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RESUMO

O Cerrado ocupa uma extensa area geografica nal Boamportando uma
variedade de espécies de plantas. Essa diversidadena potencial fonte de
microrganismos endofiticos constituidos principalteepor bactérias e fungos que
habitam o interior das plantas. Os endofiticos pogeoduzir metabdlitos secundarios
bioativos de interesse biotecnologico, como acéatbasteriana e antifungica. Esse
trabalho objetivou isolar das folhas das plafasa capitatavar. capitata (Coquinho-
do-cerrado), Solanum lycocarpum (Lobeira), Strypteradron polyphyllu
(Barbatimdo), Miconia albicans (Quaresmeira-branca Aegiphila lhotzliana
(Tamanqueira),coletadas no cerrado de S&o Carlos, SP, microrgasi€ndofiticos
produtores de substancias bioativas com caradtedstsugestivas do género
StreptomycedAs amostras foram identificadas através de cafatiters macroscopicas,
fisiologicas, bioquimicas e morfo-tintoriais. O eotial antagdnico foi testado contra
Staphylococcus aureuA\TCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 Serratia
marcensislAL 1475, Enterococcus faecali&TCC 29212 Shigella sonneiATCC
10231 eCandida albicansATCC 10231. Vinte e seis amostras de endofiticoanfo
isoladas e duas selecionadas, provenienté&utla capitatavar capitatae deMiconia
albicans.Ambas apresentaram caracteristicaStteptomycesO endofitico isolado de
Butia inibiu o crescimento dé&taphylococcus aureu€l3 mm) e deEnterococcus
faecalis (11 mm), e o isolado d&liconia ndo apresentou bioatividade contra os

microrganismos testados.

PALAVRAS-CHAVE: Cerradosubstancias bioativas; endofitic&treptomyces



ABSTRACT

The Brazilian tropical savannah occupies a larga an Brazil and includes a
high variety of plant species. This diversity is emportant source of endophytic
microorganisms consisting mainly of bacteria andgfuthat inhabit the interior of
plants. Endophytes can produce bioactive metaloliteat exhibit activities of
biotechnological interest, such as antibacteria antifungal action. The aim of this
study was to isolate frorButia capitata var capitat§Coquinho-do-cerradofolanum
lycocarpum (Lobeira), Stryphnodendron polyphylliBarbatiméo),Miconia albicans
(Quaresmeira-white) anéegiphila Ihotzliana(Tamanqueira), collected on Brazilian
tropical savannah at Sao Carlos, SP, endophyticdomiganisms with suggestive
features of the genusStreptomyces The samples were characterized through
macroscopic, physiological, biochemical and morgimg characteristics. The
antagonistic potential was tested agair&hphylococcus aureuATCC 25923,
Escherichia coliATCC 25922,Serratia marcensidTB 1475, Enterococcus faecalis
ATCC 29212,Shigella sonneATCC 10231 andCandida albicansATCC 10231. 26
samples of endophytic microorganisms were isolatet selected two, one froButia
capitata var capitataand another one fronMiconia albicans Both presented
microbiological characteristics &treptomyceslhe microorganism isolated froButia
inhibited the growth otaphylococcus aured3 mm) andenterococcus faecaligl1
mm), and the one isolated fradticonia did not show bioactivity against the pathogens

tested.

Key-words: Brazilian tropical savannah; Bioactive substancesndophytes;

Streptomyces






1. INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior bioma do pais, estdoesn desde a floresta
Amazonica até os estados de Séo Paulo e Paramp@nolcy aproximadamente, 23% do
territorio brasileiro. Segundo RATTER et al. (199@)Cerrado, € uma das mais ricas
savanas do mundo, comportando imensa diversidadauda e flora, sendo superado
apenas pela Floresta Amazoénica (RATTER et al., 18IBEIRO; WALTER, 1998).
De acordo com CASTRO et al. (1999) a flora do ckrréd composta por cerda 2.000
espécies arboreas e 5.250 espécies herbaceasteustibas, sendo muito mais rica do
gue os pesquisadores pensavam.

A biodiverdidade do cerrado brasileiro estd compatida, visto que sua
cobertura original ja foi reduzida em mais de 3F&LFILI et al., 2002). A destruicdo
da flora tem relagéo direta com a frequencia dasntpdas e dos fatores antropicos
(RIBEIRO; WALTER, 1998). Tal destruicdo relaciomra-som comprometimentos
inerentes a degradagdo dos recursos naturais & afgbtencial para a realizagdo de
pesquisas. Segundo ASSUNCAO e FELFILI (2004), pargpreservacido de tal
patriménio natural brasileiro, sdo imprescindiveigncentivo para a protecdo e a
valorizacéo cientifica da éarea.

A extensdo do bioma sobre as regides do pais dfmremtes circunstancias
ambientais favorece a multiplicidade de compostdmitos que as plantas e/ou seus
microrganismos endofiticos sdo capazes de sint€@4ALLIS e HOPWOOD, 2003).
Isso gera um enorme potencial para a biossintesivdesos compostos naturais com
importancia cientifica e tecnolégica (RANGEL et aD07).

