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RESUMO

Microrganismos endofiticos sdo encontrados em praticamente todas as plantas
na natureza. Estes microrganismos residem no interior dos tecidos vegetais onde
podem manter relagdes simbioticas, produzindo ou contribuindo para a producgéo de
substancias bioativas que poderdo favorecer o desenvolvimento da planta. Essas
substancias, uma vez isoladas e caracterizadas, tém grande potencial para serem
utilizadas pela medicina. Na maioria das vezes estas substancias sédo produzidas por
microrganismos endofiticos isolados de plantas utilizadas na medicina popular. Conyza
bonariensis (L.) Cronquist, pertence a familia Asteraceae, € popularmente conhecida
como rabo-de-raposa. E utilizada pela medicina popular contra micoses superficiais.
Foram isolados da planta Conyza bonariensis 53 fungos, 126 bactérias e quatro
actinobactérias endofiticas. Houve maior ocorréncia de bactérias nas raizes (16,33%)
enguanto nas folhas houve maior predominancia de fungos (10%). As actinobactérias
apresentaram frequiéncia muito baixa (1,3%). A atividade antimicrobiana foi avaliada
pelo método do “Bloco de Gelose” contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, Candida albicans, Malassezia furfur e M.
simpodialis. As linhagens que apresentaram melhor atividade foram selecionadas para
teste de difusdo em disco dos seus fermentados. Eb26F, Eb3F, Eb30F, EbR84
apresentaram melhor atividade em meio Czapek (120h); EbR83 e EbR33, em meio
MPE (120h), para a linhagem EbR32 o melhor meio foi BD (120h) e para a
actinobactéria EbR49A o meio ISP-3 (72h). Os halos de inibigédo variaram entre 10mm e

30mm.
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ABSTRACT

Endophytic microorganisms are found in practically all plants in the nature.
These microorganisms inhabit the interior of tissues of plants where they keep symbiotic
relations, producing or contributing for the bioactive compounds production that will be
able to favor the development of the plant. These substances, once isolated and
characterized, have great potential to be used in Medicine. In several cases these
substances are produced by endophytic microorganisms isolated of plants used in the
popular medicine. Conyza bonariensis (L.) Cronquist, belongs to the Asteraceae
family, and is popularly known as tail-of-fox. It is used by the popular medicine against
superficial mycoses. A total of 53 fungi, 126 bacteria and four actinobacteria had been
isolated from Conyza bonariensis. Was found high occurrence of bacteria in the roots
(16,33%) and of fungi in leaves (10%). The actinobacteria were found in very low
frequency (1,3%). It was evaluated the antimicrobial activity by the method of the "Block
of Gelose" of the fungi and actinobacteria against Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, Candida albicans, Malassezia
furfur and M. simpodialis. Strains presenting greater specter had been selected for test
of disc diffusion of the metabolities. Eb26F, EbR33, Eb3F, Eb30F, EbR84 presented
better activity in Czapek medium (120h); EbR83 and EbR33, in MPE medium (120h)
and EbR49A, in ISP-3 (72h). The inhibition halos varied between 10mm and 30mm.
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SILVA, R. E. A. da. Avaliacédo da Atividade Antimicrobiana de fungos e...

1 — INTRODUCAO

Os antibidticos vém sendo utilizados a mais de 50 anos, mas nas ultimas duas
décadas, o isolamento de novas estruturas e agentes antimicrobianos com novos
mecanismos de acgdo, tem diminuido muito. Indmeras pesquisas in vitro mostram
que a descoberta de novos antibioticos ainda é necesséria devido ao aparecimento
da resisténcia dos patdgenos, a evolucdo de novas doencas como a AIDS e a
toxicidade de alguns produtos que j4 estdo no mercado. Além disso, ndo sé a
quimioterapia humana tem interesse por estas descobertas, mas também a
agropecuaria na intencdo de promover um melhor desenvolvimento de animais e

para melhorar a protecéo de plantios.

Microrganismos endofiticos sdo encontrados em praticamente todas as plantas
na natureza. Estes microrganismos residem no interior dos tecidos vegetais onde
podem viver em associacdes simbidticas produzindo ou contribuindo para a
producdo de substancias bioativas que poderdo causar alteragfes fisiolégicas que
favorecam o desenvolvimento do vegetal, que pode ser pela producéo de nutrientes
essenciais ao desenvolvimento da planta como por exemplo a fixacdo de nitrogénio,
pela producéo de hormoénios vegetais ou ainda pela producdo de substancias que
protejam o vegetal de ataques de herbivoros, fitopatdgenos e pelo controle de
insetos. Essas substancias, uma vez isoladas e caracterizadas, tém grande potencial
para serem utilizadas pela medicina, principalmente como agentes antimicrobianos e
antitumorais.

Os compostos bioativos isolados de endofiticos apresentando baixa toxidade
sdo de grande importdncia uma vez que as plantas sdo também sistemas
eucaridticos no qual o endofitico habita. Portanto os antibiéticos produzidos por
estes endofiticos podem ter toxicidade celular reduzida caso contrario, a morte do
hospedeiro poderia ocorrer. Assim, a propria planta tem ao longo dos tempos servido
naturalmente como um sistema de selecdo para microrganismos produtores de

moléculas bioativas com toxicidade reduzida para organismos superiores.
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A busca por endofiticos especificos capazes de produzir antibioticos, pode ter
origem na etnoboténica, que utiliza a medicina popular como fonte para novas
descobertas. Possivelmente, as plantas medicinais estdo associadas a endéfitos
capazes de sintetizar produtos bioativos idénticos ou similares aos metabdlitos
bioativos do vegetal.

Conyza bonariensis (L) Cronquist. é uma planta perene, de porte herbaceo,
pertencente a Familia Asteraceae e € popularmente conhecida como: acatdia,
capeticoba, capicoba, caticoba, enxota, erva-lanceta, margaridinha-do-campo, rabo-
de-foguete, rabo-de-raposa, salpeixinho, voadeira. Os compostos desta planta
apresentam atividade antifingica especialmente contra as micoses causadas por
Malassezia furfur (agente causador do pano branco). O Laboratério de Fitoterapia do
Estado de Pernambuco (EBAPE/IPA) comercializa a tintura desta planta para o

tratamento de micoses superficiais no programa de “Remédios alternativos”.
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2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1 — MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

Existem diferentes possibilidades de associacdo de microrganismos com
vegetais superiores. Eles podem colonizar a rizosfera da planta ou ocorrer como
epifiticos. Além disso, as plantas podem servir como um reservatorio de um grande
namero de organismos conhecidos como endofiticos (STROBEL; LONG, 1998;
AZEVEDO, et al., 2002). Literalmente falando, a palavra endofitico significa “dentro
da planta” (endo = dentro; phyton = planta).

Os microrganismos endofiticos foram descritos pela primeira vez por Bary em
1866, nesta eépoca ndo foi dada muita importancia a estes microrganismos, pois
pouco se conhecia a respeito de sua funcdo. Sé no final dos anos 70 do século XX,
varios estudos demonstraram que 0s microrganismos endofiticos vivem em uma
associacdo mutualistica com as plantas recebendo nutrientes e protecdo do
hospedeiro e produzindo compostos quimicos que trazem beneficios para o vegetal
(PEIXOTO-NETO, et al., 2002).

Para Schulz; Boyle (2005), a definicdo da palavra endofito reporta ao
potencial de bactérias, actinobactérias e fungos habitarem o interior de vegetais e
algas. Qualquer 6rgdo do hospedeiro pode ser colonizado, e esses microrganismos
podem viver nos espacos intercelulares dos tecidos vegetais ou dentro das células
sem que haja nenhum dano para a planta. Portanto para a maioria dos autores 0s
endofitos sdo aqueles microrganismos 0s quais a colonizagdo nunca resulta em
sintomas visiveis de doencas (AZEVEDO, et al., 2002; SCHULZ; BOYLE, 2005).

A distingdo entre microrganismos endofiticos, epifiticos e fitopatogénicos é de
ordem puramente didatica, pois antes de penetrar o vegetal o microrganismo pode
alojar-se na superficie e ser considerado um epifitico, ou quando j4 é um endofitico e
se por acaso ocorrer algum desequilibrio, este poder4d se comportar como um
patdgeno (PEIXOTO-NETO, et al., 2002). Portanto, tudo depende do nicho ocupado
pelo microrganismo em determinado estagio da sua interacdo com o hospedeiro
(STROBEL, 2003).
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Para Carroll (1988), alguns fitopatdgenos sdo de origem endofitica, pois
muitos fungos endofiticos sédo potenciais patégenos quando o hospedeiro esta sob
estresse. Os microrganismos endofiticos podem ser encontrados em sementes e
transmitidos de forma vertical como ocorre frequentemente em gramineas
(HALLMANN, et al.,, 1997; MARTIN, et al., 2003). A transmissdo vertical é
evolutivamente considerada como uma associacdo com forte interagdo mutualistica.
Segundo Faeth (2002), os endofiticos do género Neotyphodium (sin. Acremonium),
apresentam transmisséao estritamente vertical.

A transmissao horizontal como relatada por Saikkonen, et al. (2004), ocorre
por meio de esporos de fungos presentes no ambiente externo ou pela curta fase de
epifitia do microrganismo. Os microrganismos endofiticos podem penetrar a planta
por meio de aberturas como os estdmatos, ferimentos e também produzir enzimas
hidroliticas que podem degradar a parede celular dos vegetais promovendo a sua
penetracdo (HALLMANN, et al., 1997), como por exemplo as enzimas estudadas por
Sieber, et al. (1991), produzidas pelo fungo endofitico Melanconium sp. isolado de
Alnus spp., que sdo altamente especializadas na penetragdo das camadas de
cuticula vegetal.

A biodiversidade endofitica vem sendo cada vez mais investigada e em varias
espécies de plantas tem sido demonstrada a ocorréncia de elevado numero de
endofitos. Schulz; Boyle (2005) relatam que na década de noventa do século XX
foram isolados mais de 6.500 microrganismos endofiticos de cerca de 500 tipos de
plantas, desde arvores coniferas, até plantas herbaceas de habitats e temperaturas
diferentes. Neste levantamento, observou-se que a maioria dos isolados pertencem
a géneros como Acremonium, Alternaria, Cladosporium, Fusarium e Phoma que séo
facilmente isolados na natureza. Petrini, et al. (1992) também isolaram tanto de
plantas de clima tropical quanto de plantas de clima temperado, microrganismos
endofiticos de taxa facilmente encontrados em outros ambientes, como os fungos
Colletotrichum, Fusarium e Pestalotiopsis. Arnold, et al. (2003) observaram nas
folhas de Theobroma cacao uma frequéncia de 100% de fungos endofiticos onde a
maioria deles, do género Colletotricum, enquanto Hoff, et al. (2004), isolaram de

Pinus ponderosa, inumeras espécies de fungos endofiticos.
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De acordo com o levantamento realizado por Peixoto-Neto, et al. (2002), no
Brasil foram isolados fungos endofiticos de diferentes espécies vegetais. O resultado
deste levantamento pode ser observado na Tabela 1. ARAUJO, et al. (2002)
isolaram vérias espécies de bactérias endofiticas de Citrus spp., enquanto Pereira et
al. (1999) isolaram varios fungos endofiticos de Musa entre eles, os géneros
Humicola, Drechlera, Cordana e Epicoccum. Gao, et al. (2005) estudaram a
diversidade de endofiticos da planta medicinal Heterosmilax japonica e observaram
a presenca de mais de 50 linhagens diferentes de fungos e bactérias. J& outros
trabalhos tém sido direcionados ao isolamento de actinobactérias. Araujo et al.
(2001) isolaram estes microrganismos de Citrus; Stamford (1997) obteve isolados de
Pachystrizus erosus, enquanto Araujo, et al. (2000) isolaram 53 linhagens de
actinobactérias de Zea mays.

