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RESUMO

Moringa oleifera Lamarck é uma planta pertencente a Familia das Moringaceae,
caracterizada como uma planta arborea. Os vegetais possuem uma microbiota
caracteristica que tem importancia para a sua sanidade e manutencdo. Sendo esses
micro-organismos denominados de endofiticos. Destaca-se a presenca das
actinobactérias, como produtores de metabdlitos bioativos. O presente trabalho teve
por objetivo a bioprospeccéo, através do isolamento, da identificagdo e da avaliagdo
de actinobactérias endofiticas isoladas de folhas da M. oleifera. As folhas foram
coletadas no campus Recife da Universidade Federal de Pernambuco, no Jardim
Botanico do Recife do Recife e na cidade de Caruaru no Estado de Pernambuco,
Brasil. Sendo processadas no prazo de 24 horas, através da metodologia de
desinfeccdo. O isolamento foi realizado por maceracao. A observacdo macroscopica
foi realizada através da observacao de caracteristicas das colénias. A caracterizacao
micromorfoldgica foi realizada através da técnica de microcultivo em placa. Testes
fenotipicos para classificacdo taxondmica foram realizados. A andlise do potencial
de producdo de metabdlitos com atividade antimicrobiana foi realizada através de
uma selecéo primaria em meio solido, pela técnica do “Teste em Bloco de Gelose”. A
actinobactéria endofitica selecionada no ensaio primario como melhor produtora do
composto bioativo, foi cultivada em meios liquidos e testada contra micro-
organismos testes. A Atividade antimicrobiana durante a fermentacdo foi avaliada
através do teste de Difusdo em Agar. Foram isolados 33 actinobactérias endofiticas,
sendo 21 (63,6%) linhagens provenientes das folhas coletadas da M. oleifera no
Jardim Botanico do Recife; 8 (24,2%), no campus Recife da UFPE; e 4 (12,2%), na
Cidade de Caruaru. A analise macroscopica verificou-se que ndo houve diversidade
em relagdo aos aspectos observados. A analise microscopica permitiu inferir que em
apenas 13 (39,4%) isolados foi possivel determinar o género, sendo eles:
Streptomyces e Actinomadura. Os ensaios fenotipicos foram inconclusivo diante da
diversidade de géneros pertencentes ao Filo Actinobacteria. Das 33 actinobactérias,
21(62,6%) apresentaram atividade inibitéria sobre o fungo filamentoso. Apenas
5(15,2%) isolados apresentaram atividade sobre os micro-organismos testes Gram-
negativos. Os micro-organismos testes Gram-positivos foram bastante sensiveis
guando do teste de inibicdo, apresentando halos médio de até 35mm. A acdo sobre
o Mycobaterium smegmatis foi observada em representantes de todos os grupos
isolados. Sobre as leveduras, observa-se que 5(12,2%) actinobactérias endofiticas
apresentaram atividade insignificante frente a esses micro-organismos testes. No
ensaio primario, ndo houve producdo de compostos bioativos nos meios de cultivo:
ISP-1, ISP-4, Meio Khanna, ALA, AVP, BDA, CAA, GAA, YCED, pelo Strptomyces
sp. CC4. Através da andlise estatistica, observou-se que os meios K e MPE sao os
melhores estatisticamente. Durante o processo de extragdo do principio ativo,
observou-se que este encontra-se na biomassa, sendo o metanol o melhor solvente
extrator. A analise qualitativa da atividade antimicrobiana demonstrou que as
actinobactérias isoladas das folhas de M. oleifera possuem potencial biotecnolégico
na producdo de compostos bioativos com agéo farmacoldgica.

Palavras-chave: Moringa oleifera; endofiticos; actinobactérias; Streptomyces sp.;
atividade antimicrobiana; atividade enzimatica; biotecnologia.

XV



ABSTRACT

Moringa oleifera Lamarck is a plant belonging to the family of Moringaceae
characterized as a woody plant. Plants have a characteristic microbiota that is
important for your health and maintenance. And these micro-organisms called
endophytes. There is the presence of actinomycetes as producers of bioactive
metabolites. This study aimed to bioprospecting, through the isolation, identification
and evaluation of endophytic actinomycetes isolated from leaves of M. oleifera. The
leaves were collected in Recife campus of the Federal University of Pernambuco, in
the Botanical Garden of Recife Recife and the city of Caruaru in Pernambuco State,
Brazil. Being processed within 24 hours methodology by disinfection. The isolation
was carried out by maceration. Macroscopic observation was performed by observing
the characteristics of the colonies. The micromorphological characterization was
performed by microculture plate technique. phenotypic tests for taxonomic
classification were performed. The analysis of metabolites with antimicrobial activity
production potential was performed by a primary selection in solid medium, the
technique of "Test agar block." The endophytic actinobacteria selected in the primary
test as the best producer of the bioactive compound, was cultured in liquid media and
tested against microorganisms tests. The antimicrobial activity during fermentation
was evaluated using the diffusion test in agar. 33 endophytic actinomycetes were
isolated, 21 (63.6%) strains collected from the leaves of M. oleifera in the Botanical
Garden of Recife; 8 (24.2%) in Recife UFPE campus; and 4 (12.2%) in the city of
Caruaru. Macroscopic analysis showed that there was no diversity with respect to
observed aspects. Microscopic analysis allowed to infer that in only 13(39.4%)
isolates were unable to determine the genre, namely: Streptomyces and
Actinomadura. Phenotypic tests were inconclusive given the diversity of genres
belonging to the phylum Actinobacteria. Of the 33 actinomycetes, 21(62.6%) had
inhibitory activity against the filamentous fungus. Only 5(15.2%) isolates showed
activity against microorganisms Gram-negative tests. Microorganisms Gram-positive
tests were sensitive enough when the inhibition test, showing halos average of up to
35mm. Action on Mycobacterium smegmatis was observed in representatives of all
isolated groups. On the yeast, it is observed that 5(12.2%) endophytic actinomycetes
showed negligible activity against these microorganisms tests. In the primary test,
there was no production of bioactive compounds in culture media: ISP-1, ISP-4,
Khanna, ALA, AVP, BDA, CAA, GAA, YCED by Streptomyces sp. CC4. The
statistical analysis showed that media K and MPE are the best statistically. During
the extraction process the active ingredient, it was observed that this is the biomass,
methanol being the best extraction solvent. Qualitative analysis of antimicrobial
activity showed that the isolated actinomycetes of M. oleifera leaves have
biotechnological potential in the production of bioactive compounds with
pharmacological action.

Keywords: Moringa oleifera; endophytic; actinomycetes; Streptomyces sp.;
antimicrobian activity; enzymatic activity; biotechnology.
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1. INTRODUCAO

Moringa oleifera Lamarck é uma planta pertencente a Familia Moringaceae,
caracterizada como uma planta arborea, com longas vagens, sementes aladas,
folhas grandes bipinadas e flores brancas perfumadas. E um vegetal tropical, nativo
da India e encontrado em muitos paises da Africa, Asia e América do Sul. Pode
alcancar 12m de altura, gerando flores e frutos em um ano depois de plantada;
sendo possivel multiplas colheitas anuais de sementes. O seu elevado cultivo se
deve a grande capacidade de adaptacdo a condi¢bes climaticas e a solos aridos,
aliada a possibilidade de aproveitamento de todas as partes desse vegetal (PAIVA et
al., 2011; AGRA-NETO et al., 2014).

A moringa apresenta excelente potencial para uso na alimentacdo humana,
animal, industria de cosméticos, tratamento de agua, producdo de biodiesel, na
medicina, na industria farmacoldgica, entre outros (PASSOS et al., 2012; YASMEEN
et al., 2013).

Os vegetais possuem uma microbiota caracteristica que tem importancia para
a sua sanidade e sobrevivéncia, sendo esses micro-organismos denominados de
endofiticos, cujo significado dessa termologia é ‘dentro da planta’ (do grego, endon,
no interior de; phyton, planta). Sdo considerados micro-organismos endofiticos,
agueles organismos que vivem pelo menos um periodo de seu ciclo de vida no
interior de um vegetal, sem causar, aparentemente, quaisquer danos aos seus
hospedeiros, podendo ser encontrados em folhas, sementes, ramos e raizes. A
relacdo entre o endofitico e a planta é considerada ndo patogénica e os micro-
organismos ndo sao saprofitos, pois estdo em associacdo com tecidos sadios. Eles
se favorecem da protecdo do vegetal e recebem nutrientes, com consequente
producdo de compostos quimicos, como antibiéticos e enzimas, que em
determinadas condicdes protegem e auxiliam a planta (AZEVEDO & ARAUJO,
2007).

A diversidade genética da microbiota residente nos vegetais, com capacidade
de prover compostos de estruturas diversificadas e diferentes bioatividades,
apresenta-se como fonte potencial de aplicacéo para a producao em larga escala de
produtos de alto valor agregado e como uma nova possibilidade de estudo, no que

se refere as interacdes desses metabdlitos com o ecossistema (JI et al., 2014).
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Algumas bactérias, fungos e protozoarios podem ser encontrados como
organismos endofiticos. Contudo, destaca-se a presenca das actinobactérias, visto
gue elas sdo um dos maiores produtores de metabdlitos bioativos com aplicacdes na
medicina e na industria (POSADA & VEJA, 2005; NAIR & PADMAVATHY, 2014).

Os micro-organismos endofiticos constituem uma valiosa fonte para obtencao
de novas biomoléculas com diferentes e variadas propriedades (FIRAKOVA et al.,
2007), sendo que muitas das espécies isoladas sédo reconhecidas como produtoras
de metabdlitos secundarios com atividade bioldgica, os quais podem resultar em
importantes e raros compostos, 0s quais sdo produzidos apenas pelas plantas
hospedeiras (TURGEON & BUSHLEY, 2010).

A producdo de metabdlitos secundarios pelos micro-organismos endofiticos é
influenciada pelas condicbes ambientais, bem como pelo estado fisiolégico do
hospedeiro, sendo que alguns destes fatores sdo capazes de alterar as condi¢des
internas da planta, com consequente mudanca do ambiente ao redor do enddfitico,
que para se adaptar a essa nova condicdo, pode produzir compostos que irdo
favorecer o processo de producdo de substancias bioativas (AZEVEDO et al., 2002;
DAVIES, 2013).

E evidente a crescente dificuldade em isolar um composto com atividade
antimicrobiana ainda desconhecida, porém a pesquisa por novos antibioticos
continua, e antimicrobianos inéditos tém sido isolados e relatados na literatura
mundial, a partir da fermentacdo de varias espécies de actinobactérias,
principalmente as do género Streptomyces (SHIOMI et al., 2005; KUROSAWA et al.,
2006; HAYAKAWA et al., 2007).

As actinobactérias endofiticas possuem a capacidade de produzir metabdlitos
secundarios com estruturas e propriedades diferenciadas e que tem alta capacidade
de inibicdo contra micro-organismos patogénicos (DAVITT et al, 2010). Outros
compostos produzidos que possuem aplicacdes farmacoldgicas e industriais sdo as
enzimas, agentes imunomoduladores e inibidores enzimaticos (NEVES, 2008).

Esses compostos que apresentam alta diversidade quimica, especificidade
bioquimica e elevada afinidade quanto a ligacdo com receptores especificos
(MOLINARI, 2009). Além disso, apresentam outras propriedades que denotam a sua
importancia na busca por novos compostos bioativos, como a complexidade e

singularidade estrutural, associada ao amplo potencial bioldgico; sdo as principais
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fontes de farmacdéforos (KNIGHT et al., 2003); auxiliam na descoberta de novos
mecanismos de acdo de farmacos (URIZAR et al., 2002); e atuam como modelo no
desenho de compostos sintéticos (KNIGHT et al., 2003).

Portanto, os micro-organismos apresentam-se como uma fonte promissora na
busca de diversos metabolitos biologicamente ativos e tém gerado alguns dos mais
importantes produtos para a industria farmacéutica, com diversas aplicacdes, como
antibacterianos, antifingicos, antivirais, imunossupressores, antitumorais, inibidores
enzimaticos, agentes estimulantes da mobilidade gastrica, farmacos
hipocolesterolémicos, inseticidas, herbicidas e antiparasitarios, dentre outras
(DEMAIN & SANCHEZ, 2009).

Portanto, a presente tese de doutorado teve por objetivo a bioprospeccéo,
através do isolamento, da identificacdo e da avaliacdo do potencial biotecnolégico,
na producdo de compostos bioativos, de actinobactérias endofiticas isoladas de

folhas da M. oleifera.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Moringa oleifera Lamarck

A M. oleifera Lam. € uma espécie da familia Moringaceae, a qual possui um
anico género (Moringa), com quatorze espécies arboreas e arbustivas. Este vegetal
€ originario do Nordeste indiano, e amplamente cultivado nos tropicos de todo o
mundo, com desenvolvimento em climas umidos ou quentes, podendo sobreviver
em solos pouco férteis e secos, sem grandes cuidados e por longos periodos de
estiagem. Seu crescimento € rapido, seja a partir de suas sementes ou de enxertos,
produzindo flores e frutos dentro de um ano de plantio (ANWAR et al., 2007;
POPOOLA et al., 2013).

E conhecida popularmente por moringa, cedro, moringueiro, lirio branco,
quiabo-de-quina, acacia-branca e arvore-rabanete-de-cavalo (RANGEL, 2009;
AMAGLO et al., 2010; PASSO et al.,, 2012), dentre outras denominacdes, para
alguns, é conhecida como “drumstick” ou “bastdo de tambor” devido ao formato de
seus frutos; “rabanete picante”, por conta do gosto de suas raizes. Em algumas
partes do oeste da Africa, é conhecida como “a melhor amiga da m&e”, como uma
indicacdo de que a populacdo local conhece muito bem todo o seu valor nutritivo
(RANGEL, 2009).

Quase todas as suas partes sao utilizadas como alimentos, medicamentos e
para fins industriais (KHALAFALLA et al., 2010), inclusive seu cultivo na india e na
Africa se d& em areas préximas a cozinha e quintais, o que possibilita 0 uso diario de
suas folhas em sopas, molhos e saladas (RANGEL, 2009). O interesse pelo seu
cultivo tem se estendido a paises onde ela ndo é nativa (ODURO et al., 2008),
devido as propriedades nutricionais, terapéuticas e profilaticas, além das alegacdes
de aumento de produtividade na pecuaria (MOYO et al., 2012; NOUMAN et al.,
2014; YASSA & TOHAMY, 2014).

Historicamente, a planta ja era utilizada no mundo antigo por romanos, gregos
e egipcios com os mais diversos fins (PRABHU et al.,, 2011). Contudo, ela foi
fortemente difundida durante a colonizacdo inglesa nos continentes africano e
asiatico, durante o século XIX, quando os viajantes levaram suas sementes da india

para a Africa Oriental, principalmente para o Suddo. As propriedades do 6leo de
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suas sementes aumentaram consideravelmente seu valor comercial, pois foi
observado que poderia ser utilizado no mecanismo de precisdo dos reldgios, por
manter a lubrificacdo mais eficiente devido ao fato de ndo secar. Durante a Primeira
Guerra Mundial servia como um dos ingredientes na fabricacdo de sabdo. No final
do século XIX, foi introduzida na Ameérica Central (Guatemala) a partir do Haiti. O
cultivo da M. oleifera se estende, atualmente, pela Asia, Africa e Américas Central e
do Sul (DAHOT, 1998).

No Brasil, a introducdo da arvore limitou-se aos objetivos de ornamentacao
nos parques publicos. Todavia, apesar de ser exética, jA pode ser encontrada em
diversas regides do semiarido brasileiro, visto que consegue tolerar o estresse
hidrico e é halofilica (ANWAR & BHANGER, 2003).

2.1.1 Caracteristicas Botanicas

A moringa pertence a Sub-classe Dilleniidae, Classe das Magnoliophyta,
Ordem Capparidales e Familia Moringaceae (SOUSA, 2001).

Dentro das suas principais caracteristicas botanicas, apresenta um tronco
unico, de pequeno porte, sendo bem menor no Brasil do que na india. Possui caule
delgado (até 10cm), muitas vezes Unico, e copa aberta, em forma de sombrinha
(Figura 1) (LORENZI & MATOS, 2002). O seu crescimento € bastante rapido (1,5cm
por dia), podendo a planta atingir cerca de doze metros de altura. Apresenta uma
casca espessa, mole e reticulada, de cor pardo-clara externamente e branca,
internamente, lenho mole, poroso e amarelado, com presenca de latex. Em sua
medula central, ha uma grande quantidade de mucilagem, rica em arabinose,
galactose e acido glucurénico (SILVA e KERR,1999; CYSNE, 2006).

Figura 1 — Tronco unico e de pequeno porte da M. oleifera
Fonte: O Autor
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Suas folhas sdo verdes palidas, deciduas, alternadas, pecioladas e
compostas, como pode ser observada na Figura 2, podendo ou ndo apresentar
estipula, mucilagem epidérmica, estbmatos ou pélos. Os foliolos laterais possuem
formas elipticas enquanto que os terminais sao ligeiramente maiores que os laterais.
Possuem. em seus mesofilos cristais de célcio (SILVA e KERR,1999; CYSNE, 2006;
MOYO et al., 2011).

Figura 2 — Folha peciolada e composta da M. oleifera
Fonte: O Autor

As flores (Figura 3) séo diclamideas, ou seja, o perianto dividiu-se em calice e
corola. Sdo ainda monoclinas, perfumadas, de cores creme ou branca, estando
agrupadas em inflorescéncias terminais do tipo cimosa, as chamadas paniculas. O
androceu apresenta estamindides e estames. O gineceu é sincarpico, tricarpelar,
gamocarpelar, uniloculado, pluriovulado, com ovario suUpero, e apresenta
placentacdo parietal. A polinizacdo € efetuada principalmente pelos insetos da
Ordem Hymenoptera. Em lugares onde o indice pluviométrico é maior do que
600mm por ano, as arvores estdo sempre floridas; caso contrario, a planta sé se
reproduz na estacéo chuvosa (CARCERES et al., 1991; ALHAKMANI et al., 2013).

Figura 3 — Flores brancas da M. oleifera
Fonte: O Autor

O fruto possui uma cor verde a marrom esverdeado, formato triangular e se
guebra longitudinalmente em trés partes quando seco, sendo deiscente (Figura 4A e

4B). E uma capsula, ttm aproximadamente de trinta a cento e vinte centimetros de
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comprimento e 1,8cm de espessura. Os frutos contétm de 10 a 20 sementes
oleaginosas, as quais sao globodides, escuras por fora e contém no seu interior uma
massa branca e oleosa, o nucleo € encoberto por uma concha sendo trialadas e
medindo até 1cm de diametro (Figura 4C) (LORENZIL e MATOS, 2002; CYSNE,
2006; MENEGHEL et al., 2013.).

Figura 4 — Frutos e sementes de M. oleifera. Em “A”, observa-se vagens verdes; em
“B”, vagens secas; e em “C”, as sementes da M. oleifera
Fonte: O Autor

A raiz assemelha-se na aparéncia e no sabor ao rabanete. A casca da raiz é
espessa, mole e reticulada, de cor pardo-clara, externamente, e branca,
internamente, lenho mole, poroso e amarelo. Tem odor pungente (SILVA e
KERR,1999).

2.1.2 O Cultivo da M. oleifera

A moringa pode ser facilmente cultivada por sementes ou por estacas,
crescendo rapidamente, mesmo em solos pobres, ndo necessitando de muito
cuidado e sobrevivendo a longos periodos de seca. A taxa germinativa mais alta é
obtida apés a imersédo da semente por 24 horas na agua a temperatura ambiente e
seu plantio, em viveiro, deve ser realizado imediatamente em seguida. As sementes
podem ser plantadas diretamente no local definitivo ou em sementeiras. O vegetal
requer poucos tratos culturais. Em condi¢cdes favoraveis, uma Unica planta pode
produzir de 50 a 70kg de frutos por ano. E uma das plantas mais Gteis para as
regides semi-aridas (AHID NUNES et al., 2010).
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A idade da &rvore em sua primeira frutificacdo varia, porém em condicdes
ideais de manejo, geralmente, ocorre durante o primeiro ano. Sua floragéo,
normalmente, acontece ao final da estacdo umida, com perda das folhas no periodo
seco. Acredita-se que cada arvore consiga produzir de 1.000 até 1.600 vagens por
ano. Pode-se classificar a producdo anual de sementes como baixa, média e alta,
sendo de 1.500 a 24.000 sementes/planta. Segundo Pritchard e colaboradores
(2010), uma arvore pode produzir cerca de 2.000 sementes por ano. Em condicdes
ideais de cultivo, a producdo de sementes pode aumentar de 5 a 10 vezes.

Segundo Katayon e colaboradores (2006), o custo de cultivo para produgao
de 1kg de sementes da M. oleifera (aproximadamente 3.400 unidades) é de
aproximadamente dois dolares. Como a espécie pode ser utilizada para mdaltiplos
fins, como na alimentacéo, na industria e na medicina, o custo da producéo pode ser
dividido entre esses diversos setores, 0 que viabilizaria a sua producdo em larga
escala. O cultivo da M. oleifera em regibes secas € muito vantajoso, uma vez que
suas folhas podem ser colhidas quando nenhum outro vegetal verde apresenta-se

disponivel.

2.1.3 A Multiplicidade de Usos da M. oleifera

Considerada como uma das arvores mais Uteis para o0 ser humano,
praticamente todas as suas partes podem ser utilizadas para diversos fins. Essa
versatilidade é notavel, possuindo significante importancia econémica (MANGALE et
al., 2012; PASSO et al., 2012).

2.1.3.1 A M. oleifera na Alimentacdo Humana e Animal

Esse vegetal € ideal para muitas comunidades indigenas e rurais em regides
carentes, sendo utilizada, sobretudo, em paises em desenvolvimento, por
proporcionar derivados de multiplos usos. Tém alto teor proteico em sua folhagem e
possui vagem semelhante as leguminosas (KASOLO et al., 2010; TEXEIRA et al.,
2014). As folhas, flores e vagens frescas sdo usadas como legumes, e ainda como
alimento para o gado (ANJORIN et al., 2010; NOUMAN et al., 2014). De acordo com

Ferreira e colaboradores (2008), apresenta-se como uma alternativa promissora ao
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consumo de leguminosas, como fonte de proteinas, de Oleo e de compostos
antioxidantes, além da baixa toxicidade de suas sementes e folhas.

O extrato de folhas de moringa € um produto rico em &cido ascorbico,
caroteno, ferro (BEZERRA et al., 2004), vitamina A (SILVA & KERR, 1999), fitol,
acido hezadecandico, timol (BARRETO et al., 2009), calcio, potassio, proteinas
(TEIXEIRA, 2012), polifendis totais, quercetina, campferol, 3-caroteno entre outros
elementos (LAKO et al.,, 2007). Tais compostos caracterizam este produto como
fonte alimenticia e também fitoterapica, por ser eficaz em tratamentos contra
obesidade (GHASI et al., 2000).

Tabela 1 — Composicao nutricional de folhas frescas e secas da M.

oleifera (em 100g de por¢cdo comestivel)
Nutrientes Folhas Frescas Folhas Secas
Proteina 6 700mg 27 100mg
Caroteno (Vit. A) 6,78mg 18,9mg
Vitamina C 220mg 17,3mg
Fibra 900mg 19 200mg
Calcio 440mg 2,00mg
Cobre 0,07mg 0,57mg
Ferro 0,85mg 28,2mg
Magnésio 42mg 369mg
Fésforo 70mg 204mg
Potassio 259mg 1,32mg
Zinco 0,16mg 3,29mg

Cem gramas das folhas frescas da M. oleifera podem suprir as necessidades
requeridas diarias (DRI, 2000) de calcio, cerca de 80% das necessidades do ferro e
metade das proteinas necessarias. Também, sdo consideradas importantes como
suplementos de potéssio, vitamina do complexo B e possuem todos os aminoacidos
essenciais. Vinte gramas podem suprir a necessidade de uma crianca em vitaminas
A e C (MATHUR, 2005). Criancas desnutridas podem se beneficiar com o consumo
adicional das folhas da M. oleifera em sua dieta. As altas concentracdes de ferro,
proteina e cobre e varias vitaminas e aminoacidos essenciais presentes, fazem
delas um suplemento nutricional ideal. Uma colher (sopa) satisfaz em média 14% de

proteinas, 40% de calcio, 23% de ferro, e quase todas as vitaminas necessarias
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para uma crian¢ca com idade entre 1 e 4 anos. Seis colheres (sopa) satisfazem as
necessidades de célcio e ferro de mulheres gravidas ou lactantes (RANGEL, 2009).
A composic¢ao nutricional (Tabela 1) de folhas da M. oleifera foi descrita por Gopala
(1994) e Moyo e colaboradores (2014).