A diversidade das plantas associada a dos micrigrgas é uma vasta area de

exploracdo cientificaMicrorganismos endofiticos habitam o interior danpds sem



causar prejuizos aparentes aos hospedeiros e poaelmzir metabdlitos secundarios
bioativos (CHALLIS e HOPWOOD, 2003).

Entre os endofiticos, destacam-se os actinomic€dfROBEL, 2003) e o
géneroStreptomycespp. € um dos maiores produtores de metabolitwstibpos com
aplicacdes na medicina e na industria (INBAR et2005) produzindo mais de 80%
dos antibiéticos conhecidos (CHALLIS; HOPWOOD, 2p03

A utilizacdo de microrganismos endofiticos estéoeissla a sua capacidade
metabdlica de producdo de moléculas bioativas,npi@knente Uteis na inibicdo de
patdgenos importantes em saulde publica. O isolantEgtes microrganismos a partir

de plantas do cerrado é importante, gerando aadydiitade em biotecnologia.

1.1. REVISAO DE LITERATURA

O extenso Cerrado brasileiro comporta o crescime@@odiversas espécies
vegetais. Dentre as arvores do Cerrado, destacaalgggmas que apresentam
propriedades medicinafRATTER et al., 1997; RIBEIRO; WALTER, 1998)

Solanum lycocarpumpopularmente conhecida como Lobeira, € comumente
encontrada no cerrado brasileiro e muito frequemeareas alteradas pelo homem,
como beira de estradas (SANTOS et al., 2002). FErbusto ou arvoreta de até 5 m de
altura, com copa arredondada e aberta. Seus fatitugem até 13 cm de diametro e
representam até 50% da dieta alimentar do lobcag@@hrysocyon brachyur)s
acreditando-se que tenham acgdo terapéutica contrarroe-gigante-dos-rins, que €
muito frequente e geralmente fatal nessa espéamahnTambém sao utilizados na
alimentacédo de populacdes tradicionais para o preage doces e geléias. A medicina
popular relata que as folhas sdo consideradasentiaticas e as flores e os frutos sao

usados como tdnicos contra asmas, gripes e rasfriada relatos da atividade



hipoglicemiante do polvilho produzido a partir deusfruto (VIDAL et al., 1999;
VASCONCELOS et al., 2003).

As espécies do géneBtryphnodendransao vulgarmente conhecidasmo
“barbatimédo” e séo nativas do cerrado brasileiestacando-se pelas suas propriedades
medicinais. Produzem uma elevada concentracdo mi@ota em sua casca, Sao
amplamente utilizadas na medicina popular, na tndldo couro e na fabricacdo de
tintas para escrita (CORREA, 1978 apud CARVALHOakt 2009). A espécie é
descrita como arbusto com caule e ramos tortuosesstida de pouca folhagem, copa
rala e irregular, casca rugosa, flores creme owsajimanca. O fruto € uma vagem
grossa, um pouco carnosa, quase cilindrica, conoxmpadamente 10 cm de
comprimento (FELFILI; CRUVINEL, 2003). Estudos demstram que essa planta
possui atividade antiinflamatéria, protetora da amac gastrica, cicatrizante,
antioxidante, antiviral, antiprotozoaria e antirolmiana (MELO et al., 2007). SOUZA
et al. (2007) verificaram a atividade antimicrolaiado extrato seco das cascas de
Stryphnodendron adstringenfrente a Staphylococcus aureus Staphylococcus
epidermidise Escherichia colicom bons resultados.

Miconia albicansé uma espécie arboérea pertencente a faM#lastomataceage
distribuida principalmente nas regides tropicalsjn@lante em nossa flora e muito
comum no cerrado. Sua reproducéo é feita por sem€pORLA; PEREZ, 1997)De
acordo com DAMASCOS, PRADO e RONQUIM (2005), etpéeie cresce em areas
ensolaradas como arbustos ou pequenas arvores;aicdan aproximadamente 3,0
metros. A insercdo de suas folhas ocorre de fopoata e através de inser¢des em cruz
e apresenta textura frontal coriacea. Suas follsagéo permanentes durante o ano
inteiro. Estudos sugerem as propriedades analgésintiinflamatoria em extrato cru da

planta em seus testes (VASCONCELOS et al., 20@83auséncia de herbivoros nessa



espécie vegetal pode indicar um mecanismo quinmecdefiesa anti-herbivoro eficiente
(DAMASCOS et al, 2005). Trabalhos descrevendo a atividade do exttat planta
podem ser encontrados, como o de RODRIGUES et2@D8) que demonstraram
atividade antimicrobiana de extratos metanolicobmformicos das folhas ddiconia
spp.

Aegiphila € um género constituido de aproximadamente 180ciespeAs
arvores pertencentes ao género sao pequenas dradasrem todo Brasil, conhecidas
como "Papagaio” ou "Tamangqueira". Seu porte arbé&eate 4 a 7 m, suas folhas
possuem margem serrada e pélos macios e os framosomsumidos pela avi-fauna.
Possuem propriedades medicinais, algumas sao tiola® antiofidicas e existem
relatos da acdo dos extratos dessas plantas coicedé antiinflamatoria (FONSECA
et al., 2004).