Tabela 1. Fungos endofiticos isolados de plantas no Brasil*

PLANTA FUNGOS ENDOFITICOS REFERENCIA
Anacardium occidentale Colletotrichum Medeiros (1998) e
(cajueiro) gloeosporioides, Fusarium Oliveira (1999)

solani, Guignardia sp.
Pestalotia sp.

Euterpe oleracea Xylaria cubenses, F. Rodrigues; Carlini (1994) e
(Palmeira) sentectum, F. oxysporum, Rodrigues; Samuels(1999)
Pestalotia palmarum,
Colletotrichum gloeosporioides

Glicine max Ascochyta sp., Cladosporium Mendes et al. (2001) e
(soja) sp., Colletotrichum sp., Pimentel (2001)
Phyllosticta sp.,

Nodulosporium sp.

Pachyrrizus erosus Mucor sp. e Rhizopus sp. Stamford (1997)
(jacatupé)
Paullinia cupana Guignardia sp. Phomopsis sp., Guimarées (1998)
(guarana) Glomerella cingulada, Xylaria
sp.

* Adaptado de Peixoto-Neto, et al., 2002.
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2.1.1 — Interagéo Planta-Microrganismo

Alguns microrganismos endofiticos sdo produtores de substancias
bioativas que poderdo estar envolvidas na relagdo planta-endofito causando
alteracdes fisioldgicas que favorecem o desenvolvimento da planta pela producdo de
nutrientes essenciais ao desenvolvimento do vegetal como a fixagdo de nitrogénio,
ou pela producéo de fitorménios como o &cido indol acético promotor do crescimento
vegetal (AZEVEDO, 1999; SURETTE, et al. 2003). Rudgers et al. (2004) realizaram
estudos sobre as modificagbes da relacdo produtividade/diversidade em culturas
colonizadas por enddfitos, onde observaram que na auséncia de microrganismos
endofiticos, um aumento na diversidade de plantas de um determinado local podera
causar a reducdo da produtividade, ou, ainda, se houver aumento da produtividade
em cultivares ndo colonizados por microrganismos endofiticos, podera ocorrer
reducao na diversidade de plantas.

Ha ainda a importancia das substancias produzidas por estes
microrganismos, que protegem o vegetal do ataque de herbivoros, de fitopatogenos
e de insetos (LACAVA, et al. 2004; SELOSSE, et al., 2004). Um exemplo desta
atividade esta nos fungos produtores de alcal6ides. Wolfe, et al. (1998) relatam que
fungos produtores de alcaléides promovem protecdo contra a herbivoria ou
estimulam a producdo de substancias toxicas pela planta através da ativacdo de
genes presentes no vegetal, um papel ecolégico importante que permite a
prevaléncia de determinada espécie vegetal em um habitat com consumidores em
potencial. Um caso bem estudado é o do fungo endofitico do género Neotypodium
produtor de alcalbdides que protegem a planta pelo seu efeito toxico em herbivoros
(STROBEL, 2002). A producdo de alcal6ides por fungos endofiticos também esti
relacionada a atividade nematicida e inseticida como relatada por Schulz; Boyle
(2005).

Os microrganismos endofiticos induzem o aumento da resisténcia a estresses
bidticos e abidticos e da tolerancia do hospedeiro a substancias toxicas presentes no
solo como o aluminio (HALLMANN, et al., 1997; TAN; ZOU, 2001).
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Os endofitos também sdo importantes para a prote¢cdo do vegetal contra os
microrganismos fitopatdgenos competindo com estes por nutrientes, por meio da
producdo de substancias antagbnicas ou induzindo a resisténcia do vegetal aos
patdgenos. Um exemplo desse tipo de relagdo é o Streptomyces sp. R-5, isolada de
Rhododendron por Shimizu, et al. (2004), capaz de induzir resisténcia a doengas em
cultura de tecidos vegetais.

Muitos enddfitos estdo relacionados a taxa patogénicos dos quais eles
provavelmente surgiram. Em Rubiaceas, foram observadas linhagens mutantes de
Colletotrichum magna, um patégeno causador da necrose nesses vegetais,
infectando seus hospedeiros sem causar sintomas e protegendo-os contra outros
patdgenos, provavelmente pela inducdo de defesa da planta (SELOSSE, et al.,
2004).

Segundo Strobel (2002), além dos microrganismos endofiticos obterem
nutricdo e protecdo da planta hospedeira, algumas substancias quimicas produzidas
pelo vegetal sdo necessarias para que o endofitico complete o seu ciclo de vida,
bem como alguns metabdlitos da planta podem servir como reguladores para a
producdo de produtos do metabolismo secundario dos endofitos. A interagdo
metabdlica do microrganismo endofitico com o hospedeiro pode favorecer a sintese
de metabdlitos secundarios biologicamente ativos como o0s isoprendides,
policetideos, esterdides, xantonas, quinonas e fenois (SCHULZ; BOYLE, 2005).

Evidéncias da associagdo entre vegetais e microrganismos tém sido
observadas em tecidos fossilizados de caules e folhas de vegetais superiores
(STROBEL, 2002) levando a compreenséo de que estas relagdes tenham comecado
a centenas de milhares de anos atras. Para Faeth (2002), comunidades endofiticas
vém sendo mantidas devido a combinacfes genotipicas com o hospedeiro por meio
de pressbes seletivas como competicdo, herbivoria e fatores abidticos. Como
resultado desta associacdo é possivel imaginar que alguns destes microrganismos
endofiticos puderam dividir sistemas genéticos através da transferéncia de genes ao
longo de milhares de anos (STIERLE, et al.,, 1993; STROBEL, et al., 1999;
SULLIVAN; FAETH, 2004).

Enquanto alguns microrganismos podem se tornar endofiticos de forma

acidental ou oportunista, outros se relacionam com seus hospedeiros em uma
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interagcdo que representa especificamente preferéncia ou exclusividade. Devera
haver uma adaptagcdo do hospedeiro ao enddéfito e vice-versa. Entre os
micrirganismos endofiticos de um hospedeiro em particular geralmente estédo
incluidos uma grande quantidade de espécies que estao adaptados aquele vegetal,
como as espécies de Lophodermium que s&o isolados com alta frequéncia de
folhagens de Pinus strobus (DECKERT et al., 2001).

Em trabalhos com a inoculagdo de endofiticos de Phaseolus vulgaris em
plantas nao-hospedeiras, Schulz et al. (2003) observaram que nas raizes de P.
vulgaris a taxa de inoculacdo foi maior do que nas raizes das plantas nao-
hospedeiras. Além disso, todas as plantas ndo-hospedeiras depois de inoculadas
com os enddfitos de P. vulgaris desenvolveram sintomas de doencas.

Peters, et al. (1998) observaram a interacao do endéfito com o hospedeiro por
meio de metabdlitos secundérios liberados em culturas de callus do hospedeiro,
resultando em uma resposta positiva no crescimento dos callus ou no aumento da
biomassa. Neste trabalho, foi utilizada também uma cultura de callus de uma planta
ndo-hospedeira onde os metabdlitos do enddéfito ndo causaram estimulo positivo ao
crescimento nem ao aumento da biomassa. A partir desses resultados, Peters, et al.
(1998) concluiram que a interacdo que ocorre entre endofito-hospedeiro ndo € mera
coincidéncia causada por um oportunista acidental em seu hospedeiro e sim o
resultado de uma adaptacdo ao longo da evolugéo entre enddfito-planta sinalizando
especificidade nas relagdes.

Tan; Zou (2001) relatam que tanto o enddfito quanto o hospedeiro excretam
metabdlitos toxicos um para o outro, como alguns fungos endofiticos que produzem
metabdlitos secundarios com atividade herbicida. Diante desta observacao, surge a
davida sobre como fungos endofiticos sintetizam metabdlitos com potencial
toxicidade para seus hospedeiros, j& que até entdo os relatos nos indicam uma
associacao benéfica entre endéfito-planta. Para Peters, et al. (1998), esta relagéo é
um antagonismo mutuo, pois em pesquisa com culturas de callus de plantas
hospedeiras e culturas de seus respectivos microrganismos endofiticos, observou-se
que estes microrganismos excretam metabolitos herbicidas néo-especificos
causando necrose, inibicdo do crescimento e morte da cultura de callus do

hospedeiro. Enquanto que no cultivo de callus observou a excrecdo de metabdlitos
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antifingicos ndo-especificos. Estes resultados levam alguns pesquisadores como
Schulz, et al. (1999), defenderem a hipétese de que a interacdo endofitico-
hospedeiro pode ser um antagonismo patégeno-hospedeiro balanceado.

2.2 — MICRORGANISMOS ENDOFITICOS E A DESCOBERTA DE NOVOS
METABOLITOS BIOATIVOS

Para a maioria dos microbiologistas, os metabdlitos secundarios desempenham
um papel in vivo que pode ser importante para numerosas interagfes metabdlicas
entre fungos e seus hospedeiros, tais como sinalizacdo, defesa e regulacdo da
simbiose (SCHULZ; BOYLE, 2005). Entretanto, os metabdlitos secundérios de
microrganismos endofiticos tém sido frequentemente isolados e caracterizados
visando sua aplicacdo biotecnoldgica (TAN; ZOU, 2001; SCHULZ, et al., 2002;
STROBEL, 2003).

Tan; Zou (2001) revisaram a diversidade de metabdlitos de varias classes de
compostos que tém sido isolados de fungos endofiticos. Da classe dos alcaldides, a
phomopsicalasina € uma citocatalisina extraida da cultura do fungo endofitico
Phomopsis sp., isolado da planta Salix gracilostyla, que apresenta atividade contra
S. aureus, B. subtillis, Salmonella gallinarum e C. albicans.

Alguns derivados de alcaldides ind6is produzidos pelos fungos endofiticos
Neotyphodium lolli e Epichloé festucae isolados das plantas Lollium perene e
Festuca spp. apresentam atividade contra mamiferos e insetos herbivoros, da
mesma forma que o inseticida rugulosina, do grupo das quinonas produzido por
Hormonema dematioides, fungo endofitico do balsamo (Larix laricina).

Dois novos esteroides extraidos do liquido fermentado de Colletotrichum sp.
fungo endofitico isolado de Artemisia annua, apresentam atividade antifingica
contra alguns patégenos de culturas de arroz, aveia e trigo (TAN; ZOU, 2001).

Metabolitos promotores do crescimento de vegetal como novos derivados do
acido indol acético sédo extraidos de culturas de fungos como Hypoxylon serpens
isolado do Tabaco.
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Da classe dos diterpendides, podem ser citados o subglutinol A e B que séo
substancias com atividade imunossupressora produzida pelo fungo Fusarium
subglutinans, um endofito da planta Tripterygium wilfordii. Este composto nao
apresenta toxicidade e portanto ha grandes perspectivas quanto ao seu uso clinico.

Schulz, et al. (2002) relatam que 80% dos fungos endofiticos isolados,
produzem compostos biologicamente ativos em testes de atividade contra bactérias
e fungos, além de apresentarem atividade herbicida. Segundo Schulz, et al. (2002),
a proporcao de novas estruturas sintetizadas por endofiticos (51%) € maior que a
produzida por microrganismos isolados do solo (38%), demonstrando que o0s
endofiticos sdo realmente uma boa fonte de novos metabdlitos secundarios.

