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Pinto, Livia Freitas da Silva. Bioprospec¢do de actinobactérias endofiticas com potencial
antimicrobiano isoladas de Theobroma cacao. 2023. Dissertacdo (Programa de Pds-graduagdo em
Biotecnologia) — UFSCar, Sdo Carlos, 2023

RESUMO

As actinobactérias constituem um dos maiores filos bacterianos e classificam-se como bactérias Gram-
positivas, sendo onipresentes em ecossistemas aqudaticos e terrestres. Elas sdo reconhecidas por sua
capacidade na produc¢do de metabdlitos secundarios com diferentes funcionalidades, dentre os quais se
destacam os compostos bioativos com atividade antimicrobiana. O presente estudo realizou a
bioprospecgdo e identificagdo de actinobactérias endofiticas isoladas de Theobroma cacao cultivados na
regido de Paragominas, Para, Brasil e avaliou do potencial biotecnoldgico dessas cepas na produgdo de
agentes antimicrobianos. Apds o isolamento, foi possivel verificar a presenca de 11 bactérias endofiticas
distintas. A identificacdo desses isolados, determinada por andlise fenotipica e caracterizagao molecular,
comprovou que 4 dos 11 pertenciam ao grupo das actinobactérias, sendo estes classificados a nivel de
género como Microbacterium (3 cepas) e Curtobacterium (1 cepa). Os demais isolados foram
caracterizados como Pseudomonas (2 cepas), Bacillus (1 cepa), Ralstonia (1 cepa) e Methilobacterium (3
cepas). As 4 cepas do filo Actinobacteria foram submetidas ao teste de avaliagdo da atividade
antimicrobiana. Todas elas inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus (diametros dos halos de
inibicdo variaram de 2,3 a 3 cm), demonstrando serem eficazes contra essa bactéria Gram-Positiva.

Contudo, elas ndo apresentaram atividade contra Escherichia coli.

Palavras-chave: Actinobactérias, Metabdlitos secundarios, Bioatividade, Atividade antimicrobiana.



Pinto, Livia Freitas da Silva. Bioprospecting of endophytic actinobacteria with antimicrobial potential
isolated from Theobroma cacao. 2023. Dissertagdo (Programa de Pds-graduagdo em Biotecnologia) —
UFSCar, Sao Carlos, 2023

ABSTRACT

Actinobacteria are one of the largest bacterial phyla and are classified as Gram-positive bacteria, being
ubiquitous in aquatic and terrestrial ecosystems. They are recognized for their ability to produce
secondary metabolites with different functionalities, including bioactive compounds with antimicrobial
activity. This study carried out the bioprospecting and identification of endophytic actinobacteria
isolated from Theobroma cacao grown in the region of Paragominas, Para, Brazil and evaluated the
biotechnological potential of these strains in the production of antimicrobial agents. After isolation, it
was possible to verify the presence of 11 distinct endophytic bacteria. The identification of these
isolates, determined by phenotypic analysis and molecular characterization, showed that 4 of the 11
belonged to the actinobacteria group, and these were classified at genus level as Microbacterium (3
strains) and Curtobacterium (1 strain). The other isolates were characterized as Pseudomonas (2 strains),
Bacillus (1 strain), Ralstonia (1 strain) and Methilobacterium (3 strains). The 4 strains from the
Actinobacteria phylum were tested for antimicrobial activity. All of them inhibited the growth of
Staphylococcus aureus (diameters of the inhibition halos ranged from 2.3 to 3 cm), proving to be
effective against this Gram-positive bacterium. However, they showed no activity against Escherichia

coli.

Keywords: Actinobacteria, Secondary metabolites, Bioactivity, Anti-bacterial activity.
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Capitulo 1 — Introdugao
1.1 Antimicrobianos e resisténcia bacteriana

As bactérias sdao organismos procariontes e unicelulares que surgiram no planeta
Terra hd cerca de 3,5 bilhdes de anos, em um ambiente completamente hostil com
altissimas temperaturas, radiacdes ultravioletas, tempestades e falta de nutrientes.
Elas foram identificadas pela primeira vez por Antony Van Leeuwenhoek por volta dos
anos 1670, apds sua propria invengdo, o microscopio. Porém, somente no século XIX
surgiram estudos acerca da possibilidade desses microrganismos serem causadores de
processos infecciosos (DUARTE et al., 2019).

O grande marco histdrico da criagdo dos antibidticos ocorreu em 1928, quando
Alexander Flemming, bidlogo e médico inglés, visualizou em suas culturas bacterianas
de Staphylococcus o crescimento de um fungo do género Penicillium e ao redor dele
havia um espaco sem crescimento bacteriano. Essa observacdo sugeriu que o referido
fungo possuia alguma substancia que impedia o crescimento das bactérias (TAPIA,
2019).

Além disso, Fleming observou que esse fungo nao inibia apenas o crescimento do
género Staphylococcus, mas também de muitas outras bactérias de importancia
clinica, descobrindo assim, o primeiro antibiético da humanidade, a penicilina. A partir
dessa descoberta, foi possivel pela primeira vez combater bactérias que causavam
infeccOes responsdveis pela taxa de mortalidade tdo alta a época, salvando, sobretudo,
inimeras vidas de soldados na 22 guerra mundial (OLIVEIRA; PEREIRA; ZAMBERLAM,
2020).

De forma geral, define-se antimicrobianos como farmacos de origem natural,
semissintética ou sintética, com a propriedade de suprimir o crescimento de bactérias
ou destrui-las (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). De acordo com a definicdo de origem
grega, a palavra antibidtico, sendo “anti” (contra) e “bio” (vida), € um composto que
possui a finalidade de combater a vida bacteriana (VIEIRA; VIEIRA, 2017).

Os antibidticos tém trazido inegavelmente um beneficio para a sociedade humana
na luta contra as bactérias (MAHTABUDDIN et al., 2021), reduzindo mundialmente as
taxas de morbidade e mortalidade associadas a infec¢cbes bacterianas (HUTCHINGS;

TRUMAN; WILKINSON, 2019). Entretanto, o uso indiscriminado e irresponsavel desse


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527419300190#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527419300190#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369527419300190#!
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medicamento nos mais diversos setores (humano, veterinario, agricola, dentre outros),
de forma terapéutica ou profildtica, tem favorecido a pressdo seletiva em diversas
cepas bacterianas (CONTRUCCI et al.,, 2019). Esse cendrio contribui para a
predominancia de espécies microbianas cada vez mais resistentes, resultando na
resisténcia aos antimicrobianos (AMR) (DUARTE et al., 2019), globalmente (LARKIN,
2023).

Em geral, o termo “resisténcia bacteriana” refere-se a capacidade de um
microrganismo em impedir um agente antimicrobiano especifico de causar danos
sobre ele, fazendo com que a resposta clinica se torne ineficaz quando utilizado no
tratamento de doencas infecciosas. A resisténcia microbiana pode estabelecer-se
entre microrganismos de uma mesma populacdo ou diferentes populacdes e é
transferida por mecanismos diversos (VIEIRA; VIEIRA, 2017).

Antes do século XXI a resisténcia bacteriana acontecia principalmente em
hospitais; atualmente, ela estd agregada a varios meios e pode chegar aos individuos
saudaveis. Especificamente, a resisténcia aos antimicrobianos acontece quando a
bactéria expressa genes que permitem a mediacdo no mecanismo de acdo do
antibidtico por transmutagao espontanea de DNA ou por modificagdo e transmissdo de
plasmideos (TEIXEIRA; FIGUEIREDO; FRANCA, 2019).

Por isso, muitos desses medicamentos tornaram-se ineficazes em diversos
tratamentos e trouxeram inumeros problemas aos pacientes, profissionais de saude e
orgdos publicos (OLIVEIRA et al., 2020). As bactérias resistentes a medicamentos e
multidrogas (MDR) tém sido reconhecidas por governos e cientistas como um dos
problemas de saude mais urgentes do planeta (BUTLER; PETERSON, 2020; LARKIN,
2023).

As MDR sdo responsaveis por complicacoes clinicas e consequéncias negativas na
economia, devido a hospitalizacdo prolongada e ao uso de antibidticos diferentes dos
de primeira linha. Os custos dos cuidados de saude também aumentam, o que é um
problema relevante, considerando os recursos finitos que sustentam os sistemas de
saude no Brasil e no mundo (LOUREIRO et al., 2016).

Indubitavelmente, o conhecimento cientifico evoluiu de forma significativa ao
longo dos anos, mesmo assim infeccdes desencadeadas primariamente por bactérias

ainda persistem em ser uma das principais causas de morbidade e letalidade no
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mundo todo. A elevacdo do numero de bactérias resistentes a antibidticos tem
tornado os tratamentos caros e impactado os custos com saude. Em fung¢do disso, o
desenvolvimento de novos antimicrobianos deve ser continuo, pois a eficacia de um
antibidtico é temporaria, visto que a resisténcia é inevitdvel com o passar dos anos

(BRITO; TREVISAN, 2021).