As folhas tém sabor agradavel, sendo ligeiramente picante, podendo ser
consumidas cozidas em sopas e pratos variados. As folhas e hastes podem ser
secas e usadas como condimento, polvilhando sobre os alimentos (HELVIOB, 2007).

Segundo Ahid Nunes e colaboradores (2010), na Indonésia, consome-se 0
arroz com sopa ou molho de folhas de moringa. Em Timor, as flores de moringa sé&o
fritas em 6leo de coco, para serem consumidas com milho ou arroz. Nas Filipinas,
folhas novas sao transformadas em puré para alimentar criancas e, na Etiopia, as
folhas temperadas e cozidas sdo utilizadas em mistura com batatas e tomates. O
autor ainda diz que, no Brasil, sabe-se ha pouquissimo tempo que a moringa é
comestivel. A espécie esta sendo vista como alternativa alimentar estratégica, e em
algumas escolas, de regifes carentes, estdo usando folhas desse vegetal na
merenda escolar. A moringa ao longo dos ultimos anos vem sendo incorporada em
programas de combate a desnutricdo (FERREIRA et al., 2008; MOYO et al., 2011,
TEXEIRA et al., 2014).

Fuglie (2002) relata em seu estudo uma andlise comparativa dos nutrientes
de folhas da M. oleifera com os nutrientes de outros alimentos, como pode ser
observado na Tabela 2.

Tabela 2 — Analise comparativa de nutrientes presentes em folhas
frescas e secas da M. oleifera e de outros alimentos

Folhas Frescas Folhas Secas
4x a Vitamina A de cenouras 10x a Vitamina A de cenouras
7x a Vitamina C de laranjas Y% de Vitamina C de laranjas
4x o Célcio do leite 17x o Célcio do leite
3x o0 Potassio de bananas 18x o Potassio de bananas
¥ do Ferro do espinafre 25x o Ferro do espinafre
2x a Proteina de iogurte 9x a Proteina de iogurte

Quase todas as partes da planta sdo consumidas sendo as sementes
conhecidas como um tipo de amendoim em Malawi. Em outros lugares do mundo as
arvores da moringa sao apreciadas pelos camponeses pela qualidade de suas

vagens e folhas. A cultura da moringa € de grande importancia comercial em toda a
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india. Em especial no sul desse pais, muitas variedades foram desenvolvidas com
diferentes comprimentos de vagem e periodos de crescimento, sendo esses frutos
vendidos nos mercados locais. As vagens verdes sdo cortadas em secdes e
enlatadas em salmoura para exportacao para a Europa e Estados Unidos (JAHN et
al., 1986). O oleo contido nas sementes tem alto valor alimenticio e industrial. E
conhecido como Ben Oil, sendo claro, doce, inodoro e resistente a
rancificacdo.(MOFIJUR et al., 2014). De acordo com Machado e Carneiro (2000) as
sementes sdo ricas em proteina (33,9%) e lipideos (37,2%). Pereira e colaboradores
(2010) encontraram um teor de &cido oléico maior que 78%, indicando que o 6leo de
moringa € um excelente antioxidante, além de ser comparado ao azeite de oliva.
Eles ainda lembram que esse lipideo é essencial para o metabolismo humano,
desempenhando um papel fundamental na sintese de horménios.

As flores sdo ricas em antioxidantes naturais como a- e y-tocoferol e contém
aminoacidos, sacarose, D-glicose, além de serem ricas em ions potassio e calcio
(SANCHEZ-MACHADO et al., 2006).

Nos tropicos, as suas folhas sdo usadas como forragem na alimentacéo
animal, chegando a ter 27% de proteina na matéria seca requeridos diariamente por
esses animais (OLIVEIRA et al., 2009; NOUMAN et al., 2014).

2.1.3.2 A M. oleifera na Medicina

A planta é integralmente utilizada na medicina natural na india. Na
Guatemala, véarias partes desta arvore sdo usadas como anti-inflamatério e
antiespasmadico. E utilizada, também, na Guinea, La Reunion, Madagascar, Guiana
e Burma (KARADI et al., 2006). E consumida no sudoeste da Asia, onde se acredita
que apresente efeitos benéficos sobre a visao (LIU et al., 2007). Varios estudos tém
indicado as mais diversas atividades farmacoldgicas para preparacdes de diferentes
partes da moringa (KHALAFALLA et a., 2010; JAISWAL et al., 2013; SINGH et al.,
2013; CHAROENSI, 2014; JUNG, 2014).

Extratos das folhas da M. oleifera tem aplicagdo como medicamento
alternativo, principalmente por fatores econdmicos e sociais (SINGH et al., 2013;
JUNG, 2014), como: anti-inflamatorio, antitumoral, analgésico, antimicrobiano,

antiasmatico, antianémico, ativador do metabolismo, protetor do figado, hipotensivo,
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anti-espamolitico, produtor de horménios, promotor de crescimento de pélo,
hidratante, mobilizador de liquidos do corpo (homeostatico), desintoxicante,
fortalecedor de musculos e ossos, ativador do alerta mental, da memoéria e da
capacidade de aprendizagem, redutor da viabilidade de células leucémicas e de
hepatocarcinoma (ANWAR, 2007; KHALAFALLA et al.,, 2010; AWODELE et al.,
2012; MOYO et al., 2012; CHAROENSIN, 2014; JUNG, 2014). Apresentam ainda
potencial hipoglicemiante e anti-diabético em modelos animais e a propriedade de
modular a liberacdo de serotonina, por interacdo com receptores no trato intestinal
em modelos de Ulcera (DEBNATH et al., 2011; JAISWAL et al., 2013), inibidor do
edema e da atividade diurética (CARCERES et al., 1992) e como agente
hipocolesterolémico em pacientes obesos (GHASI, 2000). Possuem efeito
terapéutico na fase aguda da doenca de Chagas em camundongos, por reduzir a
parasitemia (OLIVEIRA, 2000) e, em ratos adultos, regulam o hipertireoidismo
(TAHILIANI & KAR, 2000).

As folhas contém um principio dotado de atividade antimicrobiana, a
pterigospermina, bem como o0s glicosideos moringina, 4-(a-L-ramnosilori)-
isotiocianato de benzila e 4-(a-L-ramnosilori)- fenil-acetonitrila. Estes componentes
mostraram atividade antimicrobiana, principalmente contra Bacillus subtilis,
Mycobacterium phei, Serratia marcescens e ainda, sobre Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella e Streptococcus (CYSNE, 2006; MOYO et al.,
2012).

Em concordancia com a medicina tradicional indiana, que emprega M. oleifera
no tratamento de diabetes mellitus, o extrato aquoso das folhas reduziu os niveis de
glicose no sangue, bem como a perda de proteinas e os niveis de acucar na urina
em ratos hiperglicémicos (JAISWAL et al., 2009). Além disso, o extrato etandlico das
folhas foi capaz de estimular tanto a imunidade humoral como a celular, de modo a
reduzir a imunossupressao ocasionada por ciclofosfamida (GUPTA et al., 2010).

Rakesh e Singh (2011) investigaram a acdo dos extratos etandlico e aquoso
das folhas da M. oleifera no modelo de edema de pata induzido por carragenina,
obtendo como resultado a reducéo do edema nos tempos de 1, 3 e 5 horas apés a
inducéo da inflamag&o. Com a finalidade de obter maiores esclarecimentos acerca
da toxicidade das preparacoes, ressalta-se, por exemplo, que o extrato aquoso das

folhas na dose de 3.000 mg/kg ocasionou genotoxicidade, apesar de néo acarretar
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alteracdes graves em diversos parametros bioquimicos e hematolégicos, bem como
na qualidade do esperma em ratos. Contudo, pode ocasionar ligeiro aumento de
creatinina e ureia, evidenciando, desta forma, a necessidade de cautela no uso
prolongado desta preparacdo (ASARE et al.,, 2012; AWODELE et al., 2012). Além
disso, devido & ampla utilizacdo das sementes para tratamento de agua, bem como
para fins medicinais, diversos estudos, quanto a sua toxicidade, estdo sendo
realizados (FERREIRA et al., 2007; KAVITHA et al., 2012).

Muangnoi e colaboradores (2012) investigaram a ac¢do anti-inflamatoria in
vitro do extrato dos frutos da M. oleifera em macréfagos Raw 264.7 estimulados com
lipopolissacarideo e observaram a reducdo dos niveis dos mediadores pro-
inflamatorios IL-6, TNF-a e NO. A administracdo do extrato de sementes da moringa
em ratos induzidos a fibrose hepdtica resultou na reducdo dos danos ao figado e
sintomas decorrentes da fibrose (HAMZA, 2010).

Diversos estudos relataram efeitos protetores de preparacdes das sementes
da M. oleifera contra danos promovidos por produtos quimicos. Hamza (2010)
demonstrou que o extrato etandlico possui atividade hepatoprotetora em ratos
tratados com tetracloreto de carbono. Também, observou-se a capacidade das
sementes desta planta de reduzir a toxicidade induzida por fluoreto, bem como a
toxicidade induzida por arsénico (RANJAN et al., 2009; GUPTA et al., 2010). De
modo similar, o extrato hidro-etandlico do caule e das folhas da M. oleifera possuem
efeito nefroprotetor contra o carcindgeno 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) e o
antibiético gentamicina, respectivamente (PALIWAL et al., 2011; OUEDRAOGO et
al., 2011).

Observou-se no tratamento de queimaduras e ferimentos da pele, que a
utilizacdo de uma pomada feita com a massa branca do interior das sementes tornou
a cicatrizacdo mais rapida (EILERT et al., 1981). Vijay e Kumar (2012)
demonstraram que a aplicacédo topica do extrato aquoso da casca da M. oleifera
ocasionou melhor cicatrizacdo de feridas em ratos Wistar normais ou
imunossuprimidos com dexametasona.

As flores séo utilizadas para o tratamento de ascite, reumatismo, picadas
venenosas e como estimulantes cardiacos (ANWAR et al., 2007; ALHAKMANI et al.,
2013). As raizes da moringa sdo dotadas de atividade antiurolitiaca e a casca do

tronco apresenta atividade hipoglicemiante (KARADI et al.,, 2006). S&ao ricas em
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antioxidantes naturais como a- e y-tocoferol e contém aminoacidos, sacarose, D-
glicose, além de serem ricas em ions potassio e calcio (SANCHEZ-MACHADO et al.,
2006);

Segundo Pereira e colaboradores (2010), as raizes sdo consideradas
estimulantes e diuréticas e os médicos, destas regibes onde a moringa é utilizada
com fung&o medicinal, prescrevem a raiz nas febres intermitentes, epilepsia, histeria,
paralisia, reumatismo, hipertrofia do figado e do baco (AHID NUNES et al., 2010).

Além disso, Georgewill e colaboradores (2010) observaram a reducdo do
volume de fluido e do numero de células em ratos tratados com o extrato metandlico
das raizes, no modelo do bolsdo de ar induzido por carragenina. A utilizacdo do
extrato aquoso e alcodlico da raiz da M. oleifera, em ratos com urolitiase, mostrou ter
atividade aniurolitiaca, pois reduziu significativamente o oxalato urinario elevado,

bem como a deposicéo de pedras nos rins (KARADI et al., 2006).

2.1.3.3 A M. oleifera no Tratamento de Agua e Efluentes e na

Purificacdo de Alimentos

Nos paises em desenvolvimento, as sementes da M. oleifera sdo amplamente
utilizadas como coagulante natural para tratamento de agua, principalmente em
areas rurais onde recursos hidricos adequados nao estdo disponiveis, contribuindo
no controle dos surtos diarréicos, inclusive da célera, visto que medidas sanitarias
sao dificeis de serem aplicadas, apresentando-se como um método barato, simples
e de facil acesso a populacdo (ANWAR et al., 2007; UZAMA et al.,, 2011,
MENEGHEL et al., 2013).

As proteinas das sementes de moringa sdo os agentes de maior importancia
no processo de clarificacdo da agua. Essa proteina catibnica dimérica de alto peso
molecular desestabiliza as particulas contidas na agua e, através de um processo de
neutralizacdo e adsorcdo, flocula os coldides seguindo-se a sedimentacao
(NDABIGENGESERE et al., 1995), sendo capaz de eliminar a turvagao, micro-
particulas, fungos, virus e bactérias. No processo de purificacdo, a carga bacteriana
pode ser reduzida em até 97% em pouco tempo, como foi observado por Silva e
Kerr (1999).
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O uso de sementes trituradas de moringa para purificacdo da 4gua a um
custo de uma pequena fracdo do tratamento quimico convencional € uma tentativa
da mais alta importancia, visto que possibilitaria a substituicdo de agentes
coagulantes usados atualmente (sulfato de aluminio, por exemplo), muitas vezes
prejudiciais a saude humana e animal. Num projeto piloto para tratamento de agua
em Malawi, na Africa, foi constatado que, enquanto o aluminio é eficiente como
coagulante em uma faixa restrita de pH da agua, as sementes de moringa atuam
independentemente do pH, constituindo huma vantagem adicional em regides mais
pobres, onde normalmente ndo € possivel controlar efetivamente o pH antes da
coagulacdo (BHUPTAWAT et al., 2007).

Segundo Folkard e colaboradores (1993), para a purificacdo da agua, coloca-
se 0 p6 da semente sobre a superficie da agua na proporcao de 0,2¢g/L, mistura-se
bem e, apés um dia, a 4gua estara pronta para uso domestico.

A capacidade de adsorcdo e remocgdo de prata em solugbes aquosas, por
sementes trituradas, foi relatada por Araujo e colaboradores (2010) e por Meneghel
e colaboradores (2013), apresentando como vantagens na sua utilizacdo o baixo
custo, elevadas eficiéncia e poder de adsorc¢édo, constituindo-se numa alternativa de
relevancia econdmica e ambiental.

As sementes protegem animais contra o estresse oxidativo induzido pelo
arsénico da biosfera, presente na agua de beber e inalado e absorvido através da
pele, além de removerem esse composto da agua (GUPTA et al., 2005). Kumari e
colaboradores (2006) e Meneghel e colaboradores (2006) estudaram a remocao do
arsénico e do cadmio da agua pelo processo de biossorcdo com as sementes
descascadas, sendo uma tecnologia barata e segura para o meio ambiente.

Santos e colaboradores (2007), em trabalhos com efluentes da indUstria téxtil,
comprovaram que o extrato das sementes descascadas da M. oleifera mostrou-se
capaz de competir com o sulfato de aluminio, em termos de remocao de turbidez e
cor.

No tratamento de &guas residuais, estudo combinando o extrato de moringa a
100mg/L com coagulante quimico (alimen) a 10mg/L demonstrou elevada remocéao
global (64%) na DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) (BHUPTAWAT et al., 2007).

A utilizagdo de sementes de moringa em leite bovino néo pasteurizado, como

purificador natural de alimentos, ndo mostrou resultados significativos na eliminagao
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de micro-organismos do grupo coliformes totais, coliformes fecais e micro-
organismos aerébios mesdfilos totais. Contudo, houve redugdo de 55,17% de
Staphylococcus aureus na amostra em que foi adicionada pasta de cotilédones de
moringa. Com relacdo a bolores e leveduras, foram eliminados da amostra 98,18%
(NETO et al., 2008). Segundo Jahn e colaboradores (1986), toxicologicamente nao
existem motivos para descartar o uso de sementes de moringa para a purificacéo de

alimentos.

2.1.3.4 A M. oleifera como Inseticida

Alguns tecidos da moringa constituem potenciais fontes de inseticidas, tendo
0 extrato da casca apresentado acdo larvicida e adulticida contra 0os mosquitos
vetores da filariose Culex gelidus e Culex quinquefasciatus (KAMARAJ &
RAHUMAN, 2010), enquanto que o extrato aquoso de flores de moringa, que contém
inibidor de protease, induziu a mortalidade de larvas de A. aegypti no primeiro (L1),
segundo (L2), terceiro (L3) e quarto (L4) estagios, sendo capaz de inibir a atividade
de tripsina de larvas L4 em 98,6% apds 5 horas de exposicao (PONTUAL et al.,
2012).

Extrato aquoso de sementes de moringa apresentou atividades larvicida e
ovicida contra A. aegypti (COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012). Extrato
metanolico das sementes promoveu mortalidade de larvas e pupas de Anopheles
stephensis, vetor da malaria (PRABHU et al., 2011).

2.1.3.5 A M. oleifera com Outras Utilidades

No meio ambiente, nos Ultimos anos, os efeitos alelopaticos de moringa tém
sido amplamente estudado por varios pesquisadores (PHIRI & MBEWE, 2009;
PHIRI, 2010; NOUMAN al., 2012; YASMEEN et al., 2013).

O extrato de folha de moringa € rico em aminoacidos, potassio, calcio, ferro,
ascorbato, zeatina (hormonio regulador de crescimento), apresentando potencial
para promover o crescimento vegetal. O condicionamento osmotico com extrato
obtido de moringa foi relatado por melhorar eficazmente a germinagcdo e o

crescimento de plantulas de milho e girassol (BASRA et al., 2011). Pesquisas
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relataram que o extrato da folha da moringa aumentou significativamente o vigor de
sementes e plantulas de trigo (AFZAL et al., 2008) e milho (BASRA et al., 2011). A
pasta resultante da extracdo do 6leo das sementes pode ser usada como um
condicionador do solo e fertilizante (OLIVEIRA et. al, 2009).

Gerdes (1997) relata que a M. oleifera pode ser utilizada como cerca viva e
guebra ventos. As flores podem ser utilizadas em saladas, e possuem propriedades
meliferas sendo, portanto aproveitadas na apicultura e consideradas importante
fonte de néctar para as abelhas (HELVIOB, 2007).

Além de proteinas, as sementes sdo ricas em 0leo, que devido ao elevado
percentual de &cido oléico (78%) apresenta um baixo teor de insaturacfes, o que
tem reflexo direto e muito positivo em sua estabilizacdo a oxidacéo, facilitando assim
o transporte e armazenamento (FERREIRA et al., 2008; SANTANA et al., 2010).
Esse Oleo possui varias utilizagdes industriais, tais como na producédo de 6leo de
cozinha, matéria-prima para producdo de biodiesel, cosméticos, lubrificantes de
maquinas, e combustivel para lampadas, sendo muito utilizado na inddstria de
perfumaria devido a sua alta capacidade de retencdo de odor (FERREIRA et al.,
2008; MOFIJUR et al., 2014).

2.1.4 A M. oleifera no Brasil

No Brasil, esse vegetal é encontrado na regido Nordeste, principalmente nos
Estados do Maranhd&o, Piaui e Ceara, onde foi introduzida por volta de 1950, sendo
utilizada inicialmente apenas para ornamentacdo nos parques publicos. Sendo
conhecida como lirio-branco, quiabo de quina ou, simplesmente, moringa (ROCHA e
PEREIRA, 2009).

Atualmente, ha no pais um esfor¢co no sentido de difundir a moringa como
hortalica rica em vitamina A, pois as suas folhas, com cerca de 23.000Ul de vitamina
A, sobressaem-se entre olericolas consagradas como brocolis, cenoura, couve,
espinafre e alface que possuem, respectivamente, 5.000; 3.700; 2.200; 1.900;
1.000UI de vitamina A, também, por apresentar baixo custo de producdo e ser
integralmente comestivel (ROCHA e PEREIRA, 2009).

A moringa vem sendo cultivada e difundida em toda a area denominada

“poligono da seca” (Figura 5), devido, principalmente, a sua utilizacdo no tratamento
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de 4gua para uso doméstico, uma vez que seus efeitos coagulante e clarificador da
adgua sao muito conhecidos, dada a escassez de agua potavel nessa regido. No
Nordeste brasileiro seu cultivo tem se intensificado devido a essas e outras
potencialidades, e a sua capacidade de adaptacdo corrobora para uma ampla
margem de expansdo do cultivo da moringa através de praticas agroflorestais em
diversos ambientes do Brasil (GALLAO et. al, 2006; LO MONACO et al., 2013).

Figura 5 — O poligono da seca corresponde a uma area de 895.254,40km2, englobando

os Estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,

Bahia, Minas Gerais e Piaui, caracterizado pelo clima semiarido, chuvas irregulares e
por um amplo quadro de subdesenvolvimento (SOARES, 2013)

Na regido Nordeste existem varias acfes como a da Fundagdo Deusmar
Queirds, no Ceard, que atua como mobilizadora na divulgacdo dos beneficios da M.
oleifera, desde 2000, através do projeto "Moringa a Semente da Vida". Em Sergipe,
a EMBRAPA - Tabuleiros Costeiros, sediada em Aracaju, possui varios projetos de
pesquisa para diversos usos da planta, seja como purificador de dguas e esgotos
até como matéria vegetal forrageira, para as criagdes animais. Com o objetivo de
incentivar o desenvolvimento da cadeia produtiva e exploracdo agroindustrial da
moringa na regido semiarida brasileira, desde 2009, acontece o Encontro Nacional
de Moringa — ENAM, para divulgacao e fortalecimento desses projetos.

2.2 Micro-organismos Endofiticos

O termo endofitico, ao longo dos anos, sofreu varias modificacbes quanto ao

seu significado. De acordo com a etimologia da palavra de origem grega, endo

33



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

significa “dentro” e phyte significa “planta”, entretanto seu significado foi bastante
modificado conforme a necessidade e o interesse de cada autor na aplicagdo do
termo (PEIXOTO NETO et al., 2002; NAIR & PADMAVATHY, 2014).

A primeira vez que os micro-organismos endofiticos foram mencionados data
do inicio do século XIX, mas foi Bary (1866) quem primeiro os diferenciou dos
patégenos de plantas, sendo durante quase mais de um século deixados de lado,
devido a pouco se conhecer sobre suas reais funcdes no interior dos vegetais e por
nao produzirem estruturas externas e visiveis em seus hospedeiros (AZEVEDO et
al., 2007).

Contudo, no final da década de 70, do século XX, diversos estudos
comprovaram que 0S micro-organismos endofiticos desempenhavam funcbes
importantes e essenciais para a defesa dos seus hospedeiros, comprovando dessa
maneira a hipotese da relacdo mutualistica existente, visto que recebem nutrientes e
protecdo da planta e, em contrapartida, produzem compostos quimicos como
enzimas, alacalbdides e antibidticos, entre outros, que em condicbes de estresse,
oriundos de diversas causas, como falta de agua, presenca de substancias toxicas
ou ataque de patdgenos ou insetos pragas, protegem e auxiliam o vegetal. A partir
dai surge um novo interesse das possiveis aplicacdes biotecnolégicas desses micro-
organismos, contribuindo num maior esclarecimento das relagbes existentes entre
eles e a planta (AZEVEDO et al., 2007; XIAO et al., 2014).