Miller, et al. (1998) isolaram a bactéria endofitica Pseudomonas viridiflava das
folhas de vérias espécies de gramineas, capaz de produzir ecomicina, um composto
da familia dos lipopeptideos que atua contra Cryptococcus neoformans e Candida
albicans.

Schulz, et al. (1999) realizaram uma triagem dos metabdlitos secundéarios com
atividade algicida, antimicrobiana e herbicida de fungos endofiticos isolados de
aproximadamente 1250 plantas (&rvores coniferas e plantas herbaceas) da
Alemanha, obtendo atividade em 78% dos microrganismos testados, resultados até
entdo inéditos na literatura.

A busca por novos microrganismos endofiticos e seus produtos secundarios em
geral, esta direcionada a plantas que comumente servem a populacdes nativas
como produtos medicinais alternativos. Os microrganismos dessas plantas podem
produzir os mesmos produtos naturais bioativos, ou derivados que as vezes sao
mais ativos que aqueles dos seus hospedeiros (STROBEL, 2002).

O interesse pelo potencial dos enddfitos para a produgcdo de novos farmacos
pode ser ilustrado pelo exemplo do taxol. Esta substancia extraida da arvore
conifera Taxus brevifolia é caracterizada como um composto do grupo dos
diterpendides, utilizado como medicamento no combate ao cancer de mama e de
Utero. Stierle, et al. (1993) isolaram de Taxus brevifolia, o fungo Taxomyces
andreanea endofitico capaz de sintetizar o taxol como forma de protecdo do vegetal
contra fungos fitopatogénicos. Li, et al. (1996) observaram que o taxol também é
produzido por Pestalotiopsis microspora, fungo endofitico isolado do pinheiro
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cipreste. Esta descoberta indica grande vantagem na solucdo de problemas
ecologicos, além de possibilitar a producdo de compostos com mais rapidez e em
maior quantidade (STROBEL; LONG,1998).

A biodiversidade de plantas com propriedades medicinais conhecidas e outras
tantas das quais se desconhece os efeitos terapéuticos, abrigam um grande niamero
de microrganismos com potencial para produzir substancias bioativas, indicando que
pesquisas envolvendo o isolamento e caracterizacdo de microrganismos endofiticos,

constituem uma fonte inesgotavel de novos metabdlitos bioativos.

2.2.1 — Fungos endofiticos produtores de antibioticos

Considerando que seis entre 20 dos medicamentos mais comumente
prescritos sao de origem flngica e apenas aproximadamente 5% dos fungos da
natureza foram descritos, estes microrganismos oferecem um enorme potencial para
a descoberta de novos medicamentos. Segundo Ganley, et al. (2004), a diversidade
global de fungos endofiticos pode estar em torno de 1 milh&o de espécies ou quatro
endofiticos para cada espécie vegetal uma vez que existem 250.000 espécies de
plantas.

De acordo com Tyler (1998), cerca de 85% dos antibioticos utilizados
mundialmente sdo produzidos por actinobactérias, 11% por fungos e 4% por outras
bactérias. Entretanto, mais de 70% das substancias biologicamente ativas isoladas
de fungos endofiticos sdo inéditas (SCHULZ, et al., 2002; STROBEL, 2003). Para
Strobel, et al. (2004), os fungos endofiticos sdo 0s microrganismos mais comumente
isolados e se apresentam como uma fonte de novos agentes bioativos naturais,
embora ainda sejam poucos os estudos realizados nesta area (HUANG, et al. 2001;
WIYAKRUTTA, et al., 2004).

Strobel, et al. (1999) demonstraram que o fungo endofitico Cryptoriopsis
quercina isolado de Tripterigeum wilfordii uma planta medicinal nativa da Eurasia,
produz uma substancia denominada criptocandina que apresenta atividade contra

Candida albicans e Trichophyton spp.
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Rodrigues, et al. (2000) isolaram fungos endofiticos de Spondias mombin,
com producado de substancias ainda ndo caracterizadas, que inibem bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, leveduras e actinombactérias. Wagenaar, et al. (2000)
isolaram fungos endofiticos do género Rhinocladiella que produzem compostos
denominados citocatalisinas com atividade antimicrobiana. Brady; Clardy (2000)
isolaram a substancia CR377, um pentacetideo com atividade antifingica, produzido
pelo fungo endofitico Fusarium sp. isolado de Selaginella pallescens.

Huang, et al. (2001) observaram que fungos endofiticos do género
Paecilomyces isolados de Taxus marei, Cephalotaxus fortunei e Torrea grandis,
apresentam grande atividade antifungica no teste de seus fermentados.

Ezra; Strobel (2003) descreveram o fungo endofitico Muscodor albus, isolado
de Cinnamomum zeylanicum que inibe e mata outros fungos e bactérias pela
emissdo de compostos volateis com propriedades antibiéticas. Kim, et al. (2004)
observaram a atividade antibacteriana das substancias periconicina A e B produzida
por Periconia sp. fungo isolado de Taxus cuspidata. Ja Ma, et al. (2004) isolaram de
Cynodon dactylon, planta utilizada na medicina chinesa, o fungo endofitico
Rhizoctonia sp. o qual produz A&cido rizoctbnico que apresenta atividade
antimicrobiana contra Helicobacter pilori.

Tian, et al. (2004), isolaram de folhas e raizes do arroz, fungos e
actinbactérias endofiticos, capazes de inibir microrganismos fitopatogénicos comuns
em plantagbes de arroz no sul da China, como Rhizoctonia solani, Xanthomonas
oryzae, Fusarium moniliforme e Magnaporthe grisea. Neste trabalho, mais de 50%
dos isolados apresentaram atividade contra os microrganismos testados. Além disso,
observou-se que plantas de onde foram isolados os fungos Fusarium, Penicillium,
Aspergillus e Paecilomyces, apresentam resisténcia maior a doengas causadas por
fitopatdogenos; das actinobactérias isoladas, cerca das 50% apresentaram
antagonismo contra estes fitopatdgenos.

Singh, et al. (2001) caracterizaram um novo diterpendide produzido por
fungo endofitico ainda ndo identificado, isolado de Daphnopsis americana que
apresenta atividade antibacteriana contra S. aureus resistentes a meticilina e
Enterococcus faecium resistente a vancomicina. Enquanto Liu, et al. (2001),
obervaram a atividade antifingica de um pentacetideo produzido pelo endofitico
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Fusarium sp. isolado de Selaginella pallescens. Em Artemisia anua, 0 mesmo autor
obteve 39 isolados de fungos, alguns destes, potentes inibidores do crescimento de
fungos fitopatogénicos, sendo portanto um potencial para aplicacdo em controle
biolégico.

2.2.2 — Actinobactérias endofiticas produtoras de antibi6ticos

As Actinobactérias compreendem um grupo de bactérias filamentosas que
apresentam hifas semelhantes aos fungos. Estdo amplamente difundidos na
natureza principalmente no solo onde sdo ativos na decomposi¢cdo de tecidos
vegetais e reciclagem do Carbono e Nitrogénio (MADIGAN, et al., 2004), e sao
também conhecidas por desempenharem um papel importante como
biocontroladores de fungos fitopatogénicos (TAECHOVISAN, et al., 2003).

Até os anos 90, as actinobactérias do solo foram uma fonte importantissima
de compostos bioativos como agentes antitumorais, antibidticos, antivirais e
substancias agrobiologicas (SANGLIER, et al., 1993). Além disso, desempenham um
papel significante para o futuro da Biotecnologia por que s&o importantes produtores
de vitaminas e enzimas. Segundo Sanglier, et al. (1993), entre 1988 e 1992 mais de
cem novas moléculas originarias de actinobactérias foram descobertas.
Aproximadamente 75% destas substancias s&o produzidas pelo género
Streptomyces. Cerca de 5.000 compostos bioativos documentados sao conhecidos
como sendo produzidos por este género (DEMAIN, 1999).

Pullen, et al. (2002) isolaram Streptomyces (MaB.QuH-8) de plantas da familia
Celastraceae, que produz um novo cloropirrol com alta atividade contra uma série de
bactérias multiresistentes e micobactérias. Taechowisan, et al. (2005) isolaram
varias espécies de actinobactérias de Zingiber officinale, entre elas a linhagem
Streptomyces aureofaciens (CMUAc130) — isolada da raiz — que apresenta atividade
contra Colletotrichum musae e Fusarium oxysporum, através da producdo dos
compostos 5,7-dimetoxi-4-p-metoxifenilcumarina e 5,7-dimetoxi-4-fenilcumarina.

As munumbicinas A, B, C e D, antibi6ticos de largo espectro inclusive para
Plasmodium falciparum (mununbicina D), s&o produzidos pelo endofitico
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Streptomyces (NRRL 3052) isolado por Castillo, et al. (2002), de Kenedia nigriscans,
planta medicinal utilizada por aborigines na Australia. Ja a linhagem de
Streptomyces (NRRL 30566), isolada por Castillo, et al. (2003), das folhas de
Grevillea pteridifolia, produz as cacadumicinas, antibioticos com atividade contra
bactérias Gram-positivas particularmente B. anthracis e também contra Plasmodium
falciparum (ICsp de 7.04 + 0.12 ng ml™). Ezra, et al. (2004) observaram atividade
contra Cryptococcus neoformans a partir da substancia denominada coranamicina,
antibidtico peptideo produzido pela linhagem Streptomyces sp. (MSU-2110),
endofitico isolado de Monstera sp, planta da Amazénia peruana. Esta substancia
apresentou também atividade contra o parasito da malaria Plasmodium falciparum
(ICso de 9.0 ng ml™).

O antibiético metilabonousina foi obtido a partir da fermentacdo de
Streptomyces albus, endéfito isolado da planta Lolium perenne (STROBEL, et al.,
2004). Pesquisas realizadas por Shimizu, et al. (2004), mostraram a producéo dos
antibidticos actinomicina X, e fungicromina por Streptomyces R-5, endofitico isolado
de Rhododendron. Sacramento, et al. (2004), em trabalho realizado com plantas da
floresta tropical brasileira, isolaram actinobactérias do género Streptomyces capazes
de produzir substancias com atividade antiviral e antimicrobiana que apresentaram
MIC de 20 ng/ml contra Pythium ultimum e 2ng/ml contra Streptococcus

pneumoniae.
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2.3 — CONYZA BONARIENSIS (L.) CRONQUIST

A espécie Conyza bonariensis (L.) Cronquist antes denominada Erigeron
bonariensis L. € uma planta perene, amplamente difundida no Brasil. Tem porte
herbaceo, pertence a Familia Asteraceae e recebe varias denominagdes populares
como: acatodia, capeticoba, capicoba, caticoba, enxota, erva-lanceta, margaridinha-
do-campo, rabo-de-foguete, rabo-de-raposa, salpeixinho e voadeira.

A infusdo das partes aéreas desta planta € utilizada na medicina popular
como anti-séptico e anti-espasmadico. Grupos quilombolas no Brasil utilizam a C.
bonariensis como analgésico e anestésico (RODRIGUES; CARLINI, 2004).

Na medicina popular do Egito utiliza-se as inflorescéncias da planta como
anti-espasmodico e diurético (EL-DARIER, et al., 2001). Barbosa, et al. (2005)
estudaram os componentes do 6leo essencial deste vegetal verificando a presenca
de 29,6% de limoneno em suas folhas, enquanto Andrade, et al. (2000) observaram
a presenca de (E)-b-Farneseno ao qual foi atribuida atividade terapéutica contra
febre em banhos com as folhas deste vegetal.