1.2 Bioprospec¢ao de microrganismos

Desde seus primordios, o ser humano utiliza recursos naturais (BOGAS et al.,
2022) para as mais diversas finalidades (CRUZ et al., 2021), em particular na forma de
medicamentos, alimentos, cosméticos, e defensivos agricolas. As atividades de
descoberta, descricdo e utilizacdo de espécies de animais, plantas e microrganismos
sdo parte intrinseca da histéria (BERLINK, 2012). A bioprospeccao é a mais antiga das
atividades humanas e pode ser definida como a busca sistematica por organismos,
genes, enzimas, compostos e processos provenientes de seres vivos em geral, que
possam ter um potencial econémico e, eventualmente, levar ao desenvolvimento de
um produto (BELI; MAGESTE; TAKETANI, 2020).

Por décadas até os dias de hoje, os cientistas realizam bioprospec¢do em
microrganismos para a descoberta de novos géneros que produzam compostos
bioativos diversificados, ja que eles exibiram muitas aplicacbes Uteis para a
humanidade (LEE; GOH; CHAN, 2020). Os microrganismos sdo amplamente utilizados
na produgdo de substancias quimicas, como antibidticos, antitumorais e
imunossupressores (MORAIS et al., 2014; TORRES et al., 2022).

Desta forma, os microrganismos sdao agentes importantes como fonte de
produtos naturais para diversos setores, incluindo a industria farmacéutica e a
biotecnologia. Grande parte dos produtos utilizados atualmente sdo derivados de
microrganismos e podem ser utilizados nos mais diversos setores. Essa capacidade em
produzir compostos bioativos, por sua vez, esta relacionada mais frequentemente a
grupos especificos de bactérias e microrganismos eucaridticos. No grupo dos
procariotos destacam-se as actinobactérias, as pseudomonas e as cianobactérias
(MORAIS et al., 2014; CRUZ et al., 2021; TORRES et al., 2022).

As actinobactérias sdo uma fonte muito prolifica na producao de metabdlitos

secunddarios bioativos. Esse grupo microbiano apresenta complexidade estrutural
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diversa, amplo espectro bioativo, incluindo atividade antimicrobiana, antifungica,
antiparasitdria e imunossupressora. Assim, as actinobactérias continuam a
desempenhar papel crucial na prospeccdo de biomoléculas para utilizacdo em
biotecnologia (LEE; GOH; CHAN, 2020) e medicina (BOGAS et al., 2022; BARBOSA e
SOUSA, 2023).

1.3 Microrganismos endofiticos

Define-se microrganismos endofiticos como seres que, em pelo menos uma
fase de seu ciclo de vida, habitam no interior de tecidos vegetais sem causar nenhum
dano aparente a planta ou sinal externo de infec¢do (VILLAS BOAS et al., 2020). O
termo endodfito é derivado de duas palavras gregas: 'endon' = dentro e 'phyton' =
planta, e foi utilizado pela primeira vez por De Bary em 1866 para denotar todos os
microrganismos residentes dentro das plantas sauddveis vivas, distinguindo-se dos
epifiticos, os quais vivem na superficie (LATA et al., 2018).

Esses microrganismos, sejam eles bactérias, fungos ou protozodrios, sido
encontrados em uma grande variedade de estruturas de vegetais, como sementes,
6vulos, frutas, caule, raiz, folhas, tubérculo e casca. E possivel isolar centenas de
espécies de endofiticos de uma uUnica planta e dentre estes, pelo menos um,
geralmente, apresenta especificidade de hospedeiro. Entretanto, diversas espécies de
microrganismos endofiticos sdo capazes de colonizar varios hospedeiros pertencentes
a familias diferentes em um dado local geografico, sinalizando uma ampla habilidade
adaptativa (VILLAS BOAS et al., 2020).

O estudo da biodiversidade dos microrganismos endofiticos é pouco
explorado. No entanto, com base em pesquisas ja desenvolvidas, estima-se que
existem mais de 250.000 diferentes espécies de plantas e 1 milhdo de endofiticos no
mundo. Quase todas as plantas contém enddfitos, incluindo cultivares como
plantacGes de beterraba, milho, soja, trigo e arroz; ou plantas selvagens como
carvalho, dlamo, abeto e musgos (VASILEVA et al., 2018).

Os microrganismos endofiticos originam-se a partir da existéncia de um
microbioma ambiental, provenientes da rizosfera ou filosfera. O meio de entrada mais
comum utilizado por eles é através do solo, por aberturas naturais ou feridas

localizadas nas raizes (Figura 1.1). Além disso, a transferéncia dos endéfitos ocorre


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/lam.12855#lam12855-bib-3002
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entre a planta materna e seus descendentes, por transmissdo vertical via sementes ou
através da propagacdo vegetativa. Dessa maneira, os endofitos apresentam a
capacidade de se disseminar sistematicamente pelo hospedeiro vegetal, habitando

desde vasos condutores ao apoplasto (BORAZZO; MANGOLIN; MACHADO, 2021).

I]

Microbioma da rizosfera

Microbioma do
interior da raiz

___Microrganismos
endofiticos

Densidade e diversidade de microrganismos endofiticos

T

Figura 1.1 Ocorréncia de microrganismos na rizosfera e migracdo para o rizoplano, interior da raiz e

restante da planta (SANTOS et al., 2018), modificado.

As bactérias endofiticas residem preferencialmente nos espacos intercelulares
dos tecidos vegetais. Comunidades bacterianas de varios 6rgaos se sobrepdem em
grande parte. Os endodfitos da zona radicular sdo representados por bactérias do filo
Proteobacteria (aproximadamente 50% da comunidade), Actinobacteria, Firmicutes e
Bacteriodetes (10% da comunidade cada). Uma vez que o método de colonizagdo
endofitica é a penetracdo de bactérias na raiz vegetal e sua maior disseminacdo é
através de vasos xilematicos ou espacos intercelulares, ndo é de surpreender que
Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria sejam dominantes também em caules e
folhas (VASILEVA et al., 2019).

De forma geral, os microrganismos endofiticos contribuem com a planta
hospedeira a partir da producdo de diversos metabdlitos, tanto primarios como
secundarios, que auxiliam na promocao do crescimento vegetal e no controle biolégico

de inumeras doencgas. Os metabdlitos secundarios sdo valiosos agentes na medicina e
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na agricultura e proporcionam uma série de beneficios a humanidade. Os compostos
produzidos por endofiticos tem a capacidade de apresentar diferentes atividades
bioldgicas, dentre as quais, podem-se destacar potenciais antimicrobianos,
antiparasitdrios, antioxidantes, citotéxicos e controle de pragas (AMORIM;

ORLANDELLI; PAMPHILE, 2019).

1.4 Metabdlitos secundarios

Os organismos produzem uma larga e diversa ordem de componentes
organicos divididos em metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios
estdo envolvidos nas fungbes basicas da vida celular e possuem funcdo estrutural,
plastica e de armazenamento de energia. J& os metabdlitos secundarios ou produtos
secunddrios s3ao compostos que aparentemente nao possuem relagdo com
crescimento e desenvolvimento do produtor, pois este pode sobreviver mesmo sem a
sua formacao (SINGH et al., 2019).

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos quando cessa o crescimento do
organismo produtor, ou seja, na fase estaciondria de crescimento. Por isso, eles ndo
sdo essenciais para o seu desenvolvimento e reprodugdo. Entretanto, quando o
resultado desse metabolismo é um produto favorecedor da sobrevivéncia eles sdo
incorporados as reagdes primarias. Além do mais, ao se esgotar um nutriente vital, o
metabolismo secunddrio mantém os mecanismos essenciais para a multiplicacdo
celular, ativando outras vias para a sua producdo (FUMAGALI et al., 2008).

A producdo de metabdlitos secundarios bioativos € uma vantagem competitiva.
Em geral, os principais efeitos desses metabdlitos sdo a defesa, regulacdo e
comunicac¢do (OLIVEIRA et al., 2019). Suas composicdes quimicas e fungdes fisioldgicas
sdo diversas. Eles podem funcionar como vitaminas, cofatores, hormonios,
feromonios, fragrancias, neurotransmissores e corantes. Além disso, suas funcdes
bioldgicas e celulares inerentes sdo extremamente diversificadas, podendo modular a
transcricdo celular, multiplicacdo, transferéncia de genes e inducdo de resisténcia e
viruléncia (BERDY, 2012).

Desde a sua descoberta nos anos 1920, os metabdlitos secunddrios apresentam
um importante impacto na saide humana, na nutricdo e na sociedade como um todo.

J4 foram utilizados para iniUmeras aplicagdes como antiparasitarios, antimalaricos,
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imunossupressores, anticancer e antimicrobianos (PURVES et al., 2016). Nos ultimos
anos, o interesse em acessar a biodiversidade microbiana levou a descoberta de
inimeros microrganismos e produtos derivados de seu metabolismo nos mais variados
habitats (PHAMPHILE et al., 2017).

