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RESUMO

Microrganismos endofiticos vivem em associacdo simbiotica com plantas e
habitam nichos biolédgicos Unicos, além de serem potenciais produtores de substancias
naturais bioativas com estrutura quimica e atividade bioldgica diversas. Este trabalho
objetivou isolar e caracterizar microrganismos endofiticos a partir de Miconia albicans do
Cerrado de S&o Carlos — SP. Amostras foram caracterizadas fenotipicamente a partir de
tipicidade de morfologia colonial e determinagbes macroscopicas, fisiolégicas, bioquimicas e
morfo-tintoriais e genotipicamente através de analises de RNAr 16S. Foi avaliado o potencial
antagbnico dos isolados contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, Serratia marcensis IAL 1475, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Shigella sonnei
ATCC 10231 e Candida albicans ATCC 10231. Duas amostras (1 e 3) apresentaram
bioatividade contra E. faecalis, com halos de inibicdo de 1,30 e 1,90 cm de didmetro,
respectivamente. Uma Unica amostra (2) apresentou atividade contra S. marcensis (3,60
cm), ndo apresentando bioatividade contra os demais microrganismos testados. Em uma
amostra (4) observou-se atividade contra quatro dos seis microrganismos testados: E.
faecalis (3,15 cm) , S. aureus (3,50 cm), C. albicans (3,35 cm) e S. sonnei (3,20 cm).
Em outra amostra (6) detectou-se bioatividade contra E. faecalis e S. aureus, com halos
de inibicdo de 1,80 e 1,50 cm, respectivamente. Uma das amostras (8) apresentou
bioatividade contra o maior nimero de microrganismos indicadores, com halos
inibitdrios de 2,60 cm contra E. faecalis, 1,50 cm contra S. aureus, 2,40 cm contra C.
albicans, 2,10 cm contra E. coli e 2,50 cm contra S. sonnei. Em duas amostras (5 e 7)
ndo foi evidenciada habilidade bioativa contra os microrganismos indicadores testados.
Analises fenotipicas dos 8 microrganismos endofiticos isolados permitiram classificar 50%
destes (amostras 4, 6, 7 e 8) no grupo Actinomyces e os outros foram classificados no género
Streptomyces (amostras 1, 2, 3 e 5). Na analise genotipica dois dos isolados apresentando
bioatividade foram caracterizados como Nocardiopsis dassonvillei (amostra 3) e Amycolatopsis
orientalis (amostra 8), relatando pela primeira vez sua associacdo endofitica com partes aéreas

de Miconia albicans do Cerrado de Sdo Carlos, SP.

Palavras-chave: microrganismos endofiticos, Miconia albicans, Cerrado, bioatividade.



ABSTRACT

Endophytic microorganisms lives in symbiotic association with plants and in one
unique biological niche, and they are potential producers of natural bioactive substances
with different chemical structure and biological activity. This study aimed to isolate and
characterize endophytic microorganisms from Miconia albicans from Cerrado of S&o
Carlos - SP. Samples were characterized phenotypically from typical features of colony
morphology and macroscopic measurements, physiological, biochemical and morpho-
dyeing and genotypically by 16S rRNA analysis. We evaluated the antagonistic
potential of the isolates against Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Serratia marcensis IAL 1475, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Shigella sonnei ATCC 10231 and Candida albicans ATCC 10231. Two samples (1 and
3) showed bioactivity against E. faecalis, with inhibition halos of 1.30 and 1.90 cm in
diameter, respectively. A single sample (2) showed activity against S. marcensis (3.60
cm) with no significant bioactivity against the other microorganisms tested. In one
sample (4) showed activity against four of the six microorganisms tested: E. faecalis
(3,15 cm), S. aureus (3,50 cm), C. albicans (3,35 cm) e S. sonnei (3,20 cm). In another
sample (6) was detected bioactivity against E. faecalis and S. aureus, with inhibition
zones of 1.80 and 1.50 cm, respectively. One of the samples (8) showed bioactivity
against the greatest number of indicator microorganisms with inhibitory halos of 2.60
cm against E. faecalis, 1.50 cm against S. aureus, 2.40 cm against C. albicans, 2.10 cm
against E. coli and 2.50 cm against S. sonnei. In two samples (5 and 7) there was no
evidence the bioactive ability against indicator microorganisms tested. Phenotypic
analysis of 8 endophytic microorganisms isolated allowed us to classify 50% of these
(samples 4, 6, 7 and 8) in the Actinomyces group and the others were classified in the
genus Streptomyces (samples 1, 2, 3 and 5). In the genotypic analysis of two isolates
with bioactivity were identified as Nocardiopsis Dassonville (sample 3) and
Amycolatopsis orientalis (sample 8), reporting for the first time his association with

endophytic aerial parts of Miconia albicans from Cerrado of S&o Carlos, SP.

Key-words: endophytic microorganisms, Miconia albicans, Cerrado, bioactivity.



1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a freqiiéncia da resisténcia microbiana em associagdo com
sérias doencas infecciosas tem aumentado progressivamente (Jones, 2001). Essa
resisténcia desenvolvida por muitos microrganismos tanto contra antibidticos de uso
convencional como contra antibidticos de tltima geracdo tem causado graves problemas
de satde publica e aumento nos custos do sistema de satde (Austin, 1999), deixando
visivel a necessidade de busca de novos compostos bioativos que proporcionem
melhora na qualidade de vida da populagao.

O uso continuo e nao controlado de antibidticos favorece a disseminagdo da
resisténcia de bactérias, ¢ este fendmeno tem se tornado uma ameaca aos tratamentos de
doengas infecciosas, com casos de patdgenos resistentes a quase todos os
antibacterianos existentes no mercado (Viksveen, 2003).

A resisténcia microbiana ¢ particularmente mais preocupante em paises em
desenvolvimento, onde as doengas infecciosas sdo mais constantes € a prevencao exige
o uso de agentes que maximizam custos (Sousa, 2008; Barbosa, 2009).

Staphylococcus aureus ¢ um importante exemplo de microrganismo resistente,
associado a altas taxas de mortalidade (Farias et al., 1997). De acordo com Tavares
(2000), no Brasil mais de 80% de S. aureus isolados de pacientes hospitalizados e cerca
de 70% de pacientes domiciliares apresentaram resisténcia a penicilina, ampicilina e
amoxicilina.

A selecdo de microrganismos patogénicos resistentes a compostos
antimicrobianos quimicos tem tornado o uso de antimicrobianos de origem natural uma
alternativa eficaz e econdmica (Crisan et al., 1995).

Essa selecao de bactérias resistentes, devido ao uso inapropriado de antibidticos

pela populagdo, enfatiza a necessidade de exploragdo de nichos que alberguem



microrganismos produtores de novos metabdlitos secundarios bioativos. Sendo assim, o
desenvolvimento de pesquisas envolvendo a producdo desses novos compostos
provenientes de microrganismos produtores de moléculas bioativas ¢ iminente.

As tecnologias para a busca de novos antibidticos melhoraram drasticamente
durante a década passada, juntamente com a apreciagdo de uma riquissima fonte de
biodiversidade no mundo — particularmente a bacteriana — enfatizando a necessidade da
descoberta de antibioticos oriundos de fontes naturais.

O Brasil ¢ um pais que apresenta uma biodiversidade imensa. Nele encontramos
aproximadamente 20% do nimero total de espécies do planeta. A variedade de biomas
reflete a riqueza da flora e fauna brasileiras, tornando-as as mais diversas do mundo.
Assim, o pais possui um grande potencial de desenvolvimento de produtos
biotecnoldgicos e a ampliacdo de conhecimentos e incremento da capacidade de
produgdo industrial nacional de produtos naturais ¢ evidente.