Alguns trabalhos apontam o uso desta planta como vermifugo e no tratamento
de hemorrdidas e da diarréia (TZAKOU, et al., 2005). Esta planta tem em seus
compostos, efetivo poder antifingico especialmente contra as micoses causadas por
Malassezia fufur (agente causador do pano branco). Arora, et al. (2003) observaram
a atividade antifungica desta espécie contra fitopatdégenos. Ja Macedo, et al. (1997)
estudaram a atividade larvicida contra Aedes fluviatilis dos extratos das partes
aéreas desta planta e Mendes, et al. (1999) relatam a sua atividade moluscicida.

Esta espécie atualmente esta entre as plantas que fazem parte do programa
de “Remédios alternativos” do Laboratério de Fitoterapia do Estado de Pernambuco,

e é comercializada na forma de tinturas com indicacédo antifungica (EBAPE/IPA).
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3 - OBJETIVOS

3.1 -OBJETIVO GERAL

Isolar e a avaliar o potencial antimicrobiano dos fungos e actinobactérias
endofiticos da planta Conyza bonariensis (L.) Cronquist (rabo-de-raposa).

3.2. — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolamento de microrganismos endofiticos de folhas e raizes de Conyza
bonariensis (L.) Cronquist;

Avaliagéo preliminar (“Triagem”) dos fungos e actinobactérias endofiticos com
atividade antimicrobiana;

Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos microrganismos endofiticos
bioativos em diferentes meios de fermentagdo para conhecer o tempo e 0 pH em
que o antibiético sera produzido;

Identificacdo em nivel de género por meio das caracteristicas
micromorfologicas e fenotipicas, dos fungos e actinobactérias que apresentaram
melhor atividade antimicrobiana.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 — ISOLAMENTO DOS ENDOFITICOS
4.1.1 — Coleta

A coleta foi realizada em Novembro de 2004, em uma propriedade rural,
situada no Km 38, as margens da Br 101-Norte que da acesso ao municipio de
lgarassu — PE. Foram coletadas aleatoriamente folhas e raizes de cinco individuos
saudaveis. Todo material botanico foi etiquetado e armazenado em sacos plasticos
sob refrigeracdo até a desinfeccdo. A planta foi identificada no Laboratério de
fanerégamos do Departamento de Botanica da Universidade Federal de

Pernambuco.

4.1.2. — Desinfeccéao

As folhas e raizes (Fig 4.1) coletadas foram lavadas em agua corrente para a
retirada do excesso de microrganismos epifiticos e de residuos de solo e poeira.
Apos a lavagem o material foi seco em papel absorvente e submetido ao tratamento
em etanol a 70% v/v por um minuto, hipoclorito de sodio (3% v/v de Cl ativo) por
cinco minutos (PEREIRA, et al., 1993; ARAUJO, et al., 2002) e também por 15
minutos (UETANABARO, 2004), seguido de etanol 70% v/v por 30 segundos. Em
seguida, o material foi lavado em agua destilada esterilizada por duas vezes (Fig.
4.2). A ultima agua de lavagem das folhas e raizes de cada individuo foi semeada
em placas com os meios BDA e CAA e estas, incubadas a 30°C por sete dias para
que fosse analisada a eficiéncia da técnica de desinfeccdo. Apos a desinfeccado, as
bordas das folhas e extremidades das raizes foram retiradas com estilete
esterilizado e em seguida foram feitos fragmentos de aproximadamente 5,0 mm?

pelo método de Gamboa, et al. 2002.
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Figura 4.1 Folhas (a) e raizes (b) de Conyza bonariensis.
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Figura 4.2 Esquema da desinfeccao

4.1.3 — Isolamento

Os fragmentos foram inoculados em meio especifico para fungos e
actinobactérias, a temperatura de 30°C. Para o isolamento das actinobactérias foi
utiizado o meio CAA - caseina-amido-agar (Anexos, item 10.1.3) onde foram
adicionados os antifangicos nistatina e ciclohexamida nas concentragbes de
10001g/mL (Anexos, item 10.2.1.2). Para o isolamento dos fungos foi utilizado o meio

BDA - batata-dextrose-agar (Anexos, item 10.1.2) contendo os antibidticos
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cloranfenicol e tetraciclina na concentragcdo de 100(/g/mL (Anexos, item 10.2.1.1). O

tempo maximo de incubacéo foi de 30 dias.

A medida que as colbnias dos endofiticos foram surgindo nos fragmentos
(Fig.4.3), foram sendo transferidas para novas placas contendo 0s mesmos meios e
submetidos ao processo de purificagéo por estrias de esgotamento (MADIGAN et al.,
2004).

A frequéncia dos microrganismos foi determinada segundo a metodologia descrita
por Aralijo, et al. (2002), onde F = N° de fragmentos 1

N°. total de fragmentos

Figura 4.3 Bactérias endofiticas surgindo de fragmentos de folhas de C. bonariensis

4.2 - PRESERVACAO E MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS

Ap0s a purificacdo, as culturas de bactérias foram transferidas para tubos tipo
penicilina contendo meio TSA — Triptic Soy Agar (Anexos, item 10.1.13) inclinado e
cobertas com 6leo mineral esterilizado, lacrados e armazenados a temperatura
ambiente (z 30°C). Quanto aos fungos, estes além de serem mantidos em duplicata
em tubos com meio BDA sob refrigeracdo, também foram preservados pelo método
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de Castellani (ARAUJO, et al., 2002), que consiste na transferéncia de blocos de
meio BDA onde os fungos foram cultivados, para frascos tipo penicilina com agua
destilada estéril e armazenados a temperatura ambiente (+30°C), em duplicata.

4.3 - TESTE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.3.1 — Microrganismos-teste

Foram utilizadas leveduras causadoras de micoses oportunistas e de micoses
superficiais como Candida e Malassezia respectivamente. Além destas, foram
acrescentadas aos testes, bactérias que pudessem representar os grupos de Gram

positivas, Gram negativas e micobactérias (Tabela 2).

Tabela 2. Relacdo dos microrganismos utilizados nos testes de atividade antimicrobiana

Microrganismos N° de registro  Meio de cultivo?
Staphylococcus aureus UFPEDA 02* AN
Bacillus subtilis UFPEDA 16* AN
Escherichia coli UFPEDA 224* AN
Mycobacterium tuberculosis UFPEDA 82* TSA
Candida albicans UFPEDA 1007* SAB
Candida sp. URM 720** SAB
Candida sp. URM 4224** SAB
Candida sp. URM 4249** SAB

URM 4503** SAB + YE +O
Malassezia furfur
Malassezia furfur URM 4849** SAB+YE + 0O
Malassezia simpodialis URM 4498** SAB+YE+O
Malassezia simpodialis URM 4499** SAB+YE+O

tAs composi¢des dos meios de cultura encontram-se em Anexos, item 10.1.1.
*Colecdo de microrganismos do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de

Pernambuco **Colecéo de fungos do Departamento de Micologia da Universidade do Recife — UFPE.
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4.3.2 — Teste primério em “bloco de gelose”

Neste teste descrito por Ichikawa et al., (1971), 0,5 ml das suspensdes
dos microrganismos endofiticos foram espalhadas com al¢ca de Drigalski sobre
placas contendo meio BDA para os fungos e meio ISP-2 para as actinobactérias,
seguindo-se a incubacao por sete dias a 30°C para a formacao do tapete. Apds este
periodo, foram retirados blocos de 6 mm de didmetro com o auxilio de furador de
rolha. Estes blocos foram transferidos para placas semeadas com 0,1 ml da
suspensdo de cada microrganismo-teste, com turbidez igual ao da escala 0,5 de
Mcfarland e em seguida incubadas a 30°C e 37°C (leveduras e bactérias
respectivamente) por 24 a 48 horas. Apoés este periodo os halos de inibicdo quando
observados, foram medidos em mm. Neste teste foram realizadas trés repeticoes. A
figura 4.4 representa o esquema do teste em “bloco de gelose”.

Suspenséo do
microrganismo endofitico ——— Meio BDA/ISP-2 — 7 Dias 30°C
em H,0 destilada

Crescimento em Tabete

Microrganismo-teste

37 e 30°C Repique p/ os meios
p/ 24h AN, SAB e TSA
Susp. em H,O destilada Adicéo dos Blocos

escala de Mcfarland n°0,5

!

Placas c/ AN, TSA e
Leitura dos halos ¢ SAB

24/48h

A

Figura 4.4 Esquema do ensaio antimicrobiano em "bloco de gelose”.
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4.3.3 — Selegdo do meio de fermentagéo

Nesta etapa, as linhagens de fungos e actinobactérias que apresentaram melhor
atividade contra os microrganismos-teste no ensaio priméario foram cultivados em
diferentes meios liquidos de fermentacdo para que fossem selecionados o0s
melhores produtores de metabdlitos bioativos, pelo teste de difusdo em disco,

determinando assim o melhor meio e o melhor tempo para a producéo do antibiético.

4.3.3.1 — Pré-in6culo

Foram inoculados trés blocos de gelose do endofito em Erlenmeyer de 250 ml
contendo 50mL de meio liquido. Para os fungos foi utilizado o meio BD — Batata-
dextrose (Anexos, item 10.1.2) e para as actinobactérias utilizou-se o meio ISP-2
(Anexos, item 10.1.6). Estes foram mantidos sob agitacdo de 180 rpm durante 48

horas a temperatura de 28°C *. 2°C.

4.3.3.2 — Fermentacao

Foram utilizados trés meios de cultura diferentes para a fermentacdo. Os fungos
foram fermentados em meio BD, MPE — Meio para Produgéao de Eurimicina (Anexos,
item 10.1.10) e CZAPECK (Anexos, item 10.1.4). Para a actinobacteria foram
utilizados os meios ISP-2, ISP-3 (Anexos, item 10.1.7) e MPE. Nesta etapa, foram
inoculados 10% do volume do pré-inéculo em Erlenmeyers contendo 50 mL dos
meios selecionados. As condi¢Bes de cultivo utilizadas para o pré-indculo foram

mantidas na fermentacao. O tempo de fermentacg&o variou de 24 a 168 horas.
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4.3.3.3. — Atividade antimicrobiana pelo teste de difuséo em disco

Para o teste de atividade do liquido metabdlico, a cada 24 horas uma aliquota

do fermentado foi coletada e transferida para eppendorfs, centrifugou-se por 10

minutos a 5.000 rpm. O sobrenadante foi separado da massa celular e o pH do

liquido aferido. Discos de papel de 6 mm de diametro foram embebidos em 20 ni do

liquido fermentado e depois de secos colocados na superficie de meios semeados

com os microrganismos-teste (BAUER, et al., 1966) de forma semelhante ao teste

em “bloco de Gelose”. As placas foram incubadas a 30°C (leveduras) e 37°C

(bactérias), por 24 e 48 horas, seguida da leitura dos halos de inibicdo. A figura 4.5

apresenta o esquema utilizado neste processo, que foi realizado em triplicata.

