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Introducao

Catharanthus roseus (L.) G. Don.
ou vulgarmente conhecida como vinca-
-de-Madagascar, vinca-de-gato, maria-
-sem-vergonha e boa-noite, &€ uma
planta originaria da llha de Madagascar
(no Oceano indico), encontrando-
se em processo de extingdo em seu
habitat natural em virtude da destrui¢cao
de 4éreas para atividades agricolas.
Entretanto, sua disseminagdo para
paises tropicais e subtropicais tem
garantido sua sobrevivéncia. Ademais,
a descoberta de que a boa-noite € uma
rica fonte de alcaloides tem contribuido
para sua propagacao.

Alcaloides isoinddlicos encontrados
nas folhas da boa-noite tém se mostrado

eficientes no tratamento de varios tipos
de cénceres e em diabetes, além de
uma eficiente agdo anti-inflamatodria.
Atualmente, dois importantes anti-
-cancerigenos sao produzidos comer-
cialmente a partir de plantas de boa-
-noite: a Vimblastina (obtida a partir das
folhas), usada no combate da leucemia,
além de outros canceres; e a Vincristina
(obtida a partir das flores), com
reconhecida eficiéncia contra linfomas,
doenga de Hodhkin, cancer de mama,
leucemia linfocitica aguda, sarcomas
de tecidos moles, mieloma multiplo e
neuroblastoma (Rasineni et al., 2010;
Cancer Drug Information, 2012).

Plantas de boa-noite tém sido
relatadas como hospedeiras de
diversos fitopatégenos no Brasil



(Reis; Henrique, 2007; Freire, 2011).
Entretanto, até o momento, séao
inexistentes as informagdes acerca da
ocoréncia de fungos endofiticos nessa
planta no nosso pais. A exemplo de
outras plantas medicinais, a boa-noite
também desperta interesse quanto a
sua comunidade de fungos endofiticos.
Nos ultimos anos, esse grupo de fungos
tem se destacado como excelentes
produtores de substancias de interesse
para agricultura e para a industria
farmacéutica.

Aparentemente, o Unico trabalho que
trata da presenca de fungos endofiticos
em plantas de boa-noite foi conduzido
por Kharwar et al. (2008) na india.
Actinomicetos endofiticos foram
também isolados a partir de folhas
de boa-noite (Kafur; Khan, 2011). No
presente trabalho, sdo apresentados os
fungos endofiticos isolados de plantas
de Catharanthus roseus coletadas no
estado do Ceara, bem como informacdes
sobre metabdlitos produzidos por um dos
fungos associado a planta de boa-noite.

Fungos Isolados de
Plantas de Boa-Noite

As plantas examinadas foram
coletadas nos municipios cearenses
de Acarau, Boa Viagem, Fortaleza,
Itaitinga, Pacajus, Santa Quitéria e
Trairi, e processadas dentro de um
periodo maximo de 24 horas apds a

coleta, no Laboratério de Fitopatologia
da Embrapa Agroindustria Tropical. O
isolamento ocorreu de acordo com a
metodologia utilizada por Petrini (1997),
com algumas modificagoes.

Com o auxilio de um furador metalico
de 10 mm @, foram obtidos 100 discos
foliares. Para ramos e raizes, foram
obtidos 100 fragmentos de 1 cm de
comprimento. Todos os fragmentos,
antes de serem plaqueados, foram
esterilizados superficialmente por 1
minuto em alcool absoluto durante 3
minutos em hipoclorito de sodio a 3%
e novamente em alcool absoluto por 1
minuto, sendo em seguida lavados em
agua destilada e esterilizada.

O plaqueamento ocorreu em camara
de fluxo laminar, sendo os fragmentos
plaqueados em placas de Petri contendo
20 mL do meio sdlido extrato-de-malte
(AMA). Essas placas receberam cerca de
10 fragmentos cada e foram incubadas
em camara de crescimento regulado para
25 °C, e fotoperiodos alternados de 12
horas de escuro e luz. Apés a formagao
das colbnias, os fungos foram repicados
para 0 meio de batata-cenoura-agar a
fim de estimular a esporulagéo.

A identificacdo foi baseada nas
caracteristicas morfoldgicas (Figura 1)
dos isolados (Ellis, 1971, 1976; Petrini,
1986; Sutton, 1980), ou como no caso
de Eleutherascus peruvianus, para 0O
qual foi utilizada a analise molecular no
Centraaulbureau voor Schimelcultures
(CBS), em UTRECHT, Holanda.
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Figura 1. Micélio e ascocarpo (cleistotécio) de E. peruvianus exibindo ascosporos equinulados
(A); E. peruvianus em raizes de C. roseus em meio de cultura (B).

A frequéncia de isolamento foi
calculada com base na formula utilizada
por Suryanarayanan et al. (2003):

NFP
FI (%)=——
NCFI x 100
Onde:

FI (%) = Frequéncia de isolamentos
realizados;

NFP = Numero de fragmentos
plagueados em placas de Petri;

NCFI = Nuamero de colbnias fungicas
identificadas.