Atualmente os maiores produtores de substancias com utilizagdo em industrias
farmacéuticas, agroquimicas, entre outras, a partir de fontes naturais, sdo os paises
desenvolvidos mesmo ndo apresentando uma significativa biodiversidade (Pinto et al.,
2002).

Um dos biomas com uma grande riqueza de espécies ¢ o Cerrado diferindo de
outros biomas devido a elevada diversidade de espécies vegetais (Damascos et al.,
2005). O Cerrado ocupa aproximadamente dois milhdes de quildometros quadrados do
territorio brasileiro e corresponde a 23% do pais (Dias, 1992), perdendo apenas para a
Amazoénia (Klink & Machado, 2005).

Essa ¢ uma regido de clima estacional onde um periodo chuvoso (outubro a

margo) ¢ alternado por um periodo seco (abril a setembro). A precipitagdo média anual



¢ de 1.500 mm, além de ser caracterizada por temperaturas amenas ao longo do ano,
entre 22 ¢ 27 °C em média (Klink & Machado, 2005).

Mendonga et al. (1998) relatam que nesse bioma o numero de plantas vasculares
¢ muito grande somando mais de 7000 espécies dentre herbaceas, arbustivas, arboreas e
cipos. Além disso, o endemismo de plantas ¢ extremamente elevado, somando cerca de
44 %, tornando o Cerrado a mais diversificada savana tropical do mundo, gerando uma
grande diversidade de habitats caracteristicos e alternidncia de espécies (Klink &
Machado, 2005).

De acordo com Ratter et al. (1997), o nimero de espécies congenéricas
crescendo juntas numa pequena area do Cerrado pode ser surpreendentemente alto. Na
reserva ecologica de Brasilia, por exemplo, seis espécies de Miconia e Byrsonima e 5
espécies de Erythroxylume e Kielmeyera, podem ser encontradas.

Apesar da biodiversidade desse bioma, seu potencial ainda ¢ pouco explorado,
embora haja crescentes interesses no seu estudo.

Miconia albicans, popularmente conhecida como “quaresmeira-branca” ¢ uma
espécie abundante e nativa do Cerrado com potencial bioativo. Em literatura consultada
ndo sdo descritas relagdes desta planta com microrganismos endofiticos. Trabalhos
descrevendo a atividade do extrato da planta podem ser encontrados, como o de
Rodrigues et al. (2008), que demonstraram atividade antimicrobiana de extratos
metanolicos e cloroformicos das folhas de Miconia spp.

De acordo com Damascos et al. (2005), esta espécie cresce em areas ensolaradas
como arbustos ou pequenas arvores alcancando aproximadamente 3,0 metros. A
inser¢cdo de suas folhas ocorre de forma oposta e através de inser¢des em cruz e
apresenta textura frontal coridcea. Suas folhagens sdo permanentes durante o ano

inteiro. Produz flores, galhos e folhas regularmente.



Estudos conduzidos por Vasconcelos et al., (2003), sugerem a propriedade
analgésica em extrato cru da planta. Estes mesmos autores verificaram que M. albicans
apresentou caracteristicas anti-inflamatdrias satisfatorias em seus testes. A auséncia de
herbivoros nessa espécie vegetal pode indicar um mecanismo quimico de defesa anti-
herbivoro eficiente (Damascos et al., 2005).

O uso de substancias bioativas obtidas de plantas ¢ uma das praticas mais antigas
e universais praticadas pelo homem. Muitos medicamentos usados pela populacdo tém
suas origens em plantas medicinais, cujos principios ativos sdo amplamente utilizados
pela industria farmacéutica, tais como: aspirina, efedrina, atropina, policarpina, dentre
outros (Botsaris, 1998). No Brasil, o uso de plantas ¢ bastante difundido na populacgao,
até pelo fato de, muitas vezes, ser o Unico recurso terapéutico em algumas comunidades
(Maciel et al., 2002).

Como podemos observar, essas plantas tém um grande valor econdmico
agregado, ndo s6 pela sua aplicagdio em industrias farmacéuticas, mas também,
industrias alimenticias, agroquimicas, cosméticas, dentre outras (Phillipson, 1998).

No entanto, novos estudos (Piza et al., 2008) tém relatado que muitas
substancias obtidas a partir de plantas tém sua origem no metabolismo de
microrganismos que habitam o seu interior, conhecidos como endofiticos. Esses
microrganismos vivem em associa¢ao intima com as plantas, sem causar aparentemente
nenhum dano aos seus hospedeiros (Hallmann et al., 1997; Petrini, 1991) ou
desenvolvendo com eles uma relacdo simbiodtica (Owen & Hundley, 2004). Porém,
Stone (1986) afirma a possibilidade de ocorréncia de microrganismos oportunistas, ou
seja, aqueles que se tornam patogénicos se o organismo estiver debilitado.

Embora tenham sido descritos no inicio do século XIX, foi nos tltimos 20 anos

que os microrganismos endofiticos vém sendo mais estudados, quando seus efeitos



benéficos sobre plantas, através de interagcdes simbidticas com o hospedeiro, foram
reconhecidos pelo uso de técnicas biotecnologicas que t€m apresentado um rapido
desenvolvimento (Azevedo, 1999).

Uma das vantagens na utilizagdo de microrganismos endofiticos esta associada a
sua capacidade metabolica de produzir uma grande diversidade de micromoléculas
bioativas (Schutz, 2001), potencialmente tteis na produg¢do de metabdlitos de interesse
biotecnoldgico, sendo utilizadas em industrias farmacéuticas e alimenticias, no controle
de pragas e fitopatdogenos, na promog¢ao de crescimento vegetal e produgdo de produtos
biologicos (Cerigioli, 2005).

Fungos e bactérias sdo os microrganismos endofiticos mais conhecidos e com
maior producdo de substincias bioativas (Dreyfus ,1994; Strobel, 2003). De acordo com
Cao et al. (2003), essas substancias, também conhecidas como metabolitos secundarios,
conduzem um aumento na resisténcia das plantas contra stress, infeccdes patogénicas,
influenciando assim em seu desenvolvimento.

Clay (1992) disserta que endofiticos sdo importantes componentes da
biodiversidade microbiana, uma vez que um niimero muito grande de espécies pode ser
encontrado em uma Unica planta. Estes microrganismos geralmente colonizam espagos
inter-celulares, porém, vém sendo isolados de todos os compartimentos da planta,
incluindo as sementes (Posada & Vega, 2005).

Os endofitos em geral, sdo de facil cultivo, sendo necessario primeiramente a
desinfec¢@o da superficie das plantas para que haja a elimina¢do dos microrganismos
epifiticos, isto €, que vivem na superficie dos tecidos e orgdos vegetais (Petrini &
Muller, 1986). Esses endofiticos podem ser isolados a partir da maceragdo ou extracdo a

partir de tecidos internos (Miche & Balandreau, 2001).



Em quase todas as espécies de plantas vasculares estudadas até agora foram
encontradas bactérias e/ou fungos endofiticos (Sturz, 2000). Além disso, a colonizagdo
de endofiticos em algas marinhas (Smith et al., 1989; Stanley, 1992) e musgos (Petrini,
1992; Raviraja et al., 1996) também foram documentadas, demonstrando a grande
extensao de nichos destes microrganismos.

Além desses, microrganismos provenientes de sedimento marinho também vém
sendo bastante estudados. Neurotoxinas, substancias com atividade anti-cancerigena,
antivirais, anticoagulantes e antitrombdticos sdo algumas das atividades apresentadas
por eles. Seus metabolitos secundarios apresentam caracteristicas quimicas unicas € sem
precedentes em fontes naturais terrestres (Hopwood, 2007).