In6culc

180 rpm 24h

2%°C

£
Fré-indeuio
48h

centrifugago

20r). do
sobrenadante

Meio semeado com

micrergani sme-iesie
S

Leturados halos

Discos érrim

Figura 4.5 Esquema do teste de difuséo em disco.
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4.4 — IDENTIFICAGAO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS

Os fungos que apresentaram melhor atividade no teste de “difusdo em agar”
foram identificados com base em suas caracteristicas macro e micromorfolégicas
das estruturas vegetativas e reprodutivas, no Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco. A actinobactéria que apresentou melhor
atividade foi identificada de acordo com as caracteristicas micromorfoldgicas e
estudo da parede celular (SHIRLING; GOTTLIEB, 1996; CROSS, 1994).

4.4.1 — Identificacdo da actinobactéria

4.4.1.1 — Micromorfologia

A linhagem foi cultivada nos meios soélidos ISP-1 (Anexos, item 10.1.5), ISP-2,
ISP-3, ISP-4 (Anexos, item 10.1.8) e ISP-7 (Anexos, item 10.1.9) e incubada a 30°C
por 21 dias, apd6s este periodo foram observadas as caracteristicas
micromorfolégicas como presenca ou auséncia de cadeias de esporos, forma da
cadeia de esporos e a presenca de esporangio. Além destas caracteristicas
observou-se a producdo de pigmentos e a coloracdo do micélio aéreo e do substrato
(SHIRLING; GOTTLIEB, 1996; CROSS, 1994; SHIMIZU, et al., 2000).

4.4.1.2 — Caracterizacao da parede celular

A caracterizacdo do tipo de parede celular da actinobactéria foi determinada
pela identificacdo dos isébmeros do acido diaminopimélico (DAP), LL-DAP e meso-
DAP, pelo método de Staneck; Roberts (1974).
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O microrganismo foi cultivado em meio ISP-2 a 30°C por 72 horas. Passado
este periodo, a massa celular foi separada do liquido fermentado e entdo seca em
estufa a 50°C por duas horas. Foram transferidos para um tubo rosqueado (10 x 90
mm), 30 mg da massa seca da actinobactéria, onde se adicionou 1,0 ml de solucéo
de HCI 6N (Anexos, item 10.2.3.1). Em seguida foi levado a estufa com temperatura
de 100°C por 16 horas para a hidrolise da parede celular. ApGs esta etapa, o
material foi ressuspendido em 1ml de agua destilada, filtrado e submetido a
evaporagdo em rotaevaporador para a eliminacdo do acido remanescente. Para isto
sucessivas lavagens foram efetuadas. Apds total eliminacdo do &cido, foi
acrescentado ao material 0,1 ml de agua destilada, seguida da realizacdo da
cromatografia em camada delgada (CCD).

A fase movel foi composta por metanol-agua-acido cloridrico 6N - piridina
(80:26:4:10, viv) (Anexos, item 10.2.3.5) e a fase fixa por placas de celulose (Merck
n° 5716). Na fase fixa foram aplicadas, lado a lado, 2 nL. do padrédo do DAP (Anexos,
item 10.2.3.4), 2 nL do material de hidrdlise da actinobactéria desconhecida e 2 ni
do material de hidrélise de duas linhagens padrdes: Streptomyces e Nocardia.

A cuba foi saturada por 2 horas e a corrida ocorreu por aproximadamente 5
horas. A placa foi seca em camara e borrifada com uma solugdo de ninhidrina a
0,2% m/v (Anexos, item 10.2.3.3) esta foi aquecida por 5 minutos em estufa a 100°C
e entdo foi observada a presenca ou auséncia dos isbmeros de DAP (LL-DAP e
meso-DAP).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - ISOLAMENTO

Foram isolados 53 fungos endofiticos (quatro leveduras e 49 fungos
filamentosos) das cinco plantas analisadas de Conyza bonariensis (L.) Cronquist.
Apesar de o isolamento ter ocorrido em um periodo de 30 dias, os fungos so6
emergiram dos fragmentos até o 16° dia de cultivo, onde foi observado que na
primeira semana o numero de fungos emergindo dos fragmentos de folhas foi maior
que nos dias subseqlientes. Enquanto nos fragmentos das raizes, emergiu maior
guantidade de fungos nas duas primeiras semanas, com picos de isolamento no 6° e
13° dias (Fig. 5.1). Este fato pode esta relacionado com a oxidagéo rapida das folhas
ocasionando a diminuicdo do numero de isolados e do tempo de isolamento. O que
também foi observado por Souza, et al. (2004) durante o isolamento de fungos
endofiticos em Palicourea longiflora uma planta toxica da Amazonia.

Foram isolados 30 fungos de fragmentos de folhas e 23 de fragmentos de
raizes correspondendo as frequéncias de 7,6% e 10% respectivamente (fig. 5.2). Os
fungos foram agrupados por semelhanca morfolégica das coldnias, obtendo-se
assim, 15 diferentes morfotipos. Os antibiéticos utilizados durante o isolamento
apresentaram boa eficacia jA& que nao foram isolados fungos dos fragmentos
inoculados em meios seletivos para bactérias e vice-versa.

Souza, et al. (2004) isolaram de Strychnos cogens planta toxica da Amazonia,
um total de 59 fungos, onde a freqiéncia de fungos endofiticos nas folhas (66,6%)
também foi maior do que nas raizes (15%). Huang, et al. (2001) obtiveram em meio
BDA 107 fungos isolados de Taxus mairei, 30 de Cephalataxus fortunei e 35 de
Torreya grandis. Liu et al. (2001) isolaram 39 fungos endofiticos de Artemisia annua
e Castillo, et al. (2003), no isolamento de endofiticos de Kennedia nigriscans,
obtiveram 24 fungos. Estes resultados mostram que o numero de isolados de fungos
endofiticos é variavel de planta para planta em decorréncia do procedimento de
isolamento, espécie vegetal e da regido climatica.
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Figura 5.1: Curva de isolamento de fungos endofiticos das folhas e raizes de C. bonariensis
(L.) Cronquist. durante 16 dias de incubacéo.

As actinobactérias apareceram apenas nos fragmentos das raizes
apresentando uma frequéncia muito baixa (1,3%). Trabalhos que relatam o baixo
namero de actinobactérias endofiticas isoladas sédo frequentes. Nos resultados
obtidos por Maitan (1998), a frequéncia de actinobactérias endofiticas foi 6,35% em
macerado das folhas de Solanum lycocarpum uma planta do cerrado, popularmente
conhecida como lobeira que apresenta propriedades medicinais. Entretanto, Araujo,
et al. (2000) obtiveram resultados melhores com Zea mays de onde isolaram 53
actinobactérias, sendo 31 das folhas e 22 das raizes; Taechowisan, et al. (2003) no
isolamento de actinobactérias de plantas da Tailandia encontraram uma frequéncia
de 18,6% nas folhas de Amomum siamense e de 21,3% nas folhas de Alpinia
galanga enquanto Cao, et al. (2004) obtiveram 58 linhagens de actinobactérias
isoladas de raizes de Lycopersicon esculentum (tomate). Freqiéncias maiores no
isolamento de actinobactérias em algumas plantas podem estar relacionadas nao
apenas ao meio de cultura utilizado, mas também ao tipo de planta, ao periodo de
coleta, e ao local. Lima (2006), obteve 21 linhagens de actinobactérias isoladas de
Momordica charantia, planta popularmente conhecida como Meldo-de-Sao Caetano,

coletada do mesmo local que a C. bonariensis, e sob as mesma condi¢cdes de
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isolamento utilizadas neste trabalho; indicando portanto que a espécie vegetal tem
grande influencia na ocorréncia de microrganismos como as actinobactérias.

Quanto as bactérias, apesar de ndo terem sido o alvo principal deste trabalho,
foram consideradas devido ao numero expressivo de isolados. Como pode ser
observado na figura 5.2, houve maior freqiéncia de bactérias nas raizes (16,33%)
que nas folhas (7%). As bactérias foram purificadas e transferidas para tubos tipo
penicilina contendo meio TSA e preservadas sob O6leo mineral para possiveis

trabalhos no futuro.

18,00%
16,00% - 16,33%
« 14,00% -
% 12,00% - 10%
10,00% -
2 soow | % L%
E”- 6,00% -
L 4,00% -
2,00% - 1.30%
0,00% |
Raizes Folhas
‘ 0O Fungos @ Bactérias @ Actinobactérias

Figura 5.2: Frequéncia dos microrganismos endofiticos isolados das folhas e raizes de C.

bonariensis (L.) Cronquist.

N&o houve diferenca significativa na ocorréncia de bactérias entre os tempos
de desinfecgdo com hipoclorito por cinco e 15 minutos nas folhas, entretanto nas
raizes o numero de bactérias com a desinfeccdo por cinco minutos foi 45% maior que
na desinfeccdo por 15 minutos (Figuras 5.3 e 5.4). Para as actinobactérias o maior
tempo de desinfeccdo (15 min.) ndo foi eficiente neste isolamento com 0s meios
utilizados, uma vez que apenas uma linhagem da raiz foi isolada por este tratamento.
Ja Uetanabaro (2004) observou que a desinfec¢do por 15 minutos de tecidos de
Tocoyema formosa, que no cerrado brasileiro € popularmente conhecida como
Marmelo preto, contribuiu para o isolamento de 47 actinobactérias do género

Microbispora.
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Figura 5.3: Curva de isolamento de bactérias endofiticas das folhas e raizes de C.
bonariensis (L.) Cronquist., apds tratamento por cinco minutos com hipoclorito
durante 26 dias de incubacéo.
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Figura 5.4: Curva de isolamento de bactérias endofiticas das folhas e raizes de C.
bonariensis (L.) Cronquist., ap0s tratamento por quinze minutos com

hipoclorito durante 26 dias de incubacgéo
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5.2 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.2.1 — Teste de atividade em “bloco de gelose”

Este teste permitiu selecionar os microrganismos que apresentaram halos de
inibicAo contra os microrganismos-teste utilizados. Dos 49 fungos endofiticos
ensaiados, 28 apresentaram atividade contra pelo menos um dos microrganismos-
teste.

Na figura 5.5 pode ser observada a atividade dos fungos endofiticos
provenientes das folhas que apresentaram halos de inibicdo variando entre nove e
26 mm. A linhagem Eb3F apresentou o melhor espectro de acdo uma vez que inibiu
nove dos 12 microrganismos-teste, entre eles as duas espécies de Malassezias (M.
furfur e M. simpodialis). As linhagens Eb27F, Eb20F, Eb22FB e Eb18FB,
apresentaram atividade para apenas um dos microrganismos. Destas, apenas a
linhagem Eb22FB apresentou halo de inibicdo (10 mm) para E. coli (224) e nenhuma
atividade para os demais microrganismos utilizados. Talvez a acdo do antibiético
desta linhagem seja apenas contra bactérias gram-negativas, sendo portanto
necessarios testes com outras bactérias deste grupo. A linhagem Eb26F apresentou
atividade contra Malassezia spp. com halos de inibicdo de 20 mm, e para M.
tuberculosis apresentou halo de 12 mm, inferior ao da linhagem Eb5F, que foi de 14
mm.

