagdes
simbidticas com o hospedeiro, protegendo as plantas do
ataque de insetos, de doengas e de herbivoros!'.

Todas as plantas possuem microrganismos endofiti-
cos, incluindo fungos e bactérias. Em geral, existem es-
pécies dominantes, que sdo bastante frequentes em um
determinado hospedeiro, e outras secundarias, mais ra-
ras'’, de modo que as plantas possuem uma microbiota
endofitica caracteristica e que deve ser importante para
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sua sanidade e manutengdo'. Alguns fatores que influen-
ciam na biodiversidade de endoéfitos encontrados em
uma planta sdo a idade da planta, do tecido ou 6rgao's,
as condicdes fisioldgicas do hospedeiro, as condig¢des
ambientais € distribui¢do geografica®. O tempo gasto até
a planta ser submetida ao isolamento, a metodologia
utilizada, o meio de cultura selecionado, o tamanho do
fragmento vegetal e as condi¢des de cultivo também irdo
influenciar na concluso sobre a frequéncia de infecg@o,
diversidade e composicdo de espécies'>?. Bussey Il et
al. (2015)*! observou uma reducdo significativa na di-
versidade de fungos endofiticos em raizes de Anemopsis
californica cultivada em estufa, comprovando a influén-
cia das condi¢cdes ambientais ¢ método de cultivo na
diversidade dos endofitos.

A transmissdo pode ser horizontal ou vertical. A
maioria dos endofiticos sdo transmitidos de forma hori-
zontal através dos esporos. Alguns podem ser transmiti-
dos verticalmente através das sementes®?2. Na transmis-
sdo horizontal estes microrganismos adentram as plantas
por aberturas naturais ou ferimentos. Uma das portas de
entrada mais utilizadas sdo as raizes; a emergéncia de
raizes laterais resulta em uma abertura, que serve de en-
trada para os microrganismos. O proprio crescimento das
raizes, ao penetrar no solo, gera abrasoes que facilitam
sua entrada. Outras portas de entrada sdo aberturas natu-
rais como estdmatos e hidatodios, aberturas causadas por
insetos, e até por estruturas de fungos patogénicos, como
os apressorios'’. Também pode ocorrer entrada ativa de
endofitos pela produgdo de enzimas ou estruturas que
facilitam sua penetracdo. Apoés a infec¢do ocorre movi-
mento dos micro-organismos dentro da planta, habitando
de forma ativa o apoplasto, vasos condutores, podendo
ainda em alguns casos ocorrer colonizagdo intracelu-
lar!7-18.

O padrio de colonizacdo difere entre a parte aérea ¢ a
raiz da planta. A colonizagdo da parte aérea é confinada
a células individuais ou pode ser intercelular, mas loca-
lizada. A colonizagdo das raizes, por outro lado, ¢ geral-
mente extensa, mas pode também ser inter ou intracelu-
lar. As possiveis razdes para esses padroes de coloniza-
¢do diferentes podem ser, diferengas anatomicas, as re-
lagdes fonte-dreno, as diferencas de permeabilidade ou
de nutrientes fornecidos pelo endofito ou pelo hospedei-
ro?*. Os endéfitos que habitam as folhas estdo sob um
conjunto de pressdes seletivas distintas daqueles que
habitam outras partes da planta. As folhas tém menor
duragdo em ralago ao caule e raiz, sdo bioquimicamente
mais dindmicas, as condigdes ambientais sdo mais vari-
aveis, sdo mais sujeitas a danos por herbivoria. As im-
plicagdes dessas diferengas ndo foram explorados, e po-
dem elucidar padrdes gerais da historia de vida e especi-
ficidade entre hospedeiro e endo6fito?.

Existem adaptagdes evolutivas entre alguns endofitos
e seus hospedeiros?’. Essas adapta¢des incluem a trans-
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feréncia horizontal de genes da planta para o endofito e
entre os proprios endofitos®, evidencia disso ¢ o fato de
alguns desses microrganismos sintetizarem os mesmos
compostos bioativos produzidos por suas plantas hospe-
deiras?*. Um exemplo bastante divulgado é a produgio
de taxol pelo endofito Taxomyces andreanae isolado de
Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae)?®. Outros relatos in-
cluem a producdo do inseticida natural azadirachtin pelo
fungo endofitico Eupenicillium parvum isolado de Aza-
dirachta indica®®, e a produgdo da droga anticancerigena
camptothecin por um fungo da familia Phycomycetes
isolado de Nothapodytes foetida®’.

