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RESUMO

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, e classificado como ‘“hot spot” por possuir
diversas espécies endémicas e pela grande ameaca de perda territorial, porém sua
biodiversidade ainda ¢ pouco conhecida. Nessa biodiversidade se encontram microrganismos
endofiticos, que estdo em foco na obten¢do e produgdo de metabdlitos secundarios bioativos,
pelo potencial biotecnoldgico identificado nos mesmos. O presente estudo buscou avaliar o
potencial antibacteriano e antifungico de Paenibacillus terrae, endofitico isolado de Tabebuia
spp., € também sua atividade em co-cultivo com Bacillus thuringiensis e Bacillus
megaterium, buscando uma maior bioatividade. Para os microrganismos testados, detectou-se
halos de inibigdo (mm) de 8,6, 9,4 ¢ 11,4 para Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Candida albicans, respectivamente. Contra Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, nao
detectou-se inibicao devido, provavelmente, a inibicdo seletiva. Paenibacillus terrae
apresentou resultados melhores quando em co-cultivo com Bacillus megaterium, contra E.
coli e S. aureus, com halos de 10,6 ¢ 9,5 mm, respectivamente. Em contrapartida, o co-cultivo
com B. megaterium, contra C. albicans, nao houve inibigdo. O mesmo aconteceu com 0s
testes de co-cultivo de P. terrae com B. thuringiensis, contra todos os microrganismos
testados. Esses resultados obtidos devem sinalizar para um maior pressdo seletiva entre os
microrganismos testados, gerando a presenga de halos de inibi¢do. Foi testada a acdo da
Paenibacillus terrae com relagdo a antibioticos selecionados, amicacina, ampicilina,
carbenicilina, cefalotina, cefepime, clindamicina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina,
nitrofurantoina, oxacilina, sulfazotrim, teicoplanina e tetraciclina, os maiores potenciais
inibitorios foram contra sulfazotrim, cloranfenicol e amicacina, com 37,3, 31,0 € 22,25 mm de
inibi¢do. Carbenicilina, cefalotina, clindamicina e oxacilina nao inibiram. Os dados obtidos
sao similares a outros trabalhos e indicam ainda a permanéncia de susceptibilidade
microbiana a maioria dos antibidticos testados. A bioprospeccdo de endofiticos ¢ essencial
para a busca por metabdlitos bioativos visto que a producdo de biomoléculas podem
contribuir como agentes de biocontrole, inibicdo microbiana e parasitaria, como

anti-inflamatorios e na industria, farmacia, medicina e biotecnologia.

Palavras-chave — Cerrado, Endofiticos, Atividade antimicrobiana, Co-cultivo



ABSTRACT

As the second largest Brazilian biome, the Cerrado is classified as a “hot spot” for its several
endemic species and the great threat of territorial loss, but its biodiversity is still little known.
In this biodiversity there are endophytic microorganisms, which are in focus for acquisition
and production of secondary metabolites, due to the biotechnological potential identified in
them. The present study sought to evaluate the antibacterial and antifungal potential of
Paenibacillus terrae, an endophytic isolated from 7Tabebuia spp., and also its activity in
co-culture with Bacillus thuringiensis and Bacillus megaterium, seeking greater bioactivity.
For the microorganisms tested, inhibition halos (mm) of 8.6, 9.4 and 11.4 were detected for
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida albicans, respectively. Against Bacillus
thuringiensis and Bacillus megaterium, no inhibition was detected, probably due to selective
inhibition. Paenibacillus terrae showed better results when co-cultivated with Bacillus
megaterium, against E. coli and S. aureus, with halos of 10.6 and 9.5 mm, respectively. On the
other hand, the co-culture with B. megaterium, against C. albicans, there was no inhibition.
The same happened with the tests of co-culture of P. ferrae with B. thuringiensis, against all
tested microorganisms. These results should indicate a greater selective pressure among the
microorganisms tested, generating the presence of inhibition halos. The action of
Paenibacillus terrae was tested in relation to selected antibiotics, amikacin, ampicillin,
carbenicillin, cephalothin, cefepime, clindamycin, chloramphenicol, erythromycin,
gentamicin, nitrofurantoin, oxacillin, sulfazotrim, teicoplanin, and tetracycline the greatest
inhibitory potentials were against sulfazotrim, chloramphenicol and amikacin, with 37.3, 31.0
and 22.25 mm of inhibition. Carbenicillin, cephalothin, clindamycin and oxacillin did not
inhibit. The data obtained are similar to other works and also indicate the permanence of
microbial susceptibility to most of the tested antibiotics. The bioprospecting of endophytes is
essential for the search for bioactive metabolites since the production of biomolecules can
contribute as biocontrol agents, microbial and parasitic inhibition, as anti-inflammatories and

in industry, pharmacy, medicine and biotechnology.

Keywords — Cerrado, Endophytes, Antimicrobial activity, Co-cultivation
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1. INTRODUCAO

O Cerrado ¢ considerado a savana tropical mais diversificada do mundo, e possui 44%
da flora endémica, juntamente com uma grande diversidade de habitats e espécies (RATTE,
J.; BRIDGEWATER, S.; RIBEIRO, J.F.,2003).

Inseridos nessa biodiversidade temos plantas capazes de produzir diferentes
metabolitos secundarios bioativos, porém, geralmente ¢ necessaria uma grande quantidade de
material botanico para obter pequenas quantidades da substincia alvo, podendo tornar
escassas as plantas medicinais que produzem tais substancias. Dessa forma, o entendimento
das interagdes entre os microrganismos endofiticos e suas plantas hospedeiras se torna tdo
importante, visto que muitos deles s3o capazes de produzir diversos compostos, incluindo
aqueles produzidos por sua planta hospedeira (GOMEZ; LUIZ, 2018).