Os microrganismos sdo fontes facilmente renovaveis e reprodutiveis quando
comparadas a outras fontes naturais como plantas e animais. Em 2002, mais de 22.000
compostos bioativos haviam sido descobertos a partir de microrganismos. Dentre eles,
destacam-se antibidticos produzidos por actinobactérias (45%), fungos (38%), e
bactérias unicelulares, principalmente por Pseudomonas e Bacillus (17%). Alguns dos
farmacos provenientes de microrganismos que abastecem a industria farmacéutica sao
as penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, monobactamas, tetraciclinas,
aminoglicosideos, entre outros (SPECIAN et al., 2014)

As bactérias demonstram ser uma fonte rica de produtos naturais (WEIL;
BRADY, 2016). Elas tém sido bastante estudadas quanto a producdo de compostos
bioativos, principalmente a Classe Actinobacteria. Essa classe contribui com mais da
metade dos compostos presentes no banco de dados de literatura de antibiéticos.
Grande parte desses produtos bioativos é produzido por actinobactérias do género
Streptomyces, responsavel por 80% dos produtos naturais derivados desse grupo

(MENEZES, 2015).

1.5 Actinobactérias

As actinobactérias tém uma longa histdria evolutiva e existem no planeta ha
cerca de 2,7 bilhGes de anos, sendo associadas a colonizacdo precoce da Terra. Estdao
entre as linhagens mais primitivas de procariontes (MORENO et al., 2020). A primeira
descricdao desses microrganismos ocorreu no final do século XIX e durante um longo
periodo foram caracterizados como fungos por apresentarem caracteristicas tipicas de
crescimento filamentoso. Porém, estudos realizados a partir de 1950 possibilitaram um
melhor conhecimento das suas estruturas genéticas e das composi¢cdes quimicas, os
guais confirmaram sua natureza procaridtica (AMARAL et al., 2020).

Esse grupo de bactérias representa uma das maiores unidades taxondémicas e
estd entre as 18 linhagens principais atualmente reconhecidas dentro do dominio das

bactérias, possuindo 5 subclasses, 6 ordens e 14 subordens. A taxonomia das
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actinobactérias evoluiu significativamente ao longo do tempo com o acumulo de
conhecimento (BARKA et al., 2016). O filo Actinobacteria é delineado com base em sua
posicao de ramificacdo na arvore filogenética a partir do gene do rRNA 16S e é dividido
em 6 classes: Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria,
Rubrobacteria e Thermoleophilia. A classe Actinobacteria contém 16 ordens (Figura

1.2) e 43 das 53 familias do filo Actinobacteria, enquanto as outras 5 classes juntas

contém apenas 10 familias (NOUIOUI et al., 2018).

Classe Ordem
Jiangellales
Actinobacteria Actinomycetales Kineosporiales
Actinopolysporales  Micrococcales
Bifidobacteriales Micromonosporales
Catenulisporales Propionibacteriales
Corynebacteriales  Pseudonocardiales
Frankiales Streptomycetales
Glycomycetales Streptosporangiales
Filo
Acidimicrobiia Acidimicrobiales
Actinobacteria
Coriobacteriia Coriobacteriales
Nitriliruptori Nitriliruptorales
itriliruptoria Euzebyales
Rubrobacteria Rubrobacterales
7 Thermoleophilales
Thermoleophilia Solirubrobacterales

Figura 1.2 Taxonomia do filo Actinobacteria (GAO; GUPTA, 2012), modificado.

Ademais, estruturalmente, as actinobactérias contém uma membrana
fosfolipidica e camadas espessas de peptideoglicano, sendo classificadas como
bactérias Gram positivo. Possuem, ainda, em seu genoma altas concentracbes de
guanina e citosina (G+C). Além disso, exibem grande diversidade morfoldgica e

funcional, caracterizando-se pela presenca de hifas com cadeias de esporos tipicas e
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producdo de pigmentos melanoides. Geralmente, sdo encontradas em solo terrestre,
mais especificamente na rizosfera e em tecidos internos de plantas, e ecossistemas
marinhos. Contudo, devido sua versatilidade metabdlica, apresentam capacidade de
crescer em temperaturas elevadas e sobreviver em ambientes hostis, o que possibilita
a sua distribuicdo nos mais diversos ecossistemas (BRANCO et al., 2019).

Em geral, essa categoria de microrganismos produz elementos filamentosos em
forma de micélio, semelhantes a hifas fungicas (SILVA et al., 2019). Em algumas
espécies, a reproducdao ocorre pela formagdo de esporos, esporangidsporos e
conididsporos. Os esporos constituem a sua principal forma de multiplicacdo e podem
auxiliar na sobrevivéncia durante o periodo de estiagem por serem resistentes a
dessecacdes. Em outras espécies, como as do género Nocardia, a reproducdo ocorre
por meio da fragmentacdo das hifas em muitas células baciliformes e cocoides, cada
uma capaz de formar um novo micélio (OLIVEIRA et al., 2014).

A maioria das actinobactérias sao aerdbias, heterotroéficas e utilizam fontes de
carbono organico, que é aproveitado desde as moléculas mais simples até as mais
complexas ndo decompostas por fungos e bactérias como: fendis, quitina, parafina e
himus. Além do mais, possuem fungdes significativas em todas as instancias como, por
exemplo, importantes agentes no ciclo global do carbono e do nitrogénio (Frankia
spp.), probidticos em humanos e animais, patégenos de humanos, animais e plantas
(Mycobacterium spp., Nocardia spp., Tropherma spp., Corynebacterium spp.,
Propionibacterium spp.) e produtores de enzimas e metabdlitos clinicamente
importantes (Streptomyces spp.) (LAW et al., 2020; BARBOSA e SOUSA, 2023).

Até 2010, cerca de 34 mil compostos bioativos haviam sido extraidos de
microrganismos e pelo menos 40% deles sdao produzidos por actinobactérias,
principalmente do género Streptomyces. Aproximadamente 10 mil substancias
produzidas por actinobactérias exibem atividade antimicrobiana ou antitumoral.
Outrossim, a maioria dos antimicrobianos ja utilizados em medicina humana e
veterindria ou agricultura sdao derivados naturais ou semissintéticos de substancias
produzidas por elas. Esses dados destacam a importdncia e a potencial aplicacdo
pratica das substancias antimicrobianas advindas das actinobactérias, notadamente no

controle de microrganismos patogénicos (GOMES; DUARTE; BASTOS, 2017).
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1.6 Justificativa

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que no ano de
2050, caso ndo sejam tomadas medidas efetivas para controlar os avangos da
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, 10 milhdes de pessoas irdo morrer por ano
devido a ocorréncia de infec¢Ges por microrganismos resistentes, 1 a cada 3 segundos.
Esse numero superaria a mortalidade relacionada ao cancer, atualmente com 8
milhGes de dbitos por ano (NOGUEIRA, 2017).

Nesse contexto, novas biomoléculas e estratégias sdao urgentemente
necessdrias para combater a disseminacdo de patdgenos resistentes a
antibidticos. Embora um progresso considerdvel esteja ocorrendo nos campos de
sintese quimica e biossintese de compostos antimicrobianos, a natureza ainda é a
fonte mais rica e versatil para prospeccdo de novos antibidticos, sendo os produtos
microbianos naturais um importante destaque (MANIVASAGAN et al., 2014).

Entre os microrganismos, o filo Actinobacteria possui grande visibilidade e
versatilidade quanto a producdo de biocompostos com atividade antimicrobiana
(ZHAO et al., 2018). Atualmente, cerca de 80% dos antibiéticos de origem microbiana
sdo derivados de actinobactérias, o que auxilia significativamente na saude e bem-
estar das pessoas (SALWAN; SHARMAN, 2020).

Apesar da grande contribuicdo das actinobactérias na producdo de antibidticos,
o avanc¢o desenfreado da resisténcia bacteriana é notério. Por isso, nichos e regides
ecoldgicas pouco exploradas tém sido buscadas como fontes de novas actinobactérias
e antimicrobianos, além de outros agentes biologicamente ativos e uUteis (QUIN et al.,
2016).

Ademais, a procura por nichos ecoldgicos de actinobactérias pode levar a
identificacdo de novos agrupamentos de genes e, portanto, novos produtos. Os
pesquisadores agora estdo concentrados no isolamento de actinobactérias em
diversos habitats como oceanos, ambientes extremos e tecidos internos de plantas
(SALWAN; SHARMAN, 2020).

Durante séculos, as plantas foram extensivamente utilizadas como fontes de
compostos para fins medicinais. Nos Ultimos tempos, foi demonstrado que

microrganismos associados a elas produzem também compostos bioativos de alto
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valor terapéutico (SINGHE; DUBEY, 2018). A bioprospec¢dao de microrganismos
endofiticos tem sido considerada um recurso promissor na busca por novas
biomoléculas (BORAZZO; MANGOLIN; MACHADO, 2021).

A diversidade cultural das actinobactérias endofiticas associadas a plantas
tropicais nativas é essencialmente inexplorada (JANSO; CARTER, 2010). Nesse sentido,
a utilizacdo de monoculturas comerciais dos trépicos, tal como a de cacau (Theobroma
cacao), seria de grande relevancia para o estudo desse grupo de endéfitos (AMORIM,;
ORLANDELLI; PAMPHILE, 2019).

O cacau é uma commodity de alto valor econ6mico mundial e o Brasil é o
sétimo maior produtor do planeta, com uma area colhida de 704.122 hectares e uma
producdo de 273.793 toneladas. Até novembro de 2020, a receita nacional de
exportacdo dos produtos de cacau somou USS 276 milhdes (LAVANHOLE et al., 2019).
A regido Nordeste ocupa 69,7% da area nacional de cultivo de cacau, porém é a regido
Norte quem lidera a producdo do pais (53,2%) (BRAINER, 2021).