Butia capitata(coquinho-azedo) é uma palmeira nativa do cerrpddendo ser
encontrada também em terrenos arenosos e atingethrat Desempenha importante
papel socioecondmico junto a comunidades do NodeMinas, em funcdo do
extrativismo de seus frutos, embora possuindo moimfarmacdes cientificas (NUNES
et al., 2008; FARIA et al., 2008) sobre seu pot&rterrapéutico.

A diversidade das plantas associada a dos miecigrgas € uma
incomensuravel area de exploracao cientifit@ uma estimativa de que menos de 1%
das espécies bacterianas e menos de 5% das eshéuw@sas sejam conhecidas,
sugerindo que milhdes de espécies microbianas amdla foram descobertas
(GUNATILAKA, 20086).

Microrganismos endofiticos, por definicdo, sdoatieente fungos e bactérias
gue habitam o interior de plantas, podendo serrdgramos em folhas, ramos e raizes de

vegetais e que ndo causam prejuizos aparentes aggedeiros (CHALLIS;



HOPWOOD, 2003). Eles recebem nutrientes e proteddoplanta e produzem
compostos quimicos, como antibioticos e enzimasg, @u determinadas condicdes
protegem e auxiliam a planta (NETO et al., 2003)is Tnicrorganismos podem residir
no interior das células vegetais (JACOBS adt, 1985), no espaco intercelular
(PATRIQUIN; DORING-BEREINERet al., 1978), no sistema vascular (BELL et al.,
1995) e em sementes (POSADA; VEGA, 2005).

Os endofiticos que habitam as raizes das plantasesdante estudados devido a
sua importancia na agricultura, especialmente pak participacdo na fixacdo de
nitrogénio pelo vegetal. Por outro lado, o endofitbergado em partes aéreas das
plantas apenas recentemente vem despertando essg#alos cientistas, particularmente
pelo seu potencial de producdo de metabdlitos sécios de interesse econdmico
(SOUZA et al., 2004).

Estima-se que cada espécie vegetal possua miciemgas potencialmente
produtores de compostos de interesse biotecnolégmmo por exemplo horménios,
antibiéticos e antitumorais, ainda ndo classifiscadgoouco conhecidos (NETO et al.,
2003; SOUZA et al., 2004).

Héa estudos que afirmam que determinados micrasgens endofiticos também
podem atuar na producdo de compostos com atividaidésgicas que resultam em
certa toxicidade (NETO et al., 2003).

Os metabdlitos produzidos por endofiticos podemmbtan apresentar
capacidade de estimular o crescimento de planégs, através do auxilio durante a
fixacdo do nitrogénio, da producéo de fitohormdndis antagonismo contra patdgenos
ou da resisténcia a drogas (NETO et al., 2003).

O biocontrole pode também estar relacionado coananganismos endofiticos,

uma vez que estes competem com fitopatogénicos npoiientes, producao de



substancias antagobnicas, parasitando o patogemodomindo a planta a desencadear
resisténcia (NETO et al.,, 2003). Estudo realizado SOUSA et al. (2006) tém
demonstrado o potencial de bactérias endofiticamaygentes de controle bioldgico do
nematoidéMeloidoyne incognit@m mudas de tomateiro.

O controle de pragas e/ou doencas também vem sestddado através da
tecnologia do DNA recombinante, pois esta permiexgressao de genes marcadores
nos microrganismos endofiticos de interesse perdatd estudo da colonizacdo destes
na planta, ao facilitar a sua detec¢cao no hospedenermitir o seu monitoramento na
planta e no meio ambiente (MURRAY et al., 1992).

A nivel molecular, além das descobertas de gegadds ao controle bioldgico,
pode-se citar a producdo de enzimas, a biorrenfamlide compostos toxicos e a
producdo de metabdlitos secundarios com atividéetepéuticas por microrganismos
endofiticos (NETO et al., 2003).

Diversos estudos tém demonstrado o potencial do®manismos endofiticos
como produtores de substancias antimicrobianas,ocas fitoalexinas (NETO;
DIETRICH, 1992), de substancias antitumorais, camaxol (STIERLE et al., 1993) e
a rentamicina (INOUE et al., 2007), de substanamsnicéticas, como a cryptocandina
(STROBEL et al., 1999), entre outros.

Podemos destacar, entre 0os microrganismos endsfitas actinomicetos que
sao classificados como bactérias Gram-positivagjuass podem desenvolver micélio
superficial e submerso, com formacéao de hifas 8ea01,0 pm de diametro. Para os
actinomicetos maiores, as hifas assemelham-se atirdp em relacdo as suas
caracteristicas e tamanho. Muitos ainda apresemtdiormacdo de esporos aéreos,

conidios, dispostos em cadeia ou em esporangio@BHER, 2003).