Entre as possiveis aplicagdes dos metabolitos secundarios produzidos por
microrganismos endofiticos destacamos a utilizagdio como antibidticos, inseticidas,
antioxidantes naturais, agentes antitumorais, além de muitas vezes trazerem beneficios para a
planta hospedeira como promotores de crescimento vegetal e aumento da resisténcia da planta
a estresses bioticos e abidticos (STELMASIEWICZ et al.,2023).

Estudos relataram comunidades microbianas endofiticas advindas de espécies do
género Tabebuia, em que foi observada a biossintese de compostos bioativos de interesse
farmacologico, atuando também no desempenho da planta (BECERRA-LUCIO et al., 2021).
Entre os endofiticos encontrados estava a bactéria Paenibacillus terrae, relatada como
produtora de xilanase, catalase e CMCase, além de possuir atividade como possivel agente de
biocontrole demonstrando atividade contra diversos fitopatogenos, e também pela produgdo
de compostos bioativos contra os microrganismos patogénicos, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans (SHIN et al., 2012; YU et al., 2019; LIANG et al., 2014;
ROMANO, 2014).

Mostrando assim a microdiversidade presente em espécies de Tabebuia, e a
importancia da bioprospeccdo de microrganismos endofiticos por sua producdo de compostos
bioativos, com aplicagdes em diferentes industrias, entre elas farmacologica, cosmética,

agraria, entre outras.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cerrado

Sendo o segundo maior bioma brasileiro, o Cerrado, localizado na regidao central do
Brasil, onde estdo reunidos um conjunto de ecossistemas, contando com savanas, matas,
campos ¢ matas de galeria. Trés formagdes vegetais podem ser encontradas nesse bioma,
florestais, que formam dosséis podendo ser continuos ou descontinuos, onde sdo
predominantes espécies arboreas (cerraddo e mata seca); campestre, em que ha o predominio
de espécies herbiceas com algumas espécies arbustivas, porém sem 4arvores na paisagem
(campo sujo, campo-cerrado e campo limpo); e savanicas, onde estdo presentes areas com
espécies arbustivas e arvores na paisagem sobre um estrato graminoso, entretanto sem a
formacao de dossé€is (cerrado sentido restrito e cerrado ralo) (SANO, 2007, MACHADO et
al., 2008).

O Cerrado possui uma grande extensdo e ¢ classificado como um “hot spot” por
possuir diversas espécies endémicas e pela grande ameaca de perda territorial, porém sua
biodiversidade ainda ¢ pouco conhecida. Presentes nessa biodiversidade, podemos encontrar
diversas paisagens com diferentes fisionomias de vegeta¢do, entre elas a floristica,
compreendendo aproximadamente 6.429 espécies ja catalogadas o que torna a flora do
Cerrado a mais rica entre as savanas (SCARIOT; FELFILI; SILVA, 2005).

Machado (2016), aponta que entre 20% e 50% da porcentagem de espécies brasileiras
podem estar contidas no Cerrado, variando com o grupo taxondmico, € que o endemismo

pode ultrapassar os 70% em grupos como as plantas herbaceas.

2.2 Espécies vegetais do Cerrado

A vegetacdo rasteira caracteristica do Cerrado apresenta gramineas, arbustos, arvores
baixas com troncos retorcidos e folhas rigidas (FERREIRA et al., 2022). Contendo plantas
vasculares em grande nimero, somando mais de 7.000 espécies, entre elas herbaceas,
arbustivas, arboreas e cipos (KLINK; MACHADO, 2005). Entre as espécies de arvores
comuns do Cerrado estdo Anacardium, Anadenanthera, Andira, Aspidosperma, Byrsonima,
Caryocar, Cassia, Copaifera, Dalbergia, Diospyros, Eugenia, Eriotheca, Hymenaea,
Mauritia, Myracrodruon, Myrcia, Pseudobombax, Pterodon, Styrax, Sweetia, em especial

Tabebuia (as vezes as espécies do cerrado sdo tratadas como Tecoma), Vochysia, entre outras

(EITEN, 1972).
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2.3 Tabebuia spp.

O género Tabebuia ¢ o maior dentro da familia Bignoniaceae, e esta entre os mais
importantes devido as suas propriedades medicinais, anteriormente pertencia ao género
Tecoma, e também ja foi considerado sinonimo do género Handroanthus, contudo estudos
recentes confirmaram que Zabebuia € polifilético, e que os dois géneros estdo aninhados em
clados segregados, apesar disso sua taxonomia € complexa, exigindo mais parametros para
classificagio (GOMEZ; LUIZ, 2018, INACIO; DIANESE, 2006).

Conhecidas popularmente como “ipés”, as arvores do gé€nero Tabebuia sdo
importantes componentes da vegetacdo nativa do Cerrado, da floresta amazonica e da mata
atlantica. Além de serem comumente encontrados em dareas urbanas, paisagens e jardins
devido a sua floragdo colorida durante a estacdo seca, muitas de suas espécies sao utilizadas
pela industria madeireira, por produzir madeira de alta qualidade para ferramentas agricolas e
construcoes de barcos, casas, moveis, entre outros usos. Na medicina tradicional em
comunidades rurais, para tratar febre, dor, picadas de cobra, como vermifugo, antimicrobiano,
anticoagulante, para anemia, congestdo nasal, conjuntivite, feridas, gripes, problemas
estomacais e cardiacos, inflamagdes cutaneas, renais ¢ de garganta, também para cancer e
tumores, sendo também comercializadas como material seco para infusdes, comprimidos e
xaropes (GOMEZ; LUIZ, 2018, INACIO; DIANESE, 2006).