Recentemente, Hopwood (2007) detectou um novo género de actinomicetos
provenientes de sedimentos marinhos. Esse novo género conhecido como Salinispora
produz componentes com estruturas ndo usuais, como a salinosporina A que apresenta
atividade anticancerigena.

Os actinomicetos sdo bactérias Gram-positivas, que podem desenvolver micélio
superficial e submerso, com formag¢do de hifas de 0,5 a 1,0 um de didmetro. Para os
actinomicetos maiores, as hifas assemelham-se as de fungo em relagdo as suas
caracteristicas e tamanho. Muitos ainda apresentam a formacdo de esporos aéreos,
conidios, dispostos em cadeia ou em esporangio (Strobel, 2003).

Streptomyces pertence a um grande grupo de bactérias filamentosas, que fazem
parte do grupo dos actinomicetos. As espécies de Streptomyces tem um micélio aéreo
bem desenvolvido, ndo fragmentado produzem cadeias de esporos por segmentagdo de
hifas e sdo aerobios estritos. Seu habitat ¢ o solo e produzem odor de terra
caracteristico. Algumas espécies (Streptomyces somalienses) podem produzir doengas

no homem, no entanto a maior parte das espécies produz antibidticos. Os organismos



sdo Gram-positivos ¢ filamentosos. Suas colonias sdo macias, mas se tornam
pulverulentas ou algodonosas a medida que o micélio aéreo e os esporos se
desenvolvem. As coldnias tém crescimento lento, necessitando em torno de sete a dez
dias para desenvolver suas hifas aéreas (Hopwood, 2007).

Esse grupo de bactérias representa uma grande parte de microrganismos
oriundos do solo, embora também possam ser encontrados naturalmente em outros
nichos, inclusive em interagdes com plantas, demonstrando sua prote¢do contra
patogenos e a influéncia da produgdo de seus produtos metabdlicos no desenvolvimento
das mesmas (Sardi et al., 1992).

A maioria de espécies produtoras de antibidticos atualmente faz parte do grupo
dos actinomicetos e em particular o género Streptomyces ¢ o que apresenta maior
interesse comercial, uma vez que, mais de 80% dos antibioticos produzidos
industrialmente sdo processados por espécies desse género (Challis & Hopwood, 2003).

Gurney and Mantley apud Zhang et al. (2006) realizaram a identificagdo da
substancia 1-N-methylalbonoursina, produzida por Streptomyces spp. isolado de
sementes de centeio. Esta descoberta despertou na comunidade cientifica um grande
interesse pelos actinomicetos endofiticos. Desde entdo as pesquisas vém enfocando a
identificagcdo das moléculas bioativas produzidas por estes microrganismos.

Castillo et al. (2002), por exemplo, isolaram Streptomyces spp. de Kennedia
nigriscans, planta medicinal nativa do norte da Australia, produtor de mununbicina E4 e
ES5, um antibiotico de amplo espectro contra patdogenos humanos e de plantas.

Outro exemplo ¢ o de Lin et al. (2005) que isolaram Streptomyces spp.

endofitico de Aegiceras comiculatum produtor de 4 novos derivados do ciclopentanos.



Além desses, no trabalho realizado por Strobel (2007) ficou constatada a
atividade antifungica de trés Streptomyces endofiticos isoladas das plantas medicinais
Thottea grandiflora, Polyalthia spp. ¢ Mapania spp.

Uma das vantagens na utilizagcdo de microrganismos endofiticos estd associada a
sua capacidade metabolica de produzir uma grande quantidade de moléculas bioativas,
potencialmente uteis na produg¢do de metabdlitos de interesse biotecnoldgico. A
descoberta e isolamento desses microrganismos endofiticos associados a plantas do

Cerrado de Sao Carlos ¢ importante ¢ justifica a realizagdo desse trabalho.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Realizar o isolamento de actinomicetos endofiticos a partir da planta Miconia
albicans, da regido do Cerrado (Sao Carlos, SP) ¢ avaliar o potencial de produgdo de

substancias bioativas pelos isolados.

2.2. Objetivos Especificos

e Isolar microrganismos endofiticos a partir da planta Miconia albicans,
nativa do Cerrado da regido de Sao Carlos, SP;

e (aracterizar fenotipicamente os isolados enfatizando caracteristicas de
morfologia colonial e determinando caracteristicas macroscopicas,
fisiologicas, bioquimicas e morfo-tintoriais;

e Realizar a triagem dos actinomicetos isolados considerando suas
caracteristicas fenotipicas;

e Realizar a identifica¢do genotipica por analise de RNAr 16S;

e Avaliar o potencial antagénico dos isolados contra Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Serratia marcensis
IAL 1475, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Shigella sonnei ATCC

10231 e Candida albicans ATCC 10231.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sitio de coleta

As coletas foram realizadas sob condigdes naturais em uma reserva de vegetacao
do Cerrado na Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, Brasil (21°58' S, 47°52'
W) situada a 850 m acima do nivel do mar. O clima regional € tropical com um periodo
seco durante o inverno e parte da primavera seguida de um periodo imido durante o

verdo e a parte do outono.

3.2. Material vegetal

As plantas foram selecionadas em seu habitat natural utilizando-se como base
sua importancia farmacéutica ou natureza perenial, além da habilidade potencial de
suportar ecossistemas bacterianos estaveis. Foram coletados folhas ¢ galhos de Miconia
albicans (Quaresmeira Branca), espécie tipica do Cerrado da regido de Sao Carlos, Sao
Paulo. Este vegetal cresce em areas ensolaradas como arbustos ou pequenas arvores
alcancando cerca de 3,0 metros de altura. A insercdo das folhas, cuja textura frontal ¢
coriacea, ocorre de forma oposta e formando inser¢cdes em cruz. M. albicans apresenta
folhagem perene durante todo o ano, produzindo botdes florais, novos galhos, brotos e
folhas regularmente. Microrganismos endofiticos, potencialmente produtores de
substancias bioativas, foram isolados a partir do consorcio desenvolvido com esta planta
selecionada. Amostras de partes das plantas coletadas (caule e folhas) com
aproximadamente 25 g foram acondicionadas em sacos plasticos esterilizados e
transportadas até ao laboratorio para a realizagdo dos procedimentos analiticos de

isolamento e identificagdo de microrganismos endofiticos.
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3.3. Isolamento dos microrganismos endofiticos

Os caules e folhas coletadas foram submetidos a lavagem superficial em agua
corrente para remogao de substancias aderidas a superficie.

Para a desinfec¢do e eliminacdo da populagdo epifitica, foram utilizadas
imersdes sucessivas em alcool 70% (3 min), solucdo de hipoclorito de sédio 3% (10
min), alcool 70% (1 min) e enxagiies em dgua destilada esterilizada (3 vezes) (Aratjo et
al., 2002).

Posteriormente, 25 g das amostras foram trituradas em 225 mL de solu¢ao salina
(0,85% m/v) e filtradas. Foram realizadas diluicdes decimais seriadas (107 & 10°) e
aliquotas de 200 pl foram semeadas em triplicata em placas de Petri contendo os meios
ISP2A (4gar extrato de malte e levedura adicionado de amido 10%) e YE (4gar extrato
de levedura) (Shirling & Gottlieb, 1966).

As purificagdes das coldnias isoladas dos tecidos vegetais foram realizadas por
esgotamento utilizando-se al¢as de niquel cromo em ISP2A e YE e os microrganismos
foram agrupados de acordo com caracteristicas fenotipicas de actinomicetos: coldnias
pequenas (I a 10 mm de didmetro), inicialmente com aparéncia macia e sem brilho,
passando a apresentar depois do desenvolvimento do micélio aéreo, um aspecto
granulado e forte adesdo ao meio de cultura. Coldnias que apresentaram estas
caracteristicas foram consideradas tipicas e utilizadas nos bioensaios.