Nao existe um limite claro entre microrganismos
endofiticos, epifiticos e patogénicos, mas sim um gradi-
ente entre eles. Um endofitico pode se tornar patogénico
conforme as condi¢cdes ambientais ou equilibrio com
outros endéfitos, bem como um epifitico pode entrar na
planta e 14 permanecer por certo periodo causando ou
ndo algum dano!. Alguns fungos endofiticos podem ser
patogénicos para plantas que ndo sdo suas hospedeiras.
O que determina se um endo6fito ira crescer assintomati-
co na planta ou se sua colonizagdo ira causar uma doen-
¢a sera as adaptacdes do hospedeiro, a viruléncia inata
do endofito, resposta de defesa do hospedeiro, ou seja,
interagdes antagdnicas equilibradas e as condigdes am-
bientais?}. Também durante o envelhecimento ou senes-
céncia foliar os enddfitos podem se tornar patogénicos e
causar doengas externas®.

Atividade antagonista e controle biolégico

Os micro-organismos endofiticos tem sido utilizados
no controle bioldgico de fitopatdogenos porque podem
inibir ou reduzir o crescimento dos patégenos por mico-
parasitismo, antibiose, produ¢do de metabolitos, compe-
tigdo por nutrientes e indugdo de resisténcia na planta’.

Depois que o endodfito coloniza o tecido do hospe-
deiro e estabelece um nicho, ele ira obter uma fonte con-
fiavel de nutrientes providos pela planta, exsudatos e
lixiviados, prote¢do contra dessecagdo e espaco, em re-
torno ird proteger o hospedeiro contra outros mi-
cro-organismos®%,

O emprego destes micro-organismos na agricultura
tem aumentado nos ultimos anos devido aos beneficios
que os endofitos promovem para as plantas, especial-
mente promovendo o crescimento ¢ controlando pragas,
substituindo produtos quimicos e contribuindo para a
preservagdo do meio ambiente!®.

Sdo diversos os trabalhos relatando a atividade destes
micro-organismos contra bactérias, fungos e nematoides
fitopatogénicos. Orlandelli et al. (2014)*° verificaram
que os extratos brutos obtidos de fungos endofiticos iso-
lados de Piper hispidum Sw., (jaborandi ou fal-
so-jaborandi) foram capazes de inibir a bactéria Xan-
thomonas axonopodis pv. phaseoli causadora do cresta-
mento bacteriano em feijdo. Orlandelli et al. (2015)'
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também avaliaram a atividade antifiingica de fungos
endofiticos de P. hispidum contra os fitopatdgenos A/-
ternaria alternata, Colletotrichum sp., Phyllosticta ci-
tricarpa € Moniliophthora perniciosa e observaram que
em alguns casos os endofiticos foram mais eficientes que
os fungicidas comerciais.

Felber et al. (2016)° isolaram os fungos endofiticos
de Vitis labrusca (uva) e avaliaram o potencial dos en-
dofitos no controle in vitro de fungos patogénicos da
videira, incluindo Alfernaria sp., Sphaceloma sp. e Glo-
merella sp., em alguns casos a porcentagem de inibigao
foi acima de 50%. Polonio et al. (2015)'3 também obteve
resultados promissores com fungos endofiticos isolados
de Mikania glomerata (guaco) contra os fungos Fusa-
rium solani € Didymella bryoniae, com indices de inibi-
¢do de 60 e 66% respectivamente. Os fungos isolados de
Coffea ardbica (café) por Bongiorno et al. (2016)!
também foram eficientes contra os fitopatdégenos Glo-
merella sp., Colletotrichum sp. e Sclerotinia sclerotio-
rum com indices de inibi¢do de até 60%.

Nao s6 os fungos endofiticos apresentam atividade
inibitéria, as bactérias endofiticas também vém sendo
estudadas. Specian et al. (2016)* isolou ¢ testou bacté-
rias endofiticas de Malpighia emarginata (acerola) con-
tra Glomerella sp., Sclerotinia sclerotiorum, Monili-
ophtora perniciosa, Dydmella bryoniae, Fusarium sola-
ni, Alternaria sp., Fusarium oxysporum, obtendo indices
de inibi¢do de até 89% com a espécie endofitica Bacillus
sp.