Uma grande variedade de composto bioativos foram encontrados distribuidos em
diferentes partes dessas plantas, como por exemplo, estudos mostraram que o extrato de 7.
rosea ou a quercetina podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novos medicamentos
para o tratamento da obesidade (BARRIOS-NOLASCO et al., 2023). Partindo para o nivel
holobionte, estudos revelaram comunidades microbianas endofiticas em algumas espécies do
género Tabebuia, envolvidas na biossintese de compostos bioativos de interesse
farmacologico, e outras funcdes ecologicas, como também no desempenho da planta
(BECERRA-LUCIO et al., 2021).

ROMANO (2014), isolou microrganismos a partir das folhas de quatro espécies de
Tabebuia spp., Tabebuia aurea, Tabebuia impetiginosa, Tabebuia heptaphylla e Tabebuia
roseo-alba, entre eles encontrou 18 bactérias, entre elas 15 pertencentes ao género Bacillus
spp., 2 de Paenibacillus spp. e uma do género Pantoea spp., demonstrando a

microdiversidade presente em quatro espécies de Taubebuia.

11



2.4 Microrganismos Endofiticos

Os microrganismos endofiticos vivem em varios tecidos e 6rgaos de plantas saudaveis,
mantendo uma associagdo com seus hospedeiros durante pelo menos uma parte de seu ciclo
de vida, sem fazer com que a planta hospedeira apresente sintomas 6bvios de infec¢do, podem
ser isolados do interior de uma planta ou da superficie do tecido vegetal desinfectado
(HALLMANN, 1997; AZEVEDO et al., 2018; AFZAL et al., 2019; DING, 2018).

As bactérias endofiticas, podem ter uma vantagem com relacdo as bactérias que
habitam a rizosfera, por viver dentro dos tecidos de uma planta, a oportunidade de exercer um
efeito benéfico de forma direta ¢ facilitado por estar sempre em contato com as células da
planta. Os endofiticos, podem ser considerados um subconjunto da populagdo bacteriana da
rizosfera e/ou associada a raiz, visto que as bactérias que residem na rizosfera podem ter o
potencial de entrar e colonizar as raizes das plantas, microecossistema amplamente conhecido
como uma das fontes primdrias de colonizacdo endofitica. Pela rizosfera ser um ambiente
amplamente competitivo para microrganismos ocuparem seu espaco € obterem nutrientes, ha
uma grande competicdo para estes organismos colonizarem os tecidos vegetais e obterem
nutrientes. Dessa forma se proliferam nesse microambiente ocasionando em um possivel
efeito no crescimento e desenvolvimento da planta (SANTOYO et al., 2016).

Os endofiticos se mostraram um importante objeto de estudo para a obtencdo e
producao de produtos naturais, pelo potencial biotecnologico identificado nos mesmos, que
permitiu a substitui¢do na producdo dessas substancias diretamente dos tecidos vegetais, visto
que diversas plantas ameacadas de extingdo foram relatadas por uma exploragdo
indiscriminada pela busca de remédios (GOMEZ; LUIZ, 2018).

Além das vantagens para a conservagdo do meio ambiente, e biossintese de produtos
naturais de importdncia na medicina, esses microrganismos também sdo capazes de
proporcionar beneficios para a planta hospedeira, entre eles promocgao de crescimento vegetal,
com a produgdo de metabdlitos secundarios, podendo aumentar a resisténcia da planta a
estresses biodticos e abidticos. Os metabdlitos secundarios produzidos por microrganismos
endofiticos de plantas podem ter diversas aplicagdes como antibidticos, inseticidas,
antioxidantes naturais, agentes antitumorais, etc. (STELMASIEWICZ et al.,2023).

Estudos concluiram que, em um compilado em escala global entre 5.600.000 espécies,
em que se encontram animais, plantas e microrganismos, a terra abriga mais de 1 trilhdo de

espécies de microrganismos, porém somente uma pequena porcentagem desses organismos ja
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foi descoberta, representando grande potencial biotecnologico ainda desconhecido (LOCEY;

LENNON, 2016).

2.4.1 Paenibacillus terrae

Considerada uma bactéria Gram-positiva, Paenibacillus terrae ¢ anaerdbia facultativa,
formadora de endosporos. Também relatada como produtora de xilanase e catalase,
geralmente presente no solo se apresentando como colonias cor de creme e formato irregular,
finas e translicidas (YOON et al, 2003; SHIN et al., 2012).

Diversos estudos relataram o potencial da Paenibacillus terrae como possivel agente
de biocontrole e também suas caracteristicas de promog¢ao do crescimento vegetal. Entre eles
estdo relatos de atividade contra brusone no arroz causada por M. oryzae (YU et al., 2019),
contra podriddo cinzenta causada por Botrytis cinerea em Solanum lycopersicum e em P.
polyphylla (KIM et al.,2017; TANG et al., 2022), contra Campylobacter jejuni pela producao
de tridecaptina A (VAN BELKUM; LOHANS; VEDERAS, 2015), contra
Podridao-de-Fusarium e Podridao radicular do tomateiro (SATO et al.,2014), também consta
como inibidora de muitos outros patdégenos de plantas, incluindo R. solani, E. turcicum e X.
campestris pv. Glycines (YU et al., 2019).

Também foi constatada a produgdo de CMCase por Pterrae, com atividade de 2,08
U/mL sob condi¢des de cultivo otimizadas, apresentando um rendimento maior do que a
maioria das cepas de bactérias aerdbias, mas menor do que varias cepas de bactérias
anaerdbias. Maior também que as cepas de fungos anaerdbicos, € menor que a maioria das
cepas de fungos aerobicos (LIANG et al., 2014).