Os resultados apresentados na figura 5.6 mostram que dos 23 fungos
endofiticos isolados das raizes, 16 apresentaram atividade antimicrobiana. Dentre
eles cinco (EbR75, EbR78, EbR73, EbR79 e EbR77) apresentaram atividade para
pelo menos um dos microrganismos-teste, enquanto nove linhagens (EbR67,
EbR80, EbR78, EbR27, EbR33, EbR67, EbR79, EbR84, EbR83) apresentaram
atividade contra M. tuberculosis, podendo ser destacada a linhagem EbR78 com
halo de inibicdo de 19 mm. Foi observado que as linhagens EbR33 e EbR83
apresentaram boa atividade para todos 0s microrganismos exceto para E. coli.
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Das quatro actinobactérias testadas, a linhagem EbR49A apresentou halos de
inibicdo variando de 10 a 22 mm contra 11 dos 12 microrganismos testados (Figura.
5.7), enquanto que as linhagens EbR63 e EbR64 apresentaram atividade apenas
contra B. subtilis. A linhagem EbR48 ndo apresentou atividade antimicrobiana. A
figura 5.8 ilustra os resultados obtidos neste ensaio. As tabelas que deram origem

aos graficos a seguir (Figuras 5.5, 5.6 e 5.7), estdo no apéndice, item 9.
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Figura 5.5: Diametro dos halos de inibicdo dos fungos endofiticos das folhas de C.
bonariensis (L.) Cronquist. contra 0s microrganismos testados.
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Figura 5.6: Diametro dos halos de inibicdo dos fungos endofiticos das raizes de C.

bonariensis (L.) Cronquist. contra 0s microrganismos testados.
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Figura 5.7: Didametro dos halos de inibicdo da linhagem de actinomiceto EbR49A contra os

microrganismos testados.
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Figura 5.8:Halos de inibicho dos microrganismos endofiticos contra diferentes
microrganismos-teste.a: Eb5F(1) e EbR27 (2) contra Candida sp. (4249); b:
EbR32 (3) e Eb30F (4) contra Candida sp. (1007); c: EbR79 (5), EbR83 (6),
EbR84 (7) e Eb26F (8) contra Staphylococcus aureus (02); d: EbR83 (9) contra
Malassezia simpodialis (4499).

5.2.2 — Ensaio de difusdo em disco - Fermentacao

ApOs a selecdo primaria em “bloco de gelose” 0s microrganismos que
apresentaram maior espectro foram selecionadas para o ensaio de difuséo em disco,
que teve como objetivo investigar o melhor meio liquido para a producdo de
metabdlitos bioativos. Foram selecionados os fungos Eb26F, Eb3f e Eb30F de folhas,
e EbR32, EbR83, EbR33 e EbR84 de raizes. Das actinobactérias testadas, apenas a
linhagem EbR49A foi selecionada.
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Os resultados apresentados na figura 5.9 mostram os halos de inibicdo e a
variagdo de pH do fungo endofitico Eb26F ao longo de 144 horas de fermentac¢éo no
meio Czapeck. Os halos de inibicdo foram observados a partir de 72 horas, atingindo
a melhor atividade com 120 horas de fermentacdo para S. aureus (02) M.
tuberculosis (82), Candida albicans (1007) e Candida sp. (4249) com halos de
inibicdo variando de 10 a 22 mm. O pH inicial do meio era 6,6 e em 120 horas ficou
estabilizado em 6,0 onde ocorreu maior producao do metabdlito bioativo. Entretanto,
apesar de ter apresentado atividade contra todos os microrganismos testados, 0s
halos de inibicdo ndo foram superiores aos observados no teste em bloco de gelose.
O meio MPE néo foi eficiente para a produgdo de metabdlitos bioativos por esta
linhagem, enquanto no meio BD apresentou atividade apenas contra M. furfur (4849)
e M. simpodialis (4499) com halo variando entre 10 e 15 mm, a partir de 120 horas
em pH 6,0 (Figura 5.10).

25 7

20 +

15 +
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Tempo de fermentagéo em meio Czapeck

=02 E—ms2  Em1007 EEEE4249 [N 4849
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Figura 5.9: Didametro dos halos de inibicdo e variacdo de pH durante 144h de fermentacéo
em meio Czapeck do enddfito de Eb26F contra os microrganismos testados.
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Figura 5.10: Diametro dos halos de inibicdo e variagdo de pH durante 144h de
fermentacdo em meio BD do enddfito de Eb26F contra os microrganismos testados.

A linhagem Eb3F comecou a apresentar atividade contra S. aureus (02) B.
subtilis (16), Candida albicans (1007) e Candida sp. (4249), a partir de 72 horas de
fermentacdo, embora o pico de atividade tenha ocorrido em 120 horas. O meio que
ofereceu melhor condicdo para a producéo de antibiético foi o meio Czapeck no qual
a linhagem apresentou atividade contra todos os microrganismos testados, inclusive
para Malassezias spp. com halos superiores a 20 mm. Neste meio, a partir de 96
horas de fermentacédo, o pH se manteve acido (pH 5,0), até 144 horas (figura 5.11).

A figura 5.12 mostra a atividade do liquido fermentado do fungo endofitico
Eb30F em meio Czapeck, onde os halos de inibicdo comecaram a aparecer a partir
de 96 horas de fermentacdo, embora a melhor atividade tenha sido observada com
144 horas. O pH se manteve em 5,0. Nesta fermentacéo os halos de inibicdo contra
Candida spp. variaram de 10 a 30 mm. Nao foi observada atividade antimicrobiana

das fermentacdes nos meios BD e MPE com 168 horas.
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Figura 5.11: Diametro dos halos de inibi¢cdo e variacdo de pH durante 144h de
fermentacdo em meio Czapeck do enddfito Eb3F contra os microrganismos testados.
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Figura 5.12:Didmetro dos halos de inibi¢édo e variacdo de pH durante 144h de fermentacéo
em meio Czapeck do enddfito de Eb30F contra os microrganismos testados.
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A linhagem EbR32 n&o mostrou atividade antimicrobiana durante a
fermentacdo em meio MPE cujo pH né&o variou, mantendo-se em 8,0 durante as 144
horas de fermentacdo. A analise dos graficos (fig. 5.13 e 5.14) mostra que a
fermentagcdo no meio BD apresentou melhor atividade que a fermentagdo no meio
Czapeck. Na figura 5.13, pode-se observar halo de inibicdo de 23 mm para Candida
sp. (4249) e de 20 mm para Candida sp. (1007) apds 120 horas de fermentacédo no
meio BD. Para os demais microrganismos testados, os halos de inibicado variaram de
10 a 15 mm. No meio Czapeck (fig. 5.14), a melhor atividade antimicrobiana ocorreu
apos 144 horas de fermentacdo em pH acido (5,0), onde os maiores halos (20 mm)
foram para Candida sp. (4249) e Candida sp. (1007).
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Figura 5.13: Diametro dos halos de inibicdo e variagdo de pH durante 144h de fermentacéo
em meio BD do enddfito EbR32 contra os microrganismos testados.
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Figura 5.14: Diametro dos halos de inibicdo e variagdo de pH durante 144h de fermentacéo
em meio Czapeck do endofito EbR32 contra os microrganismos testados.

O resultado apresentado na figura 5.15 mostra a atividade do fermentado da
linhagem EbR83 no meio MPE, onde destaca-se a atividade significativa contra M.
furfur e M. simpodialis a partir de 72 horas de fermentagdo. Este processo
fermentativo se estendeu até 168 horas na tentativa de se obter resultados
satisfatorios contra as bactérias e para Candida spp, entretanto neste periodo sé foi
observada atividade contra B. subtilis (16) onde o halo de inibicdo foi de 14 mm. O
pH desta fermentacéo, se manteve alcalino — pH 8,0 — ap6s 72 horas. O tempo onde
foi observada melhor atividade antimicrobiana foi 120 horas, com halos de inibigéo
gue variaram de 10 a 20 mm para 0s microrganismos testados.

A fermentacao da linhagem EbR83 em meio BD durante120 horas (Fig. 5.16)
mostrou atividade apenas contra S. aureus (02), B. subtillis (16) e Malassezia
simpodialis (4498) a partir de 72 horas. O pH neste meio se manteve &cido - pH 4,0.
Possivelmente, esta baixa atividade esteja relacionada ao pH uma vez que em pH
alcalino foi observada maior atividade. Em meio Czapeck n&o houve atividade contra

0S microrganismos testados.
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Figura 5.15: Diametro dos halos de inibi¢cdo e variacdo de pH durante 168h de fermentagéo
em meio MPE do endéfito EbR83 contra os microrganismos testados.
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Figura 5.16: Diametro dos halos de inibicdo e variacdo de pH durante 120h de fermentagéo
em meio BD do enddfito EbR83 contra os microrganismos testados.
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A fermentacdo em meio Czapeck para o fungo endofitico EbR33, (Fig. 5.17)
mostra que o fermentado apresentou halo de inibicdo para todos os microrganismos-
teste utilizados. Com 120 horas de fermentacéo foi observado maior halo de inibigéo
(30 mm) para Candida albicans (1007). De 72 a 120 horas de fermentacdo o pH se
manteve em 5,0 caindo para 4,0 com 144 horas, quando diminuiu a atividade
antimicrobiana. Em meio MPE (Fig. 5.18), o pH se manteve alcalino — 8,0 — onde foi
observado maior pico de atividade com 96 horas de fermentacdo com halo de
inibicdo de 30 mm para M. furfur e M. simpodialis. Neste meio n&o foi observada
atividade contra as bactérias e contra Candida spp., testadas. Estes resultados
sugerem que a linhagem EbR33 possivelmente produz dois tipos de antibiéticos: um
de amplo espectro que € sintetizado em pH acido e outro de espectro mais restrito,
com atividade para Malassezia spp. sintetizado em pH béasico. Estudos posteriores
serdo realizados visando esclarecer a producdo destes metabdlitos bioativos. Em
meio BD, houve maior atividade contra S. aureus (02) e B. subtilis (16) em 72 horas
de fermentacdo com halos de 20 e 18 mm respectivamente (dados ndo mostrados).
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Figura 5.17: Diametro dos halos de inibicdo e variagdo de pH durante 144h de fermentacéo
em meio Czapeck do endofito EbR33 contra os microrganismos testados.
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Figura 5.18: Diametro dos halos de inibicdo e variagdo de pH durante 144h de fermentacéo
em meio MPE do endéfito EbR33 contra os microrganismos testados.

A figura 5.19 mostra os halos de inibicao da fermentacédo do fungo endofitico
EbR84 em meio Czapeck, onde pode ser observado que o melhor tempo para a
producdo de antibiético foi 96 horas em pH 6,0 e o maior halo (28 mm) para Candida
sp. (4249). A fermentagdo em meio BD proporcionou atividade equivalente ao da
fermentacdo em meio Czapeck ap6s 72 horas, sendo observada maior atividade
com 120 horas de fermentacdo. Foi observada inibicdo contra Candida albicans
(1007) e Candida spp. (4224 e 4249) com halos variando de 13 a 25 mm. O pH da
fermentacao variou entre 4,0 e 6,0 entretanto, o pH 5,0 foi melhor para a producéo

do metabdlito bioativo.
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Figura 5.19: Diametro dos halos de inibicdo e variacdo de pH durante 144h de fermentagéo
em meio Czapeck do endofito EbR84 contra os microrganismos testados.
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Figura 5.20: Diametro dos halos de inibicdo e variacdo de pH durante 144h de fermentagéo
em meio BD do enddfito EbR84 contra os microrganismos testados.
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Durante o processo de fermentacao foi possivel observar que os fungos
endofiticos das raizes EbR32, EbR33, EbR83 e EbR84 de C. bonariensis (L.)
Cronquist. apresentaram maior espectro de acdo que os fungos das folhas Eb3F,
Eb26F, Eb30F. J& Galvdo (2002) em trabalho realizado com microrganismos
endofiticos isolados de Capraria biflora L. constatou que os fungos isolados da folha
mostraram ser mais ativos que os isolados da raiz.