Posteriormente, realizaram-se caracterizagdes fenotipicas microbianas ao nivel
de género. Foram consideradas colonias tipicas de Streptomyces spp. as que
apresentaram coloracdo branco-acinzentada, ou coloridas, sem brilho, com aparéncia
pulverulenta ou cotonosa com adesdo colonial penetrando fortemente no agar (Strobel,

2003) e odor caracteristico de “terra molhada”, sugerindo a producdo de geosmina.
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(Jiang & Cane, 2008). Colonias identificadas apresentando estas caracteristicas foram

selecionadas para realizagdo de testes de bioatividade.

3.4. Caracterizacao fenotipica

As cepas isoladas foram identificadas de acordo com critérios morfologicos,
incluindo caracteristicas coloniais, morfologia do micélio aéreo, coloragdo de esporos e
produgdo de pigmentos (Goodfellow & Cross, 1984). As cepas pertencentes ao grupo de
actinomicetos foram agrupadas distintamente de acordo com a morfologia colonial total
e culturas representativas foram preservadas.

Na caracterizacdo de Streptomyces spp. foram analisadas as seguintes
caracteristicas: 1) macroscopicas; ii) fisiologicas; iii) caracteristicas bioquimicas e iv)

morfologicas-tintoriais (Hasegawa, 1983; Fisher et al., 2003).

3.4.1. Caracteristicas macroscopicas

Foram observados apds 15 dias de incubag@o a 28° C em placas contendo os

meios ISP2A e YE o tamanho, aspecto das bordas, aspecto e coloragdo frontal e do

verso das colonias, consisténcia, além de sua capacidade de adesdo ao substrato.

3.4.2. Caracteristicas fisioldgicas

Para a andlise de formagao de pigmentos os microrganismos foram observados

em meio liquido utilizando-se o caldo YE (Shirling & Gottlieb, 1966). De acordo com

Goodefellow & Willians (1983), muitas linhagens de actinomicetos, incluindo
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Streptomyces sdo capazes de degradar polissacarideos complexos como amido, pectina
e quitina, por produzirem a enzima amilase. Na assimilagdo de fontes de carbono foi
utilizado o meio ISP2A. A utilizagdo do amido como fonte de carbono pode ser
observada quando houve degradagdo deste carboidrato, resultando em formagao de halo.
Como controle negativo foi utilizado o meio ISP2 (sem o amido) sendo que a ndo

formagao do halo demonstra que o amido foi degradado no meio ISP2A.

3.4.3. Caracteristicas bioquimicas

Na analise das caracteristicas bioquimicas, o odor de “terra molhada” produzido
por algumas espécies de microrganismos foi avaliado. Esse odor sugere a producdo de
geosmina, composto produzido por alguns grupos de microrganismos incluindo a
maioria dos Streptomyces, algumas espécies de cianobactérias e alguns fungos (Jiang &
Cane, 2008).

Outra analise bioquimica realizada foi a verificagdo da produgdo de catalase. A
partir de culturas do microrganismo em meio liquido TSB (caldo triptona-soja) com 15
dias de incubagdo (28°C) foi transferida uma aliquota do crescimento microbiano,
utilizando-se uma espatula de madeira, para uma lamina de vidro. Duas gotas de
solugdo de peroxido de hidrogénio (10% v/v) foram adicionadas a aliquota microbiana e
observada a rea¢do. O desprendimento de bolhas de gés demonstrava a presenca da
enzima catalase produzida pelo microrganismo. A cepa de S. aureus ATCC 29213 foi
utilizada como controle positivo.

Alguns membros dos Actinomicetos como o Streptomyces coelicolor, espécie mais
estudada, produz trés catalases distintas (Hahn, et al., 2000) para proteger-se do stress

osmotico e oxidativo, e permitir crescimento e diferenciacdo apropriados. A catalase
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mais importante (cat A) ¢ induzida pelo peroxido de hidrogénio, e é requerida para

eficiente crescimento aerobico.

3.4.4. Caracteristicas morfo-tintoriais

Para a analise morfoldgica-tintorial foi realizado o exame microscopico dos
esporos, coloracdo de Gram e coloracdo de Ziehl Neelsen (dlcool-acido resistente).
Actinomicetos e Streptomyces sdo Gram +, ndo alcool-acido resistentes e a maioria

apresentam esporos.

3.5. Caracterizagdo do potencial antagonista microbiano (teste da

sobrecamada)

Para a deteccao de metabolitos secundarios apresentando bioatividade contra
importantes patdgenos, o teste da sobrecamada foi realizado.

Coldnias de microrganismos endofiticos selecionadas foram diluidas em solugao
salina (0,85% m/v) e aliquotas de 20uL. foram depositadas em placas de Petri contendo
os meios ISP2A e YE e incubadas (28°C/4 dias). As colonias foram tratadas com
cloroférmio (20 min) para inativacdo microbiana e as placas foram mantidas semi-
abertas durante 30 minutos para a evaporacao dos vapores da substancia.
Microrganismos Gram-positivos (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus
faecalis ATCC 29212), Gram-negativos (Escherichia coli ATCC 25922, Serratia
marcensis TAL 1475 e Shigella sonnei ATCC 1578) e um fungo leveduriforme
(Candida albicans ATCC 10231), foram usados como indicadores e utilizados no teste

de antibiose (Moura & Romeiro, 1999). Estes microrganismos foram selecionados pela
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importancia em Saude Publica, uma vez que sdo relacionados com surtos de infec¢des
hospitalares ¢ alimentares, além de serem implicados em outras doengas. Para tal, as
cepas que eram mantidas em bacterioteca a - 20°C foram reativadas em um tubo
contendo caldo BHI (caldo infusdo cérebro-coragdo). Apos incubagdo (24 h / 37°C),
200 pL das culturas previamente reativadas foram transferidas a um tubo contendo 10
mL de BHI semi-solido. Este foi agitado e a solucdo vertida na superficie de placas
contendo cada um dos microrganismos previamente inativados. As placas foram
incubadas (37 °C por 24—48 h) para verificacdo e mensuracao de halos de inibi¢do (Ratti

et al., 2008).

3.6. Identificacéo genotipica

Os endofiticos selecionados foram identificados pelo método de amplificacdo e
seqiienciamento do RNA ribossomal 16S, na Universidade de Montreal, Canada. A
extracdo de DNA gendmico total dos isolados bacterianos foi realizada utilizando o
mini kit QIAamp DNA (Qiagen). SuL da amostra contendo DNA molde foi adicionada
a 15uL. da mistura reacional (Qiagen Fast Cycling PCR Kit). Os primers usados na
reagdo foram 27F 5 — AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG3’ ¢ 519R 5°’- GWA TTA
CCG CGG CKG CTG-3".

Os produtos amplificados por PCR foram purificados utilizando o kit comercial
QIAquick PCR purification (Qiagen). Ambos os produtos de PCR purificados foram
seqiienciados usando os mesmos primers com métodos de seqilienciamento
padronizados (FMV Sequencing Laboratory, Bigdye terminator version 3.1, sequencer:

ABI1 310; Applied Biosystems, Foster City, California, EUA).
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As seqiiéncias foram comparadas no NCBI GenBank wusando-se como
ferramenta o BLAST (National Center for Biotechnology Information - http:

//blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Aspectos morfoldgicos dos isolados

Apoés analises microbioldgicas, bioquimicas e taxondmicas de microrganismos
endofiticos isolados de folhas e caules de Miconia albicans, 8 linhagens que
apresentaram caracteristicas fenotipicas proprias de actinomicetos foram selecionadas.
Estas propriedades podem ser visualizadas na Tabela 1. Sardi et al. (1992), em trabalho
isolando Streptomyces endofiticos de 28 espécies de plantas do noroeste da Italia,
verificaram caracteristicas culturais e morfologicas (presenga de esporos, micélio aéreo,
coloracdo das colonias e pigmentacdo) dos microrganismos, através de andlises
similares as realizadas no presente trabalho.