Demonstrando sua capacidade de promocdo de crescimento vegetal, Paenibacillus
terrae, proporcionou um crescimento do arroz, aumentando o niimero e o comprimento das
raizes em 34,2% e 34,1%, respectivamente, e também aumentou a resisténcia ao estresse
regulando a expressdo génica (LIU et al., 2023).

Também foram observados a produgdo de compostos bioativos contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans, além de atividade citotoxica contra células

tumorais e atividade anti-Leishmania, mostrando o grande potencial dessa bactéria

(ROMANO, 2014).
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2.5 Atividade antimicrobiana

Com o continuo aparecimento de novos mecanismos bacterianos de resisténcia a
antimicrobianos, as industrias farmacé€uticas se encontram em uma corrida para a producao de
novos compostos, o que indica a importancia e urgéncia da pesquisa de novos agentes
antimicrobianos, visto que impacta diretamente nas opgdes de tratamento e controle de
infeccdes, podendo aumentar a mortalidade, além de gerar questdes econdmicas, sendo um
ponto crucial em setores do campo farmacéutico e cosmético (SEJAS et al.,2003;
OSTROSKY et al., 2008).

O estudo dos agentes antimicrobianos pode ser considerado o primeiro screening na
descoberta da atividade farmacoldgica de novos agentes, um estudo de grande importancia em
um pais com tamanha biodiversidade, como o Brasil, que pode contribuir de forma
significativa no desenvolvimento do campo da saide em nivel mundial, encontrando
substancias mais eficazes e menos toxicas a serem usadas na corrida contra a resisténcia a
antimicrobianos (OSTROSKY et al., 2008).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) liberou uma lista de agentes patogénicos
para os quais sdo necessarios novos antibidticos de forma urgente, entre eles estdo a E.coll,
classificada como prioridade critica, e S. aureus, resistente a meticilina, com sensibilidade
intermedidria e resisténcia a vancomicina, classificado como prioridade alta (WHO, 2017).
Em adicdo, a levedura C.albicans tem tido um aumento de resisténcia aos fungicidas atuais
nos ultimos anos, tornando tais microrganismos importantes objetos de estudo (SANGLARD,
2016).

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa normalmente encontrada no trato
gastrointestinal de animais homeotérmicos, representa aproximadamente 80% da microbiota
aerdbia, entretanto para individuos vulnerdveis, pode se tornar patogénica, sendo responsavel
por infec¢des urindrias e nosocomiais. Na década de 90 a resisténcia de E.coli & amoxicilina e
a ampicilina atingiu cerca de 40% pelo uso indiscriminado ou a falta de acompanhamento no
uso de antibidticos (ALVES et al.,2017; KORB et al., 2013; KARLOWSKY et al, 2002;
PALOU et al., 2011; LINDGREN, KARLSSON, HUGHES, 2003 ).

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva, possuindo uma capsula
polissacaridica que reveste externamente sua parede celular, faz parte da microbiota humana,
sendo encontrada principalmente na pele e mucosas, porém também ¢ a principal causadora
de bacteremia e endocardite infecciosa em individuos imunossuprimidos (WERTHEIM et al.,

2005; TONG, et al., 2015). Até o surgimento de cepas resistentes na década de 50, infecg¢des
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causadas por S.aureus eram tratadas com penicilina, posteriormente foi desenvolvida a
meticilina, entretanto, ja na década de 60 surgiram relatos de cepas resistentes a meticilina, até
entdo restritas ao ambiente hospitalar, e em 1990 uma nova linhagem resistente a meticilina
associado a comunidade foi reportada em individuos sem fatores de risco, levando ao uso de
vancomicina para o tratamento. (HAUSER, 2009; BOYCE, 2008; WONG, et al., 2017).

Candida albicans ¢ um fungo leveduriforme, um organismo eucarioto e diploide,
também compde a microbiota humana, podendo ser encontrada no trato gastrointestinal, na
mucosa do trato respiratério € na pele, porém em individuos imunocomprometidos, pode
promover infecgdo, sendo o quarto tipo de infec¢ao hospitalar mais comum, levando a 6bito
em 42% dos casos (VIEIRA, SANTOS, 2017; GUDLAUGSSON et al., 2003; PAPPAS et al.,
2003).

Frente ao cenario do aumento da resisténcia a antimicrobianos, os microrganismos
endofiticos se mostram como um recurso promissor, para a bioprospeccdo de novos
antimicrobianos, por serem uma Otima fonte de metabolitos secundarios e compostos

bioldgicos (STROBEL, DAISY, 2003; DAS, PATRA, BAEK 2016).

2.6 Testes de difusdo em agar

Existem diferentes métodos para a avaliacdo da atividade antimicrobiana em
diferentes situacdes, entre os mais utilizados estd o teste de difusdo em 4gar, um método
fisico, em que o microrganismo ¢ desafiado contra uma substancia biologicamente ativa em
um meio de cultura solido e o tamanho da zona de inibi¢cdo de crescimento do microrganismo
desafiado ¢ relacionado com a concentracdo da substancia ensaiada (OSTROSKY et al.,
2008).

O método de disco-difusdo ¢ um dos métodos mais utilizados em laboratorios de
microbiologia no Brasil, ¢ aceito pelo FDA (Food and Drug Administration) e estabelecido
como padrio pelo NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory Standards)
(OSTROSKY et al., 2008; SEJAS et al., 2003). Este método se baseia na difusdo, de um
antimicrobiano impregnado em um disco de papel-filtro, pelo agar, levando a formagao de um
halo de inibicao do crescimento bacteriano (SEJAS et al., 2003).