Outrossim, esse cultivo estd submetido a compostos quimicos de origens
variadas para a promocao de crescimento e qualidade vegetal. Além disso, em seus
tecidos internos estdo presentes diversos microrganismos, tanto patogénicos quanto
endofiticos (BRAGA; DOMENE; GANDARA, 2019). Por sua vez, os enddfitos sdo capazes
de sintetizar compostos com potencial atividade antimicrobiana, que os permite
sobreviver nesse nicho ecolégico (RODRIGUES et al., 2018).

Deste modo, torna-se extremamente necessdrio o incentivo a busca de
actinobactérias em novos nichos ecoldgicos, incluindo os tecidos internos das plantas,
para que se possa descobrir novas fontes de substancias que auxiliem no

desenvolvimento de antimicrobianos.

1.7 Objetivos
1.7.1 Geral

Prospectar actinobactérias endofiticas produtoras de compostos bioativos com
potencial antimicrobiano provenientes de Theobroma cacao, coletados em

Paragominas-Para.
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1.7.2 Especificos
e Isolar bactérias endofiticas advindas de folhas e fragmentos de caule de
Theobroma cacao;
e Determinar a presenca de actinobactérias endofiticas mediante analise das
caracteristicas fenotipicas e métodos moleculares;
e Avaliar a produgao de compostos bioativos com potencial antimicrobiano das

actinobactérias endofiticas isoladas.
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos
2.1 Area de estudo

O presente estudo foi conduzido no municipio de Paragominas, localizado na
mesorregido sudeste do estado do Para — Brasil (Figura 2.1). O referido municipio
localiza-se a 306 km de Belém, capital do Estado, e possui uma area de 19.330 Km?.
(GIULIATTI et al., 2019). Paragominas possui uma popula¢do estimada pelo IBGE (2018)
em 110.026 habitantes e é um polo tradicional de uma grande regido, na qual as
principais atividades sdao rurais, sendo a pecudria, com cerca de 490.000 ha de

pastagens, e a agricultura.

48°200"W 47°300"W 46*400"W
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Figura 2.1 Localizacdo de Paragominas no estado do Para — Brasil (SILVA et al., 2018), modificado.

Quanto a cultura de cacau, o estado do Pard é o maior produtor do pais,
contribuindo com quase 50% da safra nacional. A regido da transamazlnica é
responsavel por 77% da producdo estadual e apresenta um dos sistemas mais
competitivos do mundo (IBGE/SIDRA/LSPA, 2018). O municipio de Paragominas produz
cerca de 240 toneladas de cacau por ano, com expectativa de chegar a
aproximadamente 1 milhdo de toneladas em cinco anos. Atualmente, 127 produtores
cultivam o fruto em solo paragominense (BESSA et al., 2019).

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma planta perenifdlia e frutifera da familia

Malvaceae. Se cultivada em plantacado, a altura de um cacaueiro de trés anos atinge
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1,8 - 3,0 metros e aos 12 anos de idade pode atingir 4,50 - 7,0 metros (TABARES et al.,
2021). Nos primeiros anos, o cacaueiro apresenta a casca do caule lisa; mais tarde
torna-se aspera e rugosa. Além disso, uma das propriedades especiais da folha de
cacau é que ela possui duas articulagdes que auxiliam na capacidade das folhas em
realizarem movimentos para ajustarem-se a direcdo da luz solar (NOVITA; BASRI,
2021).

Neste trabalho, as amostras foram coletadas em uma plantagdao de Theobroma
cacao pertencente a propriedade Boa Esperanca (2°59°37’ 'S e 47°44’44” Q). Essa
plantacdo divide-se em duas areas distintas: plantio de cacau a pleno sol (6.713 m?) e
plantio de cacau sombreado (3.981 m?), com uma distancia de 34 m entre as areas
(Figura 2.2). Os cacaueiros em estudo possuem em média 2-3 anos de idade e foram
plantados a partir das sementes advindas da Comissao Executiva do Plano de Lavoura

Cacaueira (CEPLAC).

Figura 2.2 Plantacdo de cacau onde a coleta foi realizada. Area de plantio & pleno sol (A) e area de

plantio sombreado (B) (Préprio autor).

2.2 Coleta das amostras
Para a realizagao deste trabalho foram utilizados folhas e fragmentos de caule

de seis vegetais de Theobroma cacao, sendo trés vegetais referentes ao plantio a pleno
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sol e os outros trés situados em plantio sombreado (coleta em triplicata). As plantas
coletadas foram escolhidas de maneira aleatdria, porém respeitando os seguintes
critérios de inclusdo: ) apresentarem-se aparentemente saudaveis, Il) sem manchas ou
[ll) qualquer tipo de lesdo causada por insetos ou danos mecanicos e IV) cada ponto
selecionado deveria estar, no minimo, a cinco metros de distancia dos demais. A coleta
das folhas e dos fragmentos de caule ocorreu a partir da escolha de ramificagcdes
inteiras, mantendo-se o cuidado para danificar o minimo possivel o tecido.

Do ponto de vista superior, o vegetal foi dividido em duas linhas imagindrias
concorrentes, resultando na divisdo da planta em quatro quadrantes (Figura 2.3). Em
seguida, foi realizada uma contagem da base para o apice e escolhido o terceiro ramo
de cada um dos quatro quadrantes para a efetivacdo da coleta (VIEGAS et al., 2022). O
material coletado, a partir da utilizacdo de instrumento perfurocortante previamente
esterilizado, foi devidamente identificado e armazenado em sacos descartaveis
esterilizados e acondicionados em caixas térmicas a 4 °C (GOLINSKA et al., 2015) e
transportados, o mais breve possivel, ao Centro de Gendmica e Biologia de Sistemas

(CGBS) da Universidade Federal do Para (UFPA) para o processamento analitico.

Vista superior Vista frontal

12 quadrante 22 quadrante 12 quadrante 08 et s, 22 quadrante

42 quadrante % B T 32 quadrante

Figura 2.3 Divisdo em quadrantes do vegetal para a realizacdo da coleta (https://pt.depositphotos.com),

modificado.
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2.3 Isolamento das bactérias endofiticas

Para o isolamento destas bactérias, foi efetuado um pool de folhas e
fragmentos de caule de cada vegetal. Em seguida, cada pool sofreu um pré-tratamento
baseado em uma lavagem superficial em agua corrente das folhas e caules, seguido de
secagem em papel absorvente. Apds esse processo, foi realizado a imersdo sequencial
em: dlcool 70% por 1 minuto, solugdo de hipoclorito de sédio 2% por 4 minutos, alcool
70% por 30 segundos e lavagem em agua destilada esterilizada por 3 vezes (SINGH et
al., 2022).

A 3gua destilada utilizada na lavagem final para descontaminacdo foi colocada
em incubacdo, a fim de descartar o crescimento de microrganismos epifiticos.
Posterior ao processo de anti-sepsia, 25 g dos fragmentos dos tecidos foram
macerados em 225 ml de solucdo salina (0,85%). O macerado foi agitado a 200 rpm por
15 minutos e deixado em repouso por mais 15 minutos para a difusdo das bactérias na
solucdo (BARRETTI et al., 2009). Em seguida, a solucdo obtida foi filtrada em filtro de
papel (100% celulose) e foram realizadas diluicdes decimais seriadas (102, 10 e 10®)
em tubos de ensaio contendo solucdo salina (JABBOROVA et al., 2020).

As bactérias foram isoladas a partir do sobrenadante resultante e de suas
diluicbes. O isolamento foi realizado pelo método de esgotamento em estrias em dois
meios de cultura distintos: agar Extrato de levedura-extrato de Malte (ISP-2) e caldo
Brain Heart Infusion (BHI), visando a obtengdo de uma maior diversidade de
actinobactérias. Foi adicionado Nistatina (1uL/ml) nos meios de cultura para inibi¢cdo
de crescimento fungico. As placas de Petri foram incubadas em estufa bacterioldgica
por 25 dias a temperatura de 28°C + 2°C com observacao visual didria do crescimento

bacteriano (GOLINSKA et al., 2015).

2.4 Caracterizacdao morfologica dos isolados

Apés o tempo de incubagdo, as colénias foram caracterizadas
macroscopicamente e microscopicamente. A caracterizagdo macroscopica incluiu a
analise do tamanho, forma, borda, transparéncia, brilho, cor, textura, elevacdo e
consisténcia das col6nias (FITRI et al.,, 2020). Do ponto de vista microscépico, os
isolados selecionados foram avaliados a partir do método de coloracdao de Gram, a fim

de verificar a pureza da cultura, se os microrganismos eram Gram positivos ou Gram
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variaveis e ainda se eles se apresentavam na forma filamentosa ou se fragmentavam

em bacilos, cocos ou cocobacilos (SANTOS et al., 2019).

2.5 Testes bioquimicos

A caracterizagao bioquimica foi realizada através das seguintes provas:
producdo de catalase, crescimento a partir de citrato como principal fonte de energia,
capacidade de formar acido fenil pirdvico por meio da fenilalanina, fermentacdo de
carboidratos, producdao de Sulfeto de Hidrogénio e produgdo de gas carboOnico. As
metodologias utilizadas para as provas bioquimicas foram adaptadas do livro Berguey’s
Manual of Sistematic Bacteriology (GOODFELLOW et al., 2012).