Estes constituem um grupo de bactérias conhecidoipalmente por sua ampla
producdo de metabdlitos secundarios (antibioticeszimas extra-celulares, entre
outros) (INBAR et al., 2005). A producdo destas stamcias, em especial o0s
antibioticos, delineia a interacdo das populacdes dctinomicetos com outras
populacdes microbianas (PEREIRA; NEVES; DROZDOWICZ99).

Os actinomicetos, além de serem isolados comofigicds, também podem
ocorrer em populacdes no solo principalmente madale esporos, exceto em periodos
em que existam nutrientes disponiveis e ha predomia da fracdo hifa, colonizando
residuos animais e vegetais (HERRON; WELLINGTON))9 Sao também utilizados
como agente de controle biologico, devido a sualarmpmducdo de antibidticos e
compostos bioativos que atuam controlando fitpatége (GOODFELLOW;
WILLIAMS, 1983). De acordo com SOARES et al. (20065 actinomicetos podem ser
considerados como potenciais agentes de biocordmldoencas foliares do inhame
devido a bioatividade de seus metabdlitos secuvslari

Streptomycesfazem parte do grupo dos actinomicetos. As espédm
Streptomycedém um micélio aéreo bem desenvolvido, ndo fragaten produzem
cadeias de esporos por segmentacdo de hifas eeg@mos estritos. Seu habitat é o
interior de plantas e o solo, produzindo odor deatearacteristico. Sdo Gram-positivos
e filamentosos. Suas colbnias sdo macias, masrsni@ulverulentas ou algodonosas
a medida que o micélio aéreo e 0s esporos se ddgemv As colbnias tém
crescimento lento, necessitando em torno de s@¢e dias para desenvolver suas hifas
aéreas (HOPWOOD, 2007).

Uma grande parte de microrganismos oriundos dosat@nce a esse grupo de
bactérias, mas também podem ser encontrados maéuma em outros nichos, inclusive

em interacdes com plantas (SARDI et al., 1992ya@endofiticos.



O génerdstreptomycespp. tem sido um dos mais estudado devido a dilzels
de metabdlitos secundarios por ele produzidos ceptitagbes na medicina e na
agropecuaria (INBAR et al., 2005). Tal fato justfio grande interesse comercial nesse
grupo de bactérias, pois mais de 80% dos antib®fmoduzidos industrialmente sao
processados por espécies desse género (CHALLISYW@PD, 2003).

CASTILLO et al. (2002), isolaranStreptomycesspp. a partir deKennedia
nigriscans planta medicinal nativa do norte da Australimdatora de mununbicina E4
e E5, um antibiético de amplo espectro contra atdg humanos e de plantas.

Streptomycespp. também foi isolado dsegiceras comiculature a producéo
de ciclopentanos foi detectada através do estudensielvido por LIN et al. (2005).
Outro exemplo foi o trabalho realizado por STROBRD07) através do qual ficou
constatada a atividade antifungica de 8&gptomycesndofiticos isoladas das plantas
medicinaisThottea grandifloraPolyalthiaspp. eMapaniaspp.

O uso incorreto e/ou inadequado de antibidticasngi€idas tem gerado o sério
problema da resisténcia por parte de alguns mianisgios. Devido a este fato,
pesquisas na tentativa de descoberta de novosienalanos, vém sendo realizadas
por todo o mundo. Pretendeu este trabalho verifiganlodugéo de substancias bioativas

por microrganismos endofiticos isolados de pladta€errado de Séo Carlos — SP.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Verificar a producdo de substancias bioativas pmrarganismos endofiticos

isolados de plantas do Cerrado de Séo Carlos — SP.

2.2 Objetivos especificos

- Isolar microrganismos endofiticos a partir daanfs: Butia capitatavar
capitata Solanum lycocarpum, Stryphnodendron polyphyllunicoMa albicans e
Aegiphila lhotzliananativas do cerrado da regido de Sao Carlos, SP;

- Caracterizar fenotipicamente os isolados enfatiaa caracteristicas de
morfologia colonial e determinando caracteristicamcroscopicas, fisiolégicas,
bioguimicas e morfo-tintoriais;

- Realizar a triagem ddtreptomycegsolados considerando suas caracteristicas
fenotipicas;

- Avaliar o potencial antagbnico dos isolados @8taphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 Serratia marcensislIAL 1475,
Enterococcus faecaliBTCC 29212 Shigella sonneATCC 10231 eCandida albicans

ATCC 10231.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sitio de coleta

As coletas foram realizadas em uma reserva de agietdo Cerrado na
Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos B3&il, situada a 21°58' S, 47°52'
W e localizada a 850 m acima do nivel do mar. @alregional é tropical com um
periodo seco durante o inverno e parte da prima\demsho-Setembro) seguida de um

periodo umido durante o verdo e a parte do outOnitupro-Marco).

3.2 Material vegetal

As plantas estudadas foraButia capitatavar capitata, Solanum lycocarpum
Stryphnodendron polyphyllum, Miconia albicam#\egiphila lhotzlianapopularmente
conhecidas como “Coquinho-azedo”, “Lobeira”, “Baitvéio”, “Quaresmeira-branca” e
“Tamanqueira”, respectivamente.