No método de perfuracdo em dgar, o meio de cultura s6lido ¢ removido com o auxilio
de cilindros de 9 mm de didmetro para a formacao de pocos, em que ¢ feita a aplicacdo das

substancias a serem analisadas, que se difundem pelo agar também levando a formacao de
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halos de inibicdo caso haja atividade antimicrobiana da substancia sendo testada

(OSTROSKY et al., 2008).

2.7 Co-cultivo na descoberta de novos compostos bioativos

Os metabolitos secundarios microbianos possuem uma rica diversidade quimica e
extensa atividade bioldgica, sendo considerados potenciais fontes de compostos para uso
medicinal. Porém, muitos agrupamentos de genes biossintéticos permanecem silenciosos sob
condi¢des de cultura laboratorial, levando ao isolamento repetido de um grande ntimero de
compostos ja conhecidos (PENG, 2021; SELEGATO; CASTRO-GAMBOA, 2023).

Uma abordagem que tenta mimetizar as condigdes naturais do habitat do
microrganismo alvo € o co-cultivo, em que se espera que seja criada uma comunidade
microbiana mais ou menos complexa, em que os microrganismos sejam expostos a multiplos
sinais quimicos, trocados entre as diferentes espécies em cultivo (MARMANN et al., 2014).
Usando um método orientado pela ecologia para ativar agrupamentos de genes silenciosos de
microrganismos e explorar seu potencial metabdlico e obter novos metabolitos secundarios
bioativos (PENG, 2021; SELEGATO; CASTRO-GAMBOA, 2023).

Diversos produtos naturais foram descobertos por estratégias de co-cultivo, estes
novos compostos exibiram varias bioatividades, incluindo atividades antimicrobianas e
potenciais atividade citotoxicas. Assim o co-cultivo se mostra como uma estratégia eficaz
para explorar o potencial metabdlico dos microrganismos, fornecendo diversas moléculas para
a descoberta de compostos lideres e candidatos a medicamentos (PENG, 2021; SELEGATO;
CASTRO-GAMBOA, 2023).

2.7.1 Microorganismos utilizados no co-cultivo
2.7.1.1 Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium

As bactérias do género Bacillus produzem substancias capazes de inibir outros
microrganismos, conhecidas como bacteriocinas (HENG et al., 2007).

O Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporos que
produz bacteriocinas e tem agdo bacteriolitica ou bacteriostatica sobre microrganismos
patogénicos. A primeira bacteriocina descoberta foi a thuricina, que possui capacidade de

inibir mais de 45 estirpes de Bacillus thuringiensis e espécies de bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas(AVIGNONE-ROSSA, MIGNONE., 1995; RASI, 2010).
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Diversos produtos advindos do Bacillus thuringiensis se encontram entre os melhores
inseticidas microbianos encontrados, diversos tipos de proteinas produzidas por esse bacilo
possuem toxicidade comprovada contra uma grande variedade de insetos das ordens
nematoides, acaros, além de protozodrios e também contra c€lulas cancerigenas humanas
(BEL; FERRE; HERNANDEZ-MARTINEZ, 2020).

O Bacillus megaterium é uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporos, presente
em diferentes habitats como solo, peixes, entre outros. Em seus produtos temos como
exemplo proteinas como penicilina acilase, amilases, glicose desidrogenase, Utilizada
também para a producdo de piruvato, vitamina B12, toxinas fungicidas, etc (VARY et al.,
2007).

Estudos relatam que o B. megaterium HgT21 possui o potencial de ser usado como
modelo para o estudo de multirresisténcia a metais em bactérias Gram-positivas, devido a
tolerdncia ao metal para metais como Niquel (Ni), Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre (Cu) e
Zinco (Zn), associada a biossor¢do e producdo de sideréforos por Bacillus megaterium
(GUZMAN-MORENO et al., 2022).

Com base na capacidade de produgdo de bacteriocinas contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, toxicidade contra insetos, e atividade contra células cancerigenas humanas,
de Bacillus thuringiensis, e também produgdo de toxinas fungicidas por Bacillus megaterium,
o co-cultivo se mostra como uma ferramenta de interesse para o aumento da bioatividade de
Paenibacillus terrae, na inibicdo do crescimento das bactérias Escherichia coli (G-) e

Staphylococcus aureus (G +), e fungo leveduriforme Candida albicans.
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3. OBJETIVOS
Geral: Empregar os microrganismos Paenibacillus terrae, isolado endofiticamente de
Tabebuia spp e também Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium para detectar

metabolitos de interesse biotecnoldgico.

Especificos:
a) Realizar reativagdo e testar a viabilidade de Paenibacillus terrae, Bacillus
thuringiensis e Bacillus megaterium;
b) Avaliar o potencial antimicrobiano isoladamente de cada microrganismo e em
co-cultivo;
c) Verificar o perfil de resisténcia a agentes antibacterianos do endofitico

Paenibacillus terrae.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Preparo dos inoculos bacterianos

As colonias teste, compostas pelas cepas ATCC (American Type Culture Collection)
de G — Escherichia coli - ATCC 25922; G + Staphylococcus aureus — ATCC 25923 e Fungo
leveduriforme: Candida albicans — ATCC 10231, foram reativadas a partir da transferéncia de
100pL de cepas contidas em estoque, suspensas em uma solucdo de meio de cultura com
glicerol a 20%, mantidas a uma temperatura de -80°C, em 5 mL de caldo Triptona de Soja
(TSB) e incubadas a 37°C por 24h (BONA et al., 2014; GASPAR et al., 2017; BARBOSA,
SOUSA, 2023).