Sendo assim, endofiticos sdo definidos como micro-organismos cultivaveis ou
nao, que vivem no interior de plantas, localizando-se, de modo geral, nas suas
partes aéreas, como caules e folhas, também podendo ser encontrados em ramos e
raizes, sem ocasionar, aparentemente, quaisquer danos aos seus hospedeiros.
Possuem a capacidade de viver toda ou a maior parte dos seus ciclos de vida em
intima associacdo com a planta, sendo caracterizada esta associagdo como
simbiose mutualistica, pois proporcionam ao hospedeiro alguns beneficios, como o
aumento da nutricdo, a promocéo do crescimento vegetal, a tolerancia a seca e a
resisténcia a algumas doengcas e ao ataque de insetos e herbivoros. Sé&o
representados, principalmente, por bactérias, actinobactérias e fungos, porém
alguns protistas ja foram isolados. Distinguem-se dos patogénicos, que causam

doencas nas plantas, e dos epifiticos, que vivem na superficie dos vegetais. (SILVA
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et al., 2006; AZEVEDO et al., 2007, ASSUMP(;AO et al., 2009; FAETH et al., 2010;
TRIGIANO, 2010; SANTOS & VARAVALLO, 2011; IKEDA et al., 2013).

Os fungos micorrizicos e as bactérias que formam nodulos nas raizes de
plantas também séo considerados micro-organismos endofiticos, entretanto, estes
sé&o muito mais bem estudados e, por este motivo, séo considerados separadamente
dos que habitam, predominantemente, as partes aéreas dos vegetais. Portanto,
redefinindo este conceito com a separacdo dos endofiticos em dois tipos: Tipo |,
formado pelos micro-organismos que ndo produzem estruturas externas a planta; e
o Tipo Il, os que produzem estruturas externas a planta, incluindo, dessa maneira,
0s rizébios e as micorrizas (MENDES & AZEVEDO, 2007).

As distincbes entre endofiticos, epifiticos (colonizam a superficie dos
vegetais) e patdgenos sdo apenas de ordem didatica, visto que muitos dos micro-
organismos epifiticos podem, eventualmente, invadir o interior da planta, enquanto
que os endofiticos, para penetrarem no hospedeiro tém que primeiramente se
localizar na superficie da planta, sendo assim, semelhantes aos epifiticos. Ainda,
certas condicOes e fases dos ciclos vitais de alguns patégenos podem favorecer a
sua existéncia em harmonia com o hospedeiro, bem como, um micro-organismo
endofitico, apds desequilibrios ambientais ou metabdlicos da planta, pode causar
danos ao vegetal. Dessa maneira, observa-se um gradiente nessas denominacoes e
nao distingcdes abruptas (PEIXOTO NETO et al., 2002).

2.2.1 Micro-organismos Endofiticos x Micro-organismos Patogénicos

E dificil o estabelecimento de um limite definido entre micro-organismos
endofiticos e patogénicos. Muitos dos endofiticos sdo relacionados com patégenos,
e pode ser discutida a hipétese de que todos os patdgenos tenham sido derivados
de endofiticos e vice-versa (AZEVEDO, 1998).

Entretanto, alguns autores acreditam que os endofiticos sdo micro-
organismos patogénicos, mas que estdo em estado de laténcia. No entanto, o que
decide se eles séo inofensivos ou apresentardo caracteristicas patogénicas seria 0
equilibrio entre as demandas da invasdo dos micro-organismos e a resposta da
planta, sendo que uma vez desequilibradas, o endofitico pode se transformar em um

patdbgeno (SUN et al.,, 2008). H& casos em que a mutacdo de um Uunico gene
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transformou um micro-organismo patogénico, o fungo Colletotrichum magna, em
uma linhagem endofitica, demonstrando que a diferenca entre esses dois grupos €
bastante ténue (PEIXOTO NETO et al., 2002).

2.2.2 Entrada e Localizagdo dos Micro-organismos Endofiticos nos
Vegetais

A entrada desses organismos nos vegetais pode ocorrer também por
aberturas naturais ou artificiais, como: estdmatos, hidatodios, aberturas causadas
por insetos e fungos patogénicos, regido de emissdo de raizes secundarias,
ferimentos causados por instrumentos agricolas, microferimentos nas raizes,
oriundos do atrito destas com particulas do solo, entre outras (MUSSI-DIAS et al.,
2012; KAEWKLA & FRANCO, 2013).

Todavia, as raizes se constituem na porta de entrada mais utilizada. Através
da quimiotaxia, ou seja, um reconhecimento quimico, ocorre a movimentacdo dos
micro-organismos em direcdo as raizes das plantas. Primeiramente, ocorre uma
adsorcdo reversivel, e em seguida um ancoramento irreversivel, controlado por
proteinas extracelulares de origem microbiana. Esta etapa € comandada por sinais
moleculares emitidos pelas raizes da planta hospedeira, e a sobrevivéncia dos
micro-organismos estard na dependéncia de fatores bidticos e abidticos
(DOBELAERE et al., 2003; LIU et al., 2013).

ApOs a penetracdo, eles se disseminam de maneira sistémica para diversas
partes da planta, alojando-se de forma ativa no apoplasto, vasos condutores e, em
alguns casos, ocorre colonizacdo intracelular. Sendo, portanto, encontrados
colonizando folhas, ramos e raizes (Figura 6). Apesar de alguns estarem presentes
em sementes, e ap0s a germinac¢do, colonizando outros tecidos das plantas, como
geralmente ocorre nas gramineas, eles ndo sdo transmitidos através destas
(MUSSI-DIAS et al., 2012).

Os micro-organismos, para colonizar os tecidos de plantas, produzem
enzimas hidroliticas extracelulares, que contribuirdio como mecanismos de
resisténcia para superar as defesas do hospedeiro contra a invasao e/ou para obter
nutrientes do solo (SUNITHA et al.,, 2013). Entre as enzimas destacam-se as

pectinases, esterases, celulases e lipases (PETRINI et al., 1992).
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»

Figura 6 — A raiz, como porta de entrada mais comum, e as principais rotas de
disseminacdo e localizagcdo dos micro-roganismos no interior do vegetal, como pode
ser observado pelas setas
Fonte: O Autor

Naqueles vegetais cultivados no campo, observou-se que ha uma tendéncia
de colonizacdo das areas basais dos hospedeiros e em menor frequéncia dos ramos
e folhas (MENDES et al.,, 2007; KAEWKLA & FRANCO, 2013). Em um trabalho
realizado por Reis Junior (2000), foi descrito o isolamento de Azospirillum lipoferum,
Azospirillum brasiliense, Azospirillum amazonense, Acetobacter diazotrophicus e
Herbaspririllum spp. em cana-de-acucar, sendo a maioria dos isolados encontrados
nas raizes, seguido dos colmos e de folhas. Embora a maioria das bactérias e
fungos endofiticos tenha sido isolada de raizes e caule da planta hospedeira, alguns
autores relatam a sua presenca em sementes, desinfestadas superficialmente, de
diversos vegetais (RUDGERS & CLAY, 2007; FERREIRA et al., 2008).

As colonizacdes dos diversos tecidos e 6rgdos vegetais foram comprovadas
por James e colaboradores (2002) ao encontrar a espécie Herbaspirillum
seropedicae em coleoptilos, raizes laterais e juncdes destas com a principal, em
espacos intercelulares da raiz, aerénquima e ceélulas corticais, com pequena entrada
no estelo e no tecido vascular, sendo encontradas colonias no xilema, folhas e

caules de arroz.
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2.2.3 Interagbes dos Micro-organismos Endofiticos com as Plantas

Hospedeiras

E sabido que entre os vegetais e 0s micro-organismos pode haver o
estabelecimento de trés tipos de relacdes. Essas interagcdes sdo conhecidas como
simbidticas, patogénicas e associativas. As plantas desenvolveram e continuam a
desenvolver diversos e complexos mecanismos de adaptacdo no meio ambiente, 0s
quais sO seriam possiveis gracas a interacdo com os endofiticos. A coexisténcia
entre 0s vegetais e 0s micro-organismos, € considerada um microecossistema
complexo, onde diferentes nichos ecoldgicos podem ser explorados, seja pelos
epifiticos ou endofiticos (COSTA et al., 2010).

Como resultado da interacao simbidtica entre plantas e bactérias diazotroficas
pode ser observado diversos mecanismos, como a indugdo da expressao de genes
responsaveis pelo crescimento dos pélos radiculares, a mudancas nos niveis de
fitorménios e na absorcdo de nutrientes, a inducdo da extrusdo de prétons,
auxiliando a fotossintese ou através da excrecdo de substancias pelas bactérias,
dentre elas as auxinas, as citocininas e as giberelinas, que atuam no
desenvolvimento da cultura (PEDRINHO, 2009).

2.2.4 Isolamento de Micro-organismos Endofiticos

Havendo a coexisténcia dos endofiticos com os epifiticos e patogénicos, o
isolamento dos mesmos deve ser feito a partir do interior de tecidos e 6rgaos sadios.
Porém, em alguns casos, raros micro-organismos de origem epifitica e patogénica
podem ser isolados juntamente com uma grande quantidade de endofiticos. Sendo
assim, a quantificacdo das espécies ou géneros dos micro-organismos isolados é
um procedimento auxiliar na distingdo entre os endofiticos e n&o-endofiticos
(PEREIRA et al., 2003; GAGNE-BOURGUE et al., 2013).

No isolamento, alguns pontos devem ser considerados, como a idade da
planta e dos orgaos utilizados, o local e, principalmente, a época da coleta. Esses
fatores influenciam no numero e tipo de micro-organismos isolados. S&o necessarias

vérias coletas e repeticbes para distinguir os endofiticos reais daqueles que séo
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epifiticos, que, porventura, possam ser isolados, e dos contaminantes. E a
recorréncia de uma espécie de isolado que o caracteriza como um micro-organismo
endofitico (ARAUJO et al., 2005; IKEDA et al., 2013; KAEWKLA & FRANCO, 2013).

Para o isolamento in vitro € necesséario o controle das contaminacdes
externas, as quais estdo associadas a cuidados basicos como: esterilizacdo
adequada dos equipamentos, meios de cultura e do material vegetal e técnicas
basicas de assepsia do manipulador e do ambiente (PEREIRA et al., 2003).

O processo mais comum envolve a lavagem de folhas, caules e outros 6rgéos
vegetais com etanol 70%, seguido de tratamento com hipoclorito de soédio 3% e
novamente tratamento com etanol 70% ou agua esterilizada. Os tempos de
tratamento e a propria concentracao de hipoclorito de sédio podem variar de acordo
com a textura do material a ser utilizado. Recomendam-se testes preliminares para
que se possam determinar as melhores concentracdes e tempos de tratamento,
objetivando eliminar os epifiticos sem destruir os endofiticos. Tecidos muito frageis,
como, por exemplo, as folhas jovens, devem ser tratadas em baixas concentracdes
e por pequeno tempo. Porém, materiais mais adultos, provenientes do campo,
devem ser tratados com concentragdes maiores e por tempos mais prolongados. A
seiva, coletada assepticamente, pode servir para o isolamento de endofiticos
(SOUZA et al., 2006; CAMARA, 2010).

Posteriormente, realiza-se a transferéncia dos fragmentos ou suspensdes de
células para meios apropriados. No isolamento de fungos, utilizam-se placas de Petri
com meios de cultura como o Sabouraud, Batata-Dextrose-Agar ou outros e
recomenda-se adicionar antibidticos para impedir o crescimento de bactérias. No
isolamento de bactérias, os meios Agar Nutriente, o LB (Luria-Bertani), entre outros,
sdo utilizados, pode-se adicionar fungicidas para impedir o desenvolvimento de
fungos. Quando ha o interesse para o isolamento de determinado grupo de micro-
organismos, como as bactérias fixadoras de nitrogénio, actinobactérias e outros,
podem ser utilizados meios seletivos (ARAUJO et al., 2005).

A temperatura e o tempo de incubacgao das placas de Petri variam de acordo
com as finalidades e o tipo de micro-organismos que se deseja obter com o
isolamento. Em um meio de cultura ndo seletivo, um tempo de incubagdo muito
pequeno nao permitird a emergéncia daqueles de crescimento lento. Entretanto, um

tempo excessivo podera permitir grande crescimento de endofiticos mais agressivos,
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que irdo se sobrepor aqueles de desenvolvimento mais demorado e limitado a uma
pequena area do meio de cultura. E interessante salientar que alguns desses micro-
organismos crescem mal ou mesmo ndo crescem na auséncia do hospedeiro ou de
partes dele, dificultando, dessa maneira, o processo de isolamento. (ARAUJO et al.,
2005; SOUZA et al., 2006; CAMARA, 2010). A Figura 7 mostra a emergéncia de

alguns micro-organismos endofiticos.

" P‘o
* . 2 o

Figura 7 — Emergéncia de micro-organismos endofiticos presentes nos fragmentos de
folhas ap6s incubacéo
Fonte: O Autor

Uma estimativa a respeito do nimero de micro-organismos endofiticos pode
ser obtida através de testes quantitativos, onde séo feitos suspensdes aquosas ou
em salina, a partir de tecidos previamente tratados e esmagados. Pode-se ter,
assim, uma estimativa do nimero de micro-organismos por grama de tecido vegetal
(ARAUJO et al., 2005).

Uma cuidadosa purificacdo se faz necessaria dos micro-organismos isolados,
seguido de manutencdo através de meétodo apropriado para preservacdo, para

posterior classificagdo, identificagéo e avaliagdo (AZEVEDO, 1991).

2.2.5 Diversidade dos Micro-organismos Endofiticos

Consideram-se 0s micro-organismos como uma grande fonte de diversidade
genética, porém pouco compreendida e explorada (PROSSER et al., 2007). Quanto
aos micro-organismos endofiticos, acredita-se que das aproximadamente 300.000
espécies de plantas existentes no planeta, cada individuo contenha um ou mais
micro-organismos endofiticos (RYAN et al., 2008).

Acredita-se que cada espécie de vegetal possua uma microbiota ainda nao

classificada e com propriedades ainda desconhecidas, mas de imenso interesse
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aplicado e que atua de modo importante para a sanidade e manutencdo de vegetal.
Outro ponto a ser destacado é que 0os micro-organismos endofiticos podem servir de
vetores para a introducéo de caracteristicas de interesse biotecnoldgico nas plantas,
através de ferramentas da Biologia Molecular (PEIXOTO NETO et al., 2004).

Araujo e colaboradores (2001) isolaram 0s seguintes géneros e espécies de
bactérias e actinobactérias endofiticas: Alcaligenes sp., Bacillus cereus, Bacillus
pumilus, Burkholderia cepacia, Curtobacterium flaccumfaciens, Enterobacter
cloacae, Methylobacterium spp. (incluindo M. extorquens, M. fujisawaense, M.
mesophilicum, M. radiotolerans e M. zatmanii), Norcadia sp., Pantoea agglomerans,
Streptomyces sp. e Xanthomonas campestris, de Citrus sinensis. Milani (2009)
ressalta que das bactérias rizosféricas o género mais isolado € o Azospirillum, ja& em
relacdo as endofiticas, algumas das mais observadas e estudadas pertecem ao
género Gluconacetobacter, com ocorréncia na cana-de-acucar.

Ha um imenso interesse cientifico nos micro-organismos endofiticos, devido a
possibilidade de descoberta de novas espécies. Bussaban e colaboradores (2003)
descobriram trés novas espécies de Pyricularia (P. kookicola, P. longuspora, P.
variabili) como endofiticos de duas espécies de gengibre selvagem, na Tailandia;
Zhang e colaboradores (2007) isolaram Trichoderma taxi como micro-organismo
endofitico de Taxus mairei de uma reserva natural na China; uma nova espécie de
Hyphomycete, a Corynespora subcylindrica, foi isolada por Siqueira e colaboradores
(2008), como endofitico de Lippia sidoides, planta medicinal do Brasil.

A biodiversidade dos fungos endofiticos é composta por representantes de
diversos filos, como: Ascomycota, Zygomycota, Basidiomycota, Glomerulomycota e
Dothideomycete (ARNOLD, 2007) e por varios géneros como Arthrobotrys,
Dendrophora, Diatrypella, Oudemansiella, Mucor, Phlebiopsis, Botryosphaeria,
Coprinus, Curvularia, Eutypella, Fusarium, Microdochium, Phoma, Bipolaris,
Petriella, Phanerochaete, Collethotrichum e seu anamorfo Glomerella (VIEIRA,
2008), e também Neotyphodium, Epicoccum, Alternaria, dentre Vvarios outros
(ALMEIDA et al., 2005).

Mussin-Dias e colaboradores (2012) relataram a grande diversidade de
fungos endofiticos isolados de diferentes espécies de plantas medicinais, como o0s
dos géneros Phomopsis, Colletotrichum, Pestalotia, Trichoderma, Fusarium,
Nigrospora e Glomerella. AlImeida e colaboradores (2005) determinaram a microbiota
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fungica endofitica dos apices caulinares de pupunheiras sadias cultivadas in vitro
sendo constituida por: Fusarium oxysporum, Neotyphodium sp. e Epicoccum nigrum;
j& a microbiota in vivo, por: Fusarium sp., F. proliferatum, F. oxysporum,
Colletotrichum sp., Alternaria gaisen, Neotyphodium sp. e Epicoccum nigrum.

O conhecimento a respeito da extensdo e carater da diversidade microbiana
tem sido restrito, devido as limitagdes dos estudos, aqueles cultivaveis. Acredita-se
gue mais de 99% dos micro-organismos presentes na natureza nao sao cultivados
utilizando-se técnicas convencionais (STROBEL et al., 2004). Contudo, apesar das
técnicas dependentes de cultivo ndo serem téo eficientes, representam um método
pratico e rotineiro até entdo conhecido e utilizado para a obtencdo dos endofiticos a
serem utilizados e estudados quanto ao seu potencial biotecnoldgico. Porém, nos
altimos anos, tem havido maior interesse no desenvolvimento de metodologias que
possibilitem ndo s6é o estudo de espécies cultivAveis, como também as néo
cultivveis, nesse sentido destaca-se as ferramentas da Biologia Molecular (RYAN
et al., 2008).

2.25.1 A Utilizacdo da Biologia Molecular como Aliada na
Determinacgdo da Diversidade dos Micro-organismos Endofiticos

E sabido que a fracdo de diversidade dos grupos microbianos conhecidos e
descritos representa uma pequena porcao daquela existente na natureza. Contudo,
a evolucdo da Biologia Molecular aplicada ao estudo do meio ambiente contribui, de
modo significativo, no conhecimento dessa diversidade (BONATELLI, 2012).

Os endofiticos podem ser estudados por meio de técnicas de
sequenciamento, a partir dos micro-organismos cultivaveis, sendo uma metodologia
rotineira, porém de limitada aplicacdo, sendo influenciada por muitos fatores e
subestimam a diversidade microbiana (ANDREOTE et al., 2009). A clonagem e o
sequenciamento de genes 16S rRNA, o qual é considerado uma das moléculas mais
importante para o estudo de filogenia e ecologia microbiana, a partir de PCR com
primers universais de comunidades microbianas nao cultivaveis, indicam que a
diversidade de micro-organismos endofiticos € muito maior do que se pensava
antigamente (TRINGE & HUGENHOLTZ, 2008).
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O gene 16S rRNA pode ser usado, também, para a detec¢do de bactérias por
meio da técnica de FISH, que consiste na utilizacdo de sondas de oligonucleotideos,
geralmente com 15 a 30 nucleotideos de comprimento, complementares as regides
deste gene (AKARSUBASI et al., 2005). A técnica de fingerprint genético, chamada
de Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis (DGGE), é amplamente utilizada para
descricbes e comparagbes de diferentes comunidades de micro-organismos
utilizando um mesmo gene. Essa metodologia distingue produtos de PCR com
namero similares de nucleotideos, baseando-se em suas diferencas de composicao
(Porcentagem de CG) permitindo a analise de diversidade de bactérias cultiviveis e
nao cultivaveis (WEST et al.,2010).

Lacava e colaboradores (2006) caracterizaram a comunidade bacteriana
endofitica de plantas sadias e afetadas pela clorose variegada dos citros, por meio
de isolamento em meio de cultura e pela técnica do DGGE e a deteccdo de
Methylonacterium mesophilicum e Xyllela fastidiosa por meio de PCR especifico.
Pelo DGGE foi possivel detectar X. fastidiosa, bem como Klebsiella sp. e
Acinetobacter sp. como endofiticos de citros. Também foi observado a presenca de
Curtobacterium sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp. e Bacillus spp. Ao se utilizar
primers especificos, Methylobacterium mesophilicum e X. fastidiosa foram
identificadas.

Técnicas mais robustas e com grande poder de amostragem tém sido
utilizadas para se estudar a diversidade de micro-organismos endofiticos, como o
pirosequenciamento, o qual consiste em adicionar, em cada ciclo, uma espécie de
nucleotideo, seguida da adicdo de substrato (luciferin, adenosina 5-fosfosulfato) que
geram luz onde houver incorporacao de nucleotideo, por Gltimo a apirase remove 0s
nucleotideos que nao foram incorporados e outro ciclo pode ser iniciado
(SCHENDURE, 2008).

A tecnologia do DNA recombinante favorece o conhecimento a respeito da
interacdo entre o endofitico e a planta, por permitir a expressdo de genes
marcadores nos micro-organismos endofiticos de interesse, contribuindo na sua
deteccdo no hospedeiro e permitindo o monitoramento destes organismos na planta
e no meio ambiente. E possivel, dessa maneira, estudar a dinAmica de colonizag&o
do endofitico, favorecendo o uso deste no controle bioldgico (PEIXOTO NETO et al.,
2002).
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2.2.6 Importancia Biotecnolédgica dos Micro-organismos Endofiticos

Os micro-organismos endofiticos, além de exercerem diversas funcdes nos
vegetais em que habitam, facilitando a interacdo da planta com o meio ambiente,
sdo considerados importantes na agricultura e na inddstria, em especial na
farmacéutica e de defensivos agricolas. A producdo de substancias de interesse
econdémico, como enzimas, antibiodticos, antitumorais, hormonios,
imunossupressores, antiparasiticos, entre outras pelos endofiticos tem acarretado
num interesse industrial e biotecnoldgico, tornando-os cerne de grandes pesquisas
cientificas (GANDADEVI & MUTHUMARY, 2009; SREEKANTH et al., 2009;
VISALAKCHI & MUTHUMARY, 2010; SANTOS & VARAVALLO, 2011; ZANARDI et
al., 2012; XIONG et al., 2013; BRADER et al., 2014).

2.2.6.1 Importancia dos Micro-organismos Endofiticos na

Agricultura

A utilizacdo de endofiticos na agricultura tem aumentado nos ultimos anos,
pois atuam tanto na promocao do crescimento do vegetal como no controle bioldgico
de pragas e doencas que acometem as plantas. Entre outras utilidades, observa-se
o favorecimento do aumento da tolerancia do vegetal a seca e promocéao a fixacéo
nao simbidtica de nitrogénio atmosférico, constituindo-se em alternativas viaveis
para os sistemas de producdo agricola ecologica e economicamente sustentaveis
(GUO et al., 2006; GANGADEVI & MUTHUMARY, 2008; SREEKANTH et al., 2009;
SANTOS & VARAVALLO, 2011; AFZAL et al., 2014).

Micro-organismos endofiticos podem atuar induzindo ou mediando a
tolerancia a estresses abiodticos, como salinidade, seca, inundacdes, temperaturas
muito altas ou baixas, deficiéncia de nutrientes e metais téxicos. Substancias
osmotolerantes, como, por exemplo, glicina-betaina, podem ser produzidas pelos
endofiticos e atuam sinergicamente com outros compostos vegetais na reducdo do
potencial hidrico das células, ajudando na tolerancia a seca (DIMKPA et al., 2009). A
producdo de prolina pode ser estimulada nas plantas, em presenca de bactérias

endofiticas, em resposta a estresses bidticos e abiodticos, a qual pode mediar o
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ajuste osmotico, e proteger membranas e proteinas contra efeitos adversos do
aumento da concentracdo de ions inorganicos (GROVER et al., 2011).