O material vegetal foi selecionado em seu habittral, Cerrado de Séo
Carlos-SP. Foram coletadas amostras constituida2®@ de folhas com aparéncia
saudavel, de cada planta supracitada, acondicisrexdasacos plasticos esterilizados e
transportadas até o laboratorio para a realizagio mtocedimentos analiticos de

isolamento e identificacdo de microrganismos etidos.
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3.3 Isolamento dos microrganismos endofiticos

As coletadas foram submetidas a lavagem superfialagua corrente para
remocao de substancias aderidas a superficie.

Para a desinfeccdo e eliminacdo da populacdo iepjfiforam utilizadas
imersdes sucessivas em alcool 70% (3 min), soldgdhipoclorito de sodio 3% (10
min), alcool 70% (1 min) e enxagles em agua ddstilasterilizada (3 vezes)
(ARAUJO, et al., 2002).

Posteriormente, 25 g das amostras foram triturada225 mL de solugéo salina
(0,85%) e filtradas em filtro de papel (100% cedalp Foram realizadas diluigcbes
decimais seriadas (f0a 10° e aliquotas de 200 foram semeadas em triplicata em
placas de Petri contendo os meios ISP2A (agartextea malte e levedura adicionado
de amido 10%), YE (4gar extrato de levedura) e Gédlr extrato de levedura, de
malte adicionado de carbonato de calcio) (SHIRLINGOQTTLIEB, 1966). As
purificacdes das colbnias bacterianas isoladagedidos vegetais foram realizadas por

esgotamento utilizando-se algas de niquel cromtS&RA, YE e GYM.
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3.4 Caracterizacéao fenotipica

Na identificacdo fenotipica dstreptomycespp. foram analisadas e utilizadas
caracteristicas: (a) macroscopicas, (b) fisiolagi¢a) bioquimicas e (d) morfologicas-

tintoriais (HASEGAWA, 1983; FISHER et.aR003).

3.4.1 Caracteristicas macroscopicas

Foram observados por até 15 dias de incubacédo &€ 281 placas contendo os
meios ISP2A, YE e GYM o tamanho, aspecto das bpafgecto e coloragao frontal e
do verso das coldnias, consisténcia, além de spacicktade de adesdo ao substrato.

Foram consideradas col6nias tipicasStieeptomycespp. as que apresentaram
coloracao branco-acinzentada, sem brilho, com apa@ulverulenta ou cotonosa com

adesao colonial penetrando fortemente no agar (BERO2003).

3.4.2 Caracteristicas fisiologicas

De acordo com GOODEFELLOW e WILLIANS (1983), muitiishagens de
actinomicetos, incluindoStreptomycessao capazes de degradar polissacarideos
complexos como amido, pectina e quitina, por prodor a enzima amilase. Na
assimilacao de fontes de carbono foi utilizado acom8P2A. A utilizacdo do amido
como fonte de carbono pdde ser observada quande hiegradacao deste carboidrato,
resultando em formacéo de halo. Como controle neg#ébi utilizado o meio ISP2

(sem o amido). A nao formacéo do halo demonstranoenouve degradagéo de amido.
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3.4.3 Caracteristicas bioquimicas

Na analise das caracteristicas bioquimicas, o aldor‘terra molhada” foi
avaliado. Esse odor sugere a producdo de geosoungosto produzido por alguns
grupos de microrganismos incluindo a maioria 8agptomycesalgumas espécies de
cianobactérias e alguns fungos (JIANG; CANE, 2008).

Outra analise bioquimica realizada foi a verifamagla producdo de catalase. A
partir de culturas do microrganismo em meio liqui®B (caldo triptona-soja) com 15
dias de incubacdo (28 °C) foi transferida uma aligudo crescimento microbiano,
utilizando-se uma espatula de madeira, para umanddme vidro. Duas gotas de
solucado de peroxido de hidrogénio (10% v/v) foraticianadas a aliquota microbiana e
observada a reacdo. O desprendimento de bolhasislelegnonstra a presenca da
enzima catalase produzida pelo microrganismo. A ags. aureusATCC 29213 foi

utilizada como controle positivo.

3.4.4 Caracteristicas morfo-tintoriais

Para a analise morfolégica-tintorial foi realizadoexame microscépico dos

esporos, coloracdo de Gram e coloracdo de Ziehlsdledéalcool-acido resistente).

Actinomicetos eStreptomycesao Gram +, ndo alcool-acido resistentes e a raaiori

apresenta esporos.
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3.5 Caracterizacdo do potencial antagonista microbho (teste da

sobrecamada)

Para a deteccdo de metabdlitos secundarios apedenbioatividade contra
importantes patdgenos, o teste da sobrecamadeal@ado.