Recentemente vem sendo demonstrada a atividade
dos micro-organismos endofiticos no controle de nema-
toides. Bogner et al. (2016)** isolou fungos endofiticos
das raizes de tomate e verificou que as espécies Tricho-
derma asperellum e Fusarium oxysporum foram capazes
reduzir a penetragdo e a densidade de ovos de Meloi-
dogyne incognita em até 46% nas raizes do tomate.

Estes estudos demonstram o grande potencial dos
micro-organismos endofiticos no controle bioldgico de
pragas agricolas, sua eficiéncia pode estar ligada ao fato
destes micro-organismos colonizarem um habitat seme-
lhante ao ocupado pelos patdogenos. Além disso, eles sdo
vantajosos por outros beneficios que podem trazer as
plantas hospedeiras como promogéo do crescimento ve-
getal e aumento da resisténcia das plantas as condigdes
de estresse bidtico e abidtico®.

Producgdo de compostos bioativos

Para colonizar a planta e competir com outros mi-
crorganismos, os endofiticos produzem uma variedade
de substancias incluindo enzimas®*, ¢ uma ampla varie-
dade de metabdlitos secundarios bioativos como alca-
loides, benzopironas, quinonas, flavonodides, acidos fe-
noélicos, esterdides, terpenodides, tetralonas, xantonas e
outros®®. Tais metabolitos apresentam amplo espectro de
aplicacdo, entre eles como agentes anticancerigenos?
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fungicidas, antibiéticos'”3%37,
pressores, antiparasitarios, ¢ antioxidantes

O extrato bruto de diversas linhagens vem sendo
avaliadas contra patégenos humanos e de plantas. Rho-
den et al. (2012)* avaliaram o extrato bruto de fungos
endofiticos isolados da planta medicinal Trichilia ele-
gans (pau-de-ervilha) e verificou atividade antimicrobi-
ana contra as bactérias patogénicas humanas Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Micro-
coccus luteus e Enterococus hirae. Garcia et al. (2012)1°
obtiveram resultados semelhantes com fungos endofiti-
cos de Sapindus saponaria (pau-sabdo), os extratos das
linhagens foram capazes de inibir o crescimento da E.
coli, M.luteus, S.typhi, E. hirae e S. aureus. Orlandelli et
al. (2012)* analisaram os extratos de fungos endofiticos
de Piper hispidum (falso-jaborandi) contra as mesmas
bactérias, obtendo resultados semelhantes.

Polonio et al. (2015)'3 analisaram o extrato bruto de
Diaporthe citri isolado de Mikania glomerata (guaco) e
obteve resultados promissores contra Staphylococcus
aureu. A analise quimica desse extrato revelou a presen-
¢a de acido 3-nitropropidnico, este composto pode estar
envolvido em sistemas de defesa e nutricdo de endofitos
e plantas hospedeiras, podendo também participar do
ciclo biogeoquimico do nitrogénio®.

O extrato bruto obtido a partir de micro-organismos
endofiticos também pode apresentar atividade contra
fungos fitopatogénicos. Melo et al. (2009)¢ avaliaram o
extrato de metabolitos secundérios produzidos por Baci-
llus pumilus isolado da mandioca e verificaram forte
inibi¢do contra patégenos Rhizoctonia solani, Pythium
aphanidermatum e Sclerotium rolfsii, a analise quimica
revelou a presenga do antifingico pumilacidina.

Em certos casos ¢ verificado que os endofitos sdo
capazes de produzir os mesmos compostos que suas
plantas hospedeiras, possivelmente isso se deve a trans-
missdo horizontal de genes®. Um exemplo é a produgio
de taxol pelo endéfito Taxomyces andreanae isolado de
Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae)®. Devido a este fato
muitas pesquisas sdo realizadas com micro-organismos
endofiticos de plantas medicinais como Trichilia elegans,
Mikania glomerata e Sapindus saponaria na busca por
compostos de interesse farmacéutico®'>*’, também com
plantas de interesse agricola como Vitis labrusca e Cof-
fea ardbica buscando-se endofitos capazes de combater
fitopatogenos®®3!,

Portanto os estudos tém demonstrado que os endofi-
tos sdo uma fonte potencial de novos compostos, muitos
dos quais de interesse medicinal ou agricola. Apenas
entre 2008 e 2009 as investigagdes com fungos endofi-
ticos levaram a descoberta de mais de 100 novos produ-
tos naturais®.