Os micro-organismos endofiticos possuem grande potencial no processo de
fitorremediac&o de solos e na fertilidade destes, através da solubilizacdo de fosfato e
fixacdo de nitrogénio (RYAN et al., 2008). Um estudo com 30 bactérias diazotrdficas,
endofiticas de raiz e da rizosfera de plantas de cana-de-agucar seca foi realizado por
Santos (2012), sendo observado que 27 destes isolados foram capazes de
solubilizar fosfato inorganico in vitro. A cana-de-acUcar apresenta-se como grande
extratora de nutrientes do solo, principalmente de fosforo.

Sao inegaveis as vantagens conferidas pelos micro-organismos endofiticos a
planta hospedeira, contudo no que concerne o aspecto econémico podem resultar
em grandes prejuizos para pecuaristas, visto que ocasionam intoxicacdo em
ruminantes, afetando negativamente o seu desempenho, inclusive levando a 6bito
estes animais. Os prejuizos, também, ja foram observados na bovinocultura e
ovinocultura devido a producdo de compostos toxicos pelos endofiticos para estes
animais. Entretanto, os beneficios, oriundos desta associacdo entre micro-
organismos endofiticos e o0s vegetais, sdo bem maiores quando comparado aos
prejuizos, tornando-se uma importante alternativa para a agricultura, tanto para a

cultura de alimento quanto para culturas ndo alimentares (RYAN et al., 2008).

2.2.6.1.1 Micro-organismos Endofiticos Promotores do

Crescimento Vegetal

Surge como uma alternativa para a agricultura moderna a utilizagcdo de micro-
organismos endofiticos promotores de crescimento vegetal, visando enfrentar o
desafio de promover o incremento da producdo de culturas, gerando
sustentabilidade (LUZ et al., 2006).

A microbiota endofitica envolvida na promocao do crescimento vegetal pode
atuar de duas maneiras, as quais podem ser divididas em: direta e indireta. A forma
direta corresponde a producdo de fitormbnios ou substéncias analogas destes
reguladores do crescimento, 0os quais sdo capazes de estimular o crescimento e

desenvolvimento da planta. Quando o processo € indireto, o crescimento é
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favorecido pela diminuicdo da comunidade de micro-organismos patogénicos ou
deletérios as plantas, ou seja, atuam no controle biol6gico (SILVA et al., 2006)

Porém, outro fator contribuinte no estimulo do crescimento vegetal é a
capacidade que algumas bactérias endofiticas possuem de favorecer o aumento da
absorcdo de nutrientes minerais e &gua, melhorando a disponibilidade destes
(BARRETTI et al., 2008; DIMKPA et al., 2009).

A producdo de fitormbnios, como acido indol acético (AlA), citocininas,
giberelinas e acido abscisico (ABA) por endofiticos pode alterar o padrdo e o
crescimento das plantas, interferindo no seu desenvolvimento (TSAVKELOVA et al.,
2006). O etileno, produzido em condi¢cbes de estresse, afeta o crescimento radicular
e, conseguentemente, da parte aérea. Bactérias endofiticas que possuem a enzima
aminociclopropano-1-carboxilase deaminase (ACC deaminase) podem regular a
producdo desse composto sendo vantajoso para o crescimento vegetal (SALEEM et
al., 2007). Varios estudos comprovaram a acao promotora de crescimento, através
de micro-organismos endofiticos, em diversas culturas vegetais, como no alface,
tomate e pepino (SILVA, 2004; BARRETTI et al., 2008; BARRETTI et al., 2009),
batata (FROMMEL et al., 1991; STURZ, 1995), milho, arroz e algoddo (HALLMANN
et al., 1997).

As Dbactérias endofiticas dos géneros Acetobacter, Acinetobacter,
Actinomyces, Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium,
Pantoea, Pseudomonas e Xanthomonas, entre outros, tém sido frequentemente
descritas como promotoras do crescimento vegetal. Os fungos endofiticos também
podem promover esse desenvolvimento, como a espécie bastante estudada
Piriformospora indica, um basidiomiceto que coloniza de forma endofitica raizes de
inumeros vegetais (PEIXOTO NETO et al., 2002).

As bactérias diazotroficas, devido a sua capacidade de converter nitrogénio
atmosférico em amobnia, a qual pode ser utilizada pela planta, sdo consideradas,
também, promotoras de crescimento vegetal (DOBBELAERE et al., 2003).

Rodrigues e colaboradores (2006) relataram a presenca de bactérias
diazotréficas dos géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Azoarcus e Burkholderia
colonizando o solo, as raizes e os caules de plantas de arroz irrigado. Entre estes, o
género Azospirillum € o mais estudado, pois estimula a sintese de fitorménios e

realiza a fixacdo biologica do nitrogénio, podendo atuar ainda como agente de
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controle bioldgico de doencas (SILVA et al., 2011). A inoculagcéo de Azospirillum em
condi¢cbes de casa de vegetacdo resultou em incremento da produtividade do arroz
irrigado em mais de 10% (RODRIGUES et al., 2008) e, em condi¢cbes de campo, 0
aumento foi da ordem de 20% (PEDRAZA et al., 2009).

2.2.6.2 Micro-organismos Endofiticos como Agentes no Controle

de Patogenos

Os micro-organismos endofiticos sdo potencias agente de controle biolégico
pelo fato deles possuirem, igualmente aos patdgenos, a capacidade de invadir a
planta e colonizar sistematicamente o hospedeiro, podendo alterar as condicbes
fisiolégicas e morfolégicas do vegetal (ANDREOTE et al.,, 2006; SANTOS &
VARAVALLO, 2011).

O endofitico pode parasitar células do patégeno, impedindo o surgimento da
sintomatologia. Geralmente, neste tipo de parasitismo estdo envolvidas enzimas
liticas, como quitinases e proteases, que destroem o patdégeno, porém, se faz
necessario para isso a interacado entre ambos. Mesmo com a atragdo quimica entre
0S micro-organismos, 0 contato entre eles ocorre ao acaso, o que dificulta o controle
bioldgico, pois podem estar colonizando regides distintas do vegetal. Nesse sentido
€ interessante a selecdo do micro-organismo endofitico que colonize 0 mesmo nicho
ecologico do patdégeno, que seja mais competitivo e que o iniba de forma mais
eficiente (PEIXOTO NETO et al., 2002).

Os micro-organismos endofiticos utilizados em pesquisas para biocontrole
podem ser selvagens, ou seja, jA possuirem em seu genoma 0S genes que
codificam acdes de controle bioldgico ou serem geneticamente modificados, através
da introducdo de genes exdgenos. Os primeiros micro-organismos endofiticos a
serem utilizados no controle bioldégico foram os fungos (AZEVEDO et al., 2000).
Entretanto, muitas bactérias estdo sendo estudadas. A espécie bacteriana mais
utilizada como antagonista a patdogenos € Bacillus subtilis (BACON et al., 2001).
Além dessa, bactérias da Familia Pseudomonaceae e do género Nostoc séo
utilizadas como agentes no controle biolégico (BERGSMAN-VLAMI et al., 2005;
RAJKUMAR et al., 2005).
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O mecanismo mais importante utilizado no controle biolégico se refere a uma
inducdo de resisténcia sistémica (IRS). Nesse mecanismo, a penetragdo ativa do
micro-organismo endofitico induz a planta hospedeira a sintetizar compostos que
atuam sobre o patdégeno ou alteram a morfologia vegetal. Estas modificacdes
fisiologicas e morfolégicas podem incluir aumento da parede celular por deposicdo
de lignina e glucanas e aumento da espessura da cuticula, bem como a sintese de
fitoalexinas, ocasionando maior dificuldade na entrada do patégeno e no seu
desenvolvimento (RYAN et al., 2008).

As plantas de propagacdo in vitro ou via sementes podem apresentar
vantagens em relacdo a outras espécies de propagacdo vegetativa, visto que o
endofitico poderia ser aplicado diretamente na cultura in vitro ou na semente,
possibilitando a colonizagcdo da planta sem competichio com outros micro-
organismos, facilitando a aplicacdo préatica dessa estratégia. Linhagens avirulentas
ou hipovirulentas do patégeno, também, tém sido utilizadas para a IRS, devido a
colonizacdo na planta ndo causar doencas, mas sédo reconhecidas pela planta que
ativa o seu sistema de defesa, impedindo o estabelecimento do patégeno (RYAN et
al.,2008).

Varias pesquisas visando a aplicacdo de micro-organismos endofiticos no
controle biolégico de doencas de origem bacteriana ou fungica tém sido realizadas,
com consequente obtencdo de resultados promissores. Contudo, muitos estudos
ainda devem ser realizados para comprovar essa acdo. Sao inegaveis os esforcos
realizados para a reproducdo em campo dos resultados obtidos dentro dos
laboratérios, avaliando-se a influéncia de fatores externos, como as condicdes
climaticas especificas de cada regido e a interacdo com outras espécies vegetais
presentes no mesmo local, dentre outras variaveis. E necessério, ainda, determinar
o modo de acdo e a quantidade de endofiticos que deve ser aplicada e as melhores
formas de entrada no hospedeiro (BARRETTI et al., 2009; ROCHA et al., 2009;
CUZZl et al., 2011; SANTOS & VARAVALLO, 2011; PADHI et al., 2013).

Barretti e colaboradores (2009) estudaram 40 bactérias endofiticas isoladas
de plantas sadias de tomateiro quanto a sua capacidade de atuar como agentes de
biocontrole sobre doencas bacterianas e fungicas desse vegetal. O estudo foi
realizado em casa de vegetacgéo, utilizando-se Pseudomonas syringae e Alternaria

solani, como patogenos testes; baseado no numero de lesdes por planta, quatro
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bactérias isoladas foram selecionadas como potencias agentes no controle
bioldgico, sendo identificadas como Acinetobacter johnsonii, Serratia marcescensi,
Sinorhizobium sp. e Bacillus megaterium.

Com o intuito de avaliar a capacidade de biocontrole de alguns endofiticos
sobre o agente causador da vassoura-de-bruxa do cacau, o fungo Crinipellis
perniciosal, foi realizado o teste com a comunidade de fungos endofiticos isolados
de plantas do cacau resistentes e suscetiveis a doenca. Esses micro-organismos
foram isolados, identificados e avaliados in vitro e in vivo quanto & habilidade em
inibir o patdgeno. A espécie Gliocladium catenulatum reduziu a incidéncia da
enfermidade em 70% (RUBINI et al., 2005).

Estudos realizados nas ultimas décadas do século passado ja apontavam a
capacidade de micro-organismos atuarem no biocontrole de doencgas fangicas, onde
as bactérias endofiticas mostraram-se eficientes contra Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum (CHEN et al., 1995) e Rhizoctonia solani em algoddo (PLEBAN et al.,
1995); Sclerotium rolfsii em feijdo (PLEBAN et al., 1995); Pythium myriotylum, R.
solani, Gaeumannomyces graminis e Heterobasidium annosum em arroz
(MUKHOPADHYAY et al., 1996), entre outros. J& em relacdo as doencgas causadas
por bactérias, foram eficientes contra Xanthomonas campestris pv. oryzae em arroz
(POON et al., 1977); Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (BUREN et al.,
1993) e Erwinia carotovora var. atroseptica (STURZ & MATHESON, 1996) em batata
e X. campestris pv. campestris em repolho (ASSIS et al., 1998).

2.2.6.3 Micro-organismos Endofiticos no Controle da Herbivoria
por Insetos

A interacdo entre os micro-organismos endofiticos e 0s insetos € complexa e
exige varios estudos, pois ja foi comprovado que um inseto é capaz de reconhecer a
regido onde se encontra o endofitico e, assim, evita-la. Do ponto de vista evolutivo,
para os endofiticos presentes em tecidos vegetais, a herbivoria pode impedir a sua
sobrevivéncia e disseminacao (OKI et al., 2009).

Estudos demonstraram que a producdo de compostos pelos endofiticos que
reduzem a herbivoria podem atuar diminuindo a atratividade da planta ou

aumentando a susceptibilidade do inseto a defesa do vegetal ou inibindo o
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desenvolvimento desse animal. Pode, também, ocorrer a produgcdo de substancias
toxicas, pela planta, contra herbivoros, as quais sao estimuladas devido a presenca
de enzimas ou outro composto produzidos pelos micro-organismos endofiticos, que
atuando sobre determinados genes estimulam a producdo de determinados produtos
Uteis na luta do vegetal contra a herbivoria. Estes estudos foram realizados em
gramineas, principalmente, dos géneros Loliume e Festuca em associacdo com o0
fungo Neotyphodium, o qual diminui a incidéncia de insetos de diferentes ordens
como afidios, coleopteros, hemipteros e lepidépteros (AZEVEDO et al.,, 2000;
PEIXOTO NETO et al., 2002).

2.2.6.4 Micro-organismos  Endofiticos no Controle de

Fitonematdides

Varios sdo os motivos que conduzem as pesquisas no intuito de se
desenvolver métodos alternativos para o controle de fitonematdides, tais como o0s
problemas ambientais causados pelo uso continuo ou inadequado de nematicidas,
provocando até intoxicagdo ao homem e aumento do custo de producdo. Maior
interesse € observado em pesquisas visando a acao de inimigos naturais, com o
intuito do biocontrole; nesse contexto se apresentam as bactérias e fungos
endofiticos, com destaque para as rizobactérias (CAMPOS et al., 1998; SIDDIQUI et
al., 2003; NAVES et al., 2004).

Os alcaloides produzidos pelo fungo endofitico no hospedeiro podem
apresentar atividade nematicida. Em alguns casos, a protecdo contra praga é
realizada de maneira indireta, pois 0 metabdlito produzido retarda o desenvolvimento
da larva, e este aumento do tempo de desenvolvimento acarreta a sua morte
(PEIXOTO NETO et al., 2002).

Naves e colaboradores (2004) estudaram a capacidade in vitro de bactérias
endofiticas, isoladas a partir do sistema radicular de diferentes espécies de plantas,
atuarem na motilidade, mortalidade e eclosdo de juvenis de segundo estadios de
Meloidogyne javanica, que ataca diversas hortalicas de importancia econdmica,
como a batata. Os autores observaram que sete, dos quarentas isolados,
imobilizaram juvenis em 24 horas, ndo havendo a recuperacdo da mobilidade apos

serem transferidos para a agua, acarretando porcentagens de mortalidade
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semelhantes as induzidas pelo nematicida aldicarbe, utilizado como controle. Os
mesmos isolados também inibiram a ecloséo dos juvenis e dois isolados provocaram

a morte de 90% dos juvenis apos 48 horas de exposicao.

2.2.6.5 Micro-organismos Endofiticos Produtores de Enzimas

Enzimas produzidas por micro-organismos endofiticos apresentam potencial
de aplicacdo biotecnolégica em diversos campos, como no processamento de
alimentos, na fabricacdo de detergentes, de tecidos e de produtos farmacéuticos, na
terapia médica e na Biologia Molecular (CARRIM et al., 2006; SUNITHA et al., 2013).

Carrim e colaboradores (2006) isolaram e identificaram dez espécies de
bactérias endofiticas de Jacaranda decurrens e todas apresentaram atividade
enzimatica, com maior predominancia de atividade proteolitica e amilolitica, seguida
das atividades lipolitica e esterasica. Cuzzi e colaboradores (2011) realizaram a
avaliacdo da capacidade da producdo de enzimas extracelulares de 11 espécies de
fungos endofiticos isolados de Baccharis dracunculifolia e observaram que sete
apresentaram atividade lipolitica; em relagdo a atividade amilolitica, apenas um

fungo foi negativo; e seis apresentaram a producao de enzimas proteoliticas.

2.2.6.6 Micro-organismos Endofiticos Produtores de Farmacos

Stierle e colaboradores, em 1993, despertaram, na comunidade cientifica, o
interesse a respeito do potencial farmacoldgico presente nos micro-organismos
endofiticos, pois ficou comprovado que um fungo endofitico, o Taxomyces
andreanea, encontrado no interior da planta Taxus brevifolia, € capaz de produzir um
complexo diterpendide, o taxol, cuja formula molecular esta presente na Figura 8, o
qual é um antitumoral de alto valor agregado no mercado internacional. Outros
trabalhos posteriores demonstraram que o fungo Pestalotiopsis microspora, isolado
da Taxus wallachiana, também produz o taxol (TURGEON & BUSHLEY, 2010).
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Figura 8 — Férmula molecular do taxol

Esse antitumoral é isolado dos vegetais hospedeiros desses micro-
organismos endofiticos. Com a descoberta de que os fungos também seriam
capazes de produzi-lo € que se vislumbrou uma nova alternativa, possivelmente
mais eficiente e menos dispendiosa para a producdo deste farmaco. Uma possivel
andlise de similaridade entre os genes envolvidos na rota da biossintese do taxol
pode mostrar se houve ocorréncia na transferéncia de genes da planta para o fungo
ou vice-versa (MUSSI-DIAS et al., 2012; SHWETA et al., 2013).

Portanto, € extremamente importante a descoberta de fontes de micro-
organismos endofiticos produtores de compostos bioativos de alto valor agregado,
0S gquais sao produzidos em quantidades reduzidas pelas espécies vegetais. Os
endofiticos apresentam-se como uma alternativa importante para garantir a
manutencdo da producdo de substancias farmacoldgicas e a preservacao dessas
arvores. Diversos estudos visando avaliar a atividade biolégica de micro-organismos
endofiticos, no intuito de se obter novos compostos bioativos, vém sendo realizados
e resultados interessantes e de aplicabilidade tém sido encontrados (FERNANDES
et al., 2009; MELO et al., 2009; DING et al., 2010; LV et al., 2010; RAMOS et al.,
2010; ROSA et al., 2010; KUMAR et al., 2013).

A utilizacao indiscriminada de antibidticos e fungicidas favoreceu o surgimento
de micro-organismos multi-resistentes, tantos aqueles que acometem humanos
como animais e plantas. Portanto, a descoberta de novos agentes antibacterianos e
antifingicos produzidos por bactérias e fungos endofiticos, principalmente em paises
de grande biodiversidade, contribuem para que pesquisas relacionadas a compostos

bioativos adquiram importancia e relevancia para a industria farmacoldgica, visto a
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possibilidade de descoberta de novos compostos que poderdo, além de combater
doencas, gerar dividendos para o pais (RODRIGUES et al., 2000).

Dentre 0s micro-organismos que acumulam substancias antifungicas, 0s
fungos e as leveduras destacam-se pela quantidade de produtos farmacéuticos
produzidos de utilizacdo na medicina. Portanto, os fungos endofiticos se mostram
como uma boa alternativa para a produ¢do de novos compostos antimicrobianos
(FERNANDES et al., 2009). Por exemplo, cita-se a producdo de criptocandina, um
lipopeptideo antimicético, produzido pelo fungo endofitico Cryptosporiopsis quercina
(STROBEL et al., 1999).

2.3 As Actinobactérias

Anteriormente, as actinobactérias eram chamados de actinomicetos,
denominacéo de origem grega, onde aktis, significa “raio” e mykes, fungo, ou seja,
“crescimento radial como fungo”. Sendo, portanto, primeiramente classificadas como
um grupo intermediario entre fungos e bactérias. Posteriormente, com investigacfes
com microscopia eletrénica e estudos citoldgicos, foi demonstrado que sédo bactérias
filamentosas procaridticas (PANDEY, 2003).

Dessa maneira, o Filo Actinobacteria é formado por micro-organismos
unicelulares procariontes Gram-positivos, aerébios, anaerdbios facultativos ou
anerobios (HOPWOOD et al., 2000). Apresentam crescimento ramificado, muito
caracteristico do crescimento fingico e a maioria possui uma morfologia filamentosa
com a capacidade de formar agregados filiformes, devido a formacéo de hifas com
diametro entre 0,5 a 1,0 um, se assemelhando aos filamentos dos fungos, como
mostra a Figura 9. O diametro das actinobactérias varia entre 0,5 e 2,0 um
(geralmente, menor que 1,0 um), sendo a maioria de vida livre ou saprofitica
(KONEMAN et al., 2008).
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Figura 9 — Semelhanca existente entre a micromorfologia filamentosa dos fungos (em
“A”, Exserohilum rostratum) e das actinobactérias (em “B”, Nocardia sp.)
Fonte: O Autor

Podem ser autotrdficas, heterotroficas, quimiotréficas ou fototréficas, porém,
em sua maioria, sdo quimio-organotroficas e crescem em pH neutro, porém existem
algumas que sao acidofilas ou alcalofilas. Existem aquelas que sdo haldfilas
(KONEMAN et al., 2008; GOODFELLOW, 2012). A maioria das actinobactérias sao
mesofilas e a temperatura 6tima para seu crescimento esta entre 25 °C e 30 °C. Em
temperaturas inferiores a 5 °C, o crescimento é praticamente nulo, e a temperaturas
superiores a 55 °C, observa-se algumas espécies termofilicas, pertecentes ao
género Streptomyces, Thermonospora e Thermoactinomyces; contudo, esta alta
temperatura pode ser letal caso o micro-organismo nao esteja em um ambiente
Uumido (STANLEY, 1994).

As actinobactérias menos evoluidas tem um desenvolvimento micelial
incompleto, o qual ocorre apenas durante o crescimento ativo, entretanto aquelas
mais desenvolvidas apresentam dois tipos de micélios, o micélio no substrato, os
rizoides; e aqueles fora do substrato, os micélios aéreos. Quando da presenca de
esporos, estes ultimos se encontram na extremidade (FRANCO, 2008).

A parede celular e formada por peptidioglicano, lipoproteinas,
lipopolissacarideos, acidos teicoicos, entre outros. Apresentam uma porcentagem de
guanina-citosina (GC) entre 63 a 75%, constituindo-se como grupo de bactérias com
maior procentagem desse par de bases nitrogenadas, com genomas que variam
entre 2,5 Mb a 9,7Mb (VENTURA et al., 2007).
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Macroscopicamente, irdo apresentar, em placas de Petri, colonias secas e
nao cremosas, as quais podem ser lisas ou com aspecto rugoso, duras, coriaceas e
com intensa aderéncia ao meio de cultura e recobertas por uma fina pelicula, o
micélio aéreo ou reprodutivo, sendo esta uma caracteristica peculiar. Podem
apresentar diferentes coloragdes, como branco, rosa, laranja, verde, cinza, parda,
entre outras (KONEMAN et al., 2008; GOODFELLOW, 2012).

As actinobactérias apresentam um odor caracteristico de “terra umida”, a qual
se deve a compostos volateis sintetizados pelo seu metabolismo secundario, como a
geosmina. Além disso, possuem uma atividade metabdlica alta, produzindo
terpendides, pigmentos e enzimas extracelulares com as quais degradam a matéria
organica de origem vegetal e animal. S&o capazes de produzir metabdlitos
secundarios, dentre os quais estdo diversos compostos de importancia econémica
(EVANGELISTA & MORENO, 2007).

Esses micro-organismos apresentam distribuicdo cosmopolita, sendo
encontrados em: plantas, principalmente, de folhas e raizes (ZHAO et al., 2011);
solo, sendo este o0 habitat mais comum, abundante na rizosfera, regido do solo
influenciada pelas raizes da planta (MEHRAVAR et al., 2010; VASCONCELLOS et
al., 2010); areia de praia (SUZUKI et al.,, 1994); deserto (NOROVSUREN et al.,
2007); mangue (YU et al, 2010); pasto (LEE & HWANG, 2002); insetos
(KALTENPOTH et al.,, 2005); sistemas e organismos marinhos (REYMA &
VIJAYAKUMAR, 2008); incluindo habitats extremos, como sedimentos marinhos
(PATHOM-AREE et al., 2006), geleira (REDDY et al., 2009) e solos desérticos hiper-
aridos (OKORO et al.,, 2009). Outros sao patégenos de plantas e animais,
simbiontes, comensais ou habitantes do trato gastrintestinal de alguns animais
(GOODFELLOW & FIEDLER, 2010).