Para a andlise da producdo de catalase foi realizada a retirada da col6nia em
estudo do meio de cultura com crescimento prévio. Em seguida, colocou-se a col6nia
sobre uma lamina de vidro e foi adicionado uma gota de H;0;a 3%. Caso for
observado o aparecimento de bolhas a prova é considerada positiva, se ndo houver
mudancas no esfregaco realizado a prova é, entdo, negativa. O principio deste teste
fundamenta-se na presenca da enzima catalase, a qual processa o H,03, agindo como
mecanismo de defesa da célula (ISLAM et al., 2020).

O teste de Citrato de Simmons é indicado para determinar a capacidade de
certas bactérias em utilizarem o citrato como Unica fonte de carbono em seu
metabolismo. O agar citrato de Simmons contém citrato de sddio como Unica fonte de
carbono e o azul de bromotimol como indicador de pH. Quando a bactéria utiliza o
citrato, este é removido do meio e CO; é liberado. O CO, combina-se com o sddio, do
citrato de sddio e dgua para formar carbonato de sddio, um produto alcalino. Isto
aumenta o pH, mudando a cor do meio de verde (negativo) para azul (positivo). As
bactérias foram inoculadas em meio inclinado em linha reta e foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas (DHABAAN, 2019).

O agar Fenilalanina busca determinar a capacidade de um microrganismo em
desaminar a fenilalanina para acido fenilpirivico através da presenca da enzima
fenilalanina desaminase. O procedimento dessa prova consiste na semeadura em zig-
zag em tubo inclinado, seguido de encubacdo em estufa bacterioldgica a 37°C por 24
horas. Apds decorrido o tempo indicado deve ser adicionado FeClz a 10% para a

revelacdo do teste. Em uma reacdao positiva, qualquer acido fenilpirdvico presente
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reage com o sal férrico no reagente para dar uma cor verde ao meio. Caso o meio ndo
mude a coloragao a prova é negativa (PROCOP et al., 2018).

A fermentacdo de carboidratos, producdo de H,S e producdo de gas carbobnico
foi avaliada por meio da prova Triple Sugar Iron (TSI). O agar TSI fornece uma série de
reacdes bioquimicas que ddo uma visdo geral do metabolismo bacteriano. E um meio
sélido distribuido de tal forma que apresenta uma base e uma inclinagdo. O meio foi
semeado com agulha na base e estrias na superficie e incubado a uma temperatura de

37°C durante o periodo de 24 horas (SALO; NOVERO, 2020).

2.6 Caracterizagao Molecular
2.6.1 Extragdao de DNA

Os isolados foram cultivados em meio liquido ISP-2 com incubagao em Shaker
horizontal a 28° C e 200 rpm durante o periodo de cinco dias (ARUMUGAM et al.,
2017). Apods o crescimento, 2 ml de cada tubo de cultivo foi transferido para um
ependorf. Posteriormente, foi realizada a etapa para a concentragdo e facilitacdo da
guebra da parede celular das cepas isoladas. Essa etapa consistiu em um processo
baseado em trés fases principais: 1) centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos dos
tubos ependorf; 1l) descarte do sobrenadante; lll) adicdo, em cada ependorf, de 1 ml do
caldo ISP-2 com crescimento, referente ao cultivo inicial. Esse procedimento foi
realizado trés vezes (BRATBAK; DUNDAS, 1998).

A extracdo do DNA genbmico total das bactérias foi realizado a partir do
método Fenol/Cloroférmio/Alcool isoamilico, de acordo com um protocolo anterior
relatado (WILSON, 2001). Para a medicdo da qualidade e quantidade de DNA foi
utilizado o aparelho NanoDrop (ND-2000cThermo Scientific), o qual avalia varidveis de
concentracdo de DNA e indice de pureza (ALEGRIA et al., 2020). A integridade do DNA
extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao TAE 1X (40
nM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA) e Brometo de etidio a 0,5 pg/ml (VOYTAS, 2001),
onde foram aplicados 3ul dos DNA’s extraidos e 2ul do revelador BlueJuice™ Gel
Loading Buffer (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific). Como marcador foi utilizado
Plus DNA Ladder (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) com peso molecular de 1 kB

(THOMPSON; STEINMANN, 2010).
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2.6.2 Amplificacdo da regido 16S do gene rRNA

A amplificacdo da regido 16S do gene rRNA foi realizada pela Reagao em Cadeia
da Polimerase (PCR). Os primers universais utilizados foram 8F (5'-
AGAGAGTTTGATCCTCCTCAG-3’) e 1492R (5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). As
amostras continham o volume total de 30 uL de misturas de reacdo, incluindo 15 ul
GoTaq® Green Master Mix a 1X (Promega), 11,8 ul de H,0 ultrapura de DNA, 0,6 ul de
cada primer a 0,1 mM e 2 pl de DNA, seguindo as instrucdes do fabricante. As reacdes
de amplificacdo foram submetidas ao Termociclador GeneAmp™ PCR System 9700
(Applied Biosystems) programado com as seguintes condicGes de ciclismo: 1) uma
desnaturacdo inicial em 95°C durante 5 minutos, II) 35 ciclos de 95°C durante 1
minuto, Ill) 55°C durante 1 minuto e IV) 72°C durante 1 minuto, e V) uma etapa final de
extensdo de 72°C durante 10 minutos (ALVES et al., 2020).

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 1% em tampdo TAE 1X (40 nM de Tris-acetato; 1 mM de EDTA) e Brometo
de Etidio a 0,5 pg/ml, onde foram aplicados 5 pl dos DNA’s, juntamente com o
marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder para a observacdo do fragmento de
aproximademente 1500 pb amplificado em fotodocumentador com luz ultravioleta

(THOMPSON; STEINMANN, 2010).

2.6.3 Reacgao para sequenciamento

As amostras de PCR foram enviadas a empresa ACTGene - Andlises moleculares
LTDA para purificacdo e sequenciamento pelo método de Sanger. Os produtos
purificados foram submetidos ao sequenciamento no equipamento 3500 Sanger
Genomic Analyzer (Applied Biosystems). Foram empregados os primers universais 8F e

1492R, os mesmos utilizados na PCR de todas as amostras.

2.6.4 Andlise das sequéncias e construcdo da arvore filogenética dos isolados

A qualidade das sequéncias foi analisada utilizando-se o programa BioEdit 7.0.5
(HALL, 1999). Além disso, com o mesmo software as sequéncias foram alinhadas a
partir de ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). Apds o alinhamento, as

sequéncias foram comparadas com o banco de dados publico GenBank
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(http://www.ncbi. nlm. nih.gov) por meio da ferramenta BlastN e as bases
nitrogenadas foram manualmente editadas (ALTSCHUL et al., 1997).

No desenvolvimento da 4arvore filogenética foi utilizado, inicialmente, o
software J] Model Test 2.1.10 (DARRIBA et al., 2019) a fim de selecionar o melhor
método estatistico e modelo para a construcdo da arvore. Em seguida, com auxilio do
programa MEGA 11.0.10 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis), escolheu-se o
método Maximum Likelihood e o modelo Tamura 3 para a realizagdo, com melhor

desempenho, do desenho da filogenia (DEY; SINGH, 2010).

2.7 Cinética de crescimento

Para a andlise do periodo de producdo de metabdlitos secunddrios e
padronizacdo do indculo a ser utilizado no teste subsequente, os isolados foram
submetidos a andlise da curva de crescimento. O crescimento microbiano foi
mensurado pela metodologia de quantificacdo de Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC) (BREWSTER, 2003).

Foram inoculados, em média, trés colonias de cada uma das actinobactérias
isoladas em Erlenmeyer contendo 300 ml de caldo ISP-2. Em seguida, os inéculos foram
inseridos em shaker horizontal a 28° C e 200 rpm (ARUMUGAM et al., 2017). A cada 2
horas, uma aliquota de 2 ml foi retirada para ser utilizada na realizacdao das dilui¢des
seriadas (102, 10%, 10® e 10%) em solucdo salina (0,85%). Apds a realizacdo das
diluigdes, 100 pl de cada amostra diluida foi semeada, com auxilio da alga de Drigalski,
em placas de Petri contendo agar ISP-2. As placas foram incubadas a 28° C por 72
horas. Os resultados das quantificacdes foram expressos em log UFC.ml* (ZWIETERING

et al.,, 1990).

2.8 Avaliagcdo da atividade antimicrobiana das actinobactérias

No presente estudo, a metodologia empregada para a avaliacdo do potencial
antimicrobiano das actinobactérias foi o teste de difusdo em meio sdlido, realizado em
triplicata. A testagem ocorreu para demonstrar o perfil de sensibilidade das bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli - advindas da American Type Culture

Collection (ATCC) - frente as actinobactérias isoladas (UESUGI et al.,, 2021). Essa
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sensibilidade é demonstrada pela presenca do halo de inibicdo ao redor de um pogo
preenchido com meio sélido acrescido de col6nias de actinobactérias.