Os isolados, Paenibacillus terrae, Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, foram
reativados a partir da transferéncia de 100puL de cepas contidas em estoque, suspensas em
uma solu¢do de meio de cultura com glicerol a 20%, mantidas a uma temperatura de -80°C,
em 5 mL de caldo Triptona de Soja (TSB) para Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium,
e em 5 mL de meio YPM para Paenibacillus terrae e incubadas a 37°C por 24h e a 28°C por
7 dias, respectivamente (BONA et al., 2014; GASPAR et al., 2017, BARBOSA, SOUSA,
2023).

As coldnias foram repicadas antes de cada teste em duas placas e dois tubos para cada
microrganismo, placas contendo o meio Agar Triptona de Soja (TSA) e tubos de 5 mL de

caldo triptona de soja (TSB) para Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, e para
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Paenibacillus terrae, placas e tubos contendo o meio YPM, caldo e dgar (BONA et al., 2014;
GASPAR et al., 2017; BARBOSA, SOUSA, 2023).
4.1.1 Padronizacao

Todas as culturas foram padronizadas através de analise por espectrofotometria (DO
530 nm) em que a escala esperada estava contida entre 0,08 e 0,1; caso a medi¢do da turvacao
fosse superior a 0,1, as culturas foram diluidas em solugdo salina 0,85% (CLSI, 2012; BONA
et al., 2014; GASPAR et al., 2017; BARBOSA, SOUSA, 2023).

4.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana pela metodologia de difusdo em agar por poco

Para o teste de difusdo em agar por poco, os trés microrganismos teste, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans, foram semeados separadamente em placas
contendo meio de cultura agar BHI com o auxilio de swabs esterilizados buscando uma
cobertura uniforme. Em seguida, foram feitos trés pogos equidistantes de 9mm de didmetro
cada em todas as placas. Posteriormente, foram pipetados 100puL. de cada isolado,
Paenibacillus terrae, Bacillus thuringiensis € Bacillus megaterium, em triplicata para cada
um dos microrganismos teste. Totalizando vinte e sete placas, trés contra E.coli para os trés
isolados, trés contra S.aureus para os trés isolados e trés contra C.albicans para os trés
isolados (BONA et al., 2014; GASPAR et al., 2017; BARBOSA, SOUSA, 2023).

Apo6s o tempo de espera de absor¢do do liquido pelo meio de cultura, as placas foram
incubadas a 37°C, por 48 horas. Posteriormente, foi feita a medi¢ao dos halos de inibi¢ao em
milimetros, com o auxilio de um paquimetro. Como os experimentos foram realizados em

triplicata, o valor final obtido se trata da média dos halos observados.

4.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana em co-cultivo pela metodologia de difusio em
agar por poco

Para o co-cultivo, os indculos foram preparados de forma diferente, os isolados foram
incubados juntos. Sendo adicionados em SmL de YPM liquido, 125uL de P ferrae
juntamente com 125ul. de Bacillus thuringiensis em dois tubos, e 125ul. de P ferrae
juntamente com 125uL. de Bacillus megaterium, para outros dois tubos, sendo incubados a
28°C por 48 horas (BARBOSA, SOUSA, 2023).

Apo6s o tempo de crescimento, o procedimento de montagem das placas se deu igual

ao item 4.2, contando com um total de dezoito placas, trés contra E.coli para os dois

19



co-cultivos, trés contra S.aureus para os dois co-cultivos e trés contra C.albicans para os dois
co-cultivos (BARBOSA, SOUSA, 2023).

Apo6s o tempo de espera de absor¢do do liquido pelo meio de cultura, as placas foram
incubadas a 37°C, por 48 horas. Posteriormente ao tempo de incubacao a medi¢do dos halos

de inibi¢ao foi realizada da mesma forma que o item 4.2.

4.4 Perfil de resisténcia a agentes antibacterianos pela metodologia de difusao em agar
por disco.

Para o teste de disco-difusdo, o isolado Pterrae, foi inoculado em placas contendo o
meio de cultura 4gar MH, com o uso de um swab esterilizado para uma cobertura uniforme do
indculo. Posteriormente a semeadura, foram colocados sobre a superficie de 4 a 6 discos de
antibidticos por placa, com o auxilio de uma pinga esterilizada (CLSI, 2012; BONA et al.,
2014; GASPAR et al., 2017; BARBOSA, SOUSA, 2023).

Os antibioticos utilizados para o teste foram amicacina (AK-30mcg), ampicilina
(AMP-10mcg), carbenicilina (CA-100mcg), cefalotina (CFL-30mcg), cefepime (CM-30mcg),
clindamicina (CI-2mcg), cloranfenicol (CLO-30mcg), eritromicina (EI-15mcg), gentamicina
(GE-10mcg), nitrofurantoina (NT-30mcg), oxacilina (OX-1mcg), sulfazotrim (SUT-25mcg),
teicoplanina (TE-30mcg) e tetraciclina (TT-30mcg).

As placas foram incubadas a 28°C, por 24 horas (BARBOSA, SOUSA, 2023).
Posteriormente, foi feita a medicao dos halos de inibi¢ado em milimetros, com o auxilio de um
halometro. O experimento foi realizado em triplicata, portanto o valor final obtido se trata da

média dos valores medidos.

5. RESULTADOS
5.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana pela metodologia de difusdao em agar por poco
Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos isolados com o uso de trés
microrganismos teste, foi verificada a formacao de halos de inibi¢ao nas placas de cultivo, e
feita a medicao dos mesmos. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, dessa
forma, a Tabela 1, apresenta a média dos valores obtidos na mensuragao dos halos.
Os microrganismos teste escolhidos estdo listados abaixo:
o G- Escherichia coli - ATCC 25923
o G+ Staphylococcus aureus — ATCC 25922
o Fungo leveduriforme: Candida albicans — ATCC 10231
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Paenibacillus terrae

Microrganismos teste DHalo-inibicio mm
Escherichia coli 8,6

Staphylococcus aureus 9,4
Candida albicans 11,4

Tabela 1: Média dos halos de inibigdo (Dygg.inivicio Mm) por Paenibacillus terrae contra

microrganismos teste.