Colbdnias de microrganismos endofiticos selecion&mtasn diluidas em solucao
salina (0,85%) e aliquotas de 20uL foram depositasa placas de Petri contendo o0s
meios ISP2A, YE e GYM e incubadas a 28°C por 18 dia média. As colOnias foram
tratadas para inativagdo microbiana através dositepde 1 ml de cloroférmio na
superficie interna da placa de Petri durante 2Qutoim Posteriormente as placas foram
mantidas semi-abertas durante 30 minutos para@omgio dos vapores da substancia.
Microrganismos Gram-positivo$St{aphylococcus aureusTCC 25923 eEnterococcus
faecalis ATCC 29212), Gram-negativosE¢cherichia coliATCC 25922 Serratia
marcensidAL 1475 e Shigella sonneATCC 1578)e o fungo leveduriforméCandida
albicans ATCC 10231), foram usados como indicadores ezatlilbs no teste de
antibiose (MOURA; ROMEIRO, 1999). Estes microrgamis foram selecionados pela
importdncia em Saude Publica, uma vez que sdoiopkos a surtos de infecgdes
hospitalares e alimentares, além de serem implicado outras doencas. Para tal, as
cepas que eram mantidas em bacterioteca a - 20dn foeativadas em um tubo
contendo caldo BHI (caldo-infusdo-cérebro-corac@qos incubacéo (24 h / 37°C),
200 uL das culturas previamente reativadas foram tradsfe a um tubo contendo 10
mL de BHI semi-sélido. Este foi agitado e a solugé@aida na superficie de placas
contendo cada um dos microrganismos previamentgvadas. As placas foram
incubadas (37 °C por 24-48 h) para verificacdo asoracao de halos de inibicao

(MOURA; ROMEIRO, 1999).
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

As plantasButia capitatavar capitata (Coquinho-azedo)Solanum lycocarpum
(Lobeira), Stryphnodendron polyphyllum Bdrbatimdo), Miconia albicans
(Quaresmeira-branca)Aegiphila IhotzkiangTamanqueira) foram processadas visando
o isolamento de microrganismos endofiticos conformmetodologia descrita
anteriormente.

Foram isolados 26 (vinte e seis) microrganismasje® (seis) a partir de folhas
da plantaButia capitatavar capitata 5 (cinco) daSolanum lycocarpum (quatro) da
Stryphnodendron polyphylluné (seis) davliconia albicanse 5 (cinco) daAegiphila

Ihotzkiana(Figuras 1 a 26).

Microrganismos isolados a partir do processameatplantaButia capitatavar

capitata(microrganismo 1 ao microrganismo 6):

Figura 1 Figura 2
Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas macroscopicas
do isolado (1) deButia capitata do isolado(2) deButia capitata
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Figura 3 Figura 4
Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas macroscoépicas

do isolado (3) deButia capitata do isolado(4) deButia capitata

Figura 5 Figura 6
Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas macroscoépicas
do isolado (5) deButia capitata do isolado(6) deButia capitata
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Microrganismos isolados a partir do processamendo ptanta Solanum

lycocarpum (microrganismo 7 ao microrganismo 11):

Figura 7 Figura 8
Crescimento colonial do isolado (7) Cneento colonial do isolado (8)
a partir deéSolanum lycocarpum a partir @lanum lycocarpum

Figura 9 Figura 10
Crescimento colonial do isolado (9) Cneento colonial do isolado (10)
a partir déSolanum lycocarpum a partir &lanum lycocarpum
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Figura 11

Crescimento colonial do isolado (11)

a partir déSolanum lycocarpum

Microrganismos isolados a partir do processameatpldntaStryphnodendron

polyphyllum (microrganismo 12 ao microrganismo 15):

Figura 12 Figura 13
Caracteristicas do isolado (12) Caracteristicas do isolado (13)
de Stryphnodendron polyphyllum d&tryphnodendron polyphyllum
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Figura 14 Figura 15
Caracteristicas do isolado (14) Caracteristicas do isolado (15)
de Stryphnodendron polyphyllum d&tryphnodendron polyphyllum

Microrganismos isolados a partir do processameatplantaMiconia albicans

(microrganismo 16 ao microrganismo 21):

¥ J YN

Figura 16 Figura 17
Caracteristicas de crescimento Caracteristicas de crescimento
do isolado (16) d&liconia albicans do isolado (17) d&liconia albicans

19



Figura 18 Figura 19
Caracteristicas de crescimento Caracteristicas de crescimento

do isolado (18) d&liconia albicans do isolado (19) d&liconia albicans

Figura 20 Figura 21
Caracteristicas de crescimento Caracteristicas de crescimento
do isolado (20) d&liconia albicans do isolado (21) d&liconia albicans
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Microrganismos isolados a partir do processamerdao pthnta Aegiphila

Ihotzkiana (microrganismo 22 ao microrganismo 26):

Figura 22 Figura 23
Crescimento colonial do isolado (22) Crescimento colonial do isolado (23)
deAegiphila Ihotzkiana de Aeigiphila Ihotzkiana

Figura 24 Figura 25
Crescimento colonial do isolado (24) Crescimento colonial do isolado (25)
deAegiphila Ihotzkiana de Aeigiphila lhotzkiana
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Figura 26

Crescimento colonial do isolado (26)

de Aeigiphila Ihotzkiana

ApoOs a analise das caracteristicas fenotipicasndoorganismos endofiticos
isolados, duas linhagens que apresentaram castic&sitipicas d8treptomyceforam
selecionadas (Figuras 27 e 28), sendo represengmlas microrganismos 2 e 21,
isolados deButia e Miconia, respectivamente. De acordo com HOPWOOD (2007) as
colonias deStreptomycesao macias, mas se tornam pulverulentas ou algsdera
medida que o micélio aéreo e 0s esporos se desenvoAs colonias tém crescimento
lento, necessitando em torno de sete a dez diaglpaenvolver suas hifas aéreas.