agrotoxicos, imunossu-
38,39

Producédo de enzimas

Para adentrar nas plantas, os micro-organismos en-
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dofiticos produzem enzimas que facilitam sua penetra-
¢do. Ha relatos de produgdo de celulase, amilase, fe-
noloxidase, pectinase, xylanase, tirosinase, gelatinase e
lipase por fungos endofiticos isolados de diversas plan-
tas'#*. Aparentemente os fungos endofiticos possuem
dois tipos de sistemas enzimaticos extracelulares neces-
sarios para degradar a biomassa vegetal: o sistema hi-
drolitico responsavel pela degradagdo dos polissacari-
deos, consistindo principalmente em xilanases e celula-
ses; e o exclusivo sistema ligninolitico oxidativo, que
degrada a lignina e abre anéis fenil, compreende princi-
palmente lacases, ligninases e peroxidases. A habilidade
dos endofitos em degradar a complexa estrutura da lig-
nocelulose os torna potencialmente uteis na exploragao
da biomassa lignocelulésica para a producdo de etanol
combustivel e outros produtos quimicos de valor agre-
gado'4,

Estes micro-organismos também tém sido utilizados
no controle bioldgico de fitopatdgenos, pois podem ini-
bir ou reduzir o crescimento dos patégenos por micopa-
rasitismo, antibiose, producdo de metabolitos, competi-
¢d0 por nutrientes ou indugdo de resisténcia na planta’.
Uma das formas pelas quais os endo6fitos competem com
os fungos fitopatogénicos ¢ por meio da liberagdo de
enzimas hidroliticas como proteases, glucanases, chiti-
nases capazes de degradar a parede celular das hifas
destes fungos*. Tian et al. (2008)* observou que plantas
colonizadas por endofiticos apresentavam niveis maiores
de enzimas de defesa do que plantas ndo colonizadas
indicando que os endofiticos podem induzir a planta a
produzir mais enzimas sob pressdo da doenga.

Robl et al. (2013)* avaliaram 110 fungos endofiticos
quanto as suas habilidades em produzir hemicelulases e
enzimas afins, destacando as linhagens Aspergillus niger
DRO2, Trichoderma atroviride DR17 ¢ DR19, Alterna-
ria sp. DR45, Annulohypoxylon stigyum DR47 e Tala-
romyces wortmannii DR49, como excelentes produtores
de enzimas hidroliticas para serem usados como parte de
misturas para decompor a biomassa de cana a nivel in-
dustrial.

Orlandelli et al. (2015)" verificou a producdo de
protease pelos fungos endofiticos isolados de P. hispi-
dum, 28 das 98 linhagens foram capazes de produzir a
enzima quando crescidas em meio de cultura indutor.
Specian et al. (2016)*? analisando bactérias endofiticas
de M. emarginata, obteve resultados promissores quanto
a produgdo enzimatica, foi possivel verificar a produgao
e celulase, amilase, pectinase, xylanase, lipase, protease
e esterase.

Os fungos filamentosos sdao a fonte preferida de en-
zimas industriais devido a sua excelente capacidade para
a producao de proteinas extracelulares. Enzimas obtidas
a partir de micro-organismos sao amplamente utilizadas
na industria de detergentes, féculas, combustiveis, ali-
mentos, bebidas, téxtil, papel, couro dentre muitas ou-
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tras*’. Neste sentido, os enddfitos tém se tornado uma
fonte potencial de enzimas de interesse industrial a ser
explorada'.

5.CONCLUSAO

Os fungos endofiticos desempenham um papel eco-
logico fundamental para suas plantas hospedeiras tra-
zendo beneficios desde a promogdo do crescimento ve-
getal ao controle de pragas. Sua habilidade em inibir o
crescimento de fitopatdgenos os torna promissores
agentes de controle bioldgico, beneficiando a satide hu-
mana e o meio ambiente.

Estes micro-organismos representam um reservatorio
para a descoberta de novos compostos, tais como anti-
bidticos, antioxidantes, imunomoduladores e compostos
anticancerigenos e antiparasitarios, que podem ser ex-
plorados nas industrias farmacéutica e agroquimica.
Também podem ser explorados na produgao de diversas
enzimas de interesse industrial.

Embora a capacidade dos fungos para produzir me-
tabolitos bioativos tinicos seja bem conhecida, os endo-
fitos ainda ndo foram amplamente explorados, talvez
porque estamos apenas comecando a entender sua dis-
tribuicdo e biologia.
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