Fonte: Autoria propria.

Observa-se nas Figuras 1, 2 e 3 que houve a formagao de halos de inibi¢ao tanto para
as E. coli, (Gram —) e S. aureus, (Gram +), apesar de se apresentarem menores € menos
visiveis para E coli. Também observou-se positividade em Candida albicans, com medida dos
halos maior que os demais, podendo indicar uma maior inibi¢do ocasionada pelo
Paenibacillus terrae. Esses resultados sao condizentes com dados obtidos por Romano et al.,

(2014).
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Figura 1: Inibicao de Escherichia coli pelo microrganismo Paenibacillus terrae.

Fonte: Autoria propria

Figura 2: Inibicao de Staphylococcus aureus pelo microrganismo Paenibacillus terrae.

Fonte: Autoria propria
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Figura 3: Inibi¢ao de Candida albicans pelo microrganismo Paenibacillus terrae.

Fonte: Autoria propria

Os outros isolados testados, Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, nao

apresentaram resultados positivos, ndo apresentando halos de inibigao.

5.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana em co-cultivo pela metodologia de difusio em
agar por poco

Para o co-cultivo o teste foi realizado da mesma forma, buscando avaliar a atividade
antimicrobiana do Paenibacillus terrae, quando em co-cultivo com Bacillus thuringiensis e
Bacillus megaterium. Fazendo o uso dos mesmos trés microrganismos teste anteriores, e
verificagdo da formagdo de halos de inibi¢ao nas placas de cultivo, com posterior medi¢ao dos
mesmos, caso presentes. Novamente, todos os experimentos foram realizados em triplicata,

constando na Tabela 2, a média dos valores obtidos na medigao dos halos.

Paenibacillus terrae em co-cultivo com Bacillus megaterium

Microrganismos teste DHalo-inibi¢io mm
Escherichia coli 10,6
Staphylococcus aureus 9,5
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Tabela 2: Média dos halos de inibigdo (Do inivicae Mm) por Paenibacillus terrae em

co-cultivo com Bacillus megaterium contra microrganismos teste.

Fonte: Autoria propria.

Notou-se que Paenibacillus terrae apresentou resultados melhores em co-cultivo com
Bacillus megaterium, porém somente contra E. coli e S. aureus. Podemos observar também
que os resultados foram mais significativos contra E. coli, apresentando um aumento de 2mm
no tamanho do halo de inibicdo formado, enquanto para S. aureus, essa diferenga foi de
0,Imm.

Em contrapartida, o co-cultivo de Paenibacillus terrae com Bacillus megaterium,
contra Candida albicans, demonstrou o resultado inverso, ndo apresentando a formagdo de
halos de inibicdo. O mesmo aconteceu com os testes de co-cultivo de P. terrae com Bacillus
thuringiensis, contra E. coli, S. aureus ¢ C. albicans, ndo havendo a forma¢ao de halos de
inibicao.

As Figuras 4 e 5 demonstram a formacao de halos de inibi¢do para o co-cultivo de
Paenibacillus terrae com Bacillus megaterium, para bactérias utilizadas como teste que

obtiveram um resultado positivo, Escherichia coli, Gram — e Staphylococcus aureus, Gram +.
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Figura 4: Inibi¢ao do crescimento de E.coli pelo co-cultivo de Paenibacillus terrae € Bacillus

megaterium.

Fonte: Autoria propria

Figura 5: Inibi¢ao do crescimento de S.aureus pelo co-cultivo de Paenibacillus terrae ¢

Bacillus megaterium.

Fonte: Autoria propria.

5.3 Perfil de resisténcia a agentes antibacterianos pela metodologia de difusio em agar
em disco.
A fim de avaliar o perfil de resisténcia do microrganismo Pterrae a agentes

antibacterianos, foi realizado o teste com discos de antibidtico aplicados sobre a bactéria
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estriada em placas de cultivo contendo o meio MH, buscando observar a formagao de halos de
inibicao em volta dos antibidticos testados.

Posteriormente ao crescimento microbiano, foi observada a formagdao dos halos ¢ a
medicao dos respectivos, que pode ser encontrada na Tabela 3, apresentada abaixo. Todos os

testes foram realizados em triplicata, estando contido abaixo a média dos valores obtidos.

Paenibacillus terrae

Antibidticos testados DHalo-inibicao mm
Amicacina (AK-30mcg) 22,25
Ampicilina (AMP-10mcg) 10

Carbenicilina (CA-100mcg) -
Cefalotina (CFL-30mcg) -

Cefepime (CM-30mcg) 14,16
Clindamicina (CI-2mcg) -
Cloranfenicol (CLO-30mcg) 31
Eritromicina (EI-15mcg) 15,3
Gentamicina (GE-10mcg) 12,6
Nitrofurantoina (NT-30mcg) 16,16
Oxacilina (OX-1mcg) -
Sulfazotrim (SUT-25mcg) 37,3
Teicoplanina (TE-30mcg) 8,6
Tetraciclina (TT-30mcg) 18

Tabela 3: Média dos halos de inibi¢do (Dyy-iniviczo mm) por antibidticos, contra Paenibacillus

terrae.

Fonte: Autoria propria.
Temos abaixo as Figuras 6, 7 e 8 demonstrando a formagdo de halos de inibig¢do para

os diferentes antibioticos testados.
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Figura 6: Inibicao do crescimento de Paenibacillus terrae pelos antibioticos Amicacina
(AK), Carbenicilina (CA), Cefepime (CM), Gentamicina (GE), Nitrofurantoina (NT) e
Teicoplanina (TE).