Pode-se observar através das figuras 27 e 28 ad@dsticas macroscopicas das
amostras sugestivas &reptomycedO microrganismo 2 (figura 27) apresentou bordas
regulares, frente branco-acinzentada com apar@uii@rulenta, reverso amarelado e
forte aderéncia ao Agar. As mesmas caracterisiicam observadas na figura 28, que

representa o microrganismo 21.
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(A) (B)

Figura 27 — Caracteristicas morfolégicas do microrganisnmaloéitico isolado

(amostra 2) d8utia capitatavar capitata (A) frente e (B) verso

(A) (B)

Figura 28 — Caracteristicas morfoldgicas do microrganisnanético isolado (amostra
21) deMiconia albicans (A) frente e (B) verso

O microrganismo 2 apresentou melhor crescimentmeio GYM enquanto que
0 21 cresceu melhor no meio YE. Estas diferencasregcimento de cada isolado em
meios seletivos podem ser explicadas, em part&véastrde caracteristicas metabdlicas
de cada um dos endofiticos. Em um estudo realipadétcORBEKANDI et al. (2007)
foi verificado o crescimento d8treptomyces clavurigeruglacionado a producédo do
acido clavulanico quando semeado em meio GYM. SEJ(M991), por sua vez,
constatou a producédo de antimicrobiano pareptomycescultivado em meio YE,
efetivo contreS. aureus

Foram submetidos ao teste de assimilacdo de fagesarbono os dois
microrganismos supracitados. As figuras 29 e 30amhstnam o resultado do teste dos

microrganismos 2 e 21, respectivamente. A formatgiom halo no meio de cultura,
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quando cultivados em ISP2A, ocorreu devido a deg@a da fonte de carbono
(amido), sugerindo sua utilizacdo pelo microrganisfks duas amostras apresentaram
crescimento e demonstraram habilidade em degradamido. CLARKSON et al.
(1987) verificaram a utilizacdo de amido peectinomyces viscosu®s resultados de
Esse mesmo resultado foi obtido por RODRIGUES (200@ verificou o consumo de

amido por 98% da amostra de actinomicetos isoladosima leira de compostagem

composta de residuos domésticos.

Figura 29- Perfil de degradacao de Figura 30- Perfil de degradacao de

amido pelo Microrganismo 2 amido pelo Microrganismo 21

A producdo de geosmina, verificada através do foheée terra-molhada” foi
confirmada nas duas amostras. Vale ressaltar qoeoo descrito acima foi mais
evidenciado na amostra 1 (microrganismo 2) quandmpearada a amostra 2
(microrganismo 21). Tal fato pode sugerir que ampiro microrganismo produz
geosmina em maior concentracdo que o segundo. &egUANG; CANE (2008) a
geosmina € produzida por alguns microrganismosjusi® a maioria das
Streptomyces

O teste da catalase foi realizado e as duas aasasinstraram-se positivas ao
ser observado o desprendimento de bolhas de gggn®\lmembros dos actinomicetos

como oStreptomyces coelicoloespécie mais estudada, produz trés catalasesatist
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(HAHN et al, 2000) para proteger-se do stress osmotico e txiclae permitir

crescimento e diferenciacéo apropriados. A catatese importantedat A € induzida

pelo peroxido de hidrogénio, e é requerida paaesfie crescimento aerobico.

As duas amostras foram submetidas a coloracdo deViGiRde Ziehl Neelsen

(@lcool-acido resistente). Observou-se a preseacaidrorganismo GRAM (+) e nao

alcool-resistentes. Os resultados detectados rsenqes estudo corroboram com dados

obtidos por OLIVEIRA (2003) e RODRIGUES (2006).