Pode-se observar na Tabela 1 que das oito amostras estudadas, seis (75 %)
apresentaram um melhor crescimento no meio YE. As outras duas amostras (25 %)
cresceram melhor em ISP2A. E interessante destacar que estas amostras apresentaram-
se como Actinomicetos. Todas as amostras apresentaram-se como Gram +, ndo alcool-
acido resistentes, catalase + e produtoras de esporos. Estas caracteristicas sdo a base
inicial para caracteriza¢do de organismos como Actinomicetos.

Compostos complexos ndo sdo facilmente degradaveis pela maior parte de
organismos bacterianos, mas Actinomyces possui esta habilidade. Os resultados obtidos
neste trabalho, demonstram que a maior parte das amostras (87,5 %) degradou amido.

A maioria das amostras apresentou tamanho colonial pequeno ou médio, com exce¢ao
das amostras 5 ¢ 6, dados coincidentes com Sardi et al., (1992). Das coldnias cultivadas
em caldo YE, especifico para andlise de produ¢do de pigmentos, 50 % das amostras
apresentaram produgdo. Sardi et al. (1992) observaram que a produgdo de pigmentos

estava presente em apenas uma amostra. As amostras produtoras de pigmentos
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apresentaram esta habilidade quando semeadas em YE e ISP2A. No entanto, a amostra
dois apresentou comportamento diferente, produzindo pigmentos apenas no meio
ISP2A.

Todos os microrganismos isolados apresentaram caracteristicas tipicas de
bactérias da familia dos Actinomicetos, ¢ também do género Streptomyces, de acordo
com critérios estabelecidos por Goodfellow & Cross (1984), Hasegawa (1983), Fisher et

al. (2003) e Williams et al. (1989).
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Tabela 1. Determinacdo fenotipica através de caracterizagdo macroscopica, morfo-tintorial, fisiologica e bioquimica de microrganismos
endofiticos isolados do Cerrado de Sao Carlos, SP.

Amostras | Meio de Taxonomia Caracteristicas macroscopicas coloniais Caracteristicas morfo- Caracteristicas fisiologicas e
Cultura microbiana tintoriais bioquimicas
1 YE Streptomyces 2 a 5 mm de diametro, bordas regulares, frente Gram +; ndo alcool-acido Forte odor de geosmina, cat +,
branco-acinzentada com aparéncia pulverulenta, resistente e presenca de sem produgdo de pigmentos ¢
reverso amarelado e forte aderéncia ao agar €sporos degradacdo de amido
2 YE Streptomyces 4 a 5 mm de didmetro, bordas regulares, frente Gram +; ndo alcool-acido Forte odor de geosmina, cat +,
branca com aparéncia cotonosa, reverso amarelo resistente e presenca de sem produgdo de pigmentos ¢
escuro, e forte aderéncia ao agar esporos degradacdo de amido
3 YE Streptomyces 2 a 3 mm de didmetro, bordas regulares, frente Gram +; ndo alcool-acido Forte odor de geosmina, cat +,
branca acinzentada com aparéncia cotonosa e resistente e presenca de sem produgdo de pigmentos e
verso verde escuro, ¢ forte aderéncia ao agar esporos degradacdo de amido
4 YE Actinomyces 1 a 2 mm de diametro, com bordas irregulares, Gram +; ndo alcool-acido Leve odor geosmina, cat +,
concova. Frente branca-amarelada, reverso resistente e presenca de sem produgdo de pigmentos
alaranjado e coldnias com boa aderéncia ao agar esporos
5 YE Streptomyces 6 a 8 mm de diametro, bordas regulares, Gram +; ndo alcool-acido Forte odor de geosmina, cat +,
concova. Frente branca com aparéncia cotonosa, resistente e presenca de produgdo de pigmento
verso amarelo com colonias fortemente aderidas esporos esverdeado e degradacdo de
ao agar amido
6 ISP2A Actinomyces 6 a 8 mm de diametro, concovas, bordas Gram +; ndo alcool-acido Leve odor de geosmina, cat +,
irregulares. Frente branca com aparéncia resistente e presenca de producdo de pigmento
cotonosa, reverso marrom, com boa aderéncia esporos alaranjado claro e degradacdo
ao agar de amido
7 YE Actinomyces 1 a 2 mm de diametro, concovas, enrugadas, Gram +; ndo alcool-acido Leve odor de geosmina, cat +,
com bordas irregulares, frente branca com resistente e presenca de producao de pigmentos
aparéncia cotonosa, verso esverdeado e fraca esporos alaranjado claro e degradacdo
aderéncia ao agar de amido
8 ISP2A Actinomyces 2 a 3 mm de diametro, cdncovas,enrugadas, Gram +; ndo alcool-acido

bordas irregulares, com a frente branca de
aspecto cotonoso e verso amarelo/alaranjado e
fraca aderéncia ao agar

resistente e presenga de
esporos

Leve odor de geosmina, cat +,
produgdo de pigmentos
alaranjado escuro e ndo

degradacdo de amido
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Conn (1943) em um dos trabalhos pioneiros sobre producdo de pigmentos,
observou a produg¢ao dos mesmos por Streptomyces coelicolor. A composi¢do de meios
¢ um fator a ser considerado no estudo de produgdo de pigmentos, entre outros fatores.

Das amostras estudadas, todas apresentaram odor de geosmina. As que
apresentaram forte odor da substancia foram as amostras 1, 2, 3 e 5, confirmando-se
como Streptomyces.

Gomes-Figueiredo et al. (2007), trabalhando com fungos endofiticos isolados da
planta medicinal Maytenus ilicifolia (“Espinheira-Santa”) fizeram a identificagdo de
microrganismos baseados em diversos métodos, como as caracteristicas microscopicas e
macroscopicas (morfologicas). Estes autores obtiveram boa caracterizagdo realizando
identificagdes fenotipicas assim como os dados apresentados no presente trabalho. As
Figuras 1 a 8 apresentam caracteristicas morfologicas utilizadas na identificacdo dos

microrganismos endofiticos isolados de M. albicans.

Figura 1: amostra 1 — caracteristica morfologica do microrganismo endofitico isolado
de M. albicans: (A) frente e (B) verso.

Na Figura 1 (amostra 1) visualizam-se colonias com 2 a 5 mm de didmetro, com
aparéncia pulverulenta, bordas regulares e forte aderéncia ao agar. Sua coloragdo ¢
branco-acinzentada com o reverso amarelado. Sdo Gram-positivas, ndo alcool-acido

resistentes e apresentam esporos. Além do forte odor de geosmina, sdo catalase
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positivas, degradam o amido e ndao produzem pigmentos. Estas caracteristicas sao

indicativas de coldnias tipicas de Streptomyces.

Figura 2 : amostra 2 - caracteristica morfologica do microrganismo endofitico isolado
da M. albicans : (A) frente e (B) verso.

Na Figura 2 (amostra 2) pode-se observar colonias com 4 a 5 mm de didmetro,
com aparéncia cotonosa, bordas regulares e forte aderéncia ao agar. A frente da colonia
¢ branca e seu verso se mostra amarelo-escuro. S3o bactérias gram-positivas, nao
alcool-acido resistentes, apresentam esporos ¢ tem forte odor de “terra molhada”,
sugerindo a producdo de geosmina, composto produzido por alguns microrganismos,
inclusive a maioria das Streptomyces (Jiang & Cane, 2008).