2.3.1 Taxonomia

Até um tempo atrds ndo se conheciam caracteristicas moleculares,
bioquimicas ou fisologicas que pudessem distinguir espécies de micro-organismos
pertencentes ao Filo Actinobacteria do grupo das demais bactérias. Atualmente, por
meio da analise genbmica, proteinas especificas deste grupo puderam ser

identificadas. Essas proteinas contribuem para definir e circunscrever o Filo
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Actinobacteria e subgrupos dentro dele, fornecendo informacdes Uteis sobre a inter-
relacédo entre os subgrupos (GAO et al., 2006).

Waksman propds o sistema de classificacdo das actinobactérias baseado na
morfologia e no quimiotipo da parede celular (WAKSMAN & HENRICI, 1943).
Contudo, dentre as ferramentas utilizadas para classificar os géneros dentro do
grupo das actinobactérias, a filogenia baseada em 16S rRNA é a mais comum
(EMBLEY, 1994).

A composicdo da parede celular das actinobactérias varia muito segundo o
grupo. Existe quatro tipos principais de parede celular, segundo a Tabela 3
(PRESCOTT, 2002).

Tabela 3 — Composicdo quimica dos tipos de parede celular dos grupos mais
representativos de actinobaactérias

Tinos de Isbmero do
Grupos Exede acido Glicina na ponte Aclcares
representativos Eelular diamino- interpeptidica [caracteristicos
pimélico
Nocardioides, I LL N NA
Streptomyces
Micromonospora,
Pilimelia, Il Meso + NA
Actinoplanes
Actlnoma_dura, I Meso : NA
Frankia
Saccharomonospora, Arabinose,
: v Meso -
Nocardia galactose

NA — Nao aplicavel, ou ndo ha deteccdo de nenhum agucar diferencial

Essa caracterizacdo segue a composicdo e a estrutura do peptidioglicano,
através da localizacdo do isébmero do acido diaminopimélico (DAP) da cadeia lateral
do tetrapeptideo, da presenca da glicina na pontes interpeptideos e do tipo de
acucar contido no peptideoglicano (PRESCOTT, 2002).

Os principais géneros de actinobactérias e o0s principais constituintes
detectados em suas paredes celulares sdo: Streptomyces (L-DAP, glicina),
Micromonospora (Meso-DAP, glicina; hidroxi-DAP pode estar presente),
Actinomadura (Meso-DAP), Nocardia, Mycobacterium e Corynebacterium (tipo-
diphtheriae) (Meso-DAP, arabinose e galactose), Actinomyces (lisina e ornitina),
Rothia (lisina e acido aspartico), Oerskovia (lisina, galactose e acido aspartico),
Agromyces (DAB - 2,4-acido diaminobutirico e glicina) e Mycoplana (Meso-DAP - 2-
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6-acido diaminopimélico) e numerosos aminoacidos). Em todos os géneros foi
observado a presenca de alanina, &cido glutamico, acido muramico e glucosamina
(GOODFELLOW et al, 1976). Hecht e Causey (1976) caracterizaram a parede
celular de actinobactérias dos géneros: Oerskovia (Lisina, acido aspértico,
galactose), Rhodococcus  (arabinose e  galactose), Nocardiopsis e
Thermoactinomyces, Geodermatophilus (galactose), Dermatophilus e Microbiospora
(Meso-DAP - acido diaminopimélico), Nocardiopsis (L-DAP e glicina). Estes autores
também evidenciaram a presenca de &acido aspartico na parede celular de
actinobactérias do género Actinomyces.

E considerado um dos maiores Filos no Dominio Bacteria; infere-se isso a
partir do padrdo de ramificacdo filogenético do gene 16S rRNA dos micro-
organismos pertencentes (LUDWING & KLENK, 2005). A separacdo do Filo de
outros taxons do Dominio Bacteria é ratificada por insercfes/delec6es em algumas
proteinas, pela presenca de uma grande insercdo no gene 23S rRNA (GAO et al.,
2006) e por distintos arranjos de genes (KUNUSAWA, 2007).

A Ordem Actinomycetales é constituida por 63 géneros (EZZIIYYANI et al.,
2004). Sendo, geralmente, divididos em dois grupos, os “actinomicetos
nocardioformes”, que apresentam micélio rudimentar seguido de fragmentagéao; e o
grupo ‘“esporoactinomicetos” que exibem uma rede de micélio aéreo bem
desenvolvido com esporos. Neste Ultimo grupo encontram-se 0s géneros
Streptomyces, Actinoplanes e Microbispora, entre outros (OLANO et al., 2011).

Os dados mais recentes a respeito da classificacdo taxondomica do Filo
Actinobacteria, presente no Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 2012,
engloba cinco classes, 19 ordens, 50 familias e 221 géneros, sendo Acidimicrobiia,
Actinobacteria, Coriobacteriia, Rubrobacteria e Thermoleophilia as classes
constituintes (GOODFELLOW, 2012).

2.3.2 Ciclo de Vida

O ciclo de vida destes micro-organismos varia de acordo com as condi¢cdes
de nutrientes, ou seja, sob boas condi¢cdes exibem micélios septados multicelulares
semelhantes aos fungos; por outro lado, em condi¢cdes limitantes, desenvolvem
micélios vegetativos (GIL et al., 2009; AMBARWATI et al., 2012).
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As actinobactérias apresentam um ciclo de vida complexo, o qual se inicia
com a germinacdo do esporo, originando o micélio vegetativo, formando hifas
ramificadas que penetram no substrato, sendo responsavel pela sustentacdo e
adsorcdo de nutrientes, metabolizando as fontes organicas (polissacarideos,
proteinas, lipideos e compostos aromaticos) através de enzimas extracelulares. O
micélio vegetativo ou hifas primarias, origina o micélio aéreo ou as hifas
secundarias, as quais se projetam na superficie do substrato, constituindo o micélio
reprodutivo, passando por diferenciacbées morfologicas, que podem incluir septacao
e formacdo de esporos. Estes sdo formados em consequéncia da diminuicdo de
nutrientes, onde a maioria € termossensivel, mas suportam bem a dessecacao e,
por isso, tém importancia na adaptacao (GIL et al., 2009; AMBARWATI et al., 2012),
auxiliando na sobrevivéncia das espécies durante a época de estiagem (VENTURA
et al., 2007). O ciclo de vida de actinobactérias do género Streptomyces pode ser

observada na Figura 10.
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Figura 10 — Ciclo de vida do Streptomyces
Fonte: O Autor

A maioria dos géneros se reproduz pela formagdo de esporos, 0s quais
podem variar de zoOsporos moéveis a propagulos especializados (GAO & GUPTA,
2005). Dentro deste grupo de actinobactérias, estdo os esporoactinomicetos, que

formam esporos em regides especificas do micélio aéreo. Esses séo produzidos em
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grande quantidade, onde cada um tem potencial germinativo. Em Streptomyces é
caracteristico  artrosporos; em  Thermoactinomyces, endosporos; em
Micromonospora, aleuriéosporos; em Actinoplanaceae, Geodermatophilus, Kitasatoa
e Oerskovia, zodsporos méveis (VENTURA et al., 2007).

Contudo, os géneros Micrococcus, Arthrobacter e Corynebacterium se
reproduzem por fissdo binaria, enquanto que os géneros Mycobacterium, Nocardia e
Rhodococcus, conhecidos como actinobactérias nocardioformes, apresentam
micélio rudimentar que se fragmenta em elementos cocdides, originando um novo
micélio (FLARD & BUTTNER, 2009).

Os pigmentos e metabdlitos secundérios sdo produzidos na fase da formacéao
de esporos, devido a ativacdo do metabolismo secundario (CUNHA et al., 2009;
MAHAJAN & BALACHANDRAN, 2012; YAGUE et al., 2013), os quais se acumulam,
in vitro, durante o processo fermentativo. A técnica de fermentacdo se faz
necessaria para a obtencado dos compostos bioativos. Esta metodologia consiste no
cultivo do micro-organismo em condi¢cdes especiais e necessarias para a producao
maxima do metabdlito desejado, podendo ocorrer em meios liquidos ou sélidos,
porém aquelas que ocorrem em meios liquidos sdo as mais utilizadas pela industria
(OKAFOR, 2007).

O controle de temperatura e pH, nos quais ha uma produtividade 6tima do
metabdlito, sdo fatores importantes que devem ser estabelecidos. E interessante
salientar que, a variacdo na producdo dos compostos depende tanto dos fatores
ambientais quanto da genética do micro-organismo, sendo essa variacao
aparentemente causada pela baixa especificidade das enzimas envolvidas no
metabolismo secundario, visto que erros no processamento destas substancias nao

seriam letais para o micro-organismo (OKAFOR, 2007).

2.3.3 Isolamento e Identificacdo de Actinobactérias

A distribuicdo das espécies e diversidade bioldgica do Filo Actinobacteria séo
bastantes influenciados por alguns fatores ambientais, como temperatura, pH e

disponibilidade de nutrientes, atuando no desenvolvimento e proliferacdo das
actinobactérias (ZHAO et al., 2011).
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O método de cultivo em placa, utilizado para o estudo dos micro-organismos,
apresenta-se como sendo eficiente para analisar as caracteristicas morfologicas das
actinobactérias, como a presenca, forma e cor dos micélios e esporos, bem como a
caracteristica das colonias, podendo ser usado para classificar quanto a familia e
género, sendo bastante importante a escolha dos meios de cultura adequados,
visando as diferengas no desenvolvimento devido aos aspectos nutricionais e a
dindmica das populacbes envolvidas no ambiente (GIL et al.,, 2009; ZHAO et al.,
2011).

A maioria das actinobactérias cresce em meios de cultura como o Agar
Triptona Soja, Agar Sangue, Agar infusdo Cérebro e Coracdo. Por ndo produzirem
mucopolissacarideos, como outras bactérias, apresentam colénias secas e nao
cremosas. Contudo, para diferenciacdo e desenvolvimento de esporos e/ou
pigmentos, faz-se necesséario meios de culturas suplementados com quitina coloidal,
aveia, amido com sais inorganicos, agua com determinados polissacarideos e como
fonte de carbono, extrato de levedura ou peptona. Por exemplo, algumas colbnias de
espécies de Streptomyces crescem como colbnias duras brilhantes e palidas em
Agar Nutritivo; em meio com aveia ou de amido com sais inorganicos podem crescer
colénias amarelas brilhantes com micélio aéreo pulverulento branco (BERGEY et al.,
2000).

O crescimento das colbnias de actinobactérias em meio solido pode ser
visualizado em 3 a 4 dias de incubacédo, porém para o desenvolvimento do micélio
aéreo maduro com esporos pode demorar de 7 a 14 dias. Algumas linhagens de
crescimento lento, o desenvolvimento da colbnia podem demorar até 1 més de
incubacdo. Porém, o crescimento em meios liquidos estacionarios se restringe a
formacdo de uma pelicula na superficie ou um sedimento algodonoso deixando o
meio liquido transparente, como pode ser visto na Figura 11. Portanto, recomenda-
se uma agitacdo a uma velocidade entre 200 a 250 rpm para permitir uma melhor
aeracdo. Diferentemente das bactérias nao filamentosas, as actinobacterias podem
crescer formando pellets ou agrupamentos de filamentos em meios liquidos
(PRESCOTT, 2002).
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I

Figura 11 — Crescimento de actinobactéria em meio liquido. O tubo “A”, apresenta o
meio Agar Malte Levedura (ISP-2) estéril e limpido; o tubo “B” foi inoculado com
Staphylococcus aures, e ap6s incubacdo, apresentou crescimento da bactéria em
toda a extensao do meio; e o tubo “C”, com a actinobactéria, observa-se um
sedimento algodonoso
Fonte: O Autor

Numa analise microscopica, a morfologia das actinobactérias varia conforme
0 género, por exemplo, em Arthrobacter e Rhodococcus forma de cocobacilo;
Micrococccus, cocoide; Nocardia, fragmentacao de hifas e Streptomyces, altamente
diferenciadas em micélio ramificado (LETEK et al., 2012). Em relacdo aos esporos,
observa-se tipo, numero e arranjo da cadeia: em Micromonospora e
Thermomonospora, 0s esporos sao reunidos; em Microbispora, em pares
longitudinais; Streptomyces, esporos em cadeia espiral, retas ou verticiladas; em
Actinoplanes e Streptosporangio, esporos dentro de um esporangio. O uso do
microscopio eletrdnico traz algumas informacgdes adicionais sobre a superficie dos
esporos, se € lisa, enrugada, espinhosa ou felpuda (BULL, 2004).

Juntamente com o cultivo, pode-se realizar uma caracterizacao bioquimica,
nutricional e fisioldgica no intuito de auxiliar na classificagado taxondmica. Para tanto
algumas provas podem ser realizadas, como a utilizagdo de diferentes fontes de
carbono e nitrogénio, resisténcia a antibioticos, testes de degradacgéo de substratos,
teste de crescimento em diferentes condicdes e testes bioguimicos, como prova da
catalase e protedlise (WILLIAMS et al., 1983; LECHEVALIER, 1989).

Porém, a analise macro e micromorfolégica, aliada a outros testes

bioguimicos, nutricionais e fisiolégicos, ndo sdo suficientes para distingdo das
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actinobactérias de outros grupos de bactérias Gram-positivas, nem para uma
adequada classificacdo quanto a espécie. Sendo assim, a analise das
caracteristicas genotipicas, atraves de técnicas de Biologia Molecular, apresenta-se
como uma alternativa bastante eficaz para classificar, identificar e determinar a
relacao filogenética dentro do grupo das actinobactérias (COOK & MEYERS, 2003).

Um método bastante utilizado é a andlise através da PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase) (STACKEBRANDT et al., 1997). As subunidades 16S e 23S
do rRNA sdo moléculas razoalvelmente grandes e, por conseguinte, contém
informacgdes suficentes para permitir comparagdes significativas. E fato que o 16S
rRNA é mais manejavel que o 23S em experimentos e portanto, € utilizado mais
extensamente nos estudos filogenéticos (MADIGAN et al., 1998).

A sequéncia de nucleotideos do 16S rRNA esta altamente conservada em
algumas regides e as taxas de mutagOes sao relativamentes baixas. Um grande
namero de sequéncias estdo disponiveis nas bases de dados, facilitando a
identificacdo de regifes com sequéncias Unicas por meio de alinhamentos, com
consequente determinacdo da espécie (ROSADO et al., 1997). Além das
sequéncias altamente conservadas, o gene 16S rRNA possui regides muito
variaveis, as quais possibilitam a medicdo da relacfes filogenéticas proximas ou
distantes, permitindo determinar o Dominio, Divisdo, Familia, Classe, Ordem,
género e espécie dos micro-organismos analisados (PENNY & HALDEMAN, 1997).

Os géneros apresentam diversidade quanto ao isolamento a partir de
diferentes habitats, colonizando o solo (Streptomyces spp.); presentes no trato
gastrointestinal (Bifidobacterium spp.); e alguns patégenos de animais, plantas e
humanos, com destaque as espécies de interesse médico, como Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae, Nocardia asteroides, Tropheryma whipplei,
Corynebacterium diphtheriae e Propionibacterium acnes, 0os agentes causadores da
tuberculose, hanseniase, nocardiose (infeccdo pulmonar grave em pacientes
imunodeficientes), doenca de Whipplei, difteria e acne, respectivamente (LETEK et
al., 2012).
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2.3.4 Importancia Biotecnoldgica das Actinobactérias

A partir do momento que o primeiro antibiotico foi isolado a partir do género
Streptomyces, na década de 40 do século passado, as actinobactérias ganharam
destaque na producdo de compostos ativos (BRITO-CUNHA et al., 2013; XIONG et
al., 2013; SU et al., 2014; WU et al., 2014). E sabido que, esses micro-organismos
detém um metabolismo extremamente rico e diversificado, produzindo metabdlitos
secundarios de extraordinaria variedade quimica, os quais atraem as atencfes do
ramo da biotecnologia (PRASHITH et al., 2010; BALLAV et al., 2012; SOARES et al.,
2012), com aplicacdes na medicina humana, animal e na agricultura (JANSO &
CARTER, 2010). Os géneros mais estudados e representativos quanto a esse
potencial sdo: Microbispora, Micromonospora, Nocardia e Streptomyces (SATOQUE,
2007; OLIVEIRA et al., 2010).

O uso de modernas técnicas de Biologia Molecular, entre elas a
metagenbmica, surge como estratégia na expansdo do conhecimento sobre
metabdlitos secundarios produzidos pelas actinobactérias. Esta técnica permite que
o DNA de toda a comunidade microbiana presente num ambiente possa ser
extraido, incluindo os micro-organismos nao cultivhveis em laboratério. Os
fragmentos de DNA extraidos podem ser expressos em hospedeiros cultivaveis,
como a Escherichia coli. Sendo assim, os metabdlitos codificados pelos fragmentos
da metagenoma podem ser produzidos, avaliados quanto a atividade antimicrobiana
e identificados (PUPO & GALLO, 2007). A partir da expresséo de genes de vias de
biossintese de metagenoma de solo foram descobertos os antibiéticos turbomycina
A e B (GILLESPIE et al., 2002) e um antibiético da classe das indirubinas
(OSBURNE et al., 2002).

Os produtos oriundos de actinobactérias incluem os antibiéticos, antifingicos,
enzimas extracelulares (quitinases, peroxidases, glucanases), inibidores
enzimaticos, neurotransmissores, terpendides, pigmentos, antitumorais, promotores
do crescimento vegetal, pesticidas, entre outros (EZZIYYANI et al., 2004; FRANCO-
CORREA et al., 2010; KOMATSU et al., 2013).

Dentre os 45% (7.600) dos compostos com atividades biolégicas que sao
oriundos das actinobactérias filamentosas, aproximadamente 80% sao produzidos

por Streptomyces sp., caracterizando esse género como um dos mais importantes
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na producdo de compostos bioativos. Mesmo com essa diversidade metabdlica,
acredita-se que apenas cerca de 10% do numero total de produtos naturais que
podem ser sintetizados por estes organismos foram descobertos (DEMAIN &
SANCHEZ, 2009; RAJU et al., 2010; WATVE et al., 2010).

Varias sado o0s compostos bioativos produzidos industrialmente pelas
actinobactérias, os antibacterianos, como as penicilinas, as cefalosporinas e varios
macrolideos; os agentes antifungicos, como a anfotericina B e nistatina; os
imunossupressores, como FK-506, rapamicina, ascomicina; 0s quimioterapicos,
como bleomicina, dactinomicina, doxorubicina, estaurosporina; os herbicidas, como
a fosfinotricina; no tratamento de diabetes, como a acarbose; e os agentes anti-

helminticos, como avermectina e milbemicina (RODRIGUES, 2006).

2.3.5 As Actinobactérias Endofiticas

Algumas das associacbes entre actinobactérias e plantas sdo bem
caracterizadas, dentro da Ordem Actinomycetales, onde ha exemplos de espécies
fitopatogénicas, simbidticas e endofiticas. Em relagédo as actinobactérias endofiticas,
os tecidos de vegetais superiores tém sido explorados como um importante nicho. A
biodiversidade de actinobactérias endofiticas é enorme e ja foram isoladas de
diferentes tecidos internos de uma variedade de vegetais, como trigo, arroz, batata,
cenoura, tomate e frutas citricas (COOMBS et al., 2003; SURETTE et al., 2003;
SESSITSCH et al.,, 2004; TIAN et al.,, 2007; VELAZQUEZ et al., 2008), e de
diferentes espécies de arvores lenhosas, samambaias e musgos (TAECHOWISAN
et al., 2003; ZIN et al., 2007; YUAN et al., 2008; ZHAO et al., 2010).

A primeira actinobactéria isolada de tecidos internos de vegetais pertence ao
género Frankia, um micro-organismo fixador de nitrogénio de leguminosas
(PROVOROV, 2002). Entretanto, os géneros de actinobactérias mais relatados na
literatura mundial com maior frequéncia nos tecidos vegetais sdo Streptomyces,
Microbispora, Micromonospora e Nocardioides (CONN & FRANCO, 2004; CAO et
al., 2004; CAO et al., 2005).

No trabalho realizado por Silva e colaboradores (1995), verificou-se a
presenca de 53 actinobactérias endofiticas, das quais 22 foram isoladas das folhas e

31 das raizes de milho (Zea mays L.) cultivado no Campus da UFPE. O género mais
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frequente foi o Microbispora com 62% dos isolados, seguido dos géneros
Streptomyces e Streptosporangium. Coombs e Franco (2003) isolaram e
identificaram actinobactérias a partir de plantas de trigo saudaveis do sul da
Australia. A identificacdo foi realizada através do 16S rRNA e o sequenciamento dos
49 isolados mostraram que estes pertencem aos géneros Streptomyces,
Micromonospora e Nocardioides.

Taechowisan e colaboradores (2003), de 26 espécies de plantas medicinais
da Tailandia, isolaram 330 amostras pertencentes a quatro géneros: Streptomyces,
Microbispora, Nocardia e Micromonospora. Tan e colaboradores (2006) isolaram 619
actinobactérias de diferentes culturas de tomate, os quais foram classificados como
pertencentes ao género Streptomyces. Lee e colaboradores (2008) isolaram 81
actinobactérias endofiticas de raizes de couve chinesa e foram identificados 8
géneros, sendo o Microbispora o mais comum, seguido de Streptomyces e
Micromonospora.

Entre as centenas de actinobactérias endofiticas do género Streptomyces
descritas, poucas espécies sao consideradas patogénicas a plantas (TARKKA &
HAMPP, 2008). As espécies S. scabies, S. acidiscabies, S. turgidiscabies e S.
ipomoeae sdo agentes da sarna comum em batata e em outras culturas
relacionadas (LORIA et al., 1997). A patogenicidade foi relatada com a presenca de
uma ilha de patogenicidade conservada e transmissivel nos seus genomas (HEALY
et al., 2000).

Muitas actinobactérias endofiticas podem atuar melhorando o rendimento das
culturas por meio da protecdo do seu hospedeiro contra patégenos. Portanto, a
presenca endofitica de Streptomyces sp. pode representar um importante fator no
desenvolvimento e manutencdo da saude do vegetal, bem como atuar no
crescimento das plantas, através da assimilacdo de nutrientes e na producéo de
metabolitos secundarios (SANCHES-YANES et al., 2007; HWANG et al., 2014;
MANIVASAGAN et al., 2014).

Teixeira e colaboradores (2007) isolaram actinobactérias endofiticas em
plantas de mandioca com capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico e
potencial para promover o crescimento da planta. Os micro-organismos endofiticos
de raizes podem atuar, também, nos processos de compostagens, devido a

capacidade de produzir enzimas capazes de degradar moléculas complexas e
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recalcitrantes, especialmente celulose, lignocelulose, xilanase e lignina.
Taechowisan e colaboradores (2003) relataram a atividade antifungica de
Streptomyces sp. endofiticos isolados de varias plantas, contra dois fungos
fitopatogénicos, o Colletotrichum musae e o Fusarium oxysporum.

Outros compostos bioativos foram obtidos de actinobactérias endofiticas,
como as anguciclinas, com atividade contra Bacillus cereus e Listeria
monocytogenesi (MARUNA et al., 2010); os compostos ativos irumamicina, X-
14952b e 17-hidroxi-venturicidina A, os quais sao todos extraidos do mesmo isolado
de Streptomyces sp. (FGUIRA et al., 2005); os macrolideos, 11-O-Monometil e
11,11-O-Dimetilelaiophilins, ativos contra bactérias Gram-positivas e alguns fungos
(RITZAU et al.,, 1998); e o 8-hidroxiquinolina com atividade contra bactérias
patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas (NARAYANA et al., 2008).

A kakadumicina, um antibiético de amplo espectro e com acdo também sobre
o Plasmodium falciparum, agente causador da malaria, foi produzido pelo isolado de
Streptomyces sp. (NRRL 30566), endofitico de Grevillea pteridifolia (BIEBER et al.,
1998). As munumbicinas, antimicrobianos peptidicos produzidas por Streptomyces
sp. NRRL 30562, obtido da planta medicinal Kennedia nigriscans, possuem um
amplo espectro de acdo sobre bactérias Gram-positivas, como Bacillus anthracis e
Mycobacterium tuberculosis multiresistente. A munumbicina B mostrou-se ativa,
também contra Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA — “Methicillin-
resistent” Staphylococcus aureus) e contra Plasmodium falciparium (CASTILLO et
al., 2002).