Para o desenvolvimento desta metodologia, foram utilizadas placas de Petri
contendo agar Mueller-Hinton. Nas referidas placas foram adicionados ao meio de
cultura um indculo bacteriano, a partir de uma suspensao direta, em solucdo salina, de
colénias isoladas referente as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC-0023) e
Escherichia coli (ATCC-0022). A suspensdo foi ajustada para que a sua turbidez
coincidisse com a da solugdo padrdo de 0,5 da escala de McFarland (MARTINS et al.,
2022).

Ap0s a distribuicdo desse inéculo pelo método de distensao, foram feitos pogos
de 6 mm de didmetro no meio de cultura. Em cada poco foi adicionado meio sélido
ISP-2 com crescimento de col6nias de actinobactérias. Essas placas foram levadas a
estufa bacterioldgica a 37°C por 48 horas para posterior visualizacdo das col6nias

bacterianas e verificagao da formagdo do halo inibicao (ZOTHANPUIA et al., 2018).
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Capitulo 3 — Resultados e Discussdo
3.1 Isolamento das bactérias endofiticas

Foram obtidas 19 col6nias bacterianas endofiticas das seis amostras coletadas,
sendo 14 (73,68%) destas referentes aos trés cacaueiros cultivados a pleno sol e 5
(26,32%) isoladas do plantio em area sombreada. Houve o crescimento entre 1 a 7
colénias por amostra advindas de todos os vegetais coletados, exceto da amostra 4
gue ndo apresentou nenhum crescimento. A biocarga bacteriana identificada foi de até
6,3 x 103 UFC/g (Tabela 3.1), existindo diferencas significativas entre os dois grupos (t
test= 4,943; p value= 0,004).

Tabela 3.1 Quantidades de col6nias isoladas nas diferentes amostras

Area de plantio Vegetal Numero de coldnias isoladas UFC/g
1 5 4,5x 103
A pleno sol 2 2 1,8 x 103
3 7 6,3x10°
4 0 0
Sombreado 5 3 2,7x 103
6 2 1,8 x 103

A quantidade de colbnias isoladas em area de plantio a pleno sol foi
consideravelmente superior. Essa situacdo poderia ser vinculada aos fatores
ambientais, tais como luz solar e umidade, os quais afetam a producdo de
biomoléculas originadas de microrganismos e, por conseguinte, alteram o microbioma
endofitico (AFZAL et al., 2019; PODOLICH et al., 2015).

Inimeros fatores podem influenciar a colonizacdo e promover flutuagdes
populacionais de bactérias endofiticas, incluindo locais de origem, gendtipo da planta
hospedeira, volume do inéculo e as préprias condicdes ambientais (MARTINEZ-
ROMERO, 2006).

Andrade (2020) avaliou a ocorréncia de bactérias endofiticas de Cattleya
walkerina em 3 ambientes distintos (natureza, casa de vegetacao e in vitro). O referido
autor obteve diferentes indices de Shannon-Wiener (método utilizado para medir a
diversidade em dados categdricos) nos ambientes estudados, constatando a

interferéncia das condi¢cbes ambientais na comunidade microbiana endofitica.
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Além disso, o numero de isolados no presente trabalho foi menor do que o
reportado na pesquisa de Alsultan e colaboradores (2019), que consistiu no isolamento
de até 12 bactérias endofiticas em cada amostra de folhas. Apesar disso, a carga
bacteriana encontrada foi variada se comparada a outros estudos. No trabalho de
Vera-Loor e colaboradores (2021) encontraram-se semelhantes valores em tecidos de
flor e semente de cacau, contudo existem reportes de maior carga bacteriana em
cacau (MELNICK et al., 2008).

Ademais, a maior quantidade e diversidade de microrganismos com capacidade
endofitica esta presente no solo, e as raizes sdo a porta de entrada para que estes
microrganismos consigam migrar em direcdo a diferentes partes da planta (ROBINSON
et al., 2015; NALINI; PRAKASH, 2017). Portanto, nos tecidos foliares superiores
encontra-se uma menor quantidade desses microrganismos; porém eles apresentam
uma capacidade de adaptacao especializada (SANTOS et al., 2018).

No estudo de Mardiah (2018), realizado em uma plantacdo de dendé, foram
isoladas ao todo 126 col6nias de bactérias endofiticas. No entanto, apenas 12 colonias
foram isoladas de caules e folhas, a maioria delas foram obtidas a partir das raizes. Por
outro lado, a atividade antifungica testada contra Ganoderma boninense foi mais
relevante nos isolados de tecidos superiores da planta, o que corrobora com os dados
encontrados na literatura e com os achados deste trabalho.

Da mesma forma, Xia e colaboradores (2023) observaram em seu trabalho com
pastagem alpina (Leymus secalinus) que o numero de enddfitos foi varidvel em
diferentes tecidos. Os valores encontrados nas amostras de raizes foram

significativamente maiores que os dos caules e das folhas.

3.2 Caracterizagao morfoldégica macroscopica e microscopica dos isolados

Conforme descrito e detalhado na tabela 3.2, as col6nias isoladas apresentaram
tamanhos distintos que variaram desde puntiformes a grandes. Quanto as formas elas
caracterizaram-se como irregulares ou circulares de margens inteiras ou onduladas. As
coloragdes variaram em branco, rosa, amarelo e ndo pigmentado, sendo algumas com
brilho e outras sem. Encontraram-se também texturas lisas e rugosas de consisténcia
suave ou mucoide. Além disso, foram observadas colOnias transparentes e opacas de

elevacdo plana, convexa e umbilicada (Figura 3.1).
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Tabela 3.2 Caracteristicas macroscopicas das col6nias isoladas

Cepa Tamanho Forma Margem Transparéncia Brilho Cor Textura Elevagcao Consisténcia
CP1BO1 Médio Circular Inteira Opaca Com brilho Amarelo Lisa Convexa Suave
CP1A02 Puntiforme Circular Inteira Transparéncia Com brilho Amarelo Lisa Convexa Suave
CP1A03 Grande Circular Inteira Opaca Com brilho Branco Lisa Umbilicada Suave
CP1A04 Pequeno Irregular Ondulada Transparente Com brilho Ndo pigmentada Lisa Plana Suave
CP2A01 Puntiforme Circular Inteira Opaca Com brilho Ndo pigmentada Lisa Convexa Suave
CP3A01 Pequeno Circular Inteira Transparente Com brilho Amarelo Lisa Convexa Mucoide
CP3A02 Puntiforme Circular Inteira Opaca Com brilho Amarelo Lisa Convexa Suave
CP3A03 Pequeno Circular Inteira Opaca Com brilho N3o pigmentado Lisa Plana Suave
CP3A04 Médio Irregular Ondulada Opaca Sem brilho Rosa Rugosa Umbilicada Suave
CP3A05 Puntiforme Circular Inteira Transparente Com brilho Ndo pigmentado Lisa Plana Suave
CP5A01 Grande Circular Inteira Opaca Com brilho Rosa Lisa Plana Suave
CP6A01 Médio Irregular Ondulada Transparente Sem brilho Ndo pigmentado Lisa Umbilicada Mucoide
CP6A02 Puntiforme Circular Inteira Opaca Com brilho Rosa Lisa Convexa Suave
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Figura 3.1 Caracteristicas macroscopicas das diferentes col6nias isoladas semeadas em placas com meio

de cultura ISP2 (Préprio autor).

Caracteristicas semelhantes as deste estudo foram encontradas por Delbari e
colaboradores (2023), os quais isolaram actinobactérias endofiticas de trés plantas
medicinais (Thymes kotschyanus, Allium hooshidaryae, Cerasus microcarpa). Em meio
ISP-2, as cepas isoladas apresentaram-se com formatos circulares e irregulares nas
cores branca, amarelo alaranjado e amarelo claro; com presenca e auséncia de brilho.

Segundo o trabalho de Ali e colaboradores (2022), realizado com
actinobactérias endofiticas de Citrullus colocynthis (L.), as caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas isoladas em meio ISP-2 foram circulares e brilhantes de coloracgdo
branco, rosa ou acastanhada; sendo estas caracteristicas identificadas nas cepas
isoladas.

Outrossim, das 19 col6nias obtidas, foram identificados 15 isolados com
caracteristicas macroscopicas diferentes entre si. Entretanto, apenas 11 foram
submetidos a coloragdao de Gram, pois 4 cepas foram perdidas no processo de
replicacdo e purificacdo das colbnias.

Em relagao a andlise microscépica das colGnias bacterianas, realizada através
de microscopia dptica (aumento de 1000x), foram evidenciadas a presenca de bacilos
em todos os isolados. A variagdo da micromorfolgia restringiu-se a afinidade tintorial

(Figura 3.2), pois 5/11 isolados apresentaram-se como Gram-positivos (Tabela 3.3).
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Segundo a literatura, a maioria das bactérias enddfitas sdo Gram-positivo e
correspondem aos filos de Firmicutes e Actinobacteria (ROBINSON et al.,, 2015;

GODINHO; BHOSLE, 2013).

Figura 3.2 Caracteristicas microscopicas dos isolados. Foram encontradas morfologias de bacilos gram-

positivo (A) e bacilos gram-negativo (B) (Préprio autor).