Estes isolados se apresentaram como catalase positivos, degradadoras de amido,
porém ndo produziram pigmentos. Esta observagdo, aparentemente, pode conduzir a
futuras investigacdes sobre esta propriedade singular desta amostra em nosso trabalho.
Neste contexto, quando a amostra 2 foi inoculada em caldo YE, ndo se observou
produgdo de pigmentagdo caracteristica esperada. No entanto, quando a mesma foi
inoculada em ISP2A (especifico para observacao de degradacdo de amido), a amostra
produziu pigmentagdo verde que foi paulatinamente difundindo-se no meio. Esta

observa¢ao pode sugerir, talvez, que ha uma relacdo estreita, nesta amostra, com a
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producao de pigmentos ¢ a degradacao de amido. Talvez haja uma rota metabdlica que

induza o microrganismo a produzir pigmentos apds a degradagao do amido.

Figura 3: amostra 3 — caracteristica morfologica do microrganismo endofitico isolado de
M. albicans: (A) frente e (B) verso.

A Figura 3 (amostra 3), apresenta colonias com 2 a 3 mm de didmetro, com
aparéncia cotonosa, bordas regulares e forte aderéncia ao agar. A coloragdo colonial ¢
branca e seu verso ¢ verde escuro. S3ao bactérias gram-positivas, ndo alcool-acido

resistentes, produtoras de esporos e que detém forte odor de geosmina. Sdo ainda

catalase positivas, degradadoras de amido e ndo produtoras de pigmentos.

Figura 4: amostra 4 — caracteristica morfoldgica do microrganismo endofitico isolado
de M. albicans: (A) frente e (B) verso.
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Na Figura 4 (amostra 4) pode-se observar colonias com 6 a § mm de didmetro,
bordas irregulares e boa aderéncia ao agar. A coloracao da frente da colonia ¢ branco-
amarelada e o verso ¢ alaranjado. Sao bactérias gram-positivas, ndo alcool-acido
resistentes e produtoras de esporos. Produzem um leve odor de geosmina. Sdo também
catalase positivas, nao produtoras de pigmentos. Essa amostra ndo cresceu no teste de
degradagdo de amido. Esta caracteristica de auséncia de crescimento em meios seletivos
pode sinalizar para um provavel stress microbiano. Apesar de tentativas infrutiferas de

crescimento do organismo, continua-se nesta direcdo, submetendo-o a estimulos de

crescimento em meios enriquecidos como BHI.

Figura 5: amostra 5 — caracteristica morfoldgica do microrganismo endofitico isolado da M.
albicans: (A) frente ¢ (B) verso.

Na Figura 5 (amostra 5) pode-se observar frente e verso das colonias com 6 a 8
mm de didmetro, aparéncia cotonosa, bordas regulares e forte aderéncia ao agar.
Observou-se a cor branca na frente (A) e verso amarelo (B). S3o Gram-positivas, nao
alcool-acido resistentes e produtoras de esporos com forte odor de geosmina. Sdo
catalase positivas, degradam o amido e apresentam produgdo de pigmento esverdeado.

Essa amostra, apesar de apresentar caracteristicas tipicas de Streptomyces, nao

apresentou bioatividade contra nenhum dos microrganismos indicadores estudados. Esta
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observac¢ao corrobora com o fato de que nem todas as cepas de Streptomyces spp.

produzem substancias bioativas.

Figura 6: amostra 6 — caracteristica morfologica do microrganismo endofitico isolado
de M. albicans : (A) frente e (B) verso.

Na Figura 6 (amostra 6) observam-se colonias com 6 a 8 mm de didmetro,
aparéncia cotonosa, bordas irregulares e boa aderéncia ao agar. Observou-se coloragao
branca com verso marrom. S3o bactérias Gram-positivas, nao alcool-acido resistentes e
com esporos. Detectou-se odor leve de geosmina, sdo catalase positivas, degradadoras

de amido e produtoras de pigmento alaranjado.

Figura 7: amostra 7 — caracteristica morfoldgica do microrganismo endofitico isolado
de M. albicans: (A) frente e (B) verso.
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A Figura 7 (amostra 7) apresenta colonias com 1 a 2 mm de didmetro, aparéncia
cotonosa e enrugada, bordas irregulares e fraca aderéncia ao agar. As colonias
apresentaram cor branca na frente e verso esverdeado. Sao Gram-positivas, ndo alcool-
acido resistentes e produtoras de esporos. Tém fraco odor de geosmina, sdo catalase
positivas, degradadoras de amido e produzem pigmento alaranjado. Essa amostra
apresentou caracteristicas tipicas de Actinomycetos, e ndo se detectou bioatividade
contra nenhum dos microrganismos indicadores estudados. Esta observacao corrobora
com trabalhos de Gomes-Figueiredo (2007) onde dentre 13 linhagens de fungos

endofiticos isoladas, apenas duas foram bioativas.

Figura 8: amostra 8 — caracteristica morfologica do microrganismo endofitico isolado
de M. albicans: (A) frente e (B) verso.

Na Figura 8 (amostra 8) pode-se observar colonias de 2 a 3 mm de diametro,
aspecto cotonoso, enrugadas, bordas irregulares e fracamente aderidas ao agar. A frente
apresentou-se branca e verso amarelo/alaranjado. S3o bactérias gram-positivas,
produtoras de esporos, leve odor de geosmina e catalase positivas. Nao degradam o
amido, embora essa seja uma caracteristica entre os Actinomycetos (Oliveira, 2003).
Embora tenha sido detectada fraca adesdo ao agar e auséncia de degradagdo de amido,
as colonias desta amostra podem ser classificadas como Actinomicetos. Estas

caracteristicas podem indicar o isolamento de um género diferente ou perda de
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habilidades especificas. Observou-se producdo de pigmento alaranjado escuro. Esta
amostra mostrou-se a mais ativa contra o maior numero de microrganismos indicadores.

4.2. Teste de producéo de pigmentos

Nesse teste os microrganismos foram cultivados em meio liquido (caldo YE) e
analisados quanto a producao de pigmentos. De acordo com as Figuras 9 a 16, pode-se

verificar os resultados:

Figura 9: Microrganismo isolado de M. albicans (amostra 1) ndo produtor de pigmentos.

Figura 10: Microrganismo isolado de M. albicans (amostra 2) ndo produtor de pigmentos.
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Figura 11: Microrganismo isolado de M. albicans (amostra 3) ndo produtor de pigmentos.

Figura 12: Microrganismo isolado de M. albicans (amostra 4) ndo produtor de pigmentos.

Figura 13: Microrganismo isolado de M. albicans (amostra 5) produtor de pigmento esverdeado.
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Figura 14: Microrganismo isolado de M. albicans (amostra 6) produtor de pigmento alaranjado.

Figura 15: Microrganismo isolado de M. albicans (amostra 7) produtora de pigmento alaranjado.

Figura 16: Microrganismo isolado de M. albicans (amostra 8) produtor de pigmento alaranjado.
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De acordo com Shirling & Gottlieb (1966), o caldo YE ¢ utilizado para
avaliacdo do crescimento e producdo de pigmentos soliveis. Observa-se que 50 % das
amostras visualizadas nas Figuras 9 a 16, produziram pigmentos. As amostras 5, 6, 7 ¢ 8
produziram estas substancias em culturas estacionarias em meio liquido ndo aerado.
Estas amostras apresentaram crescimento com formagao de pelicula na superficie. Esta
caracteristica nos indica, provavelmente, a predilecdo aerdbia de Actinomicetos ¢ de
Streptomyces além da capacidade de formagado de pelicula. De acordo com Williams et
al. (1989), o crescimento de actinomicetos e estreptomicetos sdo compativeis com estas

caracteristicas observadas neste trabalho.