Fonte: Autoria propria.

Figura 7: Inibicdo do crescimento de Paenibacillus terrae pelos antibidticos Ampicilina

(AMP), Oxacilina (OX), Tetraciclina (TT) e Eritromicina (EI).

Fonte: Autoria propria.

27



Figura 8: Inibi¢do do crescimento de Paenibacillus terrae pelos antibioticos Cefalotina

(CFL), Clindamicina(CI), Cloranfenicol (CLO) e Sulfazotrim (SUT).

Fonte: Autoria propria.

6. DISCUSSAO

Ao observar os resultados obtidos podemos afirmar que a atividade antimicrobiana
encontrada nos testes com a bactéria Paenibacillus terrae, constatando halos de inibi¢do para
E.coli, S. aureus e C. albicans, estavam dentro do esperado, condizente com os estudos de
LORENTZ et al (2006)., em que entre 55 isolados da 4gua e do solo, pertencentes ao género
Paenibacillus, 25 apresentaram atividade antibacteriana e 14 apresentaram atividade
antifungica. Resultados semelhantes apareceram no trabalho de LOHANS et al. (2014), onde
a bactéria Paenibacillus terrae, demonstrou produgdo de compostos bioativos com a
capacidade de inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Coincidente também com os resultados obtidos por ROMANO (2014), no qual dos
endofiticos isolados e identificados, o Paenibacillus terrae, foi o que gerou maiores halos de
inibi¢do contra as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e o fungo leveduriforme
Candida albicans, e também com os estudos feitos por BARBOSA, SOUSA (2023), em que
Paenibacillus terrae, ocasionou a inibi¢do do crescimento dos microrganismos Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e o fungo leveduriforme Candida albicans, com uma maior
atividade contra Candida albicans.

Porém, ao contrario do esperado os Bacillus thuringiensis, € Bacillus megaterium, nao

apresentaram atividade antimicrobiana contra os microrganismos testados, apesar de serem
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relatados na literatura como produtores de bacteriocinas e toxinas fungicidas(HENG et al.,
2007). Este resultado pode ser, provavelmente, devido a inibi¢ao seletiva.

Para o co-cultivo, em que se esperava um aumento na bioatividade do Paenibacillus
terrae, quando em contato com outros microrganismos, na tentativa de mimetizar as
condi¢gdes naturais de seu habitat, tais interagdes que contribuem para a  produgdo de
metabolitos secundérios, foram obtidos resultados interessantes, para o co-cultivo de
Paenibacillus terrae com Bacillus megaterium, um aumento na atividade foi realmente
observado, podendo sinalizar para um maior pressdo seletiva entre 0s microrganismos
testados, gerando a presenga de halos de inibicao (PENG, 2021).

No entanto somente contra E. coli e S. aureus, havendo uma diferenca maior para
E.coli, podem ser explicados pela diferenca de parede entre as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas.

Ja para o fungo leveduriforme, C. albicans, que havia obtido o melhor resultado,
apresentando um maior halo de inibicdo quando testado somente com o Paenibacillus terrae,
apresentou o resultado inverso no co-cultivo, ndo apresentando a formagdo de halos de
inibi¢do, possivelmente indicando que o potencial de inibi¢do de P. ferrae contra C. albicans
tenha sido suprimido. O mesmo aconteceu com os testes de co-cultivo de Pterrae com
Bacillus thuringiensis, ndo apresentando a formac¢do de halos de inibi¢do contra E.coli, S.
aureus e C. albicans.

Tal resultado também pode ser esperado com o co-cultivo, que pode ndo s6 estimular a
acumulagdo de diversas moléculas de microrganismos, mas também aumentar ou diminuir
significativamente os rendimentos de alguns metabolitos secunddrios originais em
compara¢do com a monocultura. Como demonstraram os estudos de Vinale et al. (2017), que
isolou 5 compostos quando co-cultivou Trichoderma harzianum M10 derivado de casca de
madeira compostada com o endodfito Talaromyces pinophilus F36CF do galho de um
medronheiro, alguns dos compostos isolados reduziram selectivamente a proliferacdo de
células cancerigenas, alguns ndo foram influenciados pela estirpe F36CF, enquanto outros
metabolitos originais da estirpe F36CF foram menos abundantes quando M10 estava presente
(PENG, 2021).

Para o teste de resisténcia a antibidticos, foi observada susceptibilidade microbiana a
maioria dos antibioticos testados, estando entre cles antibioticos de acdo contra bactérias

Gram-positivas e Gram negativas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A bioprospeccdo de endofiticos ¢ essencial para a busca por metabolitos bioativos,
visto que a producao de biomoléculas podem contribuir como agentes de biocontrole, inibigdo
microbiana e parasitaria, como anti-inflamatérios, na industria, farmdcia, medicina e
biotecnologia.

O endofitico Paenibacillus terrae, se mostrou promissor para a realizacdo de mais
testes, por sua comprovada producdo de metabdlitos secundarios com atividade
antimicrobiana contra E. coli, S.aureus e C. albicans, € o aumento desta bioatividade quando
em co-cultivo com Bacillus megaterium, ¢ também por apresentar susceptibilidade a diversos

antibioticos utilizados hoje em dia.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras, poderiam ser realizadas analises para identificar e
quantificar os metabolitos secundarios produzidos por Paenibacillus terrae, e também
procurar outras interagdes através do co-cultivo, em busca de uma bioatividade ainda maior.
Além disso, também ¢ possivel explorar o potencial de Paenibacillus terrae, € do co-cultivo
em diferentes areas como o agronegocio, em busca de explorar o potencial desse endofitico

como agente de biocontrole como descrito na literatura.
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