Tabela 3.3 Caracteristicas microscépicas dos isolados a partir do método de Gram

Cepa Afinidade tintorial Morfologia
CP1B0O1 Gram-positivo Bacilos
CP1A02 Gram-positivo Bacilos
CP1A04 Gram-negativo Bacilos
CP2A01 Gram-positivo Bacilos
CP3A01 Gram-positivo Bacilos
CP3A02 Gram-negativo Bacilos
CP3A04 Gram-negativo Bacilos
CP3A05 Gram-negativo Bacilos
CP5A01 Gram-negativo Bacilos
CP6A01 Gram-positivo Bacilos
CP6A02 Gram-negativo Bacilos

No trabalho de Tallei e colaboradores (2020), encontraram-se caracteristicas
similares a do presente estudo em 2 bactérias endofiticas isoladas de folhas de Ficus
minahassae, sendo o isolado Gram-positivo identificado como uma Actinobacteria e o

Gram-negativo com uma Proteobacteria.
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Em contrapartida, em um estudo acerca do isolamento de bactérias endofiticas
de plantas de cebolas, desenvolvido por Murtado e colaboradores (2020), foram
encontradas apenas cepas Gram-negativas entre os microrganismos isolados.

Resultados parcialmente semelhantes ao desse estudo foram encontrados em
um trabalho de isolamento de bactérias endofiticas em plantacdes de banana. A partir
do método de Gram, foram visualizadas morfologias de bacilos e cocos. Quanto a

coloragdo, a maioria deles foi considerada como Gram-positivo (ARAUJO, 2020).

3.3 Identificacdo das actinobactérias
3.3.1 Testes bioquimicos

Dos isolados Gram-positivos, fenétipo do grupo das actinobactérias, foram
observadas as seguintes caracteristicas bioquimicas, descritas na tabela 3.3. Destas, o
isolado CP6A01 apresentou resultados distintos as demais cepas, tais como a utilizagao
de citrato como fonte de carbono e fermentacao de glicose, sacarose e lactose. Nao

obstante, foi observado a varia¢do nos diferentes isolados quanto a producdo de CO..

Tabela 3.3 Provas bioquimicas realizadas nas cepas Gram-positivas

Cepa Catalase Citrato Fenilalanina Fermentagao CO: H2S
CP1BO1 Positivo Negativo Negativo Glicose Positivo Negativo
CP1A02 Positivo Negativo Negativo Glicose Positivo Negativo
CP3A01 Positivo Negativo Negativo Glicose Negativo Negativo
CP3A02 Positivo Negativo Negativo Glicose Negativo Negativo
CP6A01 Positivo Positivo Negativo Glic. /Sac./Lac. Positivo Negativo

Da mesma forma, foram realizadas provas bioquimicas com as cepas Gram-
negativas, as quais estdo detalhadas no anexo A. Porém, com as caracteristicas
anteriormente descritas dos diferentes isolados ndo foi possivel a realizacdo da
identificacdo deles como actinobactérias.

Nesse estudo, todos os isolados Gram-positivos apresentaram catalase positivo,
fenilalanina negativo e H,S ndo produzido. Analises similares a esta foram encontrados
por Krishnamurthi e colaboradores (2012), os quais isolaram uma cepa de

actinobactéria do solo de superficie.
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As variagOes dos resultados deste estudo quanto a caracterizagao bioquimica
concentraram-se na capacidade de utilizar citrato como Unica fonte de carbono,
fermenta¢do de carboidratos e produgdo de CO,. Godinho e Bhosle (2013), em seu
trabalho com uma actinobactéria de rizosfera, encontraram caracteristicas como
citrato positivo e fermentacado de glicose, sendo este perfil identificado na cepa isolada
CP6AO01.

No estudo de Betancur e colaboradores (2017), desenvolvido com
actinobactérias marinhas, o perfil bioquimico da maioria das cepas apresentaram:
presenca da enzima catalase, auséncia da producdo de H,S e fermentacao de glicose.

Esses reportes assemelham-se com os achados desse trabalho.

3.4 Caracterizagdao molecular

Apds a extracdo, foi observado que a concentracdao de DNA variou entre 19,7 a
127,1 ng/ul e o grau de pureza entre 1,56 a 1,84. Foi amplificado o segmento 16S rRNA
obtendo-se um produto de até 1500 pb (Figura 3.3).

Figura 3.3 Marcador de peso molecular e fragmentos de DNA amplificados separados por eletroforese

em gel de agarose, mostrando a obtengdo de produtos de até 1500 pb (Prdprio autor).

A analise de sequenciamento do marcador 16S rRNA dos diferentes isolados
apresentaram 99% de similaridade com os seguintes géneros: Microbacterium (3
cepas), Curtobacterium (1 cepa), Pseudomonas (2 cepas), Ralstonia (1 cepa),

Methylobacterium (3 cepas) e Bacillus (1 cepa) (Figura 3.3).
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Figura 3.4 Arvore filogenética das sequéncias de 165 rRNA de todos os isolados e da base de dados do

NCBI. Na marcacdo em cor verde esta agrupado o filo das actinobactérias. A andlise filogenética foi

realizada a partir do método Maximum Likelihood utilizando o software MEGA versdo 11 com o modelo

de substituicdo de Tamura 3. O numero de nds indica o nivel de suporte de bootstrap (%) baseado em

1000 réplicas do banco de dados (Préprio autor).
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Os géneros Microbacterium e Curtobacterium agrupam-se no filo das
actinobactérias (ingroup) (Figura 3.5). Os demais isolados correspondem a bactérias

ndo pertencentes ao grupo em estudo (outgroup).
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Figura 3.5 Arvore filogenética das sequéncias de 16S rRNA dos isolados caracterizados como

actinobactérias e uma cepa ndo pertencente a esse grupo. Na marcacdo em cor verde estd agrupado o
filo das actinobactérias (ingroup) e na marcagdo em vermelho esta destacado um representante fora do
grupo das actinobactérias (outgroup). A anélise filogenética foi realizada a partir do método Neighbor-
Joining utilizando o software MEGA vers3ao 11 com o modelo de substituicdo de Kimura 2. O nimero de
nés indica o nivel de suporte de bootstrap (%) baseado em 1000 réplicas do banco de dados (Préprio

autor).

O 16S rRNA é o marcador molecular simples mais utilizado para a classificacao
de procariontes, entretanto, o sequenciamento desta molécula ndo pode diferenciar
de forma confidvel algumas espécies bacterianas que estdo estreitamente

relacionadas. Entdo, é necessario a combinacdo de outros genes essenciais para essas



41

diferenciacdes (VERA LOOR et al.,, 2021). Como foi observado neste trabalho as
diferentes cepas isoladas foram classificadas ao nivel de género.

Apesar de que a recuperacao de bactérias endofiticas é maior nas raizes do que
em caules e folhas, no presente estudo foram identificados diferentes géneros
bacterianos que foram reportadas em outros trabalhos, tais como Arthrobacter,
Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Curtobacterium, Microbacterium, Pseudomonas e
Pantoea (SIPRIYAD et al., 2022; HOU et al., 2013; GODINHO; BHOSLE, 2013; OUYANG
et al.,, 2023).

Andlises filogenéticas agruparam a maioria das actinobacterias em clados
distintos de géneros conhecidos dentro de Micromonosporaceae, assim como foi
reportado por Janso e Carter (2010). Os isolados foram bactérias Gram-positivo, ndo
formadoras de esporos e pertencentes aos géneros Curtobacterium e Microbacterium.
Este apresentou col6nias amarelo palido, lisas, convexas e redondas com margens
inteiras, assim como foi descrito em trabalhos anteriores (AIZAWA, et al.,, 2007;
GODINHO; BHOSLE, 2013). Quanto a processos metabdlicos, elas apresentam
caracteristicas de solubilidade em KOH a 3 % e catalase positiva (UESUGI; FREITAS;
MENEZES, 2003), sendo estas caracteristicas identificadas nas cepas isoladas.

Por outro lado, alguns dos demais géneros isolados sdo microrganismos
patogénicos e outros estdo em simbiose com a planta hospedeira, desenvolvendo
funcdes de biocontrole, como no caso de Pseudomonas, Bacillus, Curtobacterium
(MEDISON et al.,, 2022). O género Bacillus, por exemplo, apresenta atividade
antifingica para o patégeno P. palmivora que afeta os plantios de cacau (ZUBIR et al.,
2019).

Ademias, foram identificadas neste trabalho o género Methylobacterium, que é
composto principalmente por bactérias metilotroficas facultativas de pigmentacao
rosa e é usualmente um importante endoéfito na cana-de-aglcar. Esse género
desempenha um papel importante no crescimento e rendimento de culturas, pois sao
responsaveis pelo aumento da germinacao de sementes, area foliar, altura da planta e
numero de internddios (ZHANG et al., 2021).

Um outro achado deste estudo foi o isolamento de género Ralstonia que, além

de produzir biomoléculas de interesse, é amplamente utilizado no processo de
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biorremediacdo, assim como o género Microbacterium (CRUZ-HERNANDEZ et al.,
2020).

Em um trabalho desenvolvido por Wang e colaboradores (2022), as bactérias
endofiticas isoladas de Dendrobium (orquideas) foram classificadas em 3 filos
diferentes (Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria). Na diversidade de géneros
foram identificados Bacillus, Curtobacterium, Microbacterium, Pseudomonas,
Kosakonia, Paracoccus e Staphylococcus; alguns dos achados do presente estudo.