Todas as linhagens apresentaram halos de inibicdo superiores a 15 mm para
pelo menos um dos microrganismos-teste utilizados. O tempo de fermentacédo que
apresentou melhores resultados foi variavel, dependendo do meio e das condi¢des
de cultivo. Liu et al. (2001) realizaram fermentacdes com fungos endofiticos durante
dez dias e observaram atividade antimicrobiana contra fungos fitopatogénicos em
60% dos microrganismos endofiticos testados, enquanto Castillo, et al. (2002)
obtiveram maior atividade antimicrobiana quando cultivou os fungos endofiticos em
meio BD sem agitacéo durante trés semanas.

A composicdo dos meios de cultura e as condi¢Bes de cultivo sdo variaveis
gue devem ser investigadas com maior profundidade a fim de se determinar os
melhores paradmetros para uma melhor producdo do metabdlito bioativo.

O melhor meio para a producdo de metabdlitos bioativos para a maioria dos
fungos endofiticos testados (Eb3F, Eb26F, Eb30F, EbR84, EbR33) foi o meio
Czapeck. Meios de cultura quimicamente definidos sdo muito empregados em
fermentacdes onde o objetivo final é a producdo de antibidticos. Wiyakrutta et al.
(2004), em trabalho realizado com fungos endofiticos isolados de plantas medicinais
da Tailandia, obtiveram atividade contra M. tuberculosis em fermentagdo com meio
Czapeck por 21 dias, em 26% dos fungos fermentados; Anisuzzaman et al. (2001)
obtiveram em meio Czapeck com oito dias de fermentacao, atividade contra gram-
positivas, gram-negativas e varias espécies de Candida.

a7

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



http://www.pdffactory.com

SILVA, R. E. A. da. Avaliacédo da Atividade Antimicrobiana de fungos e...

Os resultados apresentados na figura 5.21 mostram a atividade da
actinobactéria endofitica EbR49A isolada da raiz, fermentada em meio ISP-3 durante
96 horas onde foram observados halos de inibicdo variando de 22 a 25 mm para as
bactérias Gram-positivas, enquanto para os demais microrganismos testados os
halos variaram de 12 a 16 mm durante toda a fermentagéo. O pH, 7,0 ndo sofreu
variacdo. Durante as 96 horas de fermentacdo s6 houve atividade do liquido
metabdlico do meio ISP-2 contra S. aureus e B. subtillis (Figura 5.22). A fermentacao
em meio MPE, apresentou resultados semelhantes aos obtidos com o meio ISP-3
para S. aureus (02), B. subtilis (16), Candida albicans (1007), Candida sp. (720 e
4249), M. furfur (4503 e 4849) e M. simpodialis (4499 e 4498).
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Figura 5.21: Diametro dos halos de inibicdo e variacdo de pH durante 96h de fermentacéo
em meio ISP-3 do enddfito EbR49A contra os microrganismos testados
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Figura 5.22: Diametro dos halos de inibicdo e variacdo de pH durante 96h de fermentacéo
em meio MPE do endoéfito EbR49A contra os microrganismos testados.

O potencial antimicrobiano de actinobactérias endofiticas vem sendo
comprovado em inumeros trabalhos como o de Shimizu et al. (2004), onde obtiveram
10 isolados de actinobactérias de Rhododendron sp. com atividade confirmada por
halos de inibicdo superiores a 20 mm contra os fitopatbgenos Phytophthora
cinnamomi e Pestalotiopsis sydowiana, Candida sp. e S. aureus, com 72 horas de
fermentacgéao.

Todas as linhagens testadas no processo de fermentacdo apresentaram boa
atividade antimicrobiana em pelo menos um dos meios utilizados. A tabela 3 mostra
o melhor meio e o melhor tempo de fermentacdo para cada linhagem endofitica
estudada, enquanto a figura 5.23, ilustra os halos de inibicdo obtidos no teste de
difuséo de disco.
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Figura 5.23:Halos de inibicdo dos fermentados dos microrganismos endofiticos isolados de
C. bonariensis (L.) Cronquist contra os microrganismos testados a.1) EbR49A
(ISP-2/72h), a.2) EDb3F (Czapeck/120h) X 16 ; b.3) Eb30F X 4249
(Czapeck/120h); c.4) EbR33 (Czapeck/ 72h); c¢.5) EbR83 (MPE / 72h) X 4499;
d.6) EbR33 (Czapeck/ 72h); d.7) EbR83 (MPE / 72h) X 4498; e) EbR84 (MPE
/72h) X4249; {.8) EbR33(Czapeck/ 72h); f.9) EbR83(MPE/ 72h) X 4503; g)
Eb26F (Czapeck/120h) x 1007; h.10) EbR32 (BD/ 120h); h.11) EbR32
(Czapeck /144h) X 4249.

Tabela 3. Melhores condi¢ces para a producdo de metabdlitos bioativos das linhagens de
endofitos fermentadas.

Linhagens Meio pH Tempo (h)
Eb3F Czapeck 5,0 120
Eb26F Czapeck 6,0 120
Eb30F Czapeck 5,0 144
EbR32 BD 5,0 120
EnR33* MPE 8,0 120
EbR83 MPE 8,0 120
EbR84 Czapeck 5,0 96
EbR49A ISP-3 7,0 72

* para atividade contra Malassezia spp.
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5.3 — IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

5.3.1 — Identificac&o dos fungos

As linhagens EbR33, EbR83 e EbR84 foram identificadas como Trichoderma
sp.; e as linhagens Eb3F e Eb26F como Aspergillus sp. As linhagens EbR32 e
Eb30F ndo apresentaram estruturas reprodutivas e, portanto nao foram identificadas.

Alguns trabalhos relatam o isolamento de fungos endofiticos do género
Trichoderma e Aspergillus em véarias espécies de plantas.

Souza, et al. (2004) isolaram da planta Strychnos cogens, planta téxica da
Amazobnia, fungos endofiticos do género Trichoderma com atividade antimicrobiana,
contra Bacillus subtilis, Bacillus sp., S. aureus, e Aspergillus flavus, com halos de
inibicdo superiores a 20 mm. Fungos do género Aspergillus, também foram isolados
da mesma planta, apresentando atividade contra E. coli, Bacillus spp e S. aureus.

Fungos endofiticos do género Trichoderma e Aspergillus também foram
isolados de plantas tropicais como Theobroma grandiflorum, Pueraria phaseoloides
e Scleria pterota por Galvao (1998); da planta Stylosantes guianensis (Pereira, et al.
1993) e de Musa spp. por Pereira, et al. (1999).

Huang, et al (2001) isolaram de Taxus mairei, Trichoderma sp. com atividade
antitumoral e atividade antifingica. Tian, et al. (2001) isolaram de culturas de arroz,
fungos endofiticos do género Aspergillus com atividade contra fitopatégenos

Magnoporthe grisea, Rhizoctonia solani e Fuzarium moniliforme.
5.3.2 — Identificacao da actinobacteria
As caracteristicas fenotipicas da colonia de actinobactéria endofitica
EbR49A estdo apresentadas na tabela 4, enquanto a micromorfologia da cadeia de
esporoforos em forma verticilada, pode ser observada na figura 5.24. A analise dos

compostos da parede celular revelou que a linhagem EbR49A contém o &cido

diaminopimélico do tipo L-DAP. Com base nas caracteristicas quimicas da parede
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celular e caracteristicas micromorfolégicas observadas, a linhagem EbR49A foi

identificada como sendo do género Streptoverticillium.

O isolamento de actinobactérias endofiticas do género Streptoverticillium ndo

€ muito freqiente. Tian, et al. isolaram de culturas de arroz, 274 actinobactérias

endofiticas. Destas, apenas seis linhagens sao do género Streptoverticillum. Ezra et

al. (2004) isolaram da planta Monstera sp., a linhagem endofitica Streptoverticillum

(MSU-2110), produtora do antibiético coranamicina, ativo contra Cryptoccocus

neoformans e contra P. falciparum.

Tabela 4. Caracteristicas da col6nia da linhagem EbR49A em meio ISP

Meio Micélio aéreo Micélio Pigmento Esporulacao
Vegetativo Difuso no Meio

ISP-1 Cresceu pouco; Cresceu pouco; N&o N&o
Rosa escuro Rosa claro

ISP-2 Crescimento N&o N&o
abundante;
Laranja; Vermelho
pulverulenta

ISP-3 Crescimento Vinho N&o N&o
abundante;
Branco
Algodonosa

ISP-4 Crescimento Rosa N&o N&o
abundante;
Branco
Algodonosa

ISP-5 Crescimento bom; Vinho N&o N&o
Branco
Algodonosa

ISP-7 Melanina negativa Vinho Nao Sim
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Figura 5.24: Micromorfologia da actinobactéria EbR49A em meio ISP-1. As setas mostram
verticilos com filamentos esporulados.

Figura 5.25: Cromatografia em camada delgada da parede celular da linhagem EbR49A:
1)DAP Acido diaminopimélico; 2) Nocardia sp; 3) Streptomyces sp;. 4) EbR49A
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6 — CONCLUSAO
* A diversidade de fungos endofiticos em Conyza bonariensis (L.) Cronquist €
expressiva, sendo as folhas o local que abriga uma quantidade maior de

fungos endofiticos cultivaveis.

* A diversidade de actinobactérias endofiticas foi muito baixa nas condi¢des de

isolamento utilizadas.

* A técnica de desinfec¢cdo com hipoclorito por 15 minutos para o isolamento

de actinobactéria nao foi eficiente.

* Os fungos endofiticos isolados das raizes apresentaram maior espectro de

acao do que os isolados das folhas.

* Apenas as linhagens EbR49A e Eb22FB apresentaram atividade contra

bactéria Gram negativa.

* O melhor meio de fermentacdo para as linhagens de fungos EbR84, Eb3F,
Eb26F e Eb30F foi 0 meio Czapeck.

* O meio MPE foi o que proporcionou melhor atividade para as linhagens de
fungos EbR33 e EbR83 contra Malassezia spp.

* A actinobactéria EbR49A apresentou maior espectro de a¢cdo no meio de
fermentacgéo ISP-3.

*  Os fungos endofiticos EbR83 e EbR33 apresentaram melhor atividade contra
Malassezia furfur e M. simpodialis no meio de fermentagéo MPE.

* A linhagem de fungo EbR33 produz dois antibiéticos distintos. Um de largo

espectro que € produzido em meio Czapeck em pH acido e outro que tem
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atividade especifica para Malassezia spp., produzido em meio MPE com pH
alcalino.