El-Shatoury e colaboradores (2009) isolaram 63 actinobactérias do molusco
marinho Donas trunculus anatimus e observaram que 95% possuiam atividade
antimicrobiana, com destaque para a atividade biocida contra Salmonella
typhimurium e amostras clinicas de Streptococcus sp. Dentre os isolados, a
linhagem Streptomyces 23-2B apresentou alta atividade antitumoral para o

carcinoma de Ehrlich, além de baixa toxicidade.

2.4 Metabolitos Secundarios

Os metabdlitos secundarios sdo compostos ndo essenciais ao crescimento e
desenvolvimento normal dos organismos, porém desempenham funcdes de

adaptacado, atuando como compostos de defesa ou como moléculas de sinalizagédo
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em interagcBes ecologicas (FREIRE et al., 2014). Nas primeiras décadas do século
XX, o surgimento de alguns medicamentos marcou a historia da humanidade. Entre
outros, pode ser mencionada a descoberta da penicilina, por Alexander Fleming, em
1928, um poderoso metabdlito secundario, com atividade antibiotica, produzido por
Penicillium notatum (Figura 12) (CALIXTO & SIQUEIRA JR., 2008).

Figura 12 — Micrografia do Penicilium notatum, primeiro micro-organismo, no qual se
observou a producdo de um metabdlito secundario
com atividade biolégica

Com esse marco, surgia uma nova era antibidtica, conduzida por metabdlitos
secundarios isolados de micro-organismos, com acdo seletiva sobre bactérias e
fungos patogénicos. A partir dessa época, diversos medicamentos surgiram como as
penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, entre outros (DEMAIN, 2006).
Concomitantemente, com a busca por novos antibioticos, pesquisas foram e tém
sido realizadas no intuito de procurar metabdlitos secundarios com outras atividades
bioldgicas, tais como inibidores de atividade enzimatica, substancias promotoras de
crescimento vegetal, herbicidas, inseticidas, antitumorais e imunossupressores
(CRAGG & NEWMAN, 2013; FREIRE et al., 2014).

2.4.1 Importancia do Estudo de Metabdlitos Secundarios de Origem

Microbiana

Os produtos naturais originados de micro-organismos representam uma
apreciavel fonte de estruturas quimicas unicas, as quais foram otimizadas durante a

evolugdo e produzidas por comunicacdo e em resposta a mudancas no habitat
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microbiano, incluindo o estresse ambiental. Sendo assim, esses compostos
possuem importancia no processo de descoberta de farmacos e outras substancias
de interesse na biotecnologia. O potencial biotecnolégico dos micro-organismos,
através dos metabdlitos secundarios, constituem os principais produtos de interesse
econdmico para a indastria, agricultura e a medicina (GROSS, 2009; HERTWECK,
2009; NEWMAN & CRAGG, 2012).

Os micro-organismos quando comparados com produtores naturais, como
plantas e animais, sdo considerados fontes mais facilmente renovaveis e
reprodutiveis de substancias quimicas. Mais de 130 farmacos comerciais em uso
corrente sdo de origem microbiana. Além disso, 67 derivados de compostos
microbianos estdo em diferentes fases do desenvolvimento clinico nas areas de
antibacterianos, antifangicos, antiparasitarios, antivirais, anti-inflamatérios,
antineoplasicos, neurologicos, cardiovasculares, doencas metabdlicas e
imunolégicas (LAM, 2007).

A bioprospeccao de enddfiticos, tem mostrado que estes micro-organismos se
destacam na producdo de metabolitos secundarios, onde 51% dos metabdlitos
bioativos isolados tratavam de compostos inéditos, enquanto que, das substancias
isoladas da microbiota do solo somente 38% eram novas (SCHULZ et al., 2005).

2.4.2 Principais Produtores de Metabdlitos Secundarios Microbianos

Até meados da primeira década desse milénio, j& haviam sido descritos mais
de 22.000 compostos bioativos desenvolvidos a partir de metabdlitos secundérios de
micro-organismos. Entre eles estavam incluidos antibidticos produzidos, por
actinobactérias (45%), fungos (38%) e bactérias unicelulares (17%), principalmente
por Pseudomonas e Bacillus (DEMAIN & SANCHEZ, 2009; FREIRE et al., 2014).

As actinobactérias apresentam-se como as principais fontes de novos
compostos bioativos (LU, 2009). Algumas espécies do género Streptomyces sao
capazes de produzir mais de 180 diferentes metabdlitos secundarios. Além dos
antibidticos produzidos industrialmente, varios compostos comercializados, como
agentes imunossupressores, quimioterapicos, herbicidas e vermifugos, entre outras
substancias farmacologicamente ativas, sdo produzidos por actinobactérias (CRUZ

et al.,, 2015). Estudos demonstraram o potencial de um grande numero de
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actinobactérias endofiticas de produzirem diversos compostos biologicamente ativos

com atividades farmacoldgicas distintas (Tabela 4).

Tabela 4 — Alguns compostos produzidos por actinobactérias endofiticas e suas
respectivas atividade biolégica

Actinobactérias

Compostos Bioativos Endofiticas Funcao Referéncia
- Streptomyces sp. o : Pullen et al.
Celastramicinas A e B MaB-QuH-8 Antimicrobiana (2002)

- Streptomyces sp. o Castillo et al.

Kakadumicinas NRRL 30566 Antibidtica (2003)
- Streptomyces sp. e Igarashi
Cedarmicinas Ae B TP-AQ456 Antifungica (2004)

.- Streptomyces sp. Qo Ezra et al.
Coronamicinas MSU-2120 Antibidtica (2004)
Dinactina dimérica e Streptomyces sp. | Antimicrobiana Zhao et al.
Nonactina dimérica 1s9131 e antitumoral (2005)

- Streptomyces sp. . Lu & Shen
Naftomicina K CS Antitumoral (2007)

El-Gendy &

Saadamicina SUEIETEES Elok Antifungica El-Bondkly
Hedaya48 (2010)

2.4.3 Producdo In Vitro de Metabdlitos Secundarios Microbianos

Em geral, a biossintese de metabdlitos secundérios é ativada na fase final do

crescimento logaritmico ou ja na fase estacionaria da fermentacdo, como destacado

na Figura 13, quando a divisdo celular e a producao de biomassa ocorrem em niveis
muito baixos (ROBINSON et al., 2001).

3

1
Fase Lag :
1

Log do nimero de células bacterianas

1
1
1
I
1
1
1
1
]
1
]
1

Fase Log

CURVADE CRESCIMENTO BACTERIANO (EM SISTEMAS FECHADOS)

Fase Estacionaria ! Fase de Declinio

Tempo (em horas)

Legenda:

Biossintese de metabdlitos secundarios

Figura 13 — Curva de crescimento bacteriano, em destague o momento de maior
biossintese de metabdlitos secundarios

Fonte: O Autor
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O crescimento dos micro-organismos pode ocorrer em fase sodlida
(usualmente agar suplementado com nutrientes especificos) ou liquida, esta ultima
podendo ou ndo ser submetida a aeracdo. O uso de fermentadores especificos é
desejavel, devido a obtencdo da reprodutibilidade do processo fermentativo. Novas
técnicas, como a fermentacdo em estado (ou suporte) sélido tém surgido, visando
promover um crescimento microbiano mais rapido e uma producéo diferenciada de
metabdlitos secundarios (ASAGBRA et al., 2005).

Neste método, emprega-se um substrato natural como fonte de carbono, em
presenca de uma quantidade minima de agua. Substratos sintéticos, como
polimeros, com suplementacdo nutricional, sozinhos ou misturados a substratos
naturais, também tém sido usados, desde que o material sintético seja inerte frente
ao micro-organismo alvo do processo fermentativo. A fermentacdo em estado solido
para a producdo de antibioticos tem sido considerada muito vantajosa, com um
aumento do rendimento e com o periodo fermentativo mais curto em relacdo a
procedimentos paralelos realizados em culturas submersas (MIZUMOTO et al.,
2006).

Observando as condicGes utilizadas para a producdo de antibiticos por
micro-organismos, parece consensual que meios de cultura de constituicdo
complexa sdo mais adequados do que aqueles de constituicdo guimicamente
definida (TAKAHASHI & LUCAS, 2008). A capacidade biossintética do micro-
organismo e as condi¢cdes de fermentacao influenciam a producdo de metabdlitos
secundarios quali e quantitativamente. Consequentemente, a manipulacdo de
parametros envolvidos no processo fermentativo pode alterar a expressdo e a
diversidade dos compostos produzidos (TAKAHASHI & LUCA, 2008; SCHERLACH
& HERTWECK, 2009; MOUSA & RAIZADA, 2013). Ou seja, variando a composi¢cao
do meio de cultura, a aeracdo, a temperatura, ou, até mesmo, a forma do recipiente
de cultivo, pode-se chegar a descoberta de novos produtos naturais (BADER et al.,
2010).

Uma producéo sustentavel de metabdlitos secundarios esta sendo estudada
por inUmeros pesquisadores, em diferentes paises (KUSARI et al., 2012). Uma
hipétese mais aceitavel para a capacidade dos micro-organismos, em especial 0s
endofiticos, na producdo dos metabdlitos secundarios € a existéncia, nos seus

genomas, de “gene clusters”, sendo este um grupo de genes permanentemente
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alinhados, e que séo coletivamente responsaveis em um processo multivariado na
biossintese (SWAMINATHAN et al., 2009; OSBOURN, 2010).

Intensas pesquisas das rotas metabdlicas desses “gene clusters”
possibilitardo um constante desenvolvimento de tecnologia com o intuito de realizar
a transferéncia de clusters entre organismos. A transferéncia genética horizontal
(HGT, do inglés, Horizontal Gene Transfer) da planta para 0 micro-organismo €&
extremamente rara, principalmente em angiospermas, contudo, esse fenébmeno foi
comprovado recentemente em pelo menos nove casos (RICHARDS et al., 2011;
RENNER & BELLOT, 2012). Alguns autores redesenharam as rotas de biossintese
de metabdlitos secundérios de varios micro-organismos, incorporando-as a bactéria
Escherichia coli (procariético) e a levedura Saccharomyces cerevisiae (eucariético),
sendo estes micro-organismos caracterizados como fabricas biolégicas. Muito
embora essa metodologia necessite ainda de aperfeicoamento, principalmente em
relacdo a alguns metabdlitos, ela poderd representar a solucdo desejavel na
producdo de importantes compostos bioativos Uteis para a humanidade
(IMMETHUM et al., 2013).

Entretanto, a alta taxa de redescoberta de metabdlitos secundarios € um
problema crbénico na quimica de produtos naturais, evidenciando que novas
abordagens sé@o necessérias, no intuito de aumentar a probabilidade de encontrar
estruturas biologicamente ativas inéditas. Pesquisas envolvendo sequenciamento
genético tém revelado o grande potencial biossintético ainda ndo explorado que os
micro-organismos apresentam. Isso pode ser ilustrado pelos genes que muitas
vezes ndo sdo expressos devido ao uso de meios de cultivo inapropriados (GROSS,
2009; SCHERLACH & HERTWECK, 2009; ZERIKLY & CHALLIS, 2009).

Entre as novas abordagens visando a busca de compostos bioativos a partir
de micro-organismos, destacam-se o cultivo simultdneo de microrganismos (co-
culturas), o remodelamento epigenético da biossintese através de agentes quimicos,
o estudo sobre moléculas sinalizadoras ou “quorum-sensing” e o uso de métodos
gendmicos para acessar e manipular as vias biossintéticas (SHERLACH &
HERTEWECK, 2009).

A utilizacdo de co-culturas pode gerar um estimulo para a comunicacao
guimica entre as diferentes espécies, o que pode ampliar a diversidade quimica

produzida em comparacdo com culturas individuais. Tem sido proposto, também,
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que processos epigenéticos exercam importantes funcdes regulatérias silenciadoras
em clusters de genes biossintéticos, principalmente em policetideo sintetases e
peptideo sintetases ndo ribossomais. Evidente que a manipulacdo destas vias com
agentes quimicos, principalmente inibidores de histona desacetilase, tem levado a
um remodelamento de vias biossintéticas e a produgcédo de novos produtos naturais
em fungos, como relatou Henrikson e colaboradores, em 2009.

Existem diversas metodologias de extracdo para a obtencdo dos metabolitos
secundarios bioativos, as quais visam separar compostos de acordo com a
polaridade, utilizando o préprio meio onde ocorreu a fermentacdo (SOUZA et al.,
2004) e solventes como metanol (SILVA et al., 2002), cloroférmio, etanol e acetona
(CUNHA et al.,, 2009). Apds o procedimento de extracdo, os metabdlitos sdo
concentrados e sua atividade bioldgica testada, havendo positividade, o composto
sera identificado e verificada a sua toxicidade, podendo ser utilizado na forma de
farmacos ou de outros produtos com alguma aplicabilidade (WENZEL et al., 2013).

2.4.3.1 Avaliacdo da Bioatividade dos Metabdlitos Secundérios

Microbianos

Para avaliacdo das possiveis aplicacBes biotecnolégicas dos metabdlitos
secundarios, o isolamento e a identificacdo de espécies de micro-organismos
endofiticos sdo as primeiras etapas para que se possa, posteriormente, contribuir
com a descoberta de novas moléculas com atividade biol6gica (WENZEL et al.,
2013).

A Dbioprospeccdo de metabdlitos com atividade biologica precisa ser
melhorada, utilizando novas tecnologias e alternativas como a engenharia genética,
biossintese mutacional; triagem de alta produtividade, além da identificacdo mais
rapida de moléculas, de forma que seja viavel economicamente (BOGGS & MILLER,
2004; GULLO & HUGHES, 2005; SAMIULLA et al., 2005).

Visando a urgéncia na terapéutica de algumas doencas, estudos a partir dos
metabdlitos secundarios microbianos estdo sendo conduzidos sob novas
perspectivas, especialmente com inovagdes metodoldgicas. Os ensaios em larga

escala tornaram-se cada vez mais difundidos. O rpido progresso no estudo do
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genoma humano proporcionou facil acesso para uma grande variedade de alvos
moleculares relacionados a varias doencas nao infecciosas (BERDY, 2005).

A utilizacdo de testes bioldégicos mais robustos e confiaveis € um aspecto
importante para o sucesso na busca de novos farmacos. Atualmente, ensaios HTS
(do inglés, high throughput screening) realizam, de forma rapida e automatizada, o
experimentos de milhares de substancias quimicas em ensaios biolégicos preditivos
de eficacia clinica, onde os resultados permitem aos pesquisadores selecionar, a
partir de amplas bibliotecas quimicas, compostos que possuam bioatividade em
determinadas vias metabdlicas ou que interagem com alvos moleculares
especificos. Substancias identificadas como promissoras nesses ensaios HTS
seguem para testes subsequentes, tendo por objetivo confirmar e avaliar os dados
obtidos nas primeiras triagens. Trata-se do ponto de partida para a descoberta de
novos farmacos. Esses ensaios sdo realizados por equipamentos automatizados,
comumente conhecidos como robotizados, que permitem triagens in vitro e in vivo
de grandes cole¢bes de compostos (GUIMARAES et al., 2009).

2.4.4 Aplicagdes dos Metabolitos Secundarios de Micro-organismos
Endofiticos

Os metabdlitos secundarios possuem elevada importancia para a
farmacologia e biotecnologia, devido a sua diversidade e complexidade estrutural,
visto que poderdo ser utilizados como modelos para sintese e semi-sintese de
moléculas com atividade biolégica de amplo espectro e com baixa toxicidade
(KOEHN & CARTER, 2005; GULLO et al., 2006; MOUSA et al., 2013).

Portanto, a busca por novos produtos com atividade biolégica €, atualmente,
um dos principais impulsionadores do progresso e fonte de solucdes técnicas para
os problemas atuais e futuros da sociedade. Devido a diversidade de micro-
organismos e de sua capacidade de producédo de metabdlitos secundarios bioativos,
estes compostos apresentam-se como uma alternativa com ampla possibilidade de
aplicacoes (SANTOS et al., 2011; NEWMAN & CRAGG, 2012; HWANG et al., 2014).

Os metabolitos secundarios produzidos por micro-organismos endofiticos, em
especial as actinobactérias endofiticas, tém sido empregados em Vvarios campos,

incluindo a agricultura, a veterinaria e a induastria farmacéutica, devido ao largo
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espectro de atividades bioldgicas, tais como: antibacteriana, antifungica, antiviral,
antiparasitaria, imunossupressora, antitumoral, inseticidas, anti-inflamatorias,
antioxidante, inibidora de enzima e outras (PRASHITH et al., 2010).

Desde a descoberta da penicilina por Fleming em 1928, surgiram Varios
farmacos importantes, originarios de metabdlitos secundarios de micro-organismos,
incluindo os antibiéticos antibacterianos (cefalosporinas, acido clavulanico, -
lactamicos, aminoglicosideos, carbapeninas e monobactamas, tetraciclinas,
lincosaminas, macrolideos e peptidios ciclicos e estreptograminas) (PUPO et al.,
2006; TAKAHASHI et al., 2008; GUIMARAES et al., 2009; CRUZ et al., 2015), os
antitumorais (antraciclinas, bleomicinas, actinomicinas, mitomicinas, daunomicina e
mitramicina) (KLIESLICH, 1986; PUPO et al., 2006), agentes hipoclorestolémicos
(estatinas), agentes imunossupressores (ciclosporina A, rapamicina, tracolimus e
acido micofendlico), anti-inflamatério (ascomicina), hemoliticos e vasodilatadores
(MANN, 2002; KOEHN & CARTER, 2005; NICOLAOU et al.,, 2009; CRUZ et al.,
2015). A Figura 14 apresenta a estrutura quimica de alguns metabdlitos secundarios
comercializados como farmacos.

De actinobactérias foram isolados diversos agentes anticancerigenos, com
diferentes mecanismos de acdo, como os derivados antraquindnicos, isolados de
Streptomyces spp, merecendo destague os compostos: daunorrubicina e seu
analogo hidroxilado, a doxorrubicina; o diterpendide taxol e seu analogo docetaxel,
bem como o alcaléide camptotecina e o0s analogos, que originaram indmeros
derivados atualmente presentes no mercado de farmacos oncolégicos (BARREIRO
& BOLZANI, 2009; COSTA-LOTUFO et al., 2010).
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Figura 14 — Férmulas quimicas dos farmacos oriundos
de metabdlitos secundarios. Penicilina G (A); cefalosporina C (B); acido clavulénico
(C); bleomicina B, (D); mitomicina C (E); rapamicina (F); ciclosporina A (G); e
ascomicina (H)
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Pandhare e Deshpande (2002) demonstraram a producdo de inibidores de
protease alcalina por Streptomyces sp.. Este fato € bastante importante, pois estas
proteinas sdo essenciais para o ciclo de vida de muitos organismos fitopatogénicos.
Sendo assim, as actinobactérias inibidoras de proteases apresentam um grande
potencial no uso de biocontrole em plantas.

Novos compostos com atividade biologica foram obtidos de actinobactérias
isoladas de vegetais, entre eles: o herbicidina H, um metabdlito de Streptomyces sp.
SANK63997 isolado de folhas de Setaria viridis var. pachystachys; e o sulfoximina g-
glutalmetionina, isolada de Microbispora sp., endofitica de Carex kobomugi, esses
dois metabdlitos agem como inibidores do crescimento de plantas, ou seja, sédo
herbicidas (HASEGAWA et al., 2006). Fistupirona, um metabolito de Streptomyces
sp. isolado de Allium fistulosum, inibe a infeccdo de couve chinesa por Alternaria
brassicola. Acidos pteridicos que induzem a formacdo de raizes adventicias no
feijdo, foram isolados do caldo de cultura de Streptomyces hygroscopicus, endofitico
de Pteridium aquilinum. O metabdlito 6-prenilindol isolado do caldo de cultura de
Streptomyces sp. TP-A0595 mostrou atividade antifingica contra os patdgenos de
plantas, Alternaria brassicola e Fusarium oxysporum (IGARASHI, 2004).

Minuto e colaboradores. (2006) verificaram que Streptomyces sp., isolado da
rizosfera de tomate, suprimem o tombamento de transplantes de tomate causado
por Rhizoctonia solanil, em condigcbes de casa de vegetacdo. Yuan e Crawford
(1995) demonstraram, em seus estudos, que Streptomyces lydicus possui forte
antagonismo contra varios fungos patogénicos. Nestes estudos, 0s autores
observaram que todos os fungos patogénicos de raizes testados foram
moderadamente ou muito sensiveis aos metabdlitos antifungicos liberados pelo S.
lydicus no agar. Este microrganismo causou morte local ou no minimo prolongou a
inibicdo do crescimento de P. ultimum e Aphanomyces euteiches. Esta espécie de
actinobactérias também demonstrou capacidade para parasitar hifas de Fusarium
solani.

Da planta medicinal Kennedia nigricans, nativa da Australia, foram isolados 24
micro-organismos endofiticos do género Streptomyces, com destaque para
Streptomyces sp. 114c-NRRL 30562, que produz o antibiético mumumbicina com
elevada atividade contra Mycobacterium tuberculosis, esta atividade foi de 4,5
ng/mL, enquanto a cloroquina, antibiético padrédo, a atividade para M. tuberculosis &
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de 7,0 ng/mL. Da Grevillea pteridofilia, planta do norte da Australia, foi isolado o
Streptomyces sp. NRRL 30566 que produz o antibiotico kakadumicina, com elevada
atividade para Plasmodium falciparum, cuja ICso € de 7,0 ng/mL (CASTILLO et. al.,
2002; CASTILLO et al., 2006).

A cletramicina, produzida por Sreptomyces hygroscopicus TPAQ0326,
apresenta atividade antifungica contra Candida albicans e Cryptococcus
neoformans. Cerdamicina A, isolada do caldo de cultura de Streptomyces sp. TP-
A0556, um isolado de Cryptomeria japonica, apresentou atividade antifingica contra
Candida glabrata (IGARASHI, 2004).

77



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar actinobactérias endofiticas de folhas da M. oleifera oriundas
de trés localidades do Estado de Pernambuco e avaliar os metabdlitos secundarios

produzidos por esses micro-organismos.

3.2 Objetivos Especificos

o Isolar micro-organismos endofiticos das folhas da M. oleifera;

o Determinar as porcentagens dos diferentes grupos de micro-organismos
endofiticos;

o Correlacionar essas porcentagens com fatores ambientais, correspondentes as
trés localidades de coleta das folhas;

o Caracterizar, através de provas bioquimicas, os géneros e espécies de
actinobactérias endofiticas;

o Avaliar a atividade enzimatica;

o Avaliar a atividade antimicrobiana;

o Produzir metabdlitos secundarios através da fermentacao;

o Extrair e avaliar a atividade antimicrobiana dos metabdlitos secundarios

produzidos por esses micro-organismos.
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ABSTRACT

Aims: This work investigated the population density of endophytic microorganisms from Moringa
oleifera leaves collected in three localities at the state of Pernambuco (northeastern Brazil): urban
(campus from the Federal University of Pernambuco, UFPE) and forest (botanical garden) areas at
Recife city and an urban area (industrial district) at Caruaru city.

Place and Duration of Study: Department of Antibiotics and Department of Biochemistry from
Federal University of Pernambuco, between July 2014 and July 2015.