Tabela 1: Determinacdo fenotipica e caracteristicas macpisa0 morfo-tintorial,
fisiologica e bioquimica de microrganismos endodii isolados do Cerrado de S&o

Carlos, SP.
Microrganismo | Meio de | Caracteristicas| Caracteristicas | Caracteristicas
cultura macroscopicas | morfo- fisiol6gicas e
coloniais tintoriais bioquimicas
2 GYM bordas Gram +; nag Forte odor de
regulares, alcool-4cido geosmina, cat +
frente brancoi resistente ¢ e degradacao de
acinzentada presenca deamido
com aparénciaesporos
pulverulenta,
reverso
alaranjado e
forte aderéncia
ao agar
21 YE bordas Gram +; nag Leve odor de
regulares, alcool-4cido geosmina, cat +
frente brancot resistente ¢ e degradacao de
acinzentada presenca deamido
com aparénciaesporos
pulverulenta,
reverso
alaranjado
forte aderénci
ao agar
O potencial antimicrobiano foi verificado atravéa tkalizacdo do teste da
sobrecamada.
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Dentre os microrganismos endofiticos isolados, sgm®u bioatividade o
microrganismo 2, isolado dButia capitatavar capitata Tal microrganismo atuou
contra Staphylococcus aureus ATCC 29213 (figura 31) com formacdo de halo de
inibicdo de 13 mm e contianterococcus faecalisATCC 29212 (figura 32) com halo
de 11 mm de diametro. N&ao foi observada atividadiengcrobiana contr&scherichia
coli ATCC 25922, Serratia marcensidAL 1475 e Shigella sonnelATCC 1578e

Candida albican ATCC 10231.

Figura 31- Bioatividade do microrganismo endofitico 2 isaatkéButia capitatavar

capitatacontraS. aureug mensurada por halos de inibicéo

Figura 32- Bioatividade do microrganismo endofitico 2 isoladButia capitatavar

capitatacontrak. faecalisnensurada por halos de inibicdo
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Na tabela 2 é apresentada a inibicdo de microngasisindicadores por
endofitos. Observa-se que apenas o0s isoladosBui&, apresentaram potencial
inibitorio. A antibiose foi observada contEa faecalis(11 mm) e€S. aureug13 mm). O

isolado deMiconia, ndo inibiu 0s microrganismos patogénicos testados

Tabela 2: Antibiose apresentada por microrganismos endofitisolados do Cerrado
de S&o Carlos, SP e mensurada por halos de inigig&g.

Microrganismos | E.faecalis Saureus | Smarcensis | C.albicans E. coli
endofiticos
02 (isolado de 11 13 - - -
Butia)

21 (isolado de - - - - -

Miconia)

CASTILLO et al. (2003) constataram a producao destncias bioativas por
Streptomycessolado de uma arvore australiar@rdvillea pteridifolia) Observaram
que a "kakadumicina A” apresentou atividade antiob@ana contra bactérias Gram (+).
RATTI et al. (2008) isolaram da planRrunus spp. microrganismo endofitico que
apresentou bioatividade contB& aureus da mesma forma que o isolado de Butia
carpitata isolado no presente estudo.

EFTKHAR et al. (2009) em seu estudo com o Oleo noiiu de Satureja
spicigerg verificaram que este apresentou bioatividade raoBt faecalis. Dados
similares podem ser encontrados no estudo realipgad®ODRIGUES (2006) no qual

se verificou que o0 génelstreptomycesepresentou 70% dos microrganismos isolados
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produtores de compostos bioativos, seguidoNamardiacom 20% elerrabactercom
8%, com destaque para a eficacia biocida contrgiias Gram (+).

O microrganismo 21 ndo apresentou bioatividaderaoos microrganismos-
testados. Tal resultado pode sugerir que o micnisg® isolado e a Quaresmeira-
branca estabelecem uma relacdo planta-endofitaan¢NETO, 2003) ou atuam de
maneira simbidtica em que ndo h& formacdo de subath antimicrobianas. Ha
possibilidade do microrganismo supracitado possutiros tipos de bioatividades, como
por exemplo, atividade anti-tumoral, ndo testadesten estudo. Portanto outros
bioensaios poderiam ser realizados para melhova@iaa producdo de metabdlitos

bioativos produzidos pelo endddito isolado da Qaramgra-branca.

28



5. CONCLUSOES

Foram selecionadas cinco plantas do Cerrado deC&#dos-SP e isolados 26
microrganismos endofiticos.

As plantas estudadas foralButia capitatavar capitata, Solanum lycocarpum
Stryphnodendron polyphyllum, Miconia albicamgegiphila lhotzlianasendo isolados
6, 5, 4, 6 e 5 microrganismos endofiticos, respasiente.

Os microrganismos isolados foram analisados e isaktos de acordo com
caracteristicas macroscopicas, fisiologicas, bioigds e morfo-tintoriais sugestivas de
actinomicetos. Dentre as 26 amostras, foram seladas duas, o microrganismo 2,
endofitico de Butia capitata var capitata e o 21 deMiconia albicans. Ambos
apresentaram caracteristicasSieeptomyces

Foi avaliado o potencial antagonista microbiana\as do teste da sobrecamada
pelos dois microrganismos supracitados coftt@phylococcus aureusTCC 25923,
Escherichia coliATCC 25922 Serratia marcensi$AL 1475, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 Shigella sonneATCC 10231 eCandida albican®\TCC 10231.

O microrganismo 2 inibiu o crescimento 8&aphylococcus aureé¢3 mm de
halo inibitério) e deEnterococcus faecaligll mm). O microrganismo 21 nao

apresentou bioatividade contra os microrganismadisaalores testados.
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