*

A linhagem de EbR49A pertence ao género Streptoverticillium, as linhagens
EbR33, EbR83 e EbR84, pertencem ao género Trichoderma enquanto que as
linhagens Eb3F e Eb26F, sdo do género Aspergillus.
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7 — PERSPECTIVAS

§ Investigar os metabdlitos bioativos produzidos pelas linhagens fermentadas

visando a sua caracteriza¢do quimica e estrutural;

§ Comparar os compostos quimicos produzidos pelas linhagens endofiticas
fermentadas, com os produzidos pela planta C. bonariensis;

§ ldentificar as demais linhagens isoladas a fim de se conhecer a biodiversidade

endofitica da planta;

§ Ampliar os testes de atividade a outros patdgenos de interesse médico e

agricola;
§ Investigar o potencial biotecnoldgico das bactérias e fungos isolados quanto a

capacidade de degradacdo de moléculas complexas e sua aplicacdo em
biorremediacéao;
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9 — APENDICE
Valores dos halos de inibicdo do teste em “bloco de gelose”

Tabela 5. Média aritmética dos halos de inibicdo do teste em “Bloco de Gelose” dos
fungos endofiticos de raizes de Conyza bonariensis (L.) Cronquist

ENDOFITO Microrganismo-teste (halo em mm)

02 16 224 82 1007 720 4224 4249 4503 4849 4499 4498

EbR75 26 - - - - - - - - - - -
EbR72 16 - - - - 18 15 - - - - -
EbR80O 13 12 - 10 - - - - - - - -
EbR78 20 15 - 19 19 - 25 18 - - - -
EbR27 20 - - 12 - - - 19 - - - -
EbR73 10 - - - - - - - - - - -
EbR33 17 10 - 12 24 14 14 24 25 26 22 20
EbR67 17 9 - 9 20 - - 13 - - - -
EbR79 - - - 15 - - - - - - - -
EbR84 22 15 - 15 17 22 22 16 - - - -
EbR83 17 9 - 15 26 12 16 24 22 25 30 22
EbR32 20 9 - - 23 16 16 22 - 10 14 -
EbR31 14 - - - 9 - - - - - - -

EbR35 12 10 - - - - - - - - - -
EbR77 27 20 - - - - - - - - - -

EbR105B 12 - - - - - - - - - - -
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Tabela 6. Média aritmética dos halos de inibi¢cdo do teste em "Bloco de Gelose” dos
fungos endofiticos de folhas de Conyza bonariensis (L.) Cronquist

ENDOFITO Microrganismo-teste (média dos halos em mm)

02 16 224 82 1007 720 4224 4249 4503 4849 4499 4498

Eb27F 23 - - - - - - - - - -
Eb4FB 17 - - - 16 11 - - - - -
Eb34F 15 9 - - 15 - 12 10 - - - -
Eb20F - - - - - - 18 - - - - -
Eb33F 15 - - - 12 - - 10 - - - -
Eb22FB - - 10 - - - - - - - - -
Eb26F 18 - - 12 21 - - 21 12 20 13 14
Eb2FB 15 - - - 15 13 - - - - - -
Eb30F 22 18 - - 20 11 17 20 - 11 - -

Eb3F 16 15 - - 16 17 - 27 13 16 14 14

Eb5F 15 - - 14 - - - 16 - - - -
Eb18FB - 10 - - - - - - - - - -

Tabela 7. Média aritmética dos halos de inibi¢cédo do teste em “Bloco de Gelose” das
actinobactérias endofiticas de raizes de Conyza bonariensis (L.) Cronquist

ENDOFITO Microrganismo-teste (média dos halos em mm)

02 16 224 82 1007 720 4224 4249 4503 4849 4499 4498

EbR48 - - - - - - - - - -
EbR49A 17 18 13 22 10 13 - 13 15 11 14 10
EbR63 - 15 - - - - - - - - - -
EbR64 - 25 - - - - - - - - - -
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10 - ANEXOS

10.1 - MEIOS DE CULTURA

10.1.1 — AN : Meio Agar Nutriente

Extrato de carne.........ccoooevvvveiivnieiinnennn.. 3,09
Peptona..........ooovmiiiiii 5009
AQAC..ciii 15049
Agua destilada............ccceveereeeieeeennn 1000 ml
pH 6,8

10.1.2 — BDA (batata-dextrose-agar) — Mello et al., 1988.

Infuséo de 2009 de batata........................ 500 mi
GliICOSE....uieieiee e 20,09
AGA ..o, 15,0 g
Agua destilada............cccceveeveeereeeennne 1000 ml
pH 6,0

"p/ 0 meio BD exceto o agar

10.1.3 — CAA (Caseina Amido Agar) Kuster; Williams, 1964.

AMIAO.. oo 10,0g
CaSEINA.....ii i 0,39
Nitrato de potassSiO.........ccccvveeeeiiiiiiiiennnnn 2,09
Cloreto de SOdi0.........coevveveeiiiiieeiie e, 2,09
Fosfato hidrogenado dipotassico............. 2,09
Sulfato de Magneésio..........ccccceeevvveieeeennn. 0,05¢g
Carbonato de CalCiO.........cccevvveeeeeiineeinen. 0,029
Sulfato ferroSo.......oooevvvvieiiiieeieeee e 0,019
AQAr....oiii 15049
Agua destilada............cccceveeveeeeieeenne 1000 ml
pH7,0-7,4
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10.1.4 — Meio CZAPEK

NaNOS.... 2,0g
KoHPO 4o, 1,0g
MgSO47H20 ............................................ O,5g

[ P 0,59
FESOA.... e 0,019
Y- (012 1 (6 1] 30,09
Agua destilada............ccccoveevereieeeene 1000 ml
pH 6,6

10.1.5 - ISP-1: Triptona-extrato de levedura — Pridham; Gottlieb,1948

THPLONA. ... 5009
Extrato de levedura..........ccccoeeeeeeeeeeennnne. 3,09
Agua destilada............cccoveeveeeieeeene 1000 ml
pH7,0-7,2

10.1.6 — ISP-2: Extrato de malte-extrato de levedura — Pridham et al., 1957

Extrato de levedura..........ccccoeeeveeeeeeenenn.e. 4049
Extrato de malte............ccccceeeiveiiinieeeenennn. 10,049
DEXIrOSE. ... 4049
AQAI..iiii 15049
Agua destilada............ccceveereeeriecenne 1000 ml
pH 7,2

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



http://www.pdffactory.com

SILVA, R. E. A. da. Avaliacédo da Atividade Antimicrobiana de fungos e...

10.1.7 — ISP-3: Agar — Farinha de Aveia — Kuster; Williams, 1964

Farinha de aveia...........ccooevveeiiiieineciinnns 20,09
Solugéo de tracos de sais...........ccevveeeeeen 1,0 ml
AQAr....oiii 18,049
Agua destilada............ccccoveevereieeeene 1000 ml
pH 7,2

10.1.8 — ISP-4: Sais inorganicos-amido-agar

Amido solavel (solucdo I).........cc.c......... 20,049
KoHPO 4o, 2,0 g
MgSO47H20 ............................................ 2,0 g
NACH...co e 2049
(NH4). 2 SO i 4,0 g
CACO3u i 4049
Solugéo de tracos de sais...........cccvvveeeees 2,0 ml
AQAI..iiiii 15049
Agua destilada............cccceveeveeereeeenne 1000 ml
pH7,0-7,4

10.1.9 — ISP-7: Agar Tirosina

Glicerol........oovviiii 159

I 1 (0 1S3 o = VR 0,59
L-asparaging.........ccooeeeeeeeeniinieeeiiiiiiiie 1049
Fosfato hidrogenado dipotassico............. 0,59
Sulfato de magnésio ..........ccccoeeviiiieeeeenn. 0,59
Cloreto de SOdi0.........oeevvevviieiiieeeiieeeeee, 0,59
Solugéo de tracos de sais...........ccevveeeeeen 1,0 mi
Sulfato de ferroso........cceeveeeieiiiiiieeeinn. 0,01g
AQAI. ..o 15049
Agua destilada............ccccoveeveeeeeeeeenne 1000 ml
pH 7,3
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10.1.10 — MPE : Meio para produgao de eurimicina — Kawamura, et al.,1976

Farinha de SOja.........ccevvviieiiiiiiiiiiiiiii, 20,09
GliICOSE...uuiiieiiie e 20,09
NACH...co e 5049
CaACO3u i 2049
Agua destilada............cccceveeveeeeieeenne 1000 ml
pH6,7-7,0

10.1.11 — Meio Saboraud

GlICOSE...ceiiieeeeee e 10,0g
Peptona..........ccovviiiii 10,09
AQAr....oiii 15049
Agua destilada............ccccoeeveeeeeeeenne 1000 ml
pH 5,6

10.1.12 — Meio Saboraud-YE-O

GlICOSE...cuniieeeeeee e 10,049
Peptona..........ooovviiini 10,09
Extrato de levedura............cccoevvvvviniennnnnns 1049
Ole0 d€ OlIVA...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 5,0ml
AQAI..iiii 15049
Agua destilada............ccceveereeeriecenne 1000 ml
pH 5,6

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



http://www.pdffactory.com

SILVA, R. E. A. da. Avaliacédo da Atividade Antimicrobiana de fungos e...

10.1.13 — TSA - Agar Soja-Triptona

Peptona de soja .........ccooeeviiiiiiiiiiiiiiiie 5009
THPLONA. ...

Cloreto de SOdi0.........coevveveeiiiiieeiie e, 5009
AQAI..iiii 15049
Agua destilada............ccceveeveeeeeeeennn 1000 ml
pH 5,6

10.2 — SOLUCOES

10.2.1 — Antibi6ticos adicionados aos meios de cultura para o isolamento

10.2.1.1 — Solugdes de Antibidticos para bactérias

Tetraciclina 100mg/ml de etanol.............. Concentracédo de uso no meio 100ng/ml

Cloranfenicol 100mg/ml de agua.............. Concentracédo de uso no meio 100ng/ml

10.2.1.2 — Solugdes de antibidticos para fungos
Nistatina 100mg/ml de agua..................... Concentracédo de uso no meio 100ng/ml

Cicloexamida 100mg/ml de agua............. Concentracédo de uso no meio 100ng/ml

10.2.2 — Solugdes utilizadas nos meios de cultura

10.2.2.1 — Solugéo |
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10.2.2.2 — Solugéo |l

Fosfato hidrogenado dipotassico .................. 29
Sulfato de magnésio ..........ccccoeivviiieeeeennnnee. 29
Cloreto de SO0 .......ooevveeeiieiiiiiiieeee e 29
Sulfato de amonio ........coeeveeiiiiiiiiiiiiiee 49
Carbonato de CAlCIO ...........eeveeveiiiiiiiiiieee, 49
Agua destilada ...........ccoeoveeeeeeeeeeeeeee, 500 mL

10.2.2.3 — Solugéo de tracos de sais

Sulfato ferroS0 .......vvveieiiee e 0,19
Cloreto de magnésio ........ccccoeeevviiiieeeniiiiieeeeenns 0,1g
Sulfato de ZINCO ...ccvvieeeiiieeeeeee e 0,19
Agua destilada .........cccoeveeeieeeeeeeeee e 100 mL

10.2.3 — Solugdes utilizadas na identificagcédo da parede celular

10.2.3.1 — Solucéo de Acido Cloridrico 6N

ACIAO ClOMANICO e 18,4 mL
Agua destilada .........ccoouveeveeeeeeeeeeeeeee, 100 mL

10.2.3.2 — Solucéo de n-Butanol Saturado

N-BUtaNOl .......oeiiiiiiii 200 mL
Agua destilada .........c.cooveeeeeeeeeeeee e 50 mL
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10.2.3.3 — Solugéo de Ninhidrina 0,2%

NINNIAMNA oo 0,29
Butanol saturado ........coooeeveeoiiiiiee, 100 mL

10.2.3.4 — Solucgéo Padrdo de Acido Diaminopimélico (DAP)

Acido Diaminopimélico .........ccceeeveeereeeeeenenee, 1,99
Agua destilada .........c.coeveeeeeeieeeeeee e 100 mL

10.2.3.5 — Solucéo para Cromatografia — fase movel

ot o) I 11 T=Y (1 o] o 80 mL
Acido cloridrico BN ...........cccovvevieeeeieee e 4 mL
PIndiNa ..o 10 mL
Agua destilada .........c.cooveeeeeieeeeeeee e, 26 mL
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