Methodology: Sodium hypochlorite was used to disinfect the leaves, which were macerated in PBS
buffer and separately sowed on seven culture media containing antibacterial or antifungal agents.
Results: The most of endophytes isolated were bacteria and the highest density was found in leaves
from the forest area. With respect to the fungi, there was no statistical difference between the density
in leaves from UFPE campus and botanical garden while no fungal isolate was obtained from leaves
collected in Caruaru. The highest diversity of endophytes was found in leaves from botanical garden,
with 111 different isolates. A total of 71, 94 and 50 bacterial isolates were obtained from leaves of
UFPE campus, botanical garden and Caruaru, respectively. The number of fungal isolates were 17
(UFPE campus) and 12 (botanical garden).

Conclusion: In conclusion, the methodology employed in this work was effective for the isolation of
endophytes; climatic and geographical conditions may interfere in density and diversity of endophytes
from M. oleifera leaves.

Keywords: endophytes; Moringa oleifera leaves; plant-microorganism interaction.
1. INTRODUCTION

The plants possess a characteristic microbiota that is important to their health. Endophytic
microorganisms are those that live at least one period of the life cycle inside a plant, without causing
apparently any damage to their hosts. They get the benefit of plant protection and receive nutrients; as
a counterpart, these microorganisms produce chemicals, such as antibiotics and enzymes, which help
and protect the plant in certain circumstances [1].

The endophytes can be found in seed, tuber, root, stem, leaf and fruit, both in the intercellular space
or inside the cells as well as in the conducting vessels. These microorganisms penetrate the plant
tissue through natural openings (e.g. stomata, lenticels, hydathodes) or wounds, such as those
caused by emergence of secondary roots or friction of growing roots in the soil as well as those
caused by insects or fungi. The sources of endophytes may be seeds, rhizosphere, plant propagation
material and the phylloplane [2,3].

The diversity of endophytes and their potential in producing bioactive metabolites have been broadly
investigated aiming to find applications in medicine, agriculture and industries [4-6]. Several
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researches have focused in the bioprospection of endophytes for production of enzymes (e.g.
proteases, cellulases), antibiotics and insecticides, for example [7-9].

Moringa oleifera Lamarck is a plant that belongs to Moringaceae family, which is composed by a
single genus containing 14 species. A tree can reach 12 m in height and has a sparse canopy with
compound and bipinnate leaves composed by oval, small and hairless leaflets. The flowers are white
and the fruits are dehiscent capsules resembling a pod that can measure up to 35 cm in length and
contain winged and oleaginous seeds [10-12].

Zhao et al. [13] isolated from M. oleifera roots an endophytic fungus belonging to Nigrospora genus,
which is able to produce secondary metabolites with antifungal activity. The endophytic fungi
Emericella sp., Aspergillus parasiticus, Aspergillus tamari and Aspergillus sp. were isolated from
leaves of a moringa plant from Sudan and showed antibacterial activity against Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Salmonella typhi and Staphylococcus aureus [14].
Barnabas et al. [15] isolated endophytic fungi from M. oleifera leaves, stem, and roots collected in
Bangalore (India) and demonstrated their antibacterial activity.

This work aimed to determine the population density of endophytic bacteria and fungi present in
leaves of M. oleifera collected in the state of Pernambuco, northeastern Brazil. The leaves were
obtained in three different localities, comprising urban and forest fragment areas at Atlantic Forest and
Agreste regions.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Leaves collection

M. oleifera leaves were collected at Recife city (Atlantic Forest region) in the campus from the Federal
University of Pernambuco (UFPE; 8°03'03"S 34°56'51"W) and in the municipal botanical garden
(Jardim Botanico do Recife; 8°04'38"S 34°57'47"W). Leaves were also collected at the industrial
district (8°17'45"S 36°00'54"W) of Caruaru city (Agreste region). The collection place at UFPE campus
is a garden surrounded by a 6-floor building and trees of great height. In the botanical garden, the
leaves were collected from a plant present in a forest fragment. The plant from Caruaru is located at a
sidewalk surrounded by houses and small buildings. The collected leaves were brought to the
laboratory and immediately processed for isolation of endophytes.

2.2. Isolation of endophytic microorganisms

The collected leaves were washed profusely with tap water and neutral detergent to remove wastes
and the excess of epiphytic microorganisms. Then, the material was submitted to disinfection in an
aseptic chamber by immersion in 70% ethanol for 1 min, followed by 2.6% sodium hypochlorite for 4
min. The material was immersed again in 70% ethanol for 30 s in order to remove the excess of
hypochlorite and then two consecutive times in distilled water for 30 s. The last washing water was
sowed in Petri plates with different culture media as a control of the disinfection process [16].

The isolation of endophytes was carried out by maceration of the disinfected material in sterile PBS (in
proportion of 1 g of leaves for 3 mL of buffer) followed by agitation in an orbital shaker for 90 min. The
solution resulting from macerations was collected and dilutions (1:10 and 1:100) were prepared in
PBS. Next, 100 pL of non-diluted or diluted solutions were sowed with a Drigalski loop in Petri plates
containing culture medium. For bacteria, five culture media were used: Nutrient Agar (NA), Tryptic Soy
Agar (TSA), L-arginine Agar (LAA), Complete Medium (CM) and Inorganic Salt Starch (ISP-4), all
containing 100 pg/mL nystatin to prevent fungal growth. For isolation of fungi, it was used Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) and Potato Dextrose Agar (PDA), both containing 100 pug/mL cloramphenicol.
The plates were incubated at 27+2°C for 20 days. Each assay was performed in triplicate.

2.3. Analysis of colonies

The population density was obtained by daily observation during 30 days and counting of the number
of colony forming units (CFU) being the results expressed as UFC per gram of leaf tissue. To
determine the amounts of different bacteria and fungi isolated, the colonies were grouped in according
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to macroscopic characteristics such as size, aspect of edges, texture, frontal and reverse colorations,
adhesion to the substrate, pigment production and presence of aerial mycelium.

2.4. Statistical analysis

The data were expressed as mean + standard deviation. Significant differences between two or more
groups were analyzed by One-way ANOVA and Tukey’s test (p < 0.05). For groups with more than
two variables, it was employed Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s test (p < 0.05). The
analyses were performed using the software Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.)

3. RESULTS AND DISCUSSION

Endophytic microorganisms have received increasing attention due to their potential in produce toxins,
pharmaceuticals, enzymes, and growth factors, for example. In addition, the study of endophytic
microbiota may reveal important informations about the interaction between the plant and
environmental conditions. In this work, we isolated endophytes from leaves of M. oleifera plants
collected at three localities in Pernambuco with distinct characteristics.

It was not observed oxidation of the leaves during the disinfection step, even using sodium
hypochlorite for 4 min, which allowed the growth of endophytes. This was similarly reported by Soares
et al. [17], who isolated microorganisms from Eugenia uniflora leaves also using this solution for
disinfection. Seven culture media were used for isolation of endophytes from M. oleifera leaves in
order to obtain a large diversity of microorganisms. Randall et al. [18] affirm that the choice of culture
medium is very important for the success as well as to assure an increased frequency of the
microorganisms. Also, the morphological diversity is influenced by the culture medium used.

The population density of endophytes from M. oleifera leaves collected in each locality can be seen in
Figure 1. The most of endophytes isolated were bacteria, which is particularly interesting since
previous works only reported the isolation of endophytic fungi from tissues of this plant. It can be
observed that the highest density of bacteria was found in leaves of plants from botanical garden
(Figure 1A). Probably, this is related to a higher diversity of the fauna and flora in comparison with the
other collection places, which corresponded to urban areas. With respect to the fungi (Figure 1B),
there was no statistical difference between the density in leaves of plants from UFPE campus and
botanical garden while no fungal isolate was obtained from leaves collected in Caruaru.
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Fig. 1. Population density of bacteria (A) and fungi (B) in leaves of Moringa oleifera
collected at UFPE campus and botanical garden at Recife city and at industrial district
of Caruaru city, state of Pernambuco, northeastern Brazil.

Different letters indicate significant differences between localities according to Tukey'’s test (p < 0.05).
Several factors may account for the variations found regarding the three collection places. For
example, the results may be linked to the differential exposition of leaves to luminosity. The plant from

botanical garden lies within the forest, more protected from sun radiation and the plant from UFPE
campus is located at a garden where there is a wide range of shade. On the other hand, the plant from
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Caruaru was highly exposed to sunlight. The luminosity intensity may impact especially in the
population of endophytic fungi that are sensitive to sun radiation [19].

Another important factor is the humidity, which also affect mainly the population of fungal endophytes
[20]. At urban areas, the humidity tends to be lower than in forest, being a less conducive environment
for survival of these microorganisms and resulting in the drying of the leaf. Pimentel et al. [21] worked
with llex paraguariensis leaves and found a lower number of endophytic fungi in cultivated plants in
comparison to individuals in forest. This may be the reason for the higher population density of
endophytes in the plant from botanical garden.

The interaction plant-microorganism may be influenced by other factors such as the colonization site,
the concentration of O, and CO,, pH, nutrient availability, soil type and structure as well as
susceptibility to different environmental adversities. Other influence factors are the presence and
prevalence of different microbial groups, microbial diversity levels, pesticide treatment, developmental
stage of the host plant, etc. [22,23]. These influences act on the diversity and density of endophytic
community in the plant [24]. Also, pollution may exert negative effects on the endophytic microbiota
[25], which may be linked to the lower density in leaves collected in Caruaru, since the locality was
within the municipal industrial district.

It should be noted that the numbers found in this work did not reveal the total reality since there is a
"selection” of the microorganisms in according to their ability to grow in the culture media used.
However, although such limitation will be always present in this kind of study, it is considered that the
methods employed here provide a relevant guidance of the microbial population structure [26].

The analysis of the number of CFU obtained with each culture media is shown in Figure 2. For the
leaves from plants of botanical garden and Caruaru, a higher number of bacterial isolates was
obtained using the medium TSA, which is richer in nutrients and allow the growth of many bacterial
groups, besides favoring a high bacterial population density. However, for leaves from UFPE campus,
the highest number of isolates was obtained using the NA medium. This is the culture medium used
for cultivation and enumeration of non-fastidious bacteria. It is a relatively simple formula that allows it
to be used in various methodological processes, like a non-selective medium.

Regarding the ISP-4 medium, which favors the growth of actinobacteria, it was observed that there
was a larger amount of isolates from leaves of UFPE campus in comparison with those from botanical
garden (Figure 2A). This may be due to the characteristics of the soil, since this bacteria group is
usually found in higher density in soils influenced by anthropic action.
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Fig. 2. Population density per culture medium of bacteria (A) and fungi (B) in leaves of Moringa
oleifera collected at UFPE campus and botanical garden at Recife city and at industrial district
of Caruaru city, state of Pernambuco, northeastern Brazil.

Different letters indicate significant differences between localities according to Bonferroni’s test (p < 0.05).

There was a significant difference in the number of fungal isolates concerning the culture media used
(Figure 2B) being a highest number of colonies obtained through PDA. This is in agreement with the
findings of Devaraju and Satish [27] who reported that this medium was the most effective for the
isolation of endophytic fungi from Mirabilis jalapa, in comparison with Malt Extract Agar and Czapek
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Dox Agar. Borges et al. [28] highlights the importance of the choice of culture medium and incubation
temperature for the isolation of endophytic fungi and showed that a higher amount of isolates can be
obtained with PDA medium supplemented with tetracycline and incubation temperature of 28°C.
Dhanalakshmi et al. [29] isolated fungi belonging to Alternaria, Aspergillus, Bipolaris, Exosphiala,
Nigrospora and Penicillium from leaves and stem of M. oleifera also using PDA and SDA media.

The macroscopic observation of isolated bacteria allowed distinguishing different colorations of the
colonies, such as white, gray, cream, yellow, orange and pink. The colonies presented mucoid to
smooth textures. Some showed a drier aspect, with regular and irregular borders and without
producing pigments, indicating that they are actinobacteria. In regard to the fungi, the isolates were
grouped in morphotypes according to characteristics of the front and reverse of the colonies. The
colors found were white, gray, brown, green and black. The textures were cotton wool, sandy, dry,
serous, granular, powdery and warty while the borders were regular, irregular or radiated. Pigment
production (red, black or green) was detected in some isolates.

This macroscopic analysis allowed the grouping of microorganisms with similar characteristics and
thus the determination of the amount of different bacteria and fungi according to the place of
collection. Table 1 shows the quantity of different endophytes isolated and the proportion of bacteria
and fungi among them. The highest diversity was obtained for leaves from botanical garden, with more
than twice the amount of different microorganisms found in leaves from Caruaru. In all cases, there is
a higher diversity of bacterial isolates, which was also observed by Sturz et al. [30], working with leaf
tissues of Trifolium pratense.

Table 1. Number of endophytes isolated from Moringa oleifera leaves collected in
three different localities in the state of Pernambuco, Brazil.

Locality Number of isolates

Total Bacteria  Fungi
UFPE campus (Recife) 83 71 12
Botanical garden (Recife) 111 94 17
Industrial district (Caruaru) 50 50 0

The endophyte colonies were differentiated based on macroscopic characteristics.

In addition to the environmental factors discussed above, the lower density and diversity of endophytic
fungi may be due to an inability of the microorganisms in growing outside the plant tissue and in
conventional culture media [31]. Also, there are some endophytic fungi that grow very slowly and are
difficult to isolate [32].

4. CONCLUSION

The methodology employed in this work was effective for the isolation of endophytes from M. oleifera
leaves. The largest density and diversity of endophytic isolates was detected in leaves collected in a
forest locality (botanical garden) while the material collected in the most anthropized area (industrial
district in Caruaru) showed the lowest density and diversity. There were also differences regarding
the culture media used for isolation. The results stimulate works on the bioprospection of the
endophytes obtained.
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1. INTRODUCAO

A moringa (Moringa oleifera Lamarck) pertence ao género Moringa, a familia
Moringaceae, ordem Capparidales, classe Magnoliophyta, subclasse Dilleniidae. Das quatorze
espécies pertencentes a este género, onze sdo originarias da Africa, uma da Arabia e duas da
india, estando a M. oleifera dentre essas Gltimas. E uma planta de porte arboreo e pode crescer
até 10 al2 metros de altura. As folhas sdo bipenadas com sete foliolos pequenos em cada
pina. Sdo verdes palidas, deciduas alternadas, pecioladas e compostas. Os foliolos laterais
possuem formas elipticas enquanto que os terminais sdo ligeiramente maiores que os laterais
(PATERNIANI et al., 2009). A moringa é bastante cultivada pela sua importancia econdémica,
com multiplicidade de uso alimentar, agricola, medicinal e industrial (PAIVA et al., 2011;
RANGEL, 2011).

No Brasil, a moringa foi introduzida por volta de 1950, sendo encontrada na Regido
Nordeste, principalmente nos Estados do Maranhéo, Piaui, Ceara e Pernambuco. Nas regides
secas, 0 cultivo desta planta é vantajoso, visto que suas folhas podem ser colhidas quando
nenhum outro vegetal fresco esté disponivel (FERREIRA et. al., 2008; NUNES et al., 2010).

As plantas possuem uma microbiota caracteristica que tem importancia para a sua
sanidade e manutencdo. Novos micro-organismos endoliticos estdo sendo constantemente
descritos na literatura mundial atestando ser essa diversidade ainda ndo explorada
convenientemente. Sao considerados micro-organismos endofiticos, aqueles que vivem pelo
menos um periodo de seu ciclo de vida no interior de uma planta, sem causar, aparentemente,
quaisquer danos aos seus hospedeiros, podendo ser encontrados em folhas, sementes, ramos e
raizes de vegetais. Os endofiticos sdo diferentes dos micro-organismos epifiticos, que ficam
sobre a superficie, e dos fitopatogénicos, que causam danos as plantas. (AZEVEDO, 2013).

Entre os micro-organismos endofiticos identificados tém se dado um maior destaque
as actinobactérias devido a sua importancia biotecnoldgica como produtores de dois tergos de
compostos antibidticos. As actinobactérias sdo classificadas como bactérias gram-positivas,
podendo ser aerdbias estritas, microaerdfilas, anaerdbias estritas ou facultativas. Apresentam
um crescimento seco, com formacado de micélio aéreo e vegetativo, velocidade de crescimento
variavel (entre 48 e 120h) e apresentam uma alta relagdo guanina—citosina (G-C) na
constituicdo do &cido desoxirribonucleico (DNA) (STACKEBRANDT & SCHUMANN,
2006; VENTURA et. al., 2007). Esses micro-organismos exibem morfologias variadas,
podendo apresentar-se nas formas cocdides ou cocobacilos, formas variadas de fragmentagédo
de hifas ou com micélio diferenciado e altamente ramificado (VENTURA et. al., 2007). O
género Streptomyces € o maior represente deste grupo e um dos maiores produtores de
metabdlitos bioativos (POSADA & VEGA, 2005).

A classificacdo taxondmica das actinobactérias foi muito beneficiada pela aplicagéo de
técnicas quimiotaxonémicas e, principalmente, com o advento das técnicas moleculares
(STACKEBRANDT & SCHUMANN 2006). O grupo das actinobécterias € visto como um
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dos principais filos no dominio Bacteria, como inferido a partir de estudos da expressdo
génica do segmento que codifica a subunidade 16S do ribossomo (rRNA) (LUDWIG &
KLENK, 2005).

Esse trabalho teve por objetivo isolar e identificar, através da taxonomia cléssica,
actinobactérias endofiticos de folhas de M. oleifera Lam., determinar a densidade
populacional referentes ao sitio de coleta do material, bem como quantificar esses micro-
organismos em trés localidades do Estado de Pernambuco, Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Coleta das Folhas de M. oleifera

Folhas de M. oleifera foram coletadas no campus Recife da Universidade Federal de
Pernambuco, no Jardim Boténico do Recife e na cidade de Caruaru no Estado de Pernambuco,
Brasil. Amostras do material ja se encontram arquivadas sob 0 nimero de espécime 63184,
IPA, no herbario “Dardano de Andrade Lima” (Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuéria, Recife, Brasil). As folhas foram imediatamente processadas para a realizacdo
do isolamento dos endofiticos.

2.2. Isolamento das Actinobactérias Endofiticas

O material botanico coletado foi processado no prazo de 24 horas, ap6s a coleta, tendo
sido lavado abundantemente com agua corrente e detergente neutro para retirar 0 excesso de
epifiticos e outros residuos. Em seguida, em camara asséptica, 0 material foi submetido ao
processo de desinfec¢do, sendo imerso em alcool 70% por 1 minuto, em hipoclorito 2,6% por
4 minutos e novamente em alcool 70% por 30 segundos, para retirar o excesso de hipoclorito,
as folhas foram lavadas duas vezes consecutivas em agua destilada por 30 segundos, sendo a
ultima agua de lavagem utilizada para controle do processo de desinfeccdo, através de semeio
em placa de Petri com diferentes meios de cultura utilizados no isolamento das actinobactérias
(ARAUJO et al., 2002). O isolamento foi realizado por maceracdo utilizando a solucio
Tampéo Fosfato Salina (PBS) na proporcéo de 1 g de folhas para 3 ml de tampéo, as quais
foram maceradas e em seguida o0 homogenato foi colocado na mesa agitadora durante 1 h e 30
min, processo que ajuda na liberagdo dos micro-organismos. Nas placas foram colocados 100
uL da solugdo de folhas maceradas, nas dilui¢des 10, 10 e sem diluicdo, sendo semeadas
com a alca de Drigalski sobre o meio de cultura e incubadas em temperatura ambiente,
durante 20 dias. O ensaio foi realizado em triplicata. Para o isolamento das actinobactérias
endofiticas foram utilizados cinco meios de cultura: Nutriente Agar (NA), Triptic Soy Agar (TSA), L-
Arginina Agar (ALA), Meio Completo (MC) e o meio Inorganic Salt Starch (ISP-4), todos contendo o
antifangico nistatina a 100 pg/mL.

A purificacdo dos micro-organismos foi realizada por esgotamento visando obter
colbnias isoladas. As actinobactérias foram mantidas em tubos de ensaio, contendo o
respectivo meio de isolamento, sob refrigeracdo. A preservacdo das culturas puras foi
realizada em tubos de penicilina, contendo meio sélido inclinado e adicionando 6leo mineral
esterilizado. Os tubos foram fechados com tampas de borracha, vedados com selo de aluminio
e estocados a temperatura ambiente.
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2.2 ldentificacédo Classica
2.2.1 Analise Macroscoépica

O aspecto macromorfologico da colbnia dependente do meio de cultura foi verificado
através da observacdo da cor dos micélios aéreo e vegetativo, da presenca ou auséncia de
bordas com cores diferentes, bem como de pigmentos produzidos pelos micro-organismos.

2.2.2 Analise Microscopica

A visualizacdo de vérias caracteristicas micromorfologicas das actinobactérias, como a
ramificagdo do micélio sobre o substrato, a formacdo de micélio aéreo e a sua fragmentacdo
ou a formacéo de esporos foram observadas em microscopio Optico, através da técnica de
mirocultivo em placa (SHIRLING & GOOTTLIEB, 1966). A analise foi realizada em camara
de fluxo laminar. As actinobactérias foram inoculadas em forma de estrias paralelas,
utilizando-se alga bacteriologica em “L”, em placas de Petri contendo o meio de cultura em
que se obteve melhor crescimento e esporulacdo, sendo em seguida inseridas trés laminulas
por estria, em angulo de 45°. Esses sistemas foram incubados em camara de crescimento tipo
B.O.D. (28°C + 2) por 15 dias. Apos o periodo de incubacéo, as laminulas foram retiradas e
postas sobre lamina e observadas ao microscopio com objetiva de 40x. A classificacdo foi
realizada segundo Baltimore e Wikins (1986).

2.2.3 Crescimento e Fermentac&o em Unica Fonte de Carbono

A avaliacdo da capacidade das actinobactérias endofiticas de crescer em meio de
cultura basal de sais (para 1.000 mL, 2,64g de (NH,4).SO4; 2,389 de KH,PQO,; 5,659 de
KoHPO,4.3H,0; 1g de MgS0O,4.7H,0; 1mL de solucdo de trago de sais, com 0,64g de
CuS04.5H,0, 0,11g de FeS0,4.7H,0, 0,79g de MnCl,.4H,0, 0,159 de ZnS0O,.7H,O em
100mL de &gua destilada; 159 de &gar; pH 6,8), contendo apenas uma Unica fonte de carbono,
como recurso nutricional, adicionando o indicador vermelho de fenol, foi realizada. Este meio
foi preparado e esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos, em seguida as solugdes de
carbono (agucares) (1.0% p/v) foram preparadas e autoclavadas separadamente, sendo
posteriormente incorporadas ao meio basal, nas concentrac6es determinadas. Foram utilizadas
as seguintes fontes de carbono: D-glicose, D-sacarose, D-xilose, D-lactose, D-manitol, D-
sorbitol, D-arabinose, D-maltose, L-ramnose, L-arabinose, trealose, meso-inositol, dextrina e
adonitol.

A semeadura foi realizada em estrias com o auxilio de uma alga bacterioldgica em
“O”. Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura de 30°C por 14 dias. Foi
analisada a utilizagdo ou ndo da fonte de carbono comparando-se o crescimento das bactérias,
bem como a fermentacdo dos carboidratos pelas linhagens testadas, através da verificacdo da
mudanga de cor do meio de vermelho para amarelo ou alaranjado, indicativo da producéo de
acido.

2.2.4 Crescimento em Diferentes Concentracgdes de Cloreto de Sodio

A habilidade das actinobactérias endofiticas de crescerem em diferentes concentracoes
de NaCl foi realizada semeando os micro-organismos em meio Glicose Extrato de Levedura
Agar (para 1.000mL, 10g de peptona; 3g de extrato de carne; 10g de extrato de levedura; 10g
de glicose; 159 de agar; pH 6,9-7,1), com a adi¢cdo de NaCl nas seguintes concentracfes: 1%,
3%, 5% e 7 %. As linhagens foram semeadas em estrias com o auxilio de alca bacterioldgica
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em “O”. Apo6s 7 dias de incubagdo a 30°C, foram consideradas positivas as placas que
apresentaram algum tipo de crescimento.