4.3. Teste de assimilacdo de fontes de carbono

No teste de assimilagdo de fontes de carbono, as amostras foram cultivadas em
meio ISP2A. A formagao de um halo no meio de cultura ocorre devido a degradacio da
fonte de carbono amido, mostrando sua utilizagdo. Nesse teste, a amostra 4 ndo
apresentou crescimento. Estes dados podem indicar que o microrganismo foi submetido
a algum processo de stress.

A amostra 8§ n3o demonstrou habilidade de degradar o amido, embora tenha
apresentado caracteristicas que permitiram classifica-la como Actinomiceto. Resultados
diferentes foram obtidos por Clarkson et al. (1987). Estes autores estudando processos
cariogénicos, verificaram que Actinomyces viscosus utilizou a substancia. Uma possivel
explicagdo para os dados obtidos no presente estudo, poderia ser a diferenca dos
substratos utilizados neste trabalho, contendo o amido.

As Figuras 17 a 23 mostram o resultado desse teste realizado com as cepas isoladas.



Figura 17: Amostra 1 - Halos formados pela degradagao do amido.

Figura 18: Amostra 2 - Halos formados pela degradagdao do amido.

Figura 19: Amostra 3 - Halos formados pela degradag¢dao do amido.
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Figura 20: Amostra 5 - Halos formados pela degradagdo de amido.

Figura 21: Amostra 6 - Halos sutis formados pela degradacao do amido.

Figura 22: Amostra 7 - Halos formados pela degradag¢ao do amido.
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Figura 23: Amostra 8 - Auséncia da produgdo de halos de degradagao de amido.

4.4. Caracterizacdo do potencial antagonista microbiano (teste da

sobrecamada)

O teste de sobrecamada foi realizado para verificar o potencial antimicrobiano
das amostras testadas.

A amostra 1 apresentou atividade antimicrobiana através de halos de inibi¢do de
1,30 cm de didmetro contra E. faecalis (Figura 24). Nao foi detectada atividade
inibitoria contra S. aureus, S. marcensis, C. albicans, E. coli e S. sonnei. Eftkhar et al.
(2009), trabalhando com oOleos essenciais de Satureja spicigera (planta originaria do
Ird), observaram boa atividade contra E. faecalis, resultados similares ao apresentado no
presente trabalho. Estes autores detectaram que as maiores representantes de
suscetibilidade foram B. subtilis ¢ S. aureus seguido por E. faecalis, microrganismos
que apresentam geralmente resisténcia a antibidticos. Estes dados sdo importantes, uma

vez que sugerem boa atividade inibitoria contra E. faecalis.
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Figura 24: Bioatividade mensurada por halo de inibi¢do do endofitico isolado de
M.albicans contra E. faecalis (amostra 1).

Na figura 25, a amostra 2 apresentou halos de inibigdo de 3,60 cm de didmetro
contra os indicador S. marcensis. No entanto, ndo apresentou atividade contra os demais
microrganismos testados. Almeida et al. (2006) estudaram atividade in vitro de extratos
comerciais de café contra Enterobactérias. Os autores observaram que a cafeina, acido
clorogénico e dacido protocatecodico tinham forte atividade principalmente contra
Serratia marcescens e Enterobacter cloacae. Estes dados sdo similares aos detectados
nesta amostra estudada, e pode-se depreender que as substancias sdo potenciais agentes

antimicrobianos naturais.

Figura 25: Halos de inibi¢ao do endofitico isolado de M. albicans (amostra 2) contra S.
marcensis.
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Na amostra 3 evidencia-se atividade contra E. faecalis, com a presenga de um
halo inibitério de 1,90 cm de didmetro (Figura 26). Castillo et al. (2003) trabalhando
com Streptomyces endofitico isolado de Grevillea pteridifolia, arvore australiana,
descreveram e caracterizaram parcialmente substancias bioativas nelas detectadas. Estes
observaram que a kakadumicina A apresentou um amplo espectro de atividade
antibidtica, especialmente contra bactérias Gram positivas. Nossos dados corroboram

com este achado.

Figura 26: Atividade antagdnica do microrganismo isolado contra o
indicador E. faecalis (amostra 3).

A amostra 4, por sua vez, apresentou atividade antimicrobiana contra 4 dos 6
microrganismos testados: S. aureus, E. faecalis, C. albicans e Shigella sonnei com 3,50,
3,15, 3,35 e 3,20 cm de diametro respectivamente (Figuras 27 e 28). Contra S.
marcensis e E. coli nao foram observadas bioatividade.

Castillo et al. (2002) descreveram o isolamento do antibidtico munumbicina (A,
B, C e D). Os autores verificaram que as substancias isoladas de Streptomyces
endofitico de planta nativa (Kennedia nigriscans) do norte da Australia, apresentaram
amplo espectro de atividade contra importantes patdogenos humanos. Os resultados do
presente trabalho indicam, similarmente com o observado na literatura, um potencial

uso dos metabolitos bioativos isolados para utilizacdo contra patdogenos de importincia
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em Satde Publica. Liu et al. (2008) estudaram atividade antimicrobiana do endofitico
Xylaria spp., isolado de Ginkgo biloba L. Estes autores verificaram forte atividade
antibacteriana e antifingica contra varios microrganismos, inclusive Shigella spp. Os
resultados encontrados no presente trabalho sao similares nesta amostra estudada e os
achados provavelmente sdo promissores para aplicagdes destas substancias.

Alguns autores (Ratti et al., 2008, Sousa et al., 2009) isolaram do Cerrado
microrganismo endofitico de Prunus spp. Estes autores demonstraram que a bactéria

isolada apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus coagulase positiva, dados

similares aos detectados nesta amostra.

Figura 27: Producdo de halos de inibi¢do do endofitico isolado de M. albicans (amostra 4) contra
S. aureus (A) e Enterococcus (B).

Figura 28: Halo de inibigdo do endofitico isolado de M. albicans (amostra 4) contra C.
albicans (A) e contra S.sonnei (B).
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Na figura 29 (A e B) pode-se observar a formagao do halo de inibicao de 1,8 cm
de didmetro da amostra 6 contra E. faecalis, e 1,5 cm contra S. aureus nio
demonstrando atividade contra S. marcensis, C. albicans, E. coli e S. sonnei.
Phongpaichit et al. (2006) verificaram a atividade antimicrobiana demonstrada por
fungos endofiticos isolados de folhas e caules de Garcinia. Estes autores obtiveram
atividade contra S. aureus, C. albicans, dentre outros. Estes resultados demonstram
assim como os da presente amostra que microrganismos endofiticos isolados de plantas
sdo uma fonte potencial de agentes antimicrobianos.

Treze linhagens de fungos do género Pestalotiopsis spp. foram isolados de
planta medicinal Maytenus ilicifolia Mart ("espinheira santa") e suas propriedades
antimicrobianas foram investigadas. Dois isolados mostraram-se ativos na inibi¢do do
crescimento de alguns microrganismos (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, e Staphylococcus aureus meticilina
resistente) utilizando-se a técnica de ensaio em agar e cromatografia em camada delgada

(Gomes-Figueiredo, 2007).