Os microrganismos endofiticos apresentam amplo potencial biotecnolégico,
principalmente na produgdo de biomoléculas com diversas aplicabilidades. Sobretudo,
as actinobactérias destacam-se na producdo de metabdtitos secunddrios com
capacidade antimicrobiana e, por isso, sdo buscadas nos mais variados nichos

ecologicos (SELIM; ABDELHAMID; MOHAMED, 2021).

3.5 Cinética de crescimento

No presente estudo, foi escolhido aleatoriamente um representante de cada
género isolado pertencente ao filo das actinobactérias. Tal escolha visou a realizacdo e
anadlise da cinética de crescimento bacteriano. Esta metodologia foi empregada a fim
de visualizar a fase estacionaria de crescimento ou fase plat6, onde ocorre a producao
dos metabdlitos secundarios que podem desempenhar atividade antimicrobiana
(KUMAR et al., 2021).

A figura 3.6 representa a cinética de crescimento da cepa CP3A01,
caracterizada como Curtobacterium. O ponto 0 indica o momento em que foi realizado
o indculo no meio de cultura. E possivel verificar que a fase de laténcia, onde ocorre a
adaptacdao dos microrganismos a um novo meio e ndao ha crescimento significativo
(LIMA, 2016), ocorreu até a 102 hora. A partir das 10 horas o referido isolado ingressou
na fase exponencial ou de aumento logaritmico de crescimento. Essa fase possuiu
aproximadamente 5 horas de duracdo, sendo finalizada em torno das 16 horas, com o
tempo de duplicacdo de 0,90 hora. Ja a fase estaciondria é iniciada logo em seguida,

entre a 162 e 172 hora.
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Figura 3.6 Cinética de crescimento da cepa CP3A01 (Curtobacterium) (Préprio autor).

Analises referente a cinética de crescimento de Curtobacterium mostraram que
a fase estaciondria encontra-se a partir das 16 horas, assim como foi reportado por
Almajali e colaboradores (2021). Em contrapartida, Khaled e colaboradores (2022)
encontraram como ponto inicial da fase exponencial de Curtobacterium flaccumfaciens
as 20 horas apés a inoculagao.

No trabalho de Mistry, Patel e Bhavshar (2009), realizado com Curtobacterium
pusillum, para o estudo da absorcdo de cromo e a relacdo dela com essa espécie, foi
verificado o comec¢o da fase exponencial as 24 horas na analise de crescimento com
auséncia de cromo.

Com base na ilustracdo também foi possivel notar que na fase estacionaria
ocorreu um ponto de inflexdo. Uma hipdtese para este pequeno aumento no nimero
de bacteriano é a ocorréncia de uma relacdo ecolégica de canibalismo, em que para
sobreviver a condi¢des adversas como a falta de nutrientes, um organismo alimenta-se
de outros da mesma espécie. Nesse contexto, as bactérias vivas estdo consumindo as
bactérias mortas e a partir desse substrato elas estdo conseguindo novamente se
recuperar e aumentar seu nimero de UFC (POPP; MASCHER, 2019).

Da mesma forma, a cepa CP3A02 (Microbacterium) foi submetida a andlise da
curva de crescimento (Figura 3.7). Verificou-se que a fase de laténcia obteve uma
durabilidade de 8 horas. J& o inicio da fase exponencial ocorreu as 9 horas, com
duracdo de 5 horas, sendo finalizada por volta das 16 horas, com o tempo de

duplicacdo de 0,78 hora. Ja a fase estacionaria foi alcancada apds as 16 horas.
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Figura 3.7 Cinética de crescimento da cepa CP3A02 (Microbacterium) (Préprio autor).

Existem poucos achados na literatura acerca do comportamento de
crescimento do género Microbacterium (AGHAEI et al., 2020; SOLYANIKOVA et al.,
2015). No entanto, Li e colaboradores elaboraram um estudo com Microbacterium
oxydans a fim de pesquisar a relacdo desta cepa na degradacao de fenol e obtiveram
como resultado o inicio do estagio plat6 as 30 horas.

Ademais, no trabalho de Cregut e colaboradores (2012), realizado com uma
cepa de Microbacterium isolada do solo, encontraram-se semelhantes valores a deste
estudo quanto a observacdo da fase estaciondria desse género.

Em suma, as curvas mensuradas atenderam de forma adequada ao objetivo
deste trabalho, uma vez que demonstraram o inicio da fase platé ou estacionaria e
serviram de subsidio para a realizacdo da avaliagdo do potencial das actinobactérias

isoladas

3.6 Avaliagao do potencial antimicrobiano das actinobactérias

Apds ser encontrado o tempo de producdo dos metabdlitos secunddrios, foi
efetuado a avaliacdo da atividade antimicrobiana das actinobactérias isoladas, onde foi
visualizada a formacdo de halos de inibicdo de todas as cepas (CP1B01, CP1A02,
CP3A01 E CP3A02) no teste com S. aureus (Figura 3.8), podendo ser verificada a
atividade antimicrobiana dessas 4 cepas contra S. aureus. No entanto, nos testes

realizados contra a bactéria E. coli ndo foi observado a formacdo do halo de inibicdo,
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ou seja, as cepas em estudo ndo apresentaram compostos antimicrobianos capazes de

inibir o crescimento dessa bactéria.

Figura 3.8 Formacdo do halo de inibicdo da cepa CP3A01 frente a S. aureus (Prdprio autor).

Foram encontrados valores que variaram de 2,3 cm a 3 cm na medicao dos
didmetros dos halos de inibicdo formado pelas actinobactérias isoladas frente a
bactéria S. aureus (Figura 3.9). Foi verificado uma diferenca significativa (Kruskal-

Wallis; chi?=6,577; p value= 0,02489) entre as cepas com capacidade antimicrobiana.
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Figura 3.9 Medicdo do diametro dos halos de inibi¢do, em centimetros, formado pelas actinobactérias

isoladas frente a S. aureus no teste de difusdo em agar (Préprio autor).
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Um achado semelhante mostrou que uma actinobactéria, isolada de Ficus
minahassae, inibiu o crescimento de S. aureus, mas ndo de E. coli. (TALLEI et al., 2020).
Em um outro estudo de Kumar e Rao (2012), onde foram isoladas 51 actinobactérias
marinhas, apenas uma exibiu atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
sendo este multirresistente.

Outrossim, no trabalho de Delbari e colaboradores (2023), 9 cepas de
actinobactérias foram isoladas de plantas medicinais; destas, duas cepas inibiram o
crescimento de E. coli e 4 de S. aureus. Ja Majidzadeh, Heidarieh e Vakili (2021), em
sua pesquisa com 18 actinobactérias obtidas de solo, encontraram 3 isolados com
potencial antimicrobiano contra S. aureus e 3 isolados contra E. coli.

Os resultados deste trabalho evidenciaram que as 4 actinobactérias isoladas
apresentaram potencial antimicrobiano contra Staphylococcus auerus. Tais resultados
possuem grande relevancia, pois, de acordo com a OMS, varias bactérias Gram-
positivo sdo resistentes aos tratamentos atuais e requerem o desenvolvimento de

novos antibidticos para combater a resisténcia (JUBEH et al., 2020).
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Capitulo 4 — Conclusoes

No presente trabalho foi possivel realizar o isolamento de 11 cepas bacterianas
endodfitas coletadas de folhas e fragmentos de caule de cacueiros (Theobroma cacao),
sendo o maior nimero destas procedentes das plantas expostas ao sol.

A caracterizacdo morfolégica, tanto macroscépica como microscépica, dos
isolados foi variada e a andlise das caracteristicas bioquimicas nao foi suficiente para a
identificacdo de actinobactérias.

No caso da andlise de sequenciamento com o marcador 16S rRNA, foi possivel
identificar todas as cepas a nivel de género. Destas, 4 foram identificadas como
actinobactérias, sendo 3 pertencentes ao género Microbacterium e uma ao
Curtobacterium. Os outros isolados foram caracterizados como Pseudomanas, Bacillus,
Ralstonia e Methilobacterium.

As 4 cepas do filo Actinobacteria foram submetidas ao teste de avaliacdo da
atividade antimicrobiana. Todas elas inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus,
demonstrando serem eficazes contra essa bactéria Gram-Positiva. Contudo, elas ndo
apresentaram atividade contra Escherichia coli.

As perspectivas desse estudo estdo centradas em, futuramente, extrair e
caracterizar quimicamente os metabdlitos secundarios, além de poder estudar os

genes de resisténcia presentes nessas cepas.
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Tabela 3.4 Provas bioquimicas realizadas nas cepas gram-negativo

Cepa Catalase Citrato Fenilalanina Fermentagao Cco: H2S
CP1A03 Negativo Positivo Negativo Glicose Positivo Negativo
CP1A04 Positivo Positivo Negativo Glicose Positivo Negativo
CP2A01 Positivo Negativo Negativo Glicose Positivo Negativo
CP3A04 Positivo Negativo Negativo Glicose Positivo Negativo
CP3A05 Positivo Positivo Negativo Auséncia Positivo Negativo
CP5A01 Positivo Negativo Negativo Glicose Negativo Negativo
CP6A02 Positivo Negativo Negativo Auséncia Positivo Negativo