2.2.5 Crescimento em Diferentes pH

A avaliacdo da capacidade das actinobactérias endofiticas de crescerem a diferentes
pHs foi realizada semeando os micro-organismos em meio Glicose Extrato de Levedura Agar,
com concentragdo dobrada dos constituintes (para 1.000mL, 20g de peptona; 6g de extrato de
carne; 20g de extrato de levedura; 20g de glicose; 15g de &gar). Apos autoclavado, foi
adicionado para cada 200mL de meio de cultivo, 200mL de solucdo tampéao (Tampéo Fosfato
de Potassio a 0,2M). Sendo esta solucdo composta de diferentes proporcoes de Solucdo A
(KH,PO4 — 0,2M) e Solucdo B (K;HPO,4 — 0,2M), devidamente autoclavadas. Utilizou-se as
seguintes proporcdes para o pH 4,0, 199,7mL de Solugdo A:0,3mL de Solucéo B; para o pH
5,0, 197,3mL de Solucdo A:2,7mL de Solugdo B; para o pH 9,0, 1,4mL de Solucédo
A:198,6mL de Solucdo B; e para o pH 10,0, 0,1mL de Solucdo A:199,9mL de Solucdo B. As
linhagens foram semeadas em estrias com o auxilio de alga bacterioldgica em “O”. Apos 14
dias de incubacdo a 30°C foram consideradas positivas as placas que apresentaram algum tipo
de crescimento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia utilizada para o isolamento das actinobactérias endofiticas das folhas de
M. oleifera, oriundas das trés localidades no Estado de Pernambuco, mostrou-se eficiente,
visto que os tempos utilizados nos processo de desinfeccdo com o hipoclorito de sédio néo
acarretaram oxidacéo dos tecidos foliares, corroborando com o trabalho de Dhanalakshmi e
colaboradores (2013), no qual utilizando folhas e caules de M. oleifera, para o isolamento de
fungos endofiticos, ndo observou oxidacao desses tecidos durante a desinfeccéo.

A escolha de cinco meios de cultura diferentes para a realizacdo do isolamento das
actinobactérias endofiticas possibilitou a obtencdo de melhores resultados, com um nimero
maior de isolados, ratificando a diversidade presente na microbiota dessas folhas, o0 que,
também, é corroborado pelo estudo de Randall e colaboradores (2009), que afirmam que a
escolha do meio de cultivo é essencial para o sucesso do processo de crescimento e
metabolismo microbiano, bem como para o aumento na frequéncia dos micro-organismos
isolados. A diversidade morfoldgica é influenciada pelo método e meio de cultura utilizado no
isolamento (QIN et al., 2012)..

Para a selecdo e separacdo das actinobactérias dos demais micro-organismos
endofiticos isolados durante o processo, foram observadas as caracteristicas macroscopicas
intrinsecas desse grupo de bactérias, as quais, em meio de cultura sélido, apresentam colbnias
secas e ndo cremosas, podendo ser lisas ou com aspecto rugoso, duras, coriaceas € com
intensa aderéncia ao meio de cultura, sendo essa propriedade primordial para a diferenciacéo
dos demais grupos de micro-organismos, e recobertas por uma fina pelicula, o micélio aéreo
ou reprodutivo, apresentando diferentes coloragdes, como branco, rosa, laranja, verde, cinza,
parda, entre outras (KONEMAN et al., 2008; GOODFELLOW, 2012). Foram isoladas 33
actinobactérias endofiticas, sendo 21 linhagens provenientes das folhas coletadas da M.
oleifera no Jardim Boténico do Recife; 8, no campus Recife da UFPE; e 4, na Cidade de
Caruaru. Cada micro-organismo foi identificado pelas letras inciais do local de coleta mais
uma numeragdo correspondente a ordem de isolamento (JB’x’ — Jardim Boténico do Recife;
UFPE’x’ — campus Recife da UFPE; CC’x’ — Cidade de Caruaru).
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Observou-se que uma maior densidade de isolamento de actinobactérias pertencente as
folhas oriundas do Jardim Botanico, isso se deve em parte pela grande diversidade e interagéo
da fauna e da flora encontrada nesse local. Outro fator responsavel pela grande diferenca na
densidade no nimero de isolados pode ser devido a exposicéo da folha a luminosidade, pois
as espécies vegetais encontradas no Jardim Botanico do Recife estdo dentro da mata,
protegida da radiacdo solar, 0 mesmo ndo ocorrendo com aqueles vegetais presente numa area
urbanizada, como no campus Recife da UFPE, nem aquelas espécies vegetais cultivadas na
Cidade de Caruaru, as quais estdo sujeitas a uma maior exposic¢do a luz. Essa diferenca de
intensidade e periodo de exposicdo podem repercutir diretamente na populacdo das
actinobactérias. A umidade do ambiente € outro fator que pode afetar diretamente essas
densidades. Sob a mata, existe um ambiente mais Umido, mais propicio a sobrevivéncia desse
grupo de micro-organismos, enquanto que, a pleno sol, a umidade tende a ser menor,
ocorrendo o ressecamento da folha, inviabilizando a sobrevivéncia de um numero maior de
endofiticos.

Estudos relatam que a interacdo existente entre 0 micro-organismo e a planta pode ser
influenciada por diversos fatores, como o clima, a concentragdo de O, CO,, pH,
disponibilidade de nutrientes, tipo de solo, estrutura do solo, susceptibilidade a diferentes
adversidades ambientais, afinidade com o hospedeiro, estadgio de desenvolvimento da planta
hospedeira, distribui¢do geografica, condi¢des ecoldgicas, sazonalidade, altitude, precipitacao,
umidade, entre outros. Consequentemente, a presenga, a distribuicdo, a densidade e a
diversidade desse grupo microbiano estardo relacionadas a essas variaveis (BERG &
SMALLA, 2009; PROCOPIO et al., 2009; MATSUMURA & FUKUDA, 2013).

Convém salientar que os numeros encontrados provavelmente ndo revelam a realidade,
pois foram “selecionados” as actinobactérias capazes de se desenvolverem nos meios de
cultura utilizados. Tais limitacGes estdo presentes na maioria dos estudos baseados em
métodos de cultivo, entretanto, essas metodologias fornecem indicacfes relativas da
densidade e distribuicdo da populacdo de micro-orrganismos endofiticos (KAEWKLA &
FRANCO, 2013).

Os micro-organismos endofiticos e suas interagdes com 0s vegetais despertaram 0
interesse de estudo sobre essa relacdo e trabalhos recentes, através do uso de meios de cultura,
revelam a existéncia de micro-organismos, em especial as actinobactérias, até entdo ndo
descritos na literatura. Portanto, os estudos dos micro-organismos presentes nos mais
diferentes vegetais atraves de seu isolamento em meios de cultura diversos séo respaldados
pelas conhecidas e ja bem relatadas limitagdes, retratadas, na revisdo realizada por Amann e
colaboradores (1995), através da frase “a anormalidade da contagem em placa”.

Lechevalier (1989) afirma que na identificacdo das actinobactérias é importante levar
em consideracdo diferentes caracteristicas dessas bactérias filamentosas, o que implica na
utilizacdo de varias técnicas diferentes para esse fim. Em relacdo a morfologia deve-se
observar a cor do micélio aéreo e o tipo de esporo. Para tanto é importante utilizar um meio de
cultura que possibilite uma boa esporulacao e diferenciacao da cor do miceélio aéreo.

A andlise macroscopica das coldnias de actinobactérias isoladas foi realizada através da
observagdo da cor do micélio aéreo e do micélio vegetativo e a producdo de pigmentos.
Verificou-se que ndo houve diversidade em relacdo aos aspectos observados, apresentando
como coloragdo do verso, que corresponde ao micelio aéreo, as cores cinza, branco, amarelo e
marrom; para o0 reverso, 0 micélio vegetativo, as seguintes cores, bege, branco e marrom.
Apenas o isolado “CC4” produziu um pigmento de coloragdo amarelada, o que pode inferir
ser algum tipo de composto quimico, esses resultados podem ser observados nas Tabelas 1, 2
e 3, correspondentes a cada sitio de coleta do material botanico.

129



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

Tabela 1 — Analise macroscopica e determinacdo do género pelo microcultivo das
actinobactérias isoladas de folhas de M. oleifera do Jardim Botanico do Recife

Cor do Micélio

Cor do Micélio

Isolado AGreo Vegetativo Pigmento Género

JB1 Cinza Bege Nao Actinomadura ou Streptomyces
JB2 Cinza Bege Nao Actinomadura

JB3 Branco Bege Nao Actinomadura ou Streptomyces
JB4 Cinza Branco Nao Actinomadura ou Streptomyces
JB5 Cinza Bege Nao Actinomadura ou Streptomyces
JB6 Cinza, com bordas Cinza Nao Actinomadura ou Streptomyces

brancas

JB7 Branco Branco Nao Actinomadura ou Streptomyces
JB8 branco Cinza N&o Actinomadura ou Streptomyces
JB9 Cinza Bege Nao Actinomadura ou Streptomyces
JB10 Cinza Branco N&o Actinomadura ou Streptomyces
JB11 Branco Branco Nao Actinomadura ou Streptomyces
JB12 Clnzabigrr]r;:ordas Bege Néo Actinomadura ou Streptomyces
JB13 Amarelo Bege N&o Nocardiopsis ou Streptomyces
JB14 Clnza,bcigrr]r;:ordas Bege Nao Actinomadura ou Streptomyces
JB15 Branco Bege Né&o Actinomadura ou Streptomyces
JB16 Branco Branco Néo Actinomadura ou Streptomyces
JB17 Amarelo Marron Nao Streptomyces

JB18 Branco Bege Nao Actinomadura ou Streptomyces
JB19 sza,bcr;grr]r;al[)ordas Branco N&o Actinomadura ou Streptomyces
JB20 Cinza Bege Nao Streptomyces

JB21 Clnza,bcr;;)rr]r;al[)ordas Bege Nao Actinomadura ou Streptomyces

Tabela 2 — Analise macroscépica e determinacdo do género pelo microcultivo das
actinobactérias isoladas de folhas de M. oleifera do campus Recife da UFPE

Cor do Micélio | Cor do Micélio | .. -

Isolado AGreo Vegetativo Pigmento Género
UFPE1 Cinza Bege N&o Streptomyces
UFPE2 Cinza Bege Néo Actinomadura ou Streptomyces
UFPE3 Cinza Bege Nao Actinomadura ou Streptomyces
UFPE4 Marrom Branco Nao Streptomyces
UFPES NiETIEIN, GO Branco Nao Streptomyces

bordas branca
UFPEG6 Marrom, com Branco Nao Streptomyces

bordas branca
UFPE7 Cinza Marrom Nao Streptomyces
UFPES Cinza Bege N&o Streptomyces
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Tabela 3 — Andlise macroscépica e determinacdo do género pelo microcultivo das
actinobactérias isoladas de folhas de M. oleifera da Cidade de Caruaru

Cor do Micélio | Cor do Micélio | . A
Isolado p : Pigmento Género
Aéreo Vegetativo
CC1 Marrom Bege Nao Streptomyces
CC2 Cinza Bege N&o Streptomyces
CC3 Cinza Bege Nao Streptomyces
CC4 Branco Bege Sim Streptomyces

A anélise microscopica, atraves da metodologia do microcultivo, permitiu observar os
esporos e estruturas relacionadas e inferir que 12 isolados pertencem ao género Streptomyces,
pois foram observados esporos espiralados, 1 isolado, o JB13, apresentou caracteristicas
morfologicas referentes ao género Nocardiopsis, devido a observacdo de hifas longas com
esporos ao longo de toda a hifa. Contudo, em 20 actinobactérias endofiticas ndo foi possivel
determinar o género, pois apresentaram semelhanca entre os géneros Actinomadura e
Streptomyces, por apresentarem esporos curtos ao longo da hifa. Sendo assim, é necessario o
estudo molecular do rRNA 16S para uma identificaco mais precisa quanto ao género e
possivel espécie desses micro-organismos endofiticos isolados.

Alimuddin e colaboradores (2011) realizaram um estudo com 43 actinobactérias
endofiticas isoladas de diferentes plantas: Melaleuca leucadendra (L.) (cajeput), Tectona
Grandis (teca), Swietenia macrophylla King (mogno) e Phyllostachys pubescens (bambu). A
maioria dos micro-organismos isolados, 53%, apresentaram seus micélios aéreos na coloracdo
cinza. A menor ocorréncia foi observada na coloracdo marrom (5,6%). Esses dados
corroboram com os resultados encontrados no presente estudo, visto que 57,6% dos isolados
apresentaram a coloracao cinza em seus micélios aéreos e apenas 12,2%, a coloracdo marrom,
contudo a menor porcentagem se refere as actinobactérias com o micélio aéreo de cor amarela
(6,1%).

A andlise da micromorfologia das actinobactérias isoladas de folhas de M. oleifera
permitiu inferir, de modo preciso, que 36,3% pertencem ao género Streptomyces. Isso pode
ser explicado por ser um micro-organismo de crescimento rapido, que esporula facilmente e
ndo apresenta muitas exigéncias nutricionais VELHO-PEREIRA & KAMAT, 2012). Verma e
colaboradores (2009) isolaram actinobactérias, das folhas e hastes de Azadirachta indica A.
Juss., e 0 género Streptomyces (49,09%) também foi predominante. Sonashia e colaboradores
(2011) isolaram 30 actinobactérias, das quais 53,33% se classificaram como sendo do género
Streptomyces, 10% como Actinomadura e 13,33% como Micromonospora. As caracteristicas
comuns a esses géneros sdo, por ordem: cadeia de esporos com enrolamento espiral, e em
loop; cadeias de esporos retas e abertos, e aglomerados de conidios Gnicos em micélio.

Zhao et al. (2011) dentre 560 especies de actinomicetos isolados a partir da raiz, caule e
folhas de 26 diferentes plantas medicinais identificaram a maioria como Streptomyces spp.
seguidos dos géneros Micromonospora, Nonomuraceae, Oerskovia, Promicromonospora e
Rhodococcus.

Gangwar e colaboradores (2014) isolaram 40 actinobactérias endofiticas de trés
especies vegetais medicinais: Aloe vera, Mentha arvensis e Ocimum sanctum, sendo o género
Streptomyces 0 mais isolado, correspondendo a uma taxa de 60%, seguido do género
Micromonospora com 25% , Actinopolyspora e Saccharopolyspora com 7,5%, cada.

No estudo realizado por Shutsrirung e colaboradores (2013) foi possivel isolar 252
actinobactérias de tangerina (Citrus reticulata L.), sendo a maioria desses isolados (85,3%)
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pertencentes ao género Streptomyces, seguido pelo Nocardiopsis (4,4%), Micromonospora
(4,0%), Microbispora (2,8%), Spirillospora (2,0%) e Nocardia (1,6%).

Passari e colaboradores (2015) isolaram 42 actinobactérias endofiticas de sete plantas
medicinais, presentes em parques plblicos na India, entre todos os isolados, o género
Streptomyces foi 0 mais abundante em todos os vegetais com 66,6% do total de micro-
organismos endofiticos.

Nos ensaios fenotipicos, quanto a fermentacdo dos acucares foi observado que as
actinobactérias endofiticas do Jardim Boténico do Recife apresentam certa similaridade no
padrdo de fermentacdo dos aglcares. E interessante salientar que o D-Sorbitol ndo foi
fermentado por nenhum dos micro-organismos. D-Maltose e 0 D-Manitol os mais facilmente
fermentados. A linhagem JB17 apresentou certa dificuldade na utilizacdo desses agucares.
Esses resultados podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4 - Fermentagio de carboidratos por actinobactérias endofiticas isoladas de folhas de M. oleifera provenientes do jardim Botanico do Recife

ACUCARES |JB1|JB2|JB3|JB4|JB5|JB6 | JB7 | JBS | TBO 7B10]|3B11|1B12|1B13|3B14|IB15|IB16|3B17|1B18]IB19]1B20]7B21
Adonitol + + + + + + + + + | + | + | nC + + + + | NC | + + ++ +
D-Arahinose + + + + + + + + + + + + + + NC - - ++ |+
L-Arabinose +H+ |+ + + + + + + + + + + | NC + + + + + + + +
Destrina + + + + + + + + - + + + NC | ++ ++ + | NC | + ++ ++ ++
Glicose - - - + + + + + + + NC + + + NC + +H | ]
Meso-Inositol + + + + + + + NC - - - NC - - + NC | NC + ++ +
D-Lactose + + + H |+ | | e | e ]+ + +++ |+ |+ | e ] NC |+ | | |
D-Maltose + + + el B B B B B B e B e e B IR ol S I I I
D-Manitol e aad Baasd Baand Bxaad Baaad Baaad Baaad Baaad Baand Baand Baaad Exaad Mo EES IS IR I Vol EESY Ry EEoas EEass
L-Raminose + + + + - - - - - NC - NC + + + + ++ +
Sacarose NC = - - - - + + + - - NC + + NC + + + +
D-Sorbitol NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
Trealose + + + Sl Bl B Baad Baad Baad Bl Eaad Exaad BTel EXEY EESES Exaad ol EEEEY EEoaS EEss IS
D-Xilose + + + + + + + +H |+ | ] + NC | ++ | +++ | +++ + + + + ++

Legenda: (+) Pouca Fermentagdo; (++) Boa Fermentacdo; (+++) Otima fermentagdo; (++++)
Excelente Fermentacéo; (-) Nao fermentou; (NC) N&o cresceu

Os isolados do campus Recife da UFPE, também, apresentaram repeti¢cfes nos padrdes
de fermentacdo dos acglcares. Novamente, o D-Sorbitol ndo foi fermentado por nenhuma das
linhagens e o D-Maltose e D-Manitol facilmente fermentados. Todas as linhagens
apresentaram algum grau de crescimento através da utilizacdo desses carboidratos, como pode
ser observado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Fermentacédo de carboidratos por actinobactérias endofiticas isoladas de

folhas de M. oleifera provenientes do cam

pus Recife da UFPE

ACUCARES |UFPE1|UFPE2 | UFPE3| UFPE4 | UFPE5 | UFPE6 | UFPE7 | UFPES
Adonitol ++ i i ++ ++ ++ + ++
D-Arabinose +++ +++ + + + + 44+ | ++++
L-Arabinose ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ o
Destrina ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
Glicose ++++ | 4+ o+ e+ e+ +++ +++ +
Meso-Inositol + + - - - - - -
D-Lactose ++ ++ ++++ | A+ | A | A +++ FH++
D-Maltose +++ +++ ++++ | | A | | A +++
D-Manitol ++++ |+ | | A | | At +++ +++
L-Raminose + + + + + + + +
Sacarose + + + + + - - -
D-Sorbitol NC NC NC NC NC NC NC NC
Trealose +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ B
D-Xilose ++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++

Legenda: (+) Pouca Fermentacdo; (++) Boa Fermentacdo; (+++) Otima fermentacdo; (++++)
Excelente Fermentacéo; (-) Ndo fermentou; (NC) Nao cresceu

As mesmas observacdes feitas para as actinobactérias do Jardim Boténico do Recife e
do campus Recife UFPE também sdo realizadas nos isolados da Cidade de Caruaru, de acordo

com a Tabela 6.

Tabela 6
carboidratos

- Fermentacao
actinobactérias
endofiticas isoladas de folhas de M.
oleifera provenientes da Cidade de

por

de

Caruaru

ACUCARES | CC1]CC2|cc3|cc4
Adonitol ++ | ++ | ++ | ++
D-Arabinose | ++++ | ++++ ]| +++ | +++
L-Arabinose ++ | ++ | 4+ +
Destrina + + ++ | ++
Glicose + - ++ | ++
Meso-Inositol - +++ |+ +
D-Lactose ++++ | +++ |+ |+
D-Maltose +++ |+ | |
D-Manitol e+ | | |
L-Raminose ++ + + | ++
Sacarose - + + +
D-Sorbitol NC | NC | NC | NC
Trealose +++ | | |
D-Xilose e I T

Legenda: (+) Pouca Fermentacdo; (++) Boa Fermentacio; (+++) Otima fermentagio; (++++)

Excelente Fermentacgéo; (-) Nao fermentou; (NC) Nao cresceu
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Os ensaios para a observacdo da capacidade das actinobactérias endofiticas crescerem
em diferentes faixas de pH e concentracdes de NaCl foram realizado e os resultados podem
ser observados nas Tabelas 7, 8 e 9. Observa-se que a linhagem JB13 n&o cresceu em pH 4,0,
tendo o seu melhor crescimento no pH 5,0. A linhagem JB21 cresceu apenas nos valores de
pH 5,0 e 9,0. A actinobactéria JB2 ndo cresceu na concentracdo de 7% de NaCl, assim como a
JB21, que apresentou crescimento apenas na concentracdo de 3% do sal, sendo portanto uma
linhagem sensivel a variacdo desses pardmetros. Observa-se que as linhagens UFPE5 e
UFPEG6 foram inibidas pela alta concentracdo de NaCl. Contudo, os isolados desse sitio
apresentaram um crescimento sem a formacdo do micélio aéreo. Os micro-organismos
isolados das folhas de M. oleifera da Cidade de Caruaru foram idénticoas quanto ao seu
desenvolvimento nos meios de culturas com essas variaveis.

Tabela 7 - Crescimento de actinobactérias endofiticas folhas de M. oleifera do Jardim Botanico do Recife em diferentes concentracio de pH e NaCl
JB1| B2 | 383 | B4 | 385 | 3B6 | 387 | 383 | 380 |3B10|3B11]|IB12|IB13|IB14|IB15|IB16|IB17|1B18|IB10]IB20]0B21
c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* NC c* c* c* c* c* c* c* NC

4,0

pH 5.0 c* c* c* c* c* c* C c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* C
9.0 c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* £ c* c* c* c* c* c* c* £

10,0 c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* C c* c* c* c* c* c* c* NC

1% c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* C c* c* c* c* c* c* C NC
3% c* c* c* c* c* c* C c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* c* C C

NaCl

504 c* Cc* C* C C NC
7% C MNC C C C C C c* C C C C c* C C MNC

C C C C C
Legenda: C* - Crescimento com formacao de micelio aereo; C — Crescimento sem a formacao
do micélio aéreo; NC — Néo cresceu

c* c* c* c* £ £ c* c* c* £ c* £ £ £ £

Tabela 8 - Crescimento de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera do campus
Recife da UFPE em diferentes faixas de pH e concentracfes de NaCL

UFPE1 | UFPE2 | UFPE3 | UFPE4 | UFPES | UFPE6 | UFPE7 | UFPES
4,0 C* C* C* C* c* C C* C*
oH 5,0 Cc* C* C* C* c* c* Cc* Cc*
9,0 C C C* C C C C C
10,0 C C C* C C C C C
1% C C Cc* C C C C C
NaCl 3% C C C* C C C C C
5% C C C* C C C C C
7% C C C C NC NC C C

Legenda: C* - Crescimento com formacdo de micélio aéreo; C — Crescimento sem a
formacédo do micélio aéreo; NC — N&o cresceu
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Tabela 9 - Crescimento de actinobactérias
endofiticas de folhas de M. oleifera da Cidade
de Caruaru dem diferentes faixas de pH e
concentracoes de sais

CCl | CC2]|CC3|CC4

4,0 C* C* C* C*
oH 5,0 C* C* C* c*
9,0 C C C C

10,0 C C C C

1% C C C C

NaCl 3% C C C C
5% C C C C

7% C C C C

Legenda: C* - Crescimento com formacdo de miceélio aéreo; C — Crescimento sem a formacéo
do micélio aéreo

A andlise das caracteristicas fenotipicas através da comparacdo com os dados contidos
nas tabelas presente no Bergey's Manual of Systematic Bacteriology permite inferir que sdo
necessarios outros testes relacionados a fisiologia desses micro-organismos para uma correta
identificacdo em relacdo ao género e possivel espécie desses endofiticos. Portanto, esses
resultados corroboram com a necessidade e importancia