Figura 29: Halo de inibigdo do endofitico isolado de M. albicans (amostra 6) contra E.
faecalis (A) e contra S.aureus (B).
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De todas as amostras testadas, a 8 foi a que apresentou atividade contra um
maior numero de microrganismos. Dos 6 microrganismos indicadores testados, as
substancias bioativas se mostraram eficientes contra 5 deles. Sua atividade inibitdria se
deu através de halos de inibi¢do de 2,6 cm de didmetro contra E. faecalis; 1,5 cm de
didmetro contra S. aureus; 2,4 cm de didmetro contra C. albicans; 2,1 cm de diametro
contra E. coli e, finalmente, 2,5 cm de diametro contra S. sonnei. Nao houve presenca
de halos inibitorios apenas contra S. marcensis (figuras 30 (A e B) e 31 (A ¢ B)).

Sardi et al. (1992) observaram atividade antimicrobiana de Streptomyces
endofiticos isolados de 28 espécies de plantas do noroeste da Italia contra Escherichia
coli (ATCC 25922), Micrococcus luteus (ATCC 9341) e Fusarium oxysporum.

Castillo et al. (2002) verificaram que as substancias isoladas de Streptomyces
endofitico da planta nativa Kennedia nigriscans apresentaram amplo espectro de
atividade contra importantes patdogenos humanos.

Bomfim (2008) obteve resultados contra Candida spp. a partir de metabolitos
bioativos de Streptomyces spp. endofitico, dados semelhantes aos apresentados no
presente estudo.

Guimaraes et al., (2008) isolaram de Viguiera arenaria e Tithonia diversifolia,
arvores do estado de Sao Paulo, 39 fungos endofiticos. Dos extratos dos fungos
estudados os autores detectaram atividade contra S. aureus, E. coli e C. albicans. Os
dados obtidos no presente trabalho, na amostra 8, apresentaram similaridade com os
autores mencionados. No entanto, para esta amostra ainda foram estudados outros
microrganismos indicadores. Dentre estes, Shigella e Enterococcus também

apresentaram bioatividade. A bioatividade nao foi detectada apenas contra S. marcensis.
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Figura 30: Atividade antagbnica do endofitico isolado de M. albicans (amostra 8) contra
E. faecalis (A) e S. aureus (B).

Figura 31: Halos de bioatividade da amostra 8 contra Candida albicans (A) e Shigella
sonnei (B).

As amostras 5 e 7 ndo apresentaram atividade contra nenhum dos
microrganismos indicadores testados. Esta observacdo corrobora com trabalhos de
Gomes-Figueiredo (2007) onde dentre 13 linhagens de fungos endofiticos isoladas,
apenas duas foram bioativas.

Os resultados obtidos nos testes de antibiose com os microrganismos endofiticos

isolados podem ser visualizados na Tabela 2.



39

Tabela 2: Antibiose apresentada por microrganismos endofiticos isolados de M.
albicans contra microrganismos indicadores ¢ mensurada por halos de inibigdo (cm).

Amostras | E. faecalis | S.aureus | S.marcensis | C.albicans | E. coli S. sonnei
1 1,30 . _ _ _ _
2 _ _ 3,60 _ _ _
3 1,90 . _ _ _ _
4 3,15 3,50 ~ 3,35 ~ 3,20
5 _ _ _ _ _ _
6 1,80 1,50 B B B B
7 _ _ _ _ _ _
8 2,60 1,50 B 2,40 2,10 2,50

Pode-se observar que as amostras 1, 3 e 6 se mostraram eficientes contra
microrganismos Gram-positivos, enquanto a amostra 2 so6 apresentou resultados contra
Gram-negativos. As amostras 4 ¢ 8 apresentaram antibiose contra um maior numero de
microrganismos, sendo eficientes tanto contra microrganismos Gram-positivos quanto

em Gram-negativos. As amostras 5 e 7 ndo apresentaram bioatividade.

4.5. Identificacéo genotipica

Dois dos microrganismos endofiticos isolados foram identificados
genotipicamente como Nocardiopsis dassonvillei (amostra 3) e Amycotopsis orientalis
(amostra 8), ambos pertencentes ao grupo dos actinomicetos e ao género Streptomyces,
de acordo com as caracteristicas previamente estudadas no presente trabalho.

Nocardiopsis dassonvillei é descrito em literatura como um microrganismo

isolado do solo. Nesse estudo, Aghamirian & Ghiasian (2008), buscaram a
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identificacao, prevaléncia e distribui¢ao geografica de actinomicetos aerdbios no solo
do Iran. Selvin et al. (2009) isolaram Nocardiopsis dassonvillei de esponja marinha,
testando sua bioatividade contra uma série de patégenos. No entanto nao foi encontrado
descricao com relacao a sua natureza endofitica.

Amycolatopsis orientalis por sua vez, foi descrito como produtor de vancomicina
(Jung et al. 2007) que buscaram otimizar a produc¢do dessa substancia. Banskota et al.
(2006) encontraram pelo menos 10 metabdlitos secundarios produzidos por
Amycolatopsis orientalis além da vancomicina. Os dados obtidos no presente trabalho,
sugerem que os microrganismos endofiticos isolados podem também ser produtores de
antibidticos de interesse a industria.

No trabalho apresentado, os resultados obtidos, de forma geral, podem nos levar
a considerar a importancia do estudo envolvendo o isolamento de microrganismos
endofiticos albergados em plantas do Cerrado de Sao Carlos — SP. Esta associagdo
ecoldgica, como ficou demonstrada, induz a producdo de substincias quimicas
especificas, metabolitos secundarios bioativos que podem ser aplicados para diferentes
utilizagdes. O comportamento fenotipico verificado nos diferentes isolados obtidos
demonstra a pletora de informagdes genéticas fazendo parte no make-up dos
Actinomicetos e particularmente em Streptomyces. A continuidade deste trabalho se
dard com a caracterizagdo genotipica dos isolados e um possivel cultivo em condigdes
variadas para verificar-se a capacidade microbiana para manutencdo de producgdo de
substancias bioativas.

A identificagdo quimica das substancias produzidas pelos endofiticos isolados de

M. albicans sera, provavelmente, realizada em estudos posteriores a nivel de Doutorado.
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5. CONCLUSOES

Foram isoladas oito amostras de microrganismos endofiticos a partir de Miconia
albicans do Cerrado de Sao Carlos — SP.

Os isolados foram caracterizados fenotipicamente a partir de tipicidade de
morfologia colonial e determinagdes macroscopicas, fisioldgicas, bioquimicas e morfo-
tintoriais e genotipicamente através de andlises RNAr 16S (amostras 3 e 8).

Foi avaliado o potencial antagdnico dos isolados contra Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Serratia marcensis IAL 1475,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Shigella sonnei ATCC 10231 e Candida albicans
ATCC 10231.

As amostras 1, 3 e 6 apresentaram bioatividade contra microrganismos Gram-
positivos, enquanto a amostra 2 apresentou bioatividade contra Gram-negativos. As
amostras 4 e 8 foram as mais inibitorias, sendo eficientes tanto contra microrganismos
Gram-positivos quanto contra Gram-negativos. Estes dados foram avaliados através de
produgdo e mensuracgao de halos de inibigdo em meio especifico. Nas amostras 5 ¢ 7 ndo
foi evidenciada bioatividade contra os microrganismos indicadores testados.

A taxonomia dos microrganismos endofiticos isolados os caracterizaram como
pertencentes do grupo Actinomyces (amostras 4, 6, 7 ¢ 8) e género Streptomyces
(amostras 1, 2, 3 e 5) através de andlises fenotipicas. Na analise genotipica dois dos
isolados apresentando bioatividade foram analisados e caracterizados Nocardiopsis
dassonvillei (amostra 3) ¢ Amycolatopsis orientalis (amostra 8), relatando pela primeira
vez sua associagdo endofitica com partes aéreas de Miconia albicans do Cerrado de Sao

Carlos, SP.
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