Um total de 30 géneros fungicos foram
isolados, sendo que o maior numero de

géneros foi verificado nas raizes e o
menor numero de géneros observado
em folhas (Tabela 1). A partir das raizes,
foi isolado o ascomiceto Eleutherascus
peruvianus, cuja ocorréncia € inédita
como endofitico, sendo também sua
primeira ocorréncia no Brasil. Com
relacdo a produgcao de metabdlitos,
testes preliminares foram conduzidos
com um isolado de Nodulisporium
obtido de ramos. O extrato acetato de
etila de Nodulisporium sp., obtido apos
sucessivas particoes liquido-liquido, foi
submetido a cromatografias liquidas
de coluna em Sephadex LH-20 e de
alta eficiéencia (HPLC), resultando no
isolamento de duas a-pironas (1 e 2).



Tabela 1. Percentual de fungos endofiticos isolados a partir de folhas, ramos e raizes de plantas
de boa-noite (Catharanthus roseus) coletadas no estado do Ceara.

. . Frequéncia de

Folhas
Alternaria sp. 0,1
Aspergillus sp. 0,5
Colletotrichum sp. 8,7
Glomerella sp. 0,1
Guignardia sp. 9,7
Macrophomina sp. 0,4
Nigrospora sphaerica 0,1
Nodulisporium sp. 0,7
Sporormiella sp. 8,0
NI (Nao identificados) 4,6
Fungos totais isolados em folhas 32,9
Ramos
Acremonium sp. 0,2
Alternaria sp. 0,2
Aspergillus sp. 0,4
Bipolaris sp. 0,1
Botryosphaeriaceae 0,5
Cladosporium sphaerospermum 0,1
Colletotrichum sp. 5,5
Curvularia lunata 0,1
Eurotium sp. 0,1
Fusarium spp. 0,3
Glomerella sp. 1,9
Guignardia sp. 8,9
Nigrospora sphaerica 0,1
Nodulisporium sp. 0,4
Penicillium sp. 0,2

Continua.



Tabela 1. Continuagéo.

Fungos isolados

Ramos

Raizes

Phoma sp.
Phomopsis sp.
Sporormiella sp.
Torula sp.

NI (N&o identificados)

Fungos totais isolados em ramos

Aspergillus sp.
Colletotrichum cf. capsici
Curvularia sp.
Eleutherascus peruvianus
Fusarium spp.
Geotrichum candidum
Heteroconium sp.
Chaetomium sp.
Chaetomium globosum
Lasiodiplodia spp.
Macrophomina sp.
Nigrospora sphaerica
Paecilomyces sp.
Penicillium sp.

Phoma sp.
Sporormiella sp.
Stagonospora sp.
Scytalidium sp.
Thichoderma sp.
Torula sp.

NI (Nao identificados)

Fungos totais isolados em raizes

Frequéncia de
isolamento (%)

0,4
0,5
12,1
0,1
4,5
36,6

2,4
0,1
0,1
0,1
47
0,1
0.2
0.2
0,1
0,1
6,1
0,1
0,1
05
0,1
4,4
1,2
0,1
0,1
5,1
45

30,4



O extrato foi analisado por meio de
Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e Carbono-13, utilizando-se
técnicas uni e bidimensionais (COSY,
HSQC e HMBC). A a-pirona 2 foi
identificada como uma Cladobotrina,
enquanto a outra € totalmente inédita na
literatura quimica mundial (Figura 2).

A Cladobotrina foi primeiramente
isolada do fungo Cladobotryum varium.
Cladobotrinas apresentaram atividade
antifungica contra o basidiomiceto
com atividade medicinal Ganoderma

OCH,
H,C
= OH
© o — OCH,
1 /.
0

lucidum (Tezuka et al., 1994). Como
os fungos Colletotrichum, Lasiodiplodia
e Pestalotiopsis, isolados no presente
trabalho, mostraram-se também efici-
entes produtores do anticancerigeno
Taxol, substancia encontrada, inicialmente,
apenas na planta asiatica Taxus brevifolia
(Kumaran et al., 2011; Li et al., 1998; Pandi
etal., 2011), testes para avaliar a capacidade
anticancerigena e antimicrobiana dessa
e de outras substancias, ja estdo em
andamento no Laboratério de Farmacologia
da Universidade Federal do Ceara.

Figura 2. Estrutura quimica das duas a-pironas (a-pironas 1 e 2) obtidas a partir de metabodlitos
do fungo Nodulisporium sp., endofitico em plantas de boa-noite (C. roseus) coletadas no estado

do Ceara.

Consideracodes finais

Os resultados obtidos sugerem um
enorme potencial no que se refere a
obtencdo de metabdlitos bioativos a
partir dos fungos endofiticos isolados
de plantas de boa-noite. Deve-se
considerar, ademais, que muitos fungos
endofiticos, ao longo dos milhdes de

anos de coevolugdo com as plantas
hospedeiras, incorporou parte do DNA
vegetal, passando a produzir os mesmos
metabdlitos que seus hospedeiros. Isso
tem sido comprovado com inumeros
fungos endofiticos, principalmente com
relacdo a mais poderosa substancia
utiizada atualmente no combate ao
cancer — o Taxol.



Quanto ao aspecto da diversidade
micoldgica, uma enorme variabilidade
morfoldgica foi encontrada em fungos
da familia Botryosphaeriaceae, com
possiveis novas espécies inéditas
mundialmente.
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