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Quantas vezes voltamos para casa com a sensacgao de derrota;
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parecer fortes;
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E a resposta vem, seja através de um sorriso, um olhar, um bilhete, um gesto de
amor.

E nds insistimos...

Insistimos em prosseguir, em acreditar, em transformar, em dividir, em estar, em ser.
E Deus insiste em nos mostrar o caminho, aquele mais dificil, mais complicado, mais
bonito...

E nds insistimos em seguir, por ter uma missao: SER FELIZ!!!
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RESUMO

As plantas medicinais constituem uma fonte valiosa para o isolamento de
microrganismos capazes de produzir diversas moléculas bioativas. Momordica
charantia L., conhecida popularmente como Meldo-de-Sdo Caetano, pertence a
familia das Cucurbitaceas e é uma planta muito utilizada na medicina popular para o
tratamento de varias afeccdes de origem microbiana. Folhas e raizes de Meldo-de-
Sao Caetano foram coletadas e, apés a desinfeccdo, foram fragmentadas e
plagueadas nos meios Batata Dextrose Agar (BDA) e Caseina Amido Agar (CAA). A
rizosfera foi processada por meio de diluicdo seriada, seguida de semeadura nos
mesmos meios. Foram isolados 289 microrganismos endofiticos, sendo 71 das
folhas (72% fungos, 21% bactérias e 7% actinomicetos) e 218 das raizes (55%
fungos, 38% bactérias e 7% actinomicetos). Da rizosfera foram isolados 220
microrganismos (5% fungos, 47% bactérias e 48% actinomicetos). A avaliacdo da
atividade antimicrobiana foi realizada através dos testes de bloco de gelose e de
difusdo em disco, utilizando os seguintes patdégenos: Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, quatro linhagens de
Malassezia spp. e quatro de Candida spp. Entre os actinomicetos endofiticos
testados em bloco de gelose (ISP-2), 35,2% apresentaram atividade antimicrobiana,
sendo 23,5% endofiticos da raiz e 11,7% da folha. Quanto a rizosfera, 63% dos
actinomicetos testados foram ativos para um ou mais patdégenos. Neste ensaio 0s
halos de inibicdo variaram entre 10 a 40 mm. As melhores linhagens foram
cultivadas nos meios liquidos M1, MPE e ISP-2. Todas as linhagens apresentaram
atividade para pelo menos um dos patdgenos testados, com halos entre 9 e 30 mm.
A maioria dos actinomicetos avaliados foi identificado como pertencente ao género

Streptomyces.
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ABSTRACT

Medicinal plants constitute a source valuable for the isolation of
microorganisms capable to produce diverse molecules bioactive. Momordica
charantia L., known commonly as Bitter Melon, belongs to the family Cucurbitaceae
and is a plant largely used in popular medicine for treatment of some ailments of
microbial origin. Leaves and roots of bitter melon were collected and after the
disinfection, were cut into small pieces and plated on Potato Dextrose Agar (PDA)
and Casein Starch Agar (CAA) medium. The rhizosphere was processed through
seriate dilution and plated in the same media. Were isolated 289 endophytic
microorganisms, where 71 of leaves (72% fungi, 21% bacteria and 7%
actinomycetes) and 218 of the roots (55% bacteria, 38% fungi and 7%
actinomycetes). From rizosphere were isolated 220 microorganisms (5% fungi, 47%
bacteria and 48% actinomycetes). The antimicrobial activity was determined by the
agar piece method and the plate diffusion method, using the following pathogens:
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Mycobacterium
tuberculosis, four strains of Malassezia spp. and four of Candida spp. From the
endophytic actinomycetes tested in the solid media (ISP-2), 35.2% presented
antimicrobial activity, being 23.5% of root endophytes and 11.7% leaf endophytes.
From the rizosphere, 63% of the actinomycetes were active for one or more
pathogens. In this assay the inhibition halos varied between 10 to 40 mm. The best
strains were cultivated in liquid media M1, MPE and ISP-2. All strains showed activity
against at least one of the tested pathogens, with halos between 9 and 30 mm. The
majority of the actinomycetes evaluated were identificated as belonging to the genus

Streptomyeces.
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1 — INTRODUCAO

A resisténcia microbiana é uma consequéncia da adaptacdo de agentes
infecciosos a exposicdo a antibidticos antibacterianos e antifingicos usados na
medicina humana e veterinéria e na agricultura. Embora essas drogas tenham sido
muito Uteis, a utilizagdo abusiva e indiscriminada tem facilitado o surgimento de
microrganismos patogénicos resistentes, limitando os beneficios dessas substancias
no controle de doencgas infecciosas.

O uso inadequado de antimicrobianos € o fator mais importante responséavel
pelo aumento da resisténcia microbiana (MITEMA et al., 2001; RUBIN e SAMORE,
2002). Ha casos em que linhagens microbianas tém se tornado resistentes a
praticamente todos os agentes antimicrobianos disponiveis (RUSSO e JOHNSON,
2003).

De acordo com Paladino et al. (2002) e Cosgrove e Carmeli (2003), a
resisténcia microbiana € um problema tanto médico quanto econémico. Os
organismos resistentes causam infec¢cfes que sao dificeis de tratar, necessitando de
drogas que frequentemente ndo estdo prontamente disponiveis, uma vez que sao
mais caras e as vezes mais toxicas (HOWARD et al., 2001).

Uma imensa variedade de produtos naturais vem sendo estudada, dos quais
grande parte sdo metabdlitos secundarios produzidos por microrganismos e plantas.
Segundo Fenical e Jensen (1993), metade desses metabdlitos € de origem
microbiana. Numa pesquisa realizada por Berdy em 1995, dos 12 mil antibioticos
conhecidos, 55% foram produzidos por actinomicetos (bactérias filamentosas)
pertencentes ao género Streptomyces, 11% por outros actinomicetos, 12% por
bactérias nao filamentosas e 22% por fungos filamentosos.

Embora muitos dos microrganismos produtores de metabdlitos bioativos
conhecidos geralmente tenham sido isolados do solo, a descoberta de Streptomyces
colonizando os tecidos internos de plantas e formando uma associacdo intima,
revelou os endofiticos, especialmente Streptomycetes, como uma fonte promissora

para a descoberta de novos antibiéticos com potenciais farmacoldgicos.
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Os microrganismos endofiticos ndo produzem substancias bioativas uteis
apenas para fins terapéuticos; eles podem produzir compostos quimicos que afetam
as plantas hospedeiras de varias maneiras, como: aumentando a resisténcia da
planta a diversos tipos de estresse, aos insetos e a doencgas (BUSH et al., 1997,
SHIMIZU et al., 2000), melhorando a produtividade (SHIMIZU et al., 2001) e
desempenhando atividades herbicidas (PETERS et al., 1998), quando em
associacao com as plantas.

As plantas sdo utilizadas no tratamento terapéutico de varias doencas ha
muito tempo e atualmente inUmeras pesquisas véem demonstrando que o0s
microrganismos endofiticos isolados de plantas medicinais sado capazes de sintetizar
produtos bioativos idénticos ou similares aqueles metabdlitos bioativos do vegetal
(STROBEL, 2003).

Momordica charantia L., conhecida como meldo-de-Sdo Caetano, € uma
herbacea da familia das Cucurbitaceas, muito comum em varios estados brasileiros.
Esta planta é utilizada pela medicina popular no tratamento de véarias doencas de
pele, como eczemas, acne, pano branco, sarna, sendo também usada para
diabetes, furdnculos, hemorrdidas e vermes intestinais.

Estudos cientificos desenvolvidos nas ultimas décadas revelaram que M.
charantia possui véarias propriedades medicinais como antidiabética, antiviral,
antitumoral, antileucémica, antibacteriana, antihelmintica, antimutagénica,
antimicobacteriana, antioxidante, antiinflamatéria, hipotensiva, imunoestimulante,
hipocolesterolémica, hipotrigliceridémica, além de propriedade inseticida (NG et al.,
1992; RAMAN e LAU, 1996; BASCH et al., 2003).

Devido ao seu uso popular, M. charantia foi selecionada como fonte de
microrganismos endofiticos pressupondo que algumas das suas propriedades
medicinais possam ser devido aos produtos de um ou mais endofiticos, enfatizando
também os microrganismos da rizosfera, que podem vir a constituir uma fonte

extremamente rica de compostos bioativos.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Isolar e avaliar a atividade antimicrobiana de actinomicetos endofiticos e da

rizosfera de Meldo-de-Sao Caetano (Momordica charantia L.).

2.2 — Objetivos Especificos

Isolar microrganismos endofiticos de folhas e raizes de Momordica charantia;
Isolar microrganismos da rizosfera de Momordica charantia;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos actinomicetos isolados em meio sélido;
Avaliar os actinomicetos com melhor atividade antimicrobiana em meio
liquido;

Identificar, em nivel de género, os actinomicetos com melhor atividade

antimicrobiana.
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3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 — Momordica charantia L. — Meldo-de-Sao Caetano

Momordica charantia L., membro da familia Cucurbitaceae, € uma planta
dispersa por todos os tropicos, particularmente, Asia, Africa e América do Sul, sendo
frequentemente utilizada na medicina popular de muitos paises para o tratamento de
varias afecgdes (GURBUZ et al., 2000; BASCH et al., 2003).

Popularmente conhecida como meldo-de-Sao Caetano ou erva de lavadeira,
pode ser encontrada em varias regibes do Brasil, especialmente em cidades
interioranas do Nordeste, onde cresce facilmente em cercas, muros e arvores. E
uma planta trepadeira com flores amarelas muito finas e delicadas e frutos cor de
ouro com espinhos moles na superficie que, quando maduros, abrem-se
espontaneamente expondo as sementes vermelhas. Seus frutos sdo parecidos com
um pequeno melédo, o que Ihe rendeu seu nome.

O meldo-de-Sdo Caetano tem varias propriedades medicinais incluindo
antidiabético, antiviral, antihelmintico, antimicrobiano, anticancerigeno, abortivo,
contraceptivo, antimalaria, imunoestimulante, laxante (YESILADA et al., 1999).
Podendo ainda ser usado para tratar Ulceras gastricas e ajudar na cicatrizacdo de
feridas, além de vérias afeccbes como leucorréia, ictericia, psoriase, sarna, lepra,
pneumonia, reumatismo, pedra nos rins (GROVER e YADAYV, 2004).

Momordica charantia contém varios compostos biologicamente ativos
distribuidos em diferentes grupos quimicos que incluem glicosideos, saponinas,
alcaldides, dleos, triterpenos, proteinas, esterdides (RAMAN e LAU, 1996). Destes
grupos, diversas substancias ja foram isoladas tais como: momorcharinas,
momordenol, momordicilina, momordicinina, momordina, momordolol, charantina,
charina, criptoxantina, cucurbitinas, cucurbitacinas, cucurbitanas, cicloartenais,
diosgenina, eritrodiol, &cidos galacturdnico, clacosteédrico e gentisico, multiflorenol,
goiaglicosideos, goiasaponinas (HUSAIN et al., 1994; XIE et al., 1998; YUAN et al.,
1999; PARKASH et al., 2002), distribuidas por todas as partes da planta e com
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atividade, principalmente, hipoglicemiante, antiviral e antitumoral (MURAKAMI et al.,
2001).

Segundo Marles e Farnsworth (1997), varios constituintes isolados de todas
as partes da planta ttm mostrado propriedades hipoglicémicas, mas a combinacéo
de dois glicosideos esterdides e um polipeptideo isolado de sementes, denominados
charantina e polipeptideo p, respectivamente, tem despertado interesse maior por
apresentar melhor atividade hipoglicemiante.

GURBUZ et al. (2000) detectaram alto contetido de carotendides nos extratos
etandlicos dos frutos e investigaram seu efeito em Ulceras induzidas em ratos para
explicar o efeito antioxidante dos carotendides na atividade anti-ulcerogénica do
extrato, uma vez que, como relatado por Kiraly et al. (1992), os carotendides podem
atuar como potentes antioxidantes e protetores da mucosa gastrica. J& no trabalho
desenvolvido por Yesilada et al. (1999), os extratos etandlicos dos frutos
apresentaram atividade para Helicobacter pylori.

Prabakar e Jebanesan (2004) verificaram a eficiéncia de extratos metanolicos
das folhas no controle de larvas do mosquito Culex quinquefasciatus. Enquanto
Omoregbe et al. (1996) verificaram a atividade antimicrobiana dos extratos aquoso,
etandlico e metandlico das folhas contra Escherichia coli, Salmonella paratyphi,
Shigella dysenterae, Streptomyces griseus e Mycobacterium tuberculosis.

Khan avaliou a atividade antiprotozoaria para Entamoeba histolytica a partir
do extrato etandlico total da planta. Ja Schmourlo et al. (2005), em suas pesquisas,
confirmaram a atividade antifingica de M. charantia utilizando extratos aquosos de
vérias partes da planta, que apresentam atividade contra Candida albicans e
Cryptococcus neoformans.

Recentemente, Beloin et al. (2005) evidenciaram a atividade antiviral e
antihelmintica de triterpendides glicosidicos isolados das folhas, classificados de
momordicinas | e I, destacando principalmente a eficiente atividade nematicida
dessas substancias.

Apesar do meldo-de-Sdo Caetano ser usado popularmente ha décadas no
tratamento de afeccBes de origem tanto bacteriana quanto fungica, ha poucos

relatos cientificos quanto a sua atividade antimicrobiana, tdo pouco quanto aos
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microrganismos presentes nesta planta, necessitando de mais pesquisas com esta

finalidade.

3.2 — Microrganismos Endofiticos

Endofiticos sdo microrganismos que passam parte ou todo o seu ciclo de vida
colonizando inter e/ou intracelularmente tecidos saudaveis da planta hospedeira,
nao causando, aparentemente, sintomas de doencas (STURZ et al., 2000). Essas
bactérias diferem dos microrganismos fitopatogénicos, que sao prejudiciais ao
hospedeiro, e dos epifiticos, que vivem na superficie de tecidos vegetais
(AZEVEDO, 1998).

Os endofiticos podem penetrar nos tecidos da planta hospedeira tanto por
aberturas naturais como estbmatos e regido de emissdo de raizes secundarias,
quanto por aberturas artificiais como ferimentos causados por instrumentos
agricolas, microferimentos ocasionados pelo atrito com as particulas do solo
(PEIXOTO-NETO et al., 2002), além de ferimentos causados por insetos e até por
estruturas fangicas como os apressorios (AZEVEDO, 1998).

Segundo Kobayashi e Palumbo (2000), a entrada desses microrganismos na
planta geralmente se da pela raiz, no entanto, pode ocorrer através das partes
aéreas como flores e cotilédones e, apds a penetracdo, ha uma disseminacao
sisttmica pela planta podendo colonizar tanto entre como dentro das células
vegetais (HALLMANN et al., 1997).

O relacionamento entre o enddfito e a planta hospedeira, segundo Strobel e
Long (1998), deve se estender desde fitopatogénese latente a simbiose mutualistica.
Pullen et al. (2002) relatam que um microrganismo em particular pode se comportar
como um patégeno em uma determinada situacdo e como um enddfito em outra na
mesma planta, indicando uma intima associacdo entre a patogenicidade e o
endofitismo e uma possivel co-evolugdo entre os endofiticos e seus hospedeiros.

Quase todas as espécies de plantas examinadas até hoje foram encontradas
abrigando bactérias e fungos endofiticos. Comumente, muitos microrganismos
endofiticos podem ser isolados de uma Unica planta, e entre estes microrganismos,

pelo menos um mostra especificidade ao hospedeiro (STURZ et al., 2000).
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A populagéo endofitica de uma determinada espécie microbiana é altamente
variavel. De acordo com Hata et al. (1998), as condi¢cdes ambientais sob a qual o
hospedeiro esta crescendo podem afetar de forma surpreendente a populacéo
microbiana, como em areas tropicais, onde geralmente a diversidade de
microrganismos endofiticos € maior.

Os endofiticos sdo importantes componentes da diversidade microbiana
(CLAY, 1992). A sua presenca na planta pode ter papel fundamental no
desenvolvimento saudavel da planta e sua atividade biologica pode afetar o
crescimento vegetal através da assimilacdo de nutrientes ou atraves da producéo in
situ de metabdlitos secundarios (SARDI et al., 1992).

Os fungos sdo os microrganismos endofiticos mais comumente isolados.
Alguns fungos, quando associados as folhas e peciolos, sdo importantes produtores
de enzimas celuloliticas e lignoliticas, como algumas espécies do género Xilaria, que
atuam degradando a celulose e a lignina apds a morte do tecido vegetal (CARROL e
CARROL, 1978). Fatores de crescimento, como o hormonio giberelina, produzido
pelo endofitico Fusarium moniliforme, sdo exemplos que podem indicar a
transferéncia de genes entre as plantas e 0s microrganismos, numa verdadeira
engenharia genética “in vivo” (AZEVEDO, 1998).

Vérios fungos endofiticos podem produzir antibiéticos e esses produtos
naturais tém sido observados inibindo ou matando uma ampla variedade de
microrganismos prejudiciais incluindo fitopatdgenos, assim como bactérias, fungos,
virus e protozoarios que afetam humanos e animais (STROBEL et al., 2004). Desde
a descoberta do fungo endofitico Taxomyces andreanae, isolado de Taxus brevifolia
nos Estados Unidos, ambos produtores do potente anticancerigeno Taxol (STIERLE
et al., 1995), uma ampla variedade de fungos endofiticos, isolados de diferentes
plantas, tem sido relatada como produtores ndo apenas de Taxol, mas também de
outras substancias bioativas (TAN e ZOU, 2001).

O fungo, Cryptosporiopsis quercina, isolado de uma planta medicinal, tem
demonstrado excelente atividade antifungica contra alguns importantes fungos
patogénicos humanos como Candida albicans e Trichophyton spp.. Algumas
substancias como criptocina (LI et al., 2000) e criptocandina (STROBEL et al., 2004)
ja foram isoladas desse fungo, ambas como atividade antimicotica.
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Ha um grande numero de espécies bacterianas endofiticas encontradas em
associacao com as plantas. Um dos géneros mais comuns é Pseudomonas, onde
algumas espécies produzem compostos fitotoxicos assim como antibiéticos. Entre
algumas substancias identificadas, estdo presentes as ecomicinas, produzidas por
Pseudomonas viridiflava (MILLER et al., 1998), com atividade para Cryptococcus
neoformans e Candida albicans, e as pseudomicinas, peptideos ativos contra uma
ampla variedade de fungos patogénicos de humanos e de plantas (STROBEL et al.,
2004).

Muitas bactérias do género Bacillus também produzem um ou mais
antibidticos, principalmente antifangicos, onde algumas dessas substancias
demonstraram ser ativas contra doengas de plantas (EDWARDS e SEDON, 1991).
Inimeros trabalhos relatam B. subtilis como agente para o controle biolégico de
varios fungos fitopatogénicos, sendo a producdo de antibidticos o principal
mecanismo de acdo destas bactérias (SEIFERT et al., 1987; FERREIRA et al.,
1991).

Com raras excecgdes, o0s antibioticos produzidos por Bacillus spp. pertencem a
uma unica classe, os peptideos, os quais apresentam atividade antimicrobiana
variada. Muitos sao inibidores de bactérias Gram-positivas, alguns como as
poliomixinas, inibem bacilos Gram-negativos, outros como as bacilomicinas, sao
agentes antitumorais de grande importancia clinica médica (LANCINI e
LORENZETTI, 1993).

Entre as bactérias endofiticas, um grupo em especial, pertencente a familia
Actinomicetaceae, tem se destacado pela sua capacidade em produzir metabdlitos
secundarios com atividade biolégica diversificada. Segundo Schippers et al. (1987),
varios relatos referem-se a atuacdo de actinomicetos na protecdo da planta
hospedeira contra patégenos e a influéncia de seus produtos metabdlicos no
crescimento e na fisiologia da planta.

Os actinomicetos endofiticos, particularmente o género Streptomyces, tém
sido fonte de novos antibiéticos com atividade contra bactérias, fungos e
protozoéarios. Segundo Cohen e Coffey (1986), na década de 50 os antibidticos
estreptomicina e cicloheximida, ambos produzidos por Streptomyces griseus, ja
eram utilizados para controlar doencas de plantas. De acordo com Yamaguchi et al.
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(1988), inumeros programas de triagem relataram a atividade antimicrobiana contra
uma variedade de patégenos de interesse para a agricultura de diversos antibiéticos
isolados de linhagens de Streptomyces.

Pouco se sabe sobre os compostos bioativos presentes em muitos vegetais,
particularmente em plantas medicinais, embora o interesse tenha aumentado e mais
trabalhos estejam sendo realizados para seu isolamento e caracterizagdo. Porém, é
evidente que as plantas medicinais constituem uma fonte variada de microrganismos

endofiticos com ampla atividade bioldgica.

3.2.1 — Actinomicetos

Actinomicetos sdo bactérias pertencentes a Ordem Actinomycetales cuja
caracteristica comum € a formacao de micélio aéreo e micélio vegetativo em algum
estagio de seu ciclo de vida (MCCARTHY e WILLIAMS, 1990). William e Vickers
(1988) definiram esses microrganismos como um grupo heterogéneo de bactérias
filamentosas que superficialmente se assemelham aos fungos filamentosos, mas ha
diferencas bésicas entre os dois grupos, como a organizacdo celular, no qual os
actinomicetos sdo seres procaridticos, enquanto os fungos filamentosos sao
eucaribticos (PELCZAR, 1997), e o diametro das hifas, onde os actinomicetos
possuem hifas com no maximo 2um de didmetro e os fungos pelo menos o dobro
(STANIER et al., 1969).

Estas bactérias sdo geralmente aerbbias estritas, pertencentes ao grupo das
bactérias Gram-positivas com DNA rico em guanina mais citosina (C+G), e com ciclo
de vida complexo, onde ha a formacdo de micélio aéreo, micélio vegetativo e
esporos. Quando cultivados em laboratério e em meios de cultura favoraveis, o
crescimento dos Streptomyces spp. se inicia com a formacdo de um tubo
germinativo que se ramifica formando o micélio vegetativo, fortemente aderido ao
substrato sdlido, seguido pela formagdo do micélio aéreo, que se diferencia
formando a cadeia de esporos (CHATER e JOPWOOD, 1993). A esporulacéo
comeca com a formacdo simultdnea de septos na hifa aérea e termina com a
liberacdo de esporos, fechando assim o ciclo de vida (LANCINI e LORENZETTI,
1993) (Figura 3.1).
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Figura 3.1 — Ciclo de vida de Streptomyces coelicolor (CHATER e MERRICK, 1979).

Os esporos dos actinomicetos podem ser produzidos individualmente ou em
cadeias, livres ou em estruturas especializadas, ou com fragmentacdo de hifas.
Apresentam coloracdo e ornamentacdo variadas, podendo ser méveis ou imoveis, 0
que os torna Gteis durante a identificac@o desse grupo (LOGAN, 1994).

Os actinomicetos estdo amplamente distribuidos na natureza, desenvolvendo-
se em variados substratos. O solo € o habitat mais comum dessas bactérias, sendo
abundante também na rizosfera, mas embora a maioria seja saprofita estrito, alguns
podem formar associa¢cdes parasiticas ou mutualisticas com plantas e animais
(GOODFELLOW e WILLIANS, 1983). Vérias investigacdes revelaram a ocorréncia
de actinomicetos endofiticos no interior de folhas e raizes de plantas (SARDI, 1992;
OKAZAKI et al., 1995; STAMFORD, 1997; MATSUURA, 1998, ARAUJO et al., 2000;
COOMBS e FRANCO, 2003; TAECHOWISAN et al., 2003; CAO et al., 2004).

Comparando a comunidade endofitica e da rizosfera, percebe-se que as
populacdes de endofiticos representam um subgrupo de bactérias da rizosfera
(MCINROY e KLOEPPER, 1995; GERMIDA et al., 1998; SESSITSCH et al., 2002).

Contudo, algumas bactérias ndo foram encontradas na rizosfera, mas sim em
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plantas onde, provavelmente, esses microrganismos ja habitavam o interior dos
tecidos das plantas como infec¢des latentes (SESSITSCH et al., 2002).

As populacbes de actinomicetos sao componentes importantes da
comunidade microbiana da rizosfera, visto que podem influenciar o desenvolvimento
das plantas e proteger as raizes contra patégenos (CRAWFORD et al., 1993). O
mesmo ocorre com 0s actinomicetos endofiticos, que também apresentam efeitos
favoraveis no crescimento e desenvolvimento da planta. Sua atividade biolégica
pode afetar o crescimento ou através do suprimento nutricional (SCHIPPERS et al.,
1987), ou pela producédo de metabdlitos secundarios que estimulam ou deprimem o
desenvolvimento do vegetal (MISHRA et al., 1987), ou protegendo a planta contra
microrganismos fitopatogénicos (ABD-ALLAH, 2001).

3.2.1.1 — AplicagBes Biotecnoldgicas dos Actinomicetos

Os actinomicetos sao de grande valor para a Biotecnologia devido a atividade
biolégica de seus metabdlitos secundérios e se destacam como importantes
produtores de vitaminas, enzimas, agentes antitumorais, imunomoduladores,
antiparasiticos, antihelminticos, antiprotozoérios, antivirais, antimicrobianos, além de
herbicidas e inseticidas de ampla aplicacdo na agricultura (SANGLIER et al., 1993;
DAMAIN, 1995).

Queener e Day (1986) relataram que 2/3 dos antibiéticos de ocorréncia
natural foram originados de actinomicetos e que dos 6.000 antibi6ticos de origem
microbiana conhecidos, cerca de 60% deles foram produzidos por actinomicetos,
enquanto o restante foram metabdlitos de fungos e/ou bactérias, confirmando a
versatilidade biossintética do metabolismo desses microrganismos.

A Ordem Actinomycetales compreende varios géneros, dentre eles o género
Streptomyces, responsével por 90% dos compostos bioativos com aplicacdo pratica
na medicina humana e veterinaria, na agricultura e na industria de alimentos (OKAMI
e HOTTA, 1988).

Actinomicetos em geral, e em particular Streptomyces spp., tém sido
reconhecidos principalmente pela sua capacidade de interagir com as plantas

superiores ou mesmo com outras populacdes microbianas, mediante a producgéo de
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antibidticos (GAVA et al., 1999; PEREIRA, 2000; PEREIRA et al., 2000), como € o
caso da validamicina A, produzida por linhagens de Streptomyces higroscopicus var.
limoneus, usada no Japao como agente controlador de doencas de arroz (MISATO
et al, 1977). Assim como a blasticidina S, produzida por Streptomyces
griseochromogenes (TAKEUCHI et al., 1957), e a kasugamicina, por Streptomyces
kasugaensis (UMEZAWA, 1965), ambas utilizadas principalmente contra Piricularia
oryzae, responsavel por varias doencas nesta cultura.

Outros antibioticos ja foram identificados como as polyoxinas, isoladas de
Streptomyces cacaoi var. asoensis com atividade para muitos patdogenos de plantas
(ISONO, 1965). As polyoxinas D mostraram-se eficientes contra Rhizoctonia solani,
enquanto as polyoxinas B e L contra Alternaria kikuchiana e Botrytis cinerea
(ISONO, 1989). A fosfolactomicina, produzida por Streptomyces nigresceus, também
apresentou atividade contra estes fungos (FUSHIMI et al., 1989).

Em 1989, Inukai et al. conseguiram isolar uma substancia produzida por
Streptomyces, identificada posteriormente como mureidomicinas, seletivamente
ativa contra Pseudomonas, incluindo as linhagens resistentes.

Recentemente, mais antibiéticos foram obtidos de linhagens de Streptomyces
como as celastramicinas A e B, produzidas por Streptomyces MaB-QuH-8, que
apresentaram antagonismo para bactérias como Mycobacterium vaccae e Bacillus
subtilis (PULLEN et al., 2002); as mumumbicinas, isoladas de Streptomyces NRRL
30562, com largo espectro contra bactérias Gram-positivas, como B. anthracis, e
contra Mycobacterium tuberculosis multi-resistente e Plasmodium falciparum
(CASTILLO et al., 2002).

As kakadumicinas, isoladas de Streptomyces sp. NRRL 30566, apresentaram
atividade antimalarica e antimicrobiana para bactérias Gram-positivas (CASTILLO et
al., 2003); Enquanto as coronamicinas, antibiéticos peptidicos produzidos por
Streptomyces sp. MSU-2110, também revelaram atividade antimalarica, além de
antifngica (EZRA, et al. 2004).

No trabalho desenvolvido por Shimizu et al., 2004, a linhagem Streptomyces
sp. R-5, identificada como Streptomyces galbus, produziu duas substancias
denominadas actinomicinas X, e fungicrominas, ativas contra Bacillus subtilis e

Saccharomyces cerevisiae.
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As substancias produzidas por Streptomyces exibem uma maior diversidade
quimica, contudo, novas estruturas também tém sido isoladas de outros géneros,
principalmente Actinomadura, Actinoplanes e Micromonospora (LAZZARINI et al.,
2000). A dapiramicina, produzida por Micromonospora sp., revelou-se ativa contra
Rhizoctonia, Pyricularia e Botrytis spp. (NISHIZAWA et al., 1984). As cervinomicinas
Al e A2, produzidas por Micromonospora sp. M39, também foram antagbnicas a
fungos fitopatogénicos. Outras substancias, como as citreamicinas, isoladas de
Micromonospora citrea, mostraram-se ativas para bactérias anaerdbias, como
Clostridium sp. (MAIESE et al., 1989; CARTER et al., 1990).

As pramicidinas, produzidas por Actinomadura hibisca, mostraram moderada
atividade contra fungos e bactérias, sendo mais eficientes para Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus (TOMITA et al., 1990; OKI et al.,
1990). As macrolactamas, isoladas de Actinomadura spp., também mostraram boa
atividade para C. albicans, mas foram fracamente ativas contra dermatofitos
(HEDGE et al., 1992).

A diversidade quimica de metabdlitos bioativos de Actinoplanes também tem
sido explorada, como o antibiético purpuromicina, produzido por Actinoplanes
ianthinogenes (RAMBELLI et al., 1988); lipiarmicina, por Actionoplanes deccadensis
(CAVALLERI et al, 1988); actagardine, por Actiniplanes garbadinensis
(MALABARBA et al., 1985).

Vérias outras substancias produzidas por actinomicetos incomuns ja foram
obtidas como a rifamicina, produzida por Amycolatopsis mediterranei; Eritromicina,
por Saccharopolyspora erythraea; teicoplanina, por Actinoplanes teichomyceticus;
vancomicina, por Amycolatopsis orientalis e a gentamicina, por Micromonospora
purpurea (LANCINI e LORENZETTI, 1993), todas com atividade antibacteriana.

Novos antibidticos e outros metabolitos secundarios bioativos continuam
sendo descobertos de fontes microbianas. A probabilidade de descobrir tais
compostos depende de uma série de fatores extremamente importantes como o
namero de microrganismos selecionados e o grau de diversidade, a originalidade e
seu potencial em produzir metabdlitos, e para isso, € recomendada a exploracao de
novos solos e habitats (NOLAN e CROSS, 1988).
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3.2.1.2 — Actinomicetos Endofiticos

As interacdes entre plantas e actinomicetos endofiticos tém sido mais
extensivamente estudadas para o género Frankia, que contém espécies fixadoras
bioldgicas de nitrogénio simbidticas de plantas ndo-leguminosas, capazes de induzir
a nodulagdo em raizes de diversas plantas (BENSON e SILVESTER, 1993). As
plantas noduladas por Frankia spp. sdo chamadas de plantas actinorrizicas
(TORREY e TIEPKEMA, 1979) e compreendem cerca de 194 espécies distribuidas
em 24 géneros.

As primeiras observa¢cBes sobre actinomicetos endofiticos foram feitas por
Mundt e Hinkle, em 1976, que descreveram o isolamento de 19 géneros de bactérias
do interior de sementes e Ovulos de plantas, destacando-se 0s géneros
Corynebacterium, com 35 isolados, seguido por Nocardia e Streptomyces, ambos
com apenas um isolado. Posteriormente, O’ Brien et al. (1984) isolaram 433
actinomicetos endofiticos, particularmente Streptomyces spp., do xilema e floema de
Ulmus americana.

Em 1992, Sardi et al. isolaram 499 linhagens de actinomicetos da superficie
esterilizada de amostras de raizes de 28 espécies de plantas nativas da Italia, com a
maioria dos isolados pertencentes ao género Streptomyces, seguido de
Streptoverticillium e Nocardia, e em menor quantidade Micromonospora e
Streptosporangium. Enquanto Matsukama et al. (1995) obtiveram actinomicetos
isolados de camélia (Camelia japonica) e Citrus, mas em pouca quantidade.

Petrolini et al. (1996) isolaram actinomicetos, particularmente Actinoplanes e
Streptomyces, de raizes de mais de 100 espécies de plantas, enquanto Stamford
(1997), em seu trabalho, relatou o isolamento de Nocardiopsis sp. em tubérculos de
jacatupé (Pachyrhizus erorus).

Matsuura (1998) isolou mais de 30 linhagens de actinomicetos de folhas e
raizes do feijdo Caupi (Vigna unguiculata) com predominancia de Streptomyces e
Nocardiopsis. Enquanto Brito e Araujo (1998) isolaram 32 linhagens de folhas e
raizes do feijdo comum (Phaseolus vulgaris), com a maioria pertencente ao género

Microbispora, seguido por Streptomyces.
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Em 1995, Okazaki et al. isolaram Microbispora spp. de folhas de milho (Zea
mays). Posteriormente, Araujo et al. (2000) isolaram actinomicetos de raizes e folhas
de milho sendo a maioria isolados do género Microbispora spp., embora
Streptomyces spp. e Streptosporangium spp. foram também representados.

Caruso et al. (2000) constataram a presenca de Streptomyces, Actinomadura,
Actinoplanes, Kitasatospora, Micromonospora e nocardioformes como endofiticos de
plantas pertencentes ao género Taxus. Actinomicetos também foram obtidos da
madeira de trés diferentes plantas pertencentes a familia Celastraceae, onde uma
delas, Maytenus aquifolia, conhecida como espinheira-santa, pertence a vegetacao
no Brasil, e as outras duas, Putterlickia retrospinosa e P. verrugosa, sao tipicas do
Sul da Africa (PULLEN et al., 2002).

Coombs e Franco (2003) relataram a presenca de actinomicetos em raizes de
trigo (triticum aestivum), com predominéancia de Streptomyces spp, € em menor
namero Microbispora, Micromonospora e Nocardioides. Enquanto o trabalho
desenvolvido por Uetanabaro (2004) descreveu o isolamento de 47 actinomicetos,
todos do género Microbispora, a partir de folhas de Olho-de-boi (Tocoyena formosa).

Varias pesquisas tém mostrado a ocorréncia e o potencial dos metabolitos
secundarios de actinomicetos endofiticos em diferentes espécies de plantas. Trejo-
Estrada et al. (1998), em seu trabalho, relataram que actinomicetos endofiticos
foram encontrados produzindo pelo menos trés tipos de substancias antagonistas
em tecidos de plantas, incluindo antibiéticos, enzimas e sideréforos.

Liu e Tang (1996) além de isolarem actinomicetos de amostras de raizes de
plantas de algodado (Gossypium hirsutum), também avaliaram sua atividade
fitopatogénica. Enquanto Shimizu et al. (2000) obtiveram actinomicetos da superficie
esterilizada de folhas, raizes e caules de Rhododendron sp. e analisaram seu
potencial como agentes biocontroladores contra fungos.

Stamford et al. (2001) avaliaram a producdo de a-amilase termoestavel de
actinomicetos endofiticos pertencentes ao género Nocardiopsis isolados de
tubérculos de jacatupé. Posteriormente, Stamford et al. (2002) caracterizaram
enzimas glicoamiloliticas termoestaveis produzidas por Streptosporangium sp.,

actinomiceto endofitico isolado de folhas de milho. Segundo os mesmos autores,
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enzimas de origem microbiana tém sido amplamente utilizadas no processamento
de alimentos, fabricacao de detergentes, industrias téxtil e farmacéutica.

Taechowisan et al. (2003) isolaram 330 actinomicetos endofiticos de 36
espécies de plantas herbaceas e lenhosas na Tailandia, focalizando a exploracao
desses microrganismos como excelentes agentes de biocontroles contra fungos
fitopatogénicos.

Tian et al. (2004) também obtiveram actinomicetos endofiticos, principalmente
Streptomyces, mas também Streptoverticillium, de folhas e raizes de arroz (Oryza
sativa) que mostraram atividade antagbnica aos patégenos desta cultura. Cao et al.
(2004a) isolaram actinomicetos, sendo a maioria linhagens de Streptomyces
griseorubiginosus, de raizes e folhas de bananeiras (Musa acuminata) e testaram os
isolados contra Fusarium oxysporum f sp. cubense, obtendo resultados promissores
para o biocontrole deste fungo, causador da murcha da banana.

Em outro trabalho, Cao at al. (2004b) isolaram e caracterizaram actinomicetos
endofiticos da superficie esterilizada de raizes de tomate visando a sua aplicacao
como agente de biocontrole de Rhizoctonia solani, causadora da doenga no tomate,
onde a maioria dos isolados foram identificados como pertencente aos géneros
Streptomyces, Streptoverticillium e Nocardia.

Os actinomicetos estdo distribuidos em véarios géneros que sédo encontrados
em diferentes plantas ou até mesmo em uma Unica planta apenas, podendo estar
presentes espécies mais comuns, como as pertencentes ao género Streptomyces,
assim como géneros mais raros ou incomuns, como Micromonospora,
Actinomadura, Actinoplanes, Kitasatospora, Microbispora, Streptoverticillium,
Nocardia entre outros. Esta biodiversidade, que estad relacionada com fatores
intrinsecos da planta e condigBes sazonais, aumenta as chances de encontrar novas

substancias bioativas.

3.2.1.3 — Actinomicetos da Rizosfera

A rizosfera € a regido do solo préxima ao sistema radicular que esta
diretamente influenciada pela atividade das raizes. Apresenta caracteristicas bem
diferentes dos solos adjacentes, sendo o local onde ocorre a maior parte das
interacdes entre microrganismos e plantas (FOSTER, 1986). A colonizacao
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rizosférica é determinada pela interacdo de uma série de fatores que variam de
acordo com as plantas, os microrganismos e o0 meio ambiente. E um habitat mutavel,
onde sua composicao e sua estrutura séo influenciadas durante o ciclo vegetativo. A
planta pode modificar as caracteristicas quimicas do solo nas proximidades de suas
raizes através de exsudatos radiculares sollveis, enriquecendo o solo com uma
variedade de compostos organicos (PEREIRA, 2000).

Os exsudatos se difundem através do meio adjacente representando um
micronicho bastante atraente para a comunidade do solo, onde ocorrem interagbes
diretas da microbiota rizosférica com as raizes e entre diferentes populacdes
microbianas do solo (CARDOSO e FREITAS, 1992).

Segundo Foster (1986), as atividades das raizes criam um habitat favoravel
para o desenvolvimento de populagbes microbianas, inclusive de actinomicetos,
predominando, como relatado por Pereira (2000), os géneros Streptomyces e
Nocardia. Alguns dados indicam que essas bactérias devem ser relativamente mais
abundantes na rizosfera que no solo circundante (MOHAMED, 1982), mas ha
autores que discordam dessa afirmacado (MILLER et al., 1990). Crawford et al.
(1993) sugerem que as diferencas observadas podem estar simplesmente
relacionadas com as diferencas nos tipos de solos e espécies de plantas.

A influéncia da rizosfera sobre a populacdo de actinomicetos, em geral, é
menor do que sobre as populaces das demais bactérias e dos fungos, visto que 0s
actinomicetos sdo microrganismos de crescimento lento com baixa capacidade
competitiva, o que dificulta sua colonizacdo em substratos organicos nos quais
outros microrganismos apresentam capacidade mais elevada de adaptacéo
(PEREIRA et al., 1999).

No trabalho desenvolvido por Filnow e Lockwood (1985), varios actinomicetos
foram isolados e avaliados como agentes biocontroladores de Phytophora, fungo
fitopatogénico de raizes de soja (Glycine max).

Crawford et al. (1993) isolaram actinomicetos, particularmente Streptomyces
spp., da rizosfera de diferentes plantas como dente-de-ledo (Taraxicum officinale) e
trigo (Triticum aestivum), e avaliaram sua atividade antagOnica para Pythium ultimum

e outros fungos patogénicos de raizes.
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Valois et al (1996) isolaram mais de 200 actinomicetos da rizosfera da batata
(Solanum tuberosum) e avaliaram a atividade enzimética de diferentes glucanases
contra Phythophthora fragariae var. rubi. através da atuacdo dessas enzimas na
hidrolise da parede celular deste fitopatégeno.

Cheng et al. (1996) isolaram e avaliaram uma possivel variagdo na densidade
microbiana da rizosfera do tomate (Lycopersicon esculentum), supondo que esta
variagdo poderia ser determinada pelo padrao de exsudatos radiculares associados
com as diferentes exigéncias nutricionais e com outros fatores de crescimento
especificos exigidos pelos isolados.

Posteriormente, Gava et al. (2002) testaram linhagens de Streptomyces spp.
isoladas da rizosfera do tomate visando a utilizagdo desses microrganismos no
controle de Ralstonia solanacearum, causador da murcha-bacteriana nesta cultura.

Barakate et al. (2002), investigando actinomicetos de solos rizosféricos de
diversas plantas em Marrocos, isolaram 131 linhagens de Streptomyces e avaliaram
sua atividade antimicrobiana para diferentes patdégenos. A maioria dos isolados
revelou forte antibiose contra Streptomyces scabies, Staphylococcus aureus e
Bacillus subtilis. Alguns isolados também apresentaram atividade para Escherichia
coli e Verticillium dahliae.

Ismet et al. (2004) isolaram linhagens de Micromonospora da rizosfera de
Sonneratia e Rhizophora sp., plantas de manguezal, e comprovaram a producgéo de
substancias antifungicas por esses microrganismos. Enquanto Agligli et al. (2004)
obtiveram mais de 100 linhagens de actinomicetos e avaliaram sua atividade
antifangica contra o fitopatégeno Verticillium dahliae.

Inimeras investigagbes mostram a importdncia dos actinomicetos para
Biotecnologia uma vez que se destacam com uma fonte promissora para a produgao
de enzimas, de antibiéticos e de outros compostos biologicamente ativos (PEREIRA,
2000).
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Material Biologico

4.1.1 - Coleta

O material bioldgico, constituido por folhas saudaveis, raizes e rizosfera de
cinco espécimes de meldo-de-Sdo Caetano (Momordica charantia L.), foi coletado
em um sitio no km 38 da BR-101 Norte, no municipio de Igarassu /PE, em janeiro de
2005 (Figura 4.1). Apos a coleta, amostras de folhas e raizes foram armazenadas
separadamente em sacos plasticos previamente identificados, enquanto as amostras
da rizosfera foram transferidas para tubos Falcon, e conduzidas para o laboratorio
de Genética do Departamento de Antibiéticos/lUFPE para o isolamento dos

microrganismos.
4.1.2 - Identificacéo
O material botanico foi identificado pelo Laboratério de Faner6gamos do

Departamento de Botéanica da Universidade Federal de Pernambuco, confirmando a
espécie Momordica charantia L. (Meldo-de-Sao Caetano).

o, Gl

A ad

Figura 4.1 — Meldo-de-Sdo Caetano- Momordica charantia L.
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4.2 — Isolamento de Microrganismos

4.2.1 - Microrganismos Endofiticos

4.2.1.1 - Desinfeccao

Folhas e raizes de M. charantia L. foram submetidas separadamente ao
processo de desinfec¢do para eliminagdo dos microrganismos epifiticos. A técnica
utilizada foi a desinfecgéo com hipoclorito de sédio (PEREIRA et al., 1993; ARAUJO
et al., 2001). As amostras foram lavadas em &gua corrente para retirada de residuos
e colocadas sobre papel absorvente para secar. Em seguida, foram cortadas em
fragmentos de aproximadamente 10 cm e submetidas ao tratamento com alcool
etilico 70% por um minuto, hipoclorito de sédio 2,6% por cinco minutos, e 15 minutos
para o isolamento de actinomicetos incomuns (UETANABARO, 2004), alcool etilico
70% por 30 segundos e agua destilada autoclavada por duas vezes. Para verificar a
eficiéncia da desinfec¢éo, aliquotas da ultima dgua de lavagem foram plaqueadas
em cada meio utilizado para o isolamento (Figura 4.2).

Plagueamento

Hipoclorito Alcool 70% Agua Agua

Figura 4.2 — Esquema da desinfec¢éo dos tecidos vegetais em hipoclorito de sodio.
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4.2.1.2 — Isolamento

A técnica de isolamento de microrganismos endofiticos utilizada foi
isolamento por fragmentacdo (ARAUJO et al., 2002). Apés a retirada das bordas das
folhas e das extremidades das raizes com um estilete esterilizado, o material
desinfectado foi cortado em fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? e transferido
para placas de Petri contendo meios de cultura (Figura 4.3). Para o isolamento de
fungos foi utilizado o meio Batata Dextrose Agar (BDA) acrescido de cloranfenicol e
tetraciclina (100 pg/mL); enquanto para o isolamento de actinomicetos foi utilizado o
meio Caseina Amido Agar (CAA) acrescido de nistatina e cicloheximida (100 pg/mL).
O isolamento foi realizado em duplicata e as placas foram incubadas a 30°C por até
30 dias. A frequéncia de isolamento foi obtida através do numero de fragmentos com
crescimento microbiano em relacdo ao numero total de fragmentos vegetais
(ARAUJO et al., 2002).

Figura 4.3 — Etapas do isolamento de microrganismos endofiticos de Momordica charantia:
a) Amostra de folha; b) Fragmentacao do material; c) Fragmentos de raizes.

4.2.2 - Microrganismos da Rizosfera

A técnica utilizada para o isolamento de microrganismos da rizosfera foi
diluicdo em série. Iniciou-se a diluicdo pesando 10g da amostra da rizosfera e
transferindo para Erlenmeyer contendo 90mL de solucéo tampao PBS. A solucéo foi
mantida sob agitacdo a 180 rpm por 15 minutos e apds este periodo foram
realizadas diluicdes seriadas até 10”. Para o isolamento foram utilizadas apenas as

21

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

Lima, VaniaT. I solamento e Atividade Antimicrobiana de Actinomicetos...

duas dltimas diluicdes (10° e 107), onde foi semeado 0,1mL de cada diluicdo em
placas contendo os meios BDA e CAA acrescidos de antibiéticos, como descrito
anteriormente, e incubadas a 30°C por até 20 dias. O procedimento foi realizado

para cada amostra coletada da rizosfera (Figura 4.4).

-

Tampao (90 mL) rizosfera (10 a)

10 *

Figura 4.4 — Esquema do isolamento de microrganismos da rizosfera.

4.3 — Purificagdo de Microrganismos Endofiticos e da Rizosfera

Os microrganismos foram purificados por estrias de esgotamento em meio
sélido especifico para obtencao de colbnias isoladas. O procedimento foi repetido de

acordo com a necessidade.

4.4 - Preservacao de Microrganismos Endofiticos e da Rizosfera

As técnicas utilizadas para a preservacéo dos isolados foram repique simples
sob refrigeracdo e método de 6leo mineral (MURO e LUCCHI, 1989). Inicialmente,
fungos, bactérias e actinomicetos foram mantidos em tubos de ensaio contendo
meio de cultura inclinado e mantidos sob refrigeracdo. Para uma preservagao mais

adequada, as culturas puras foram transferidas para tubos de penicilina, em
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triplicata, contendo meio sélido inclinado e adicionado 6leo mineral esterilizado. Os
tubos foram fechados com rolha de borracha, vedados com selo de aluminio e
estocados a temperatura ambiente. Os meios utilizados para o cultivo de fungos,
actinomicetos e bactérias foram: Agar Sabouraud (SAB), Agar Extrato de Levedura-
Extrato de Malte (ISP-2) e Agar Soja-Triptona (TSA), respectivamente.

4.5 — Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana
4.5.1 - Microrganismos-teste
Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizados 12 patégenos
pertencentes a Colecdo de Culturas do Departamento de Antibidticos (UFPEDA) e
do Departamento de Micologia (URM) da Universidade Federal de Pernambuco

(Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Microrganismos-teste utilizados na atividade antimicrobiana.

Microrganismos UFPEDA* URM** Origem
Candida albicans 1007 | e Cepa 50-1BB NFC-USA
Candidasp. | - 720 Pacientes imunodeprimidos
Candidasp. | = - 4249 Pacientes com outras infec¢des
Candidasp. | - 4224 Pacientes com outras infec¢des
Malassezia furfur | meeeeee 4498 Isolado do couro cabeludo
Malassezia furfur | meeeeee 4499 Isolado das costas
Malassezia sympodialis | = ---------- 4503 Isolado das costas
Malassezia sympodialis | = ---------- 4849 Isolado do couro cabeludo
Staphylococcus aureus 02 | - ATCC 6538
Bacillus subtilis 16 | - W
Escherichia coli 224 | e ATCC 25922
Mycobacterium tuberculosis 82 | - Polénia WK

* UFPEDA - Colecao de Culturas do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco.

** URM — Universidade do Recife de Micologia.
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4.5.1.1 — Cultivo dos Microrganismos-teste

A suspensdo microbiana foi preparada a partir de culturas puras dos
microrganismos-teste. Da suspenséo obtida, retirou-se 0,1mL para semeio, com alca
de Drigalski, em placas de Petri contendo os meios: Agar Nutritivo (AN), para as
bactérias; TSA, para M. tuberculosis; SAB, para Candida spp. e SAB acrescido de
extrato de levedura e 6leo de oliva, para Malassezia spp.. As leveduras foram
incubadas a 30°C por 48 horas e as bactérias a 37°C por 24 horas.

4.5.2 — Selecao Primaria em Meio Sdlido

A atividade antimicrobiana dos actinomicetos endofiticos e da rizosfera foi
avaliada qualitativamente, em meio soélido, através do método em Bloco de Gelose
(ICHIKAWA et al.,, 1971) modificado, visando selecionar os microrganismos com

maior atividade.

45.2.1 — Teste em Bloco de Gelose

Os actinomicetos endofiticos e da rizosfera foram semeados em placas de
Petri contendo o meio ISP-2 e 0,1mL da suspensao de esporos foi espalhada com
alca de Drigalski. As placas foram mantidas por sete dias a 30°C para 0 crescimento
em tapete dos microrganismos. Apos o periodo de incubacdo dos actinomicetos,
foram feitos blocos de gelose circulares de 6 mm de didmetro com auxilio de um
furador de rolha esterilizado e transferidos para placas de Petri contendo o
microrganismo-teste (Figura 4.5). As placas foram incubadas a 30°C para o
crescimento de Candida spp. e Malassezia spp. e a 37°C para as bactérias, e
mantidas por 24 a 48 horas para a leitura dos halos de inibig&do. O teste foi realizado
em triplicata e os resultados obtidos pela média aritmética dos didametros dos halos
de inibicado formados ao redor de cada bloco.
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0,1 mL
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7 dias / 30°C

Meio ISP-2 Crescimento
em tapete
Actinomiceto -
0,1mL _ " Transferéncia do bloco
</ R
24 horas / 30-37°C
— = — -
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] Leitura do
Patégeno halo de inibicéo

Figura 4.5 — Esquema do teste de bloco de gelose.

4.5.3 - Selecé@o Secundaria em Meio Liquido

Os actinomicetos endofiticos e da rizosfera que apresentaram os melhores
halos de inibicdo no teste em Bloco de Gelose foram cultivados em diferentes meios
liguidos para, através da técnica de Difusdo em Disco (BAUER et al., 1966),
selecionar o melhor meio de cultivo e o melhor tempo de fermentacdo para a

producéo de compostos bioativos.

4.5.3.1 — Pré-in6culo

Os actinomicetos selecionados foram cultivados em Erlenmeyer de 250 mL
com o meio ISP-2 liquido. Neste meio foram inoculados trés blocos de gelose do
actinomiceto, seguido de agitacdo a 180 rpm, por 48 horas, a temperatura ambiente
(28-30°C).
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4.5.3.2 — Teste de Difusdao em Disco

Apébs o periodo de incubagédo do pré-indculo, 10% v/v (5mL) do mesmo foi
adicionado a Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido para
fermentacdo. Os meios utilizados foram M1, MPE (Meio para Producdo de
Eurimicina) e ISP-2 e a fermentacéo foi mantida por 96 horas sob agitacdo de 180
rpm. A cada 24 horas de cultivo, aliquotas dos meios fermentados foram retiradas e
centrifugadas para separar o liquido metabdlico da massa celular. Os discos de
papel de 6 mm de didmetro foram umedecidos com 20uL do liquido metabdlico,
transferidos para placas contendo o microrganismo-teste, seguida da incubacao a
30°C ou 37°C, de acordo com a necessidade do patdgeno, por 24 e 48 horas (Figura
4.6). O teste foi realizado em triplicata e os resultados obtidos pela média aritmética
dos diametros dos halos de inibicdo. A variacdo do pH foi acompanhada nos
diferentes tempos de fermentacéao.

Transferéncia de 5 mL
do pré-inéculo

& A 4 A V A A A -
M1 MPE ISP-2

Fermentacg&o por 96 horas sob agitagdo de 180 rpm

1 Discos com 20 pL / 24 horas

</ A\ 4

0,1 mL 24-48 horas / 30-37°C

— == — —
Meio

Patogeno Leiturado
halo de inibicéo

Figura 4.6 - Esquema do teste de difusdo em disco de papel.
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4.6 — Extragdo de Compostos Bioativos da Massa Celular

A massa celular foi tratada com os solventes aquosos: acetona, metanol e
etanol para a extracdo do principio ativo. A cada 10 mL de solvente foi adicionado
0,2 g de peso umido da massa celular e colocado sob agitacdo por 15 minutos para
a desidratacdo das células e extracdo dos produtos bioativos intracelulares. Apds
este periodo, o material foi filtrado para separar a massa do solvente contendo o
principio ativo extraido. Discos de papel foram umedecidos com 20 pL de cada

solvente e realizado o ensaio antimicrobiano como citado anteriormente.

4.7 - ldentificagéo dos Actinomicetos

Os actinomicetos avaliados no teste de difusdo em disco foram selecionados
para a identificacdo taxonémica, em nivel de género, através de observacdes macro

e micromorfologicas e do estudo da parede celular.

4.7.1 — Morfologia

Para a andlise morfolégica dos actinomicetos foi utilizada a metodologia
descrita por Shirling e Gottlieb (1966). Os microrganismos foram cultivados no meio
ISP-2 e incubados a 30°C por 21 dias. Laminulas foram inseridas parcialmente no
meio de cultura, em posicao inclinada, para o crescimento de hifas sobre sua
superficie. Apds o periodo de incubacgédo, foram observadas caracteristicas culturais
tais como coloracdo e pigmentacao, e caracteristicas micromorfolégicas, através do
microscépio Optico, como presenca ou auséncia de esporos, forma da cadeia de
esporos ou a presenca de esporangio.
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4.7.2 — Estudo da parede celular

O estudo da parede celular dos actinomicetos foi determinado através da
avaliacdo dos isémeros do &cido diaminopimélico (DAP), LL- ou meso-DAP, de
acordo com a metodologia descrita por Staneck e Roberts (1974).

4.7.2.1 — Hidrdlise da parede celular

Os actinomicetos foram cultivados em meio ISP-2 a 30°C, por 72 horas, para
obtencdo de massa celular. Apés o periodo de incubacédo, a massa celular obtida foi
filtrada a vacuo com papel de filtro e seca em estufa a 50°C por 2 horas. Em
seguida, foi transferido 30 mg da massa seca para tubo rosqueavel, no qual foi
adicionado 1mL de solucdo de HCI 6N e levado para estufa a 100°C por 16 horas
para a hidrélise da parede celular. O material insoltvel foi removido utilizando um
eppendorf furado contendo |& de vidro e lavado com 1mL de agua destilada. O
filtrado foi transferido para baléo de fundo redondo e levado ao rotaevaporador para
a retirada de todo o &cido remanescente. Este procedimento foi efetuado até a
retirada total do &cido. O material livre do &cido foi retomado em 0,1 mL de &gua
destilada, transferido para tubos eppendorf e armazenados em freezer até a
realizacao da corrida em cromatografia em camada delgada (CCD).

4.7.2.2 — Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada do hidrolisado da parede celular foi
realizada para a identificagcdo dos isébmeros do &cido diaminopimélico (LL-DAP ou
meso-DAP) presente na parede celular de actinomicetos. A fase movel foi composta
por metanol-agua-4cido cloridrico 6N-piridina (80:26:4:10, v/v) e a fase fixa por
placas de celulose (Merck n°® 5716 20x20). Na fase fixa foram aplicados 2uL do
padrdo do &cido diaminopimélico (DAP) a 0,19% p/v, 2uL das amostras e 2uL dos
padrdes: Streptomyces regensis (DAUFPE-3053) e Nocardia asteroides (DAUFPE-
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3503), representando os isomeros LL-DAP e Meso-DAP, respectivamente. A cuba
foi previamente saturada por 2 horas e a corrida ocorreu por aproximadamente 5
horas. Quando o “front” do solvente atingiu o topo da placa, a mesma foi retirada e
deixada secar na capela de exaustdo. A placa seca foi revelada borrifando uma
solucdo de ninhidrina a 0,2% p/v em butanol saturado com &gua, e em seguida
aquecida a 100°C por 5 minutos para a visualizagdo dos isomeros de DAP (LL-DAP
e meso-DAP). Inicialmente as manchas se apresentaram verdes, tornando-se

amarelas apds algumas horas.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Isolamento de Microrganismos Endofiticos

A utilizacao do hipoclorito de sédio foi eficiente para desinfeccéo da superficie
de folhas e raizes de Momordica charantia L., uma vez que ndo se detectou o
crescimento de microrganismos apds o plagueamento da 4gua de lavagem destes
tecidos.

Os meios de cultivo BDA e CAA foram eficientes para o isolamento de fungos
e actinomicetos, respectivamente, de folhas e raizes. A adicdo dos antibacterianos
cloranfenicol e tetraciclina ao meio BDA evitou o0 desenvolvimento de
microrganismos invasivos, ndo sendo observada a ocorréncia de bactérias
resistentes, assim como a adi¢do dos antifingicos nistatina e cicloheximida ao meio
CAA suprimiu o crescimento de fungos, o que favoreceu o desenvolvimento dos
actinomicetos. No meio CAA, como nao foi adicionado antibiético antibacteriano, foi
observada a ocorréncia de bactérias ndo-filamentosas.

O desenvolvimento de colbnias bacterianas e flungicas emergindo dos
fragmentos de folhas e raizes foi visualizado a partir de 96 horas até o 15° dia de
cultivo. Enquanto as colénias de actinomicetos comecaram a emergir apenas apos
10 dias de incubagdo, havendo desenvolvimento bacteriano até o 27° dia. A medida

que as coldnias surgiram, foram isoladas e purificadas (Figura 5.1).

A frequéncia de microrganismos endofiticos pode ser observada na tabela
5.1, onde a frequéncia de microrganismos isolados das raizes foi maior que das
folhas. O tempo de desinfeccdo de 15 minutos diminuiu a frequéncia de bactérias
nao filamentosas. Quanto aos actinomicetos, este maior tempo de tratamento
favoreceu o surgimento dessas bactérias, sendo mais significante para o isolamento
de actinomicetos das raizes que das folhas, onde a frequiéncia foi de 4,33% e 1,0%,
respectivamente. Resultado semelhante foi obtido por Uetanabaro (2004), onde o
tratamento de 15 minutos em hipoclorito aumentou a frequéncia de isolamento de
actinomicetos. Para o isolamento de fungos foi utilizado apenas o tratamento de 5

minutos em hipoclorito.
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Tabela 5.1 — FreqUéncia de Isolamento de Microrganismos Endofiticos (%).

FreqUéncia de Endofiticos (%)

5 minutos 15 minutos
Folha Raiz Total | Folha | Raiz | Total

Microrganismos

Actinomicetos 0,66 1,0 1,66 1,0 4,33 5,33
Bactérias 3,33 29,0 32,33 | 1,66 | 11,0 | 12,66
Fungos 17,0 27,33 | 44,33 NR NR NR

NR - N&o Realizado

Foram isolados 71 microrganismos endofiticos das folhas, onde os fungos
foram os maiores representantes com 72% (51/71), seguido pelas bactérias com
21% (15/71) e apenas 7% (5/71) de actinomicetos isolados. Elevado percentual de
fungos endofiticos de folhas também foi obtido por Souza et al. (2004) a partir das
plantas Palicourea longiflora (89.8%) e Strychnos cogens (67.8%).

As folhas, quando mergulhadas em hipoclorito, ndo sofreram rapida oxidacao,
0 que possivelmente favoreceu 0 surgimento em maior quantidade de
microrganismos endofiticos. A mesma observacao foi feita por Souza et al. (2004)
durante o isolamento de endofiticos de duas plantas toxicas da Amazénia, onde uma
delas, P. longiflora, teve uma reducdo na quantidade de isolados devido ao rapido
escurecimento dos fragmentos foliares, enquanto em S. cogens, a oxidacao nao foi
tdo rapida, ocorrendo um aumento no niumero de microrganismos isolados.

Quanto as raizes, foram isolados 218 microrganismos, ocorrendo uma maior
incidéncia de bactérias 55% (120/218) que de fungos 38% (82/218) e apenas 7%
(16/218) de actinomicetos isolados. Sardi et al. (1992) ressaltaram em seu trabalho
que isolados endofiticos foram mais frequentemente obtidos de raizes que de outras
partes da planta. Contudo, a presenca de endofiticos em folhas, mesmo em
guantidades inferiores, pode ser vista em relatos anteriores (OKAZAKI et al., 1995;
SHIMIZU et al., 2000).

Os microrganismos endofiticos isolados de raizes foram mais diversificados
gue os isolados das folhas. De acordo com Tian et al. (2004), a grande diversidade

microbiana nas raizes deve ser causada pelo contato direto com a rizosfera.
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5.2 — Isolamento de Microrganismos da Rizosfera

O crescimento de colbnias bacterianas e fangicas teve inicio a partir de 96
horas de cultivo até o 15° dia de cultivo. As coldnias de actinomicetos surgiram apés
sete dias até o 30° dia de cultivo. A microbiota isolada da rizosfera foi purificada da

mesma forma que os microrganismos endofiticos (Figura 5.1).

Foram isolados 220 microrganismos da rizosfera de M. charantia, onde 48%
(106/220) correspondem a actinomicetos, enquanto 47% (103/220) e 5% (11/220)
sdo bactérias e fungos, respectivamente. Segundo Sardi et al. (1992), os
actinomicetos sao relativamente mais abundantes na rizosfera, regido rica em
exsudatos radiculares, onde eles devem influenciar no crescimento da planta e

proteger suas raizes contra a invasdo de microrganismos patogénicos.

Entre os microrganismos isolados da rizosfera, foi observada maior incidéncia
de actinomicetos com um total de 106 isolados. De acordo com Holt et al. (1994), os
meios de cultivo contendo amido podem ser mais eficientes no isolamento de
actinomicetos, uma vez que o amido é uma fonte de carbono complexa capaz de
inibir o crescimento de outros microrganismos e com isso favorecer o surgimento de
actinomicetos, jA que estes possuem crescimento lento. Como observado neste
trabalho, uma grande quantidade de actinomicetos da rizosfera (10’ a 108 UFC/g de
solo) foi obtida utilizando o meio CAA, o que comprova a eficiéncia deste meio para

o isolamento dessas bactérias.

Em trabalhos anteriores também foi possivel observar densidades elevadas
de actinomicetos na rizosfera, como no milho, ervilha, algodao, rabanete, cenoura,
tomate e pimentdo, variando de 10° a 10° UFC/g de solo rizosférico (YUAN e
CRAWFORD, 1995; GAVA et al., 1999).
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Figura 5.1 — Isolamento de microrganismos de Momordica charantia: a) Fragmentos foliares
com fungos emergindo; b) Coldnias bacterianas isoladas da rizosfera; c) Purificacdo de

actinomicetos.

5.3 — Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

Para a avaliac@o da atividade antimicrobiana em meio sélido foram utilizados
117 actinomicetos, sendo 17 endofiticos, onde 12 foram isolados das raizes e cinco
das folhas, e 100 isolados da rizosfera. Apenas 10 actinomicetos isolados, sendo
quatro endofiticos e seis da rizosfera, ndo foram testados devido a dificuldade de
crescimento nos meios de cultura utilizados. As bactérias ndo filamentosas e o0s

fungos isolados, endofiticos e da rizosfera, serdo avaliados em trabalhos futuros.

5.3.1 — Selecao Primaria — Bloco de Gelose

5.3.1.1. — Ensaio com Actinomicetos Endofiticos

Entre os 17 actinomicetos endofiticos utilizados no teste em bloco de gelose,
35,2% (6/17) apresentaram atividade antimicrobiana para pelo menos um dos 12
patdgenos testados, sendo 23,5% (4/17) das raizes e 11,7% (2/17) das folhas. Os
actinomicetos bioativos das folhas foram isolados no tempo de desinfeccédo de 5

minutos, enquanto as linhagens bioativas das raizes foram no tempo 15 minutos.
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Os resultados apresentados nas figuras 5.2 e 5.3 mostram a atividade
antimicrobiana das linhagens MCF-55 e MCF-65 para Staphylococcus aureus e
Bacillus subtilis com halos de inibigéo variando entre 23 a 27 mm. A linhagem MCF-
65 também foi ativa para Mycobacterium tuberculosis e Malassezia sympodialis
(4849), com halos de 22 e 14 mm, respectivamente.

Figura 5.2 — Halo de Inibicdo do actinomiceto MCF-65 contra Staphylococcus aureus.

30

20
15

Halo de Inibigéo (mm)

MCF-55 MCF-65

Actinomicetos endofiticos

O S. aureus W B. subtilis
O Mycobacterium tuberculosis O Malassezia sympodialis

Figura 5.3 — Didmetro dos halos de inibigdo dos actinomicetos MCF-55 e MCF-65, em bloco
de gelose, contra diferentes microrganismos-teste.

A atividade antimicrobiana das linhagens MCR-80, MCR-100, MCR-103 e
MCR-79 pode ser observada na figura 5.4. As linhagens MCR-100 e MCR-103
apresentaram atividade para B. subtilis, ambas com halos de 23 mm, e para
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Candida sp. (4249), com halos de 12 e 13 mm, respectivamente. A linhagem MCR-
80 foi antagbnica para S. aureus, B. subtilis e M. tuberculosis com halos entre 11 e
14 mm. Enquanto a linhagem MCR-79 mostrou atividade antibidtica para todas as
linhagens de Candida spp. e Malassezia spp., mas ndo foi ativa para as bactérias
testadas, exceto para M. tuberculosis, onde apresentou halo de 14 mm (Figura 5.5).

25+
e 201
E
@
o 159
2
£
S 104
o
<
T
5_—
0+ : : :
MCR-80 MCR-100 MCR-103 MCR-79
Actinomicetos endofiticos
O S. aureus @ B. subtilis 0O M. tuberculosis O Candida sp. (720)
@ C. albicans B Candida sp. (4224) B Candida sp. (4249) B M. sympodialis (4503)
B M. furfur (4498) O M. furfur (4499) O M. sympodialis (4849)

Figura 5.4 — Diametro dos halos de inibicdo dos actinomicetos MCR-80, MCR-100, MCR-
103 e MCR-79, em bloco de gelose, contra diferentes microrganismos-teste.

Figura 5.5 — Halos de Inibicdo do actinomiceto MCR-79 contra: a) Candida sp. (4249); b)
Malassezia furfur (4503).

Nenhum dos actinomicetos endofiticos testados apresentou antagonismo para
Escherichia coli. Segundo Vaara (1993), aproximadamente 90% dos antibiéticos
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naturais ndo conseguem inibir organismos Gram-negativos tal como E. coli. As
razdes para isso incluem, principalmente, a membrana externa presente nessas
bactérias, que contém canais que retardam a entrada na célula até mesmo de
pequenos compostos hidrofilicos, e a presenca de um lipopolissacarideo, que reduz
a difuséo transmembrana de antibioticos lipofilicos (NIKAIDO, 1996).

5.3.1.2 — Ensaio com Actinomicetos da Rizosfera

Entre os 100 actinomicetos isolados da rizosfera utilizados no teste em Bloco
de Gelose, 63% (63/100) apresentaram atividade para pelo menos um dos
patégenos testados. O maior percentual de actinomicetos com atividade antibiotica
foi para M. tuberculosis (68%), seguido por S. aureus (65%) e B. subtilis (60%). Para
Candida spp., o percentual de actinomicetos bioativos variou de 19 a 33%, enquanto
para Malassezia spp. este percentual variou de 22 a 30% (Figura 5.6).

Trabalhos com actinomicetos bioativos contra bactérias gram-positivas tém
sido frequentemente publicados (SABAOU et al., 1998), entretanto com atividade
para Gram-negativas e para fungos o indice de publicacdo tem sido bem menor,

como enfatizado por Lamari et al. (2002).

30%
65%

W S. aureus
| B. subtilis
OE. coli
® M. tuberculosis
60% | Candida sp. (720)
OC. albicans
B Candida sp.(4224)

\ O Candida sp. (4249)
8% @ M. sympodialis (4503)
| M. furfur (4498)
@ M. furfur (4499)
68%

O M. sympodialis (4849)

22%

22% .
27%&

27%

33%

19%

Figura 5.6 — Percentual de actinomicetos isolados da rizosfera com atividade para diferentes

microrganismos-teste.
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Os resultados observados na figura 5.7 destacam o0s actinomicetos que
apresentaram melhor atividade antimicrobiana para S. aureus, B. subtilis e M.
tuberculosis. As linhagens MCRF-131, MCRF-101, MCRF-6, MCRF-88, MCRF-8,
MCRF-86, MCRF-81, MCRF-97*, MCRF-81* e MCRF-105* mostraram 0S maiores
halos de inibicdo para a maioria das bactérias testadas, que variaram de 20 a 40
mm. Dentre estas linhagens, MCRF-6 apresentou o maior halo, 40 mm, para M.
tuberculosis.

Apenas cinco actinomicetos isolados, MCRF-103, MCRF-88, MCRF-8, MCRF-
81 e MCRF-82, apresentaram atividade antimicrobiana para E. coli com halos entre
10 e 13 mm.
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Actinomicetos da Rizosfera

B S. aureus O B. subtilis 0O M. tuberculosis

Figura 5.7 — Didmetro dos halos de inibicdo de diferentes actinomicetos, em bloco de
gelose, contra S. aureus, B. subtilis e M. tuberculosis.

A figura 5.8 mostra os actinomicetos que apresentaram melhor atividade
antimicrobiana para as diferentes linhagens de Candida e Malassezia. As linhagens
MCRF-117*, MCRF-117, MCRF-121, MCRF-38, MCRF-13 e MCRF-86 revelaram os
maiores halos de inibicdo para a maioria das leveduras testadas, que variaram de 20
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a 39 mm. A linhagem MCRF-13 apresentou o maior halo de inibigdo para M. furfur
(4849), de 39 mm.
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MCRF-117 MCRF-117* MCRF-38 MCRF-13 MCRF-86 MCRF-121
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O Candida sp. (720) O C. albicans 0O Candida sp. (4224) O Candida sp. (4249)
@ M. sympodialis (4503) B M. furfur (4498) @ M. furfur (4499) B M. sympodialis (4849)

Figura 5.8 — Didmetro dos halos de inibicdo de diferentes actinomicetos, em bloco de
gelose, contra linhagens de Candida e Malassezia spp..

Para Normansell (1986), o método em bloco de gelose apresenta baixa
resolucéo na deteccdo de antibidticos produzidos em pequenas concentracdes. J&
Tanaka (1992), revela que este método € o mais eficiente para uma selecédo primaria
de agentes antimicrobianos, pois podem ser testadas varias amostras em um
pequeno espaco de tempo. Neste trabalho, foi possivel observar um amplo espectro
de atividade antimicrobiana sobre os microrganismos-teste utilizados, mostrando-se

ser um metodo eficiente para uma triagem inicial.

5.3.2 — Selecdo Secundaria — Teste de Difusdo em Disco

Nove actinomicetos, sendo trés endofiticos e seis da rizosfera, que
apresentaram os melhores halos de inibicdo e espectro de ac¢ao no teste em bloco
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de gelose, foram selecionados para o teste de difusdo em disco. Foram escolhidos
para a fermentagdo trés meios de cultura com diferentes fontes de carbono e
nitrogénio: M1, MPE e ISP-2, visando avaliar o melhor meio, tempo de cultivo e pH
para producdo dos metabdlitos bioativos.

5.3.2.1 — Ensaio com Actinomicetos Endofiticos

Neste ensaio antimicrobiano, trés actinomicetos endofiticos foram avaliados,
dos quais dois isolados da folha e um da raiz. O actinomiceto endofitico MCF-55
apresentou os maiores halos de inibicdo, 23 e 19 mm, para S. aureus e B. subitilis,
respectivamente, no tempo de 120 horas de fermentagao no meio ISP-2 (Figura 5.9).
Nos meios M1 e MPE esta linhagem também apresentou atividade para as mesmas
bactérias, porém o maior halo foi de 14 mm, com pH entre 6,0 e 8,0. Durante a
fermentacdo no meio ISP-2 o pH permaneceu em torno de 7,0. Estes resultados
confirmam o ensaio em bloco de gelose, onde foi observado halo apenas para as
bactérias Gram-positivas testadas.

25+

20+

15+

10+

Halo de Inibigdo (mm)

24 48 72 96 120

Tempo (h)

O S. aureus B B. subtilis

Figura 5.9 — Diametro dos halos de inibicdo do endofitico MCF-55, durante 120 horas de
fermentacdo no meio ISP-2, contra S. aureus e B. subtilis.

39

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

Lima, VaniaT. I solamento e Atividade Antimicrobiana de Actinomicetos...

A atividade antimicrobiana do actinomiceto endofitico MCF-65 esta
representada na figura 5.10. Esta linhagem nao apresentou atividade para M.
tuberculosis e M. sympodialis (4849) em nenhum dos meios liquidos utilizados,
entretanto, mostrou atividade antibiotica relevante para B. subtilis, com halo de 20
mm no meio M1, com 48 horas de fermentacdo, em pH neutro, e baixa atividade
para S. aureus, onde o maior halo foi de 12 mm com 48 e 72 horas. A linhagem
MCF-65 ndo apresentou atividade no meio ISP-2 para os microrganismos testados,
diferentemente do ensaio em bloco de gelose, onde apresentou halo de inibicéo
para diferentes patdgenos. Neste meio o pH variou de 7,2 a 5,0 ao longo da
fermentacdo, sugerindo que o pH &cido pode inibir a producdo de compostos
bioativos.

20+
18+
16+
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12+
10+

Halo de Inibigéo (mm)

onN e oo
>

24 48 72 96

Tempo (h)

O S. aureus H B. subtilis

Figura 5.10 — Diametro dos halos de inibicdo do endofitico MCF-65, durante 120 horas de
fermentacdo no meio M1, contra S. aureus e B. subtilis.

A linhagem MCR-79 apresentou amplo espectro de agéo, semelhante ao teste
em bloco de gelose, mostrando atividade antimicrobiana nos trés meios de cultivo
utilizados. Entretanto o melhor meio para fermentacgao foi ISP-2, nos tempos 72 e 96
horas, com halos de inibicdo entre 13 a 19 mm para Candida spp. e 16 e 17 mm
para Malassezia spp., enquanto para M. tuberculosis o halo foi de 14 mm com 96
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horas de fermentacédo (Figura 5.11). O pH no meio ISP-2 permaneceu em torno de

7,0.
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Figura 5.11 — Diametro dos halos de inibicdo do endofitico MCR-79, com 96 horas de

fermentacdo no meio ISP-2, contra diferentes microrganismos-teste.

5.3.2.2 — Ensaio com Actinomicetos da Rizosfera

Seis actinomicetos foram avaliados no ensaio de difusdo em disco. A

fermentacdo em meio ISP-2 da linhagem MCRF-117* apresentou atividade para

todas as leveduras testadas com halos de inibicdo variando de 11 a 21 mm (Figura

5.12). A partir de 96 horas de fermentacdo em meio ISP-2 foi possivel detectar maior

atividade antimicrobiana para os diferentes patégenos, indicando a necessidade de

um maior tempo de fermentacdo ou até mesmo outros meios de cultivo para que

ocorra uma melhor producéo do antibiético. O pH deste meio permaneceu em torno

de 7,0, No trabalho realizado por Sardi et al. (1992), foi observado que alguns

actinomicetos apresentaram atividade antimicrobiana apés 10 dias de cultivo sob

agitacao. Praticamente ndo houve atividade nos meios M1 e MPE. Novas condi¢des

de cultivo precisam ser testadas para uma melhor avaliacao desta linhagem.
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Figura 5.12 — Diametro dos halos de inibicdo do actinomiceto MCRF-117*, com 96 horas de

fermentacdo no meio ISP-2, contra diferentes microrganismos-teste.

O actinomiceto MCRF-13 ndo apresentou atividade nos meios liquidos M1,
MPE e ISP-2 para S. aureus, B. subtilis e M. tuberculosis, apesar de ter sido
observado halo de inibicdo em bloco de gelose no meio ISP-2, principalmente para
M. tuberculosis, onde foi detectado halo de 29 mm. Os resultados apresentados na
figura 5.13 mostram o melhor tempo de fermentacdo desta linhagem, onde se
observa que com 24 horas no meio M1 foi obtida atividade para todas as leveduras
testadas, com halos de inibicdo de até 25 mm (Figuras 5.14). O pH neste meio
estava em torno de 7,0. O actinomiceto MCRF-13 permaneceu ativo até 48 horas de
cultivo, porém apenas nos meios ISP-2 e MPE, com atividade para a maioria das
leveduras. Posteriormente, deve-se tentar intervalos menores de cultivo para

determinar melhor o tempo de fermentag&o desta linhagem.
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Halo de Inibigdo (mm)

Microrganismos-teste

O Candida sp. (4224) B Candida sp (4249) O M. sympodialis (4503)
O M. furfur (4498) O M. furfur (4499) @ M. sympodialis (4849)

Figura 5.13 — Diametro dos halos de inibicdo do actinomiceto MCRF-13, com 24 horas de

fermentacdo no meio M1, contra diferentes microrganismos-teste.

Figura 5.14 — Halos de Inibi¢cdo do actinomiceto MCRF-13 nos trés meios de cultivo, com 24
horas, contra: a) Candida sp. (4224), b) Candida sp. (4249), c) M. sympodialis (4849) e d)
contra M. furfur (4498) com 48 horas de fermentacdo no meio ISP-2.

A fermentagao da linhagem MCRF-38 nos meios M1, MPE e ISP-2 nao foi
muito eficiente para a producdo de metabdlitos bioativos, uma vez que nao
apresentou atividade para S. aureus e revelou pouco antagonismo para Candida
spp. e Malassezia spp.. A fermentacdo no meio MPE apresentou halos que variaram
de 10 a 16 mm com 72 horas de fermentacéo, em pH alcalino (Figura 5.15), exceto
para Candida sp. (4224), que mostrou halo de 18 mm no meio ISP-2, com 96 horas,

em pH neutro.
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Figura 5.15 — Diametro dos halos de inibicdo do actinomiceto MCRF-38, com 72 horas de

fermentacdo em meio MPE, contra diferentes microrganismos-teste.

Os resultados apresentados na figura 5.16 mostram os halos de inibicao
observados durante 120 horas de fermentacao da linhagem MCRF-88, no meio ISP-
2, onde os halos mais expressivos foram de 30 e 24 mm para S. aureus e B. subitilis,
respectivamente, com pH em torno de 7,0. A atividade para Candida sp. (4249) nao
foi significante, apresentando halo de apenas 10 mm. Houve pouca variacédo de pH
nos diferentes meios, permanecendo entre 7,0 e 8,0. Esta linhagem apresentou
atividade antimicrobiana significante nos trés meios utilizados e nos diferentes
tempos de fermentagdo para S. aureus e B. subtilis. Entretanto nao revelou
antagonismo para E. coli, M. tuberculosis e C. albicans, diferentemente do teste em
bloco de gelose, onde foi ativa para todas as bactérias testadas, como também para
C. albicans e Candida sp. (4249).
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Figura 5.16 — Diametro dos halos de inibigdo do actinomiceto MCRF-88, durante 120 horas
de fermentagao no meio ISP-2, contra S. aureus, B. subtilis e Candida sp. (4249).

A figura 5.17 mostra os halos de inibicdo da linhagem MCRF-6 no meio MPE
durante 96 horas de fermentagcédo para S. aureus, B. subtilis e Candida sp. (4224),
onde os halos mais expressivos foram de 26, 17 e 21 mm, respectivamente. Esta
linhagem apresentou atividade nos meios M1 e MPE para S. aureus, B. subtilis e
Candida sp. (4224), com halos variando de 10 a 26 mm e pH de 7,0 a 8,0, entretanto
nao foi ativa para M. tuberculosis, C. albicans e Candida sp. (720) em nenhum dos
meios utilizados. Nao foi detectada atividade no meio ISP-2 para nenhum dos
patdgenos testados, diferindo do teste em bloco de gelose, onde neste meio foi
observado halo de 40 mm para M. tuberculosis. Possivelmente a auséncia de
atividade esteja relacionada ao pH deste meio que se manteve acido (pH 4,0)
durante a fermentacao, visto que os melhores halos foram obtidos com pH variando
entre 7,0 e 8,0.
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Figura 5.17 — Diametro dos halos de inibicdo do actinomiceto MCRF-6, durante 96 horas de
fermentacdo no meio MPE, contra S. aureus, B. subtilis e Candida sp. (4224).

Os resultados da atividade antimicrobiana apresentada pelo actinomiceto
MCRF-121 podem ser vistos na figura 5.18, onde os melhores halos de inibigcdo — 15
a 22 mm — foram observados para Candida spp. com 72 horas de fermentacdo no
meio ISP-2. Esta linhagem nao apresentou atividade para M. tuberculosis e
Malassezia sympodialis (4849) durante a fermentacdo, além de pouco antagonismo

para S. aureus e B. subtilis. O pH neste meio permaneceu em torno de 7,0 durante a

fermentacéo.
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Figura 5.18 — Diametro dos halos de inibicdo do actinomiceto MCRF-121, com 72 horas de

fermentacdo no meio ISP-2, contra diferentes microrganismos-teste.
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Sardi et al. (1992) relatam que a composi¢cdo do meio liquido muitas vezes
pode ndo estimular a biossintese dos antibioticos, como também seja necessario
aumentar o tempo de cultivo sob agitacdo. O mesmo foi visto no trabalho de
Mukhopadhyay (1996), o qual enfatiza que o meio de cultura e o tempo de
fermentacdo influenciam a producdo de metabdlitos secundarios por
microrganismos.

A glicose geralmente € uma fonte disponivel de carbono para o crescimento
de microrganismos, contudo, estudos tém mostrado que a glicose pode interferir na
biossintese de muitos antibidticos, ndo sendo frequentemente usada para
crescimento e producdo de compostos bioativos de certos actinomicetos (HUCK et
al., 1991), sendo utilizados nestes casos, polissacarideos ou oligossacarideos, que
tém se revelado como melhor fonte de carbono que a glicose.

Neste trabalho, a maioria dos actinomicetos endofiticos e da rizosfera
apresentou melhor atividade antimicrobiana no meio ISP-2, que tem como fontes de
carbono glicose e amido e fontes de nitrogénio extrato de levedura e de malte. Ismet
et al. (2004) constataram que a combinagdo de diferentes fontes de carbono
aumentou a atividade antimicrobiana quando comparada com uma Unica fonte, e
gue o aumento da producao da substancia bioativa foi observado ser dependente da
fonte de nitrogénio adicionada ao meio. Huck et al. (1991) evidenciaram que a
utilizacdo de extrato de levedura, farinha de soja e de outras matérias-prima
complexas podem ser usadas como fonte de nitrogénio para melhorar a producéo de
antibidticos por actinomicetos.

Entretanto, alguns dos actinomicetos avaliados neste trabalho mostraram-se
mais ativos nos meios MPE ou M1, ambos constituidos por farinha de soja e glicose,
como Unicas fontes de nitrogénio e carbono, respectivamente, diferindo apenas na
concentracdo, onde o primeiro meio contém glicose e nitrogénio a 2%, enquanto no
meio M1 estes constituintes estao a 1%.

Quanto ao pH do liquido metabdlico, para a maioria das linhagens, manteve-
se em torno de 7,0, indicando que o pH neutro é o ideal para a produgcdo de
metabdlitos bioativos por estes actinomicetos.

Em nossa pesquisa foi possivel observar que alguns actinomicetos

apresentaram atividade tanto para fungos quanto para bactérias patogénicas.
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Entretanto, no trabalho desenvolvido por Taechowisan et al. (2003), todos os
actinomicetos testados apresentaram atividade antimicrobiana para um ou outro
microrganismo, mas ndo para ambos. Segundo Gonzales et al. (1999), a deteccao
simultanea de atividade contra fungos e bactérias sugere a acdo de mais de um
antibidtico com diferentes alvos; ou a possivel presenca de uma nova substancia
capaz de atravessar a parede celular bacteriana e fungica (TSVETANOVA e PRICE,
2001).

O fato de algumas linhagens ndo apresentarem atividade antibidtica
detectavel em meio liquido ndo significa que estas ndo sejam capazes de produzir
antibiotico. Novos ensaios utilizando outros meios de cultivo para o crescimento de

actinomicetos podem ser utilizados visando melhorar a deteccao do antibidtico.

5.4 — Extracdo de Compostos Bioativos da Massa Celular

Alguns actinomicetos produzem antibiéticos que podem permanecer
intracelular, sendo necessério realizar sua extracdo com solventes aquosos para
desidratacdo da célula. As linhagens MCRF-6, MCRF-88 e MCRF-121 néo
apresentaram atividade para M. tuberculosis durante a fermentagéo, como tinha sido
observado no ensaio em bloco de gelose, dessa forma, foi realizada a extracéo da
massa celular desses actinomicetos utilizando os solventes: etanol, metanol e
acetona. Pullen et al. (2002) e Tian et al. (2004) relatam o uso de solventes para a
extracdo do metabdlito intracelular quando este néo foi excretado para o meio.

Com este tratamento foi possivel obter atividade para M. tuberculosis a partir
da extragdo da massa celular obtida com 72 a 120 horas de fermentagdo no meio
ISP-2, exceto a linhagem MCRF-6. Os resultados na tabela 5.2 mostram diferentes
halos de inibicdo, onde pode ser observado que o metanol extraiu melhor o
antibiotico da massa celular da linhagem MCRF-88, formando halo de 28 mm com
120 horas de cultivo; enquanto para o extrato da massa celular do actinomiceto
MCRF-121, o resultado foi igual para os trés solventes, com halos de 20 mm nos
tempos de 72 e 96 horas.
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Tabela 5.2 — Diametro dos halos de Inibicdo dos actinomicetos MCRF-88 e MCRF-121, com

os extratos da massa celular em diferentes solventes e tempos de fermentagao, contra M.

tuberculosis.

Actinomicetos (Halos de Inibigdo em mm)

Solventes MCRF-88 MCRF-121
96 120 72 96
Etanol 20 25 20 20
Metanol 24 28 20 20
Acetona 17 18 20 20

5.5 - Identificacdo dos Actinomicetos

Os actinomicetos endofiticos e da rizosfera avaliados no teste de difusdo em
disco foram selecionados para a identificacdo taxonémica, em nivel de género,
através de observacdes macro e micromorfologicas e do estudo da parede celular.

As caracteristicas morfologicas das linhagens foram determinadas através da
analise da cor do micélio aéreo, do micélio vegetativo e cor e forma da cadeia de
esporos, como pode ser observado nas tabelas 5.3 e 5.4. Apos 21 dias de cultivo no
meio ISP-2 foi possivel observar, através da microscopia 6ptica, tipos de cadeias de
esporos crescidos sobre a superficie da laminula.

As linhagens MCF-55 e MCF-65, isoladas das folhas, mostraram esporoforos
espiralados (Figura 5.19), enquanto a linhagem MCR-79, isolada das raizes,
apresentou cadeia de esporos reta e flexivel. Estas caracteristicas indicam que as
linhagens pertencem ao género Streptomyces. A predominancia deste género entre
actinomicetos endofiticos também foi observada por outros autores, como Sardi et
al. (1992); Coombs e Franco (2003); Taechowisan et al. (2003); Cao et al. (2004). A
presenca de endofiticos pertencentes ao género Streptomyces tem importante papel
em relacdo ao desenvolvimento e a saude da planta, pois suas atividades biologicas
podem influenciar no crescimento da planta ou através da assimilacdo de nutrientes,

ou pela producdo de metabdlitos secundarios (SARDI et al., 1992).
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Actinomiceto

Coloracgéo do
Micélio Aéreo

Coloracao do Micélio
vegetativo

Forma da Cadeia
de esporos*

MCF-55
MCF-65
MCR-79

Cinza azulado
Branco
Branco

Marrom acastanhado
Marrom acastanhado
Castanho médio

S
S
RF

(*) — RA (retinaculiaperti) = ondeado; RF (rectiflexibiles) = reto flexivel; S (spirales) = espiral.

Figura 5.19 — Micromorfologia dos actinomicetos endofiticos no meio ISP-2: a) MCF-55; b)

MCF-65. As setas indicam cadeias de esporos espirais, tipicas do género Streptomyces.

(Aumento 400X).

Entre os actinomicetos da rizosfera, as linhagens MCRF-6, MCRF-88 e

MCRF-117* apresentaram micélios ramificados ndo fragmentados e esporéforos

espiralados (Figura 5.20), enquanto a linhagem MCRF-38 apresentou cadeia de

esporos reta e ondeada; caracteristicas tipicas do género Streptomyces. Quanto a

linhagem MCRF-13, a observagdo microscopica mostrou a formagdo de micélio

aéreo longo, ramificado e fragmentado, enquanto a linhagem MCRF-121 apresentou

micélio aéreo com cadeia de esporos curta, ndo se tratando do género Streptomyces

(Tabela 5.4).
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Tabela 5.4 — Caracteristicas morfolégicas dos actinomicetos da rizosfera no meio ISP-2.

Coloragéo do Coloracéo do Micélio Forma da Cadeia de
Actinomiceto Micélio Aéreo vegetativo esporos*
MCRF-6 Cinza azulado Marrom S
MCRF-88 Cinza Marrom S
MCRF-117* Cinza azulado Marrom S
MCRF-13 Cinza azulado Marrom acastanhado Micélio fragmentado
MCRF-38 Branco Castanho claro SeRA
MCRF-121 Branco Marrom Cadeias de esporos
curtas

(*) — RA (retinaculiaperti) = ondeado; RF (rectiflexibiles) = reto flexivel; S (spirales) = espiral.

Figura 5.20 — Micromorfologia dos actinomicetos da rizosfera no meio ISP-2: a) MCRF-6; b)
MCRF-88 e ¢) MCRF-117*. As setas indicam cadeias de esporos espirais tipicas de
Streptomyces spp. (Aumento 400X).

A identificacdo dos actinomicetos endofiticos e da rizosfera foi confirmada
pelo tipo de &cido diaminopimélico (DAP) presente na parede celular do
microrganismo, através da cromatografia em camada delgada, onde o0s
actinomicetos endofiticos MCF-55, MCF-65 e MCR-79, e as linhagens isoladas da
rizosfera MCRF-6, MCRF-38, MCRF-88 e MCRF-117*, apresentaram o isdmero LL-

DAP, caracteristico do género Streptomyces, como observado na figura 5.21.
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A linhagem MCRF-13 apresentou a forma meso-DAP, tipica de outro grupo
gue ndo Streptomyces. Apesar das caracteristicas micromorfolégicas e da anélise
da parede celular apontar para o género Nocardiopsis, estudos mais detalhados
deverao ser efetuados visando a sua identificacdo. Nao foi possivel visualizar o tipo
de isbmero da linhagem MCRF-121, sendo necesséria a repeticdo da cromatografia,

além da utilizacdo de outros métodos para sua possivel identificagéao.

LL

meso 1

DAP 1 o 3+ 4@ 5" 6" 7% g% oW 10" 11 ?

Figura 5.21 - Cromatografia em camada delgada da parede celular dos actinomicetos. DAP
(LL-DAP e meso-DAP); 1) Nocardia asteroides; 2) Streptomyces regensis; 3) MCF-55; 4)
MCF-65; 5) MCR-79; 6) MCRF-6; 7) MCRF-13; 8) MCRF-38; 9) MCRF-88; 10) MCRF-117%;
11) MCRF-121.
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6 — CONCLUSAO

U Os meios de cultura batata dextrose agar (BDA) e caseina amido &gar (CAA)
foram eficazes para o isolamento de fungos e actinomicetos, respectivamente.

U A técnica de desinfeccdo com 15 minutos em hipoclorito de sédio foi eficiente
para o isolamento de actinomicetos.

U Entre os actinomicetos endofiticos testados em bloco de gelose, as linhagens
MCF-55 e MCF-65 apresentaram os melhores halos de inibicdo para as bactérias
Gram-positivas, enquanto a linhagem MCR-79 foi mais ativa para Candida spp. e
Malassezia spp.

U Os actinomicetos MCRF-131, MCRF-101, MCRF-6, MCRF-86, MCRF-88, MCRF-
8, MCRF-81, MCRF-81* MCRF-97*, MCRF-105* isolados da rizosfera,
apresentaram 0s maiores halos de inibicdo para bactérias Gram-positivas e
Mycobacterium tuberculosis.

U As linhagens MCRF-86, MCRF-13, MCRF-38, MCRF-121, MCRF-117 e MCRF-
117* se destacaram com maior atividade para Candida spp. e Malassezia spp. em
bloco de gelose.

U O actinomiceto endofitico MCF-55 apresentou melhor atividade para
Staphylococcus aureus no meio liquido ISP-2, enquanto a linhagem MCF-65 foi mais
bioativa para Bacillus subtilis no meio liquido M1; a linhagem MCR-79 revelou maior
espectro de acdo para Candida spp. e Malassezia spp. no meio liquido ISP-2.

U A linhagem MCRF-88 apresentou melhor atividade para Staphylococcus aureus
durante a fermentacdo, onde o meio liquido ISP-2 foi 0 mais eficiente para a
producdo do antibidtico, enquanto a linhagem MCRF-13 revelou melhor atividade
para Candida spp., no meio M1, e a linhagem MCRF-121 para Malassezia spp., no
meio ISP-2.

U Os actinomicetos endofiticos bioativos MCF-55, MCF-65 e MCR-79 pertencem ao

género Streptomyces, assim como 0s actinomicetos bioativos da rizosfera MCRF-6,
MCRF-38, MCRF-88 e MCRF-117*.
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7 — PERSPECTIVAS

Este trabalho representa a etapa inicial para o estudo dos microrganismos
associados a Momordica charantia L.. A partir dele, varios estudos poderdo ser
realizados com o0s microrganismos isolados visando sua aplicagdo biotecnoldgica
como:

Realizar estudos quimicos e comparar 0os compostos bioativos produzidos

pelos endofiticos com os metabdlitos secundarios da planta;

Isolar, caracterizar e identificar os compostos bioativos produzidos pelos

actinomicetos endofiticos;

Realizar ensaios antimicrobianos com os fungos endofiticos e identificar os

microrganismos bioativos com o intuito de conhecer a biodiversidade

endofitica da planta;

Estudar os microrganismos isolados visando outras aplicagfes, como sua

capacidade de biodegradacéo e como agentes biocontroladores.
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Tabela 01 — Diametro dos halos de Inibicdo dos actinomicetos isolados da rizosfera de

Momordica charantia, em bloco de Gelose, contra diferentes microrganismos-teste.

Actinomiceto Micror ganismo-teste (Diémetro do Halo de I nibicdo em mm)
daRizostera | 16 | 224 | 82 | 720 | 1007 | 4224 | 4249 | 4503 | 4498 | 4499 | 4849
MCRE-79 - .o o - - - - - - 20
MCRF-90 e I ; ; ; ; ; ; A
MCRF-18 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-103 | - - 12 - - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-46 | 22 - - 24 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-146 | - 21 - 15 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-5 .15 - - - 10 ; ; ; ; ; ;
MCRF-84 | 15 - - 11 - ) ; ; ; ; ; ;
MCRF-131 | 33 30 - 24 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-97 | 23 23 - 20 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-17 | 13 12 - 18 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-81* | 20 26 - 30 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-142 | 14 11 - 22 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-101 | 35 20 - 37 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-105 | 12 11 - 20 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-122 | 17 15 - 25 - ; ; ; ; ; ; ;
MCRF-143 | - 11 - - - ; ; ; 17 ; ; 14
MCRF-36 | 14 13 - 15 - ; ; ; - ; ; i
MCRF-135 | 18 19 - 26 - 14 ; ; ; ; ; ;
MCRF-132 | 14 10 - 12 - 15 ; ; ; ; ; ;
MCRF-141 | 11 13 - - - ) ; ; 15 15 ; ;
MCRF-124 | 15 14 - 15 - 14 ; ; - - ; ;
MCRF-139 - 13 - 12 - i ; ; 15 ; ; 15
MCRF-105* | 22 26 - 31 - ; ; 14 - ; ; -
MCRF-116 | 28 18 - 23 - ; ; i ; ; ; 13
MCRF-100 | - 11 - 25 - ; ; ; 19 14 ; 16
MCRF-107 | 12 14 - - - ; ; ; 19 16 ; 18
MCRF-85 | 15 - - 13 11 13 11 ; A A ; A
MCRF-110 | - - - 15 - - - ; 20 15 22 16
MCRF-16 | 13 16 - 23 - 16 16 ; - - 16 -
MCRF-119 | 13 - - 19 - ) ) ; 12 13 12 12
MCRF-6 20 21 - 40 11 12 1 ; A A A A
MCRF-158 | 18 13 - 16 - - - 20 12 11 ;
MCRF-92 | 15 16 - 26 12 15 ; 15 - ; - ;
MCRF-88 | 39 32 12 29 - 15 ; 15 ; ; ; ;
MCRF-8 3% 20 11 31 14 13 12 20 ; ; ; ;
MCRF-86 | 30 31 - 21 - 20 20 - 28 26 ; 26
MCRF-117 . - - - 20 2 20 2 20 24 20 2
MCRF-117* | - - - - 22 22 23 28 25 271 24 23
MCRF-94 | 13 20 - 14 - - 11 - 20 19 14 17
MCRF-121 | 11 14 - 26 22 24 21 28 - 21 20 -
MCRF-81 | 35 30 11 29 14 16 11 19 ; - ) ;
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MCRF-97* 36 30 10 28 13 16 12
MCRF-13 12 11 - 29 - - 20
MCRF-38 10 - - - 14 24 20
MCRF-93 - 23 - 16 - 14 17

MCRF-159 12 11 - 30 13 12 11
MCRF-82 17 - 10 14 15 13 13

18
27
21
14
13
17

21
17
14
12

35
22
14
12
12

21
21
16
13
11

39
23
14
11
11

Tabela 02 — Didametro dos halos de inibicao (em mm) dos actinomicetos endofiticos MCF-55,

MCF-65 e MCR-79, durante a fermentacao, contra diferentes microrganismos-teste.

Actinomiceto Endofitico / Tempo de fermentacgéo
Pat6geno | Meio MCF-55 MCF-65 MCR-79
24 | 48 | 72 | 96 | 120 | 24 48 72 96 24 48 72 96
M1 - - 12 | 11 - - 12 12 11
02 MPE - - 13 | 11 - - 10 10 -
ISP-2 - - - 10 23 - - - -
M1 13 13| 13 | 14 - - 20 17 14
16 MPE 10 13| 14 | 14 - - 13 12 10
ISP-2 - 10 | 12 | 15 19 - - - -
M1 - - - - - - - 9
82 MPE - - - - - - - 11
ISP-2 - - - - - - - 14
M1 - - 9 -
720 MPE - 9 12 10
ISP-2 9 9 13 13
M1 9 10 9 -
1007 MPE 8 12 13 11
ISP-2 12 10 16 15
M1 15 13 13 10
4224 MPE 13 15 19 13
ISP-2 19 14 19 18
M1 11 11 10 10
4249 MPE 10 12 15 12
ISP-2 14 13 17 18
M1 - - 9 10
4503 MPE - - 14 12
ISP-2 - - 15 16
M1 - - 9 10
4498 MPE - - 10 13
ISP-2 - - 11 17
M1 9 11 10 10
4499 MPE 10 10 16 12
ISP-2 13 14 17 16
M1 - - - - 9 - - -
4849 MPE - - - - 9 10 14 11
ISP-2 - - - - 10 10 16 15
- = sem atividade em meio liquido
Espaco vazio = sem atividade em ambos os ensaios
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Tabela 03 — Diametro dos halos de inibicdo (em mm) dos actinomicetos da rizosfera MCRF-
117*, MCRF-13 e MCRF-38, durante a fermentacéo, contra diferentes microrganismos-teste.

Actinomiceto da Rizosfera/ Tempo de fermentacgéo
Patdgeno Meio MCRF-117* MCRF-13 MCRF-38
24 48 72 96 24 | 48 | 72 | 96 | 24 | 48 | 72 | 96
M1 - - - - - - - -
02 MPE - - - - - - - -
ISP-2 - - - - - - - -
M1 - - - -
16 MPE - - - -
ISP-2 - - - -
M1 - - - -
82 MPE - - - -
ISP-2 - - - -
M1 - - - - - - - -
720 MPE - - - - - - 10 -
ISP-2 - 8 11 16 - - - -
M1 - - - - - 8 - -
1007 MPE - - - - - 10 12 -
ISP-2 - - 14 17 - 9 - -
M1 - - - - 19 - - - 10 13 9 10
4224 MPE - - - - 14 - - - 10 13 14 13
ISP-2 - 8 11 16 14 15 - - 10 12 11 18
M1 10 10 9 - 24 - - - - 9 - -
4249 MPE - 8 - - 18 18 - - - 11 11 9
ISP-2 - 12 15 21 20 16 - - - 9 9 10
M1 - - - - 19 - - - - - - -
4503 MPE - - - - 12 - - - - 10 16 -
ISP-2 - - - 11 16 17 - - - - - -
M1 - - - - 20 - - - - - - -
4498 MPE - - - - 17 - - - - 10 16 14
ISP-2 - - - 13 14 20 - - - - - -
M1 - - - - 11 - - - - - - -
4499 MPE - - - 11 - - - - - - 12 10
ISP-2 - - - 15 - 10 - - - 10 10 10
M1 - - - - 25 - - - - - - -
4849 MPE - - - - 19 10 - - - - 16 -
ISP-2 - - - 12 16 20 - - - - - -

- = sem atividade em meio liquido

Espaco vazio = sem atividade em ambos os ensaios
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Tabela 04 — Diametro dos halos de inibicdo (em mm) dos actinomicetos da rizosfera MCRF-
88, MCRF-6 e MCRF-121, durante a fermentacao, contra diferentes microrganismos-teste.

Actinomiceto da Rizosfera / Tempo de fermentacéo
Patégeno | Meio MCRF-88 MCRF-6 MCRF-121
24 | 48 | 72 | 96 | 120 | 24 48 72 96 24 48 72 96
M1 15 | 20| 22 | 23 26 13 13 17 20 - - - -
02 MPE 13 | 16 | 18 | 18 19 16 23 24 26 - - 8 9
ISP-2 18 | 22 | 27 | 27 30 - - 11 14 - - 9 9
M1 18 | 22| 23 | 21 21 - 11 11 13 - - - 10
16 MPE 15 | 19| 19 | 18 16 - 16 16 17 - 8 8 8
ISP-2 20 | 23| 24 | 24 22 - - - - - 9 9 8
M1 - - - - -
224 MPE - - - - -
ISP-2 - - - - -
M1 - - - - - - - - - - - - -
82 MPE - - - - - - - - - - - - -
ISP-2 - - - - - - - - - - - - -
M1 - - - - 10 10 11 13
720 MPE - - - - 10 13 13 14
ISP-2 - - - - 9 13 15 12
M1 - - - - - - - - - 13 14 16 17
1007 MPE - - - - - - - - - 13 15 16 16
ISP-2 - - - - - - - - - 10 16 19 18
M1 17 10 - - 10 10 10 13
4224 MPE 21 14 - - 9 11 11 13
ISP-2 - - - - 8 14 15 11
M1 - - - - - 16 18 18 19
4249 MPE - - - - - 17 19 19 19
ISP-2 - - 10 | 10 9 13 21 22 21
M1 - - - -
4849 MPE - - - -
ISP-2 - - - -
- = sem atividade em meio liquido
Espaco vazio = sem atividade em ambos os ensaios
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Tabela 05 — Variacdo de pH durante a fermentacéo dos actinomicetos.

I solamento e Atividade Antimicrobiana de Actinomicetos...

Tempo de Fermentagéo (Horas)

Actinomicetos | Meios
0 24 48 72 96 120
M1 7,0 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0
MCF-55 MPE 7,0 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0
ISP-2 7,2 6,0 6,0 6,0 6,0 7,0
M1 7,0 7,0 7,0 7,0 8,0 8,0
MCF-65 MPE 7,0 7,0 7,0 7,0 8,0 8,0
ISP-2 7,2 6,0 5,0 5,0 5,0 5,0
M1 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0
MCR-79 MPE 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0 -
ISP-2 7,2 7,0 6,0 7,0 7,0
M1 7,0 6,0 8,0 8,0 8,0
MCRF-117* MPE 7,0 6,0 8,0 8,0 8,0 -
ISP-2 7,2 6,0 6,0 7,0 7,0
M1 7,0 7,0 8,0 8,0 8,0
MCRF-13 MPE 7,0 6,0 8,0 8,0 8,0 -
ISP-2 7,2 7,0 6,0 6,0 7,0
M1 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0
MCRF-38 MPE 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0 -
ISP-2 7,2 7,0 6,0 6,0 7,0
M1 7,0 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0
MCRF-88 MPE 7,0 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0
ISP-2 7,2 6,0 7,0 7,0 7,0 7,0
M1 7,0 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0
MCRF-6 MPE 7,0 7,0 7,0 8,0 8,0 8,0
ISP-2 7,2 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
M1 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
MCRF-121 MPE 7,0 7,0 8,0 8,0 8,0 8,0
ISP-2 7,2 6,0 7,0 7,0 7,0 7,0
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10 — ANEXOS

01 - Meios de Cultura

Agar Batata Dextrose (BDA) — (MELO et al., 1988)

INfus@o de batata ..o 200g

DEXITOSE ettt 2049

AGAT e 2049

Agua destilada .............ccooveveeiiieeeeee e 1000 mL
pH 6,0

AMIAO Lo 109
CASEING e 0,39
Nitrato de POLASSIO ......vvviiiiiiieee e 29
Cloreto de SOUIO ....oooeiiiiiiiiiiiiiee e 29
Fosfato hidrogenado dipOtasSICO ..........cccovviiiiiiiiiiiieeiiiiiiiiee, 29
Sulfato de MagneSsIo ......cc.evviiiiiiieiiiie e 0,059
Carbonato de CAICIO ........cooviiiiiiiiiiiie e 0,02 ¢
SUIFALO TEITOSO ...eeiieeeeeee s 0,01g
AGAT e 209
Agua destilada .............ccooveveeiiieeeeee e 1000 mL
pH 7,2

EXtrato de 1eVedUIa ..........uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee 49

EXtrato de malte ..........ouviiiiiiiiiiiiiiiiiii 10 g

GlICOSE ..t 49

AMIAO Lo 59

AGAT e 2049

Agua destilada .............ccceveveeiiieeeeeeee e 1000 mL
pH 7,2
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Agar Nutritivo (AN)

PEPLONE ... 10g

EXtrato de Carne ...t 349

Cloreto de SOUIO ....ccoeiiiiiiiiiiiiiee e 59

AGAT e 209

Agua destilada .............cccoveveeiiieeeeeeee e 1000 mL
pH6,9~7,1

PEPLONE ... 10g

D(F)GIICOSE ..ttt 409

AGAT e 209

Agua destilada .............cceveveeiiieieeeee e 1000 mL
pH 5,6

Agar Sabouraud (SAB) Modificado

PePLONE ... 10g

D(F)GIICOSE ...ttt 409

EXtrato de 1eVedUIa ...........uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiee 10 g

OlE0 € OlIVA ....ceveeeeeeeceeeee e 5 mL

AGAI e 2049

Agua destilada .............ccooveveeiiieeeeeeeeeeeeee e 1000 mL
pH ~7,0

Agar Soja-Triptona (TSA)

LI 01(0] 4 F- TP TP PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPRPIN 15¢

Peptona de SOja ......ccevviiiiiiiiiiiiiiiiii 59

Cloreto de SOUIO ....oooeiiiiiiiiiiiiiee e 59

AGAT e 2049

Agua destilada .............cccoveveeeiieeeeeeeeeeeeee e 1000 mL
pH 7,3
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Meio 1 (M1) — (LIMA et al., 1958)

Farinha de S0ja .........uuviiiiiiiiiiiiiieeee 10 g

GlICOSE .t 10 g

Cloreto de SOUIO ....ccooiiiiiiiiiiiiiece e 59

Carbonato de CAICIO .......c.oooiiiiiiiiiiii e 1lg

Agua destilada .............ccoeveveeeiieeeeee e 1000 mL
pH 7,0

Meio para Producgao de Eurimicina (MPE) — (HAMADA et al., 1974)

Farinha de SOja .........euviiiiiiiiiiiiiieee 209

GlICOSE ..t 209

Cloreto de SOUIO ....ccooiiiiiiiiiiiiieee e 59

Carbonato de CAICIO .......ccooiiiiiiiiiiiice e 29

Agua destilada .............ccoeveveeiiiiieeeeee e 1000 mL
pH 7,0

Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15

minutos. O pH, quando necessario, foi ajustado com solu¢des de hidroxido de sédio ou

acido cloridrico.

02 — Solucdes

Solucéo de Acido Cloridrico 6N

ACIHO ClOMTANICO vttt 18,4 mL
Agua destilada .............ccceveveeeeiieeeeeee e, 100 mL
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Solugéo de n-Butanol Saturado

N-BULANOI ......oiiiiiiiiiiiii e 110 mL
Agua destilada .............ccoeveeveeeeiiieeeeeeee e 30 mL

Solucéo de Ninhidrina 0,2%

NINNIAMNNGA e e 0,29
BUtaNOl SAUIAAO ....ceeeeeeee e 100 mL

Solugdo Padrio de Acido Diaminopimélico (DAP)

Acido DiaminopimEliCO .........c.cceeeiuioeeieieeieeeeeeeeee e, 1,9 mg
Agua destilada ............cooeeveveeeiceeeeee e, 1mL

Solucdo para Cromatografia — fase moével

AlCOOI MELTIICO ... 80 mL
Acido ClOrANCO BN .......cveiveivieieiecee e 4 mL
[T o [ o= TSR 10 mL
Agua destilada .............ccoeveeveieeiiieeeeeee e 26 mL

Solucédo Tampéo PBS

Cloreto de SOUIO ....ccooiiiiiiiiiiiiee e 8¢
Cloreto de POLASSIO ...ccoeeviiiiiiiiiiiieee e 0,2g
Fosfato hidrogenado diSSOICO ...........cceeeeriiiiiiiiiiiiieneennnis 1,44 g
Fosfato diidrogenado de potassio ...........cccvvveeeeeeeriiiiinnene. 0,24 ¢
Agua destilada .............ccceveveieiieieeeeeeee e 1000 mL
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03 — Producao Cientifica

Estudo da Diversdade Microbiana Endofitica de M eldo-de-Sdo Caetano (Momordica
charantia) e Atividade Mntimicrobiana. In: Workshop Internacional sobre Microbiologia
Ambiental (WIMA) — “Desafios e Oportunidades na América do Sul”, realizado no periodo
de 19 a 21 de setembro de 2005, Campinas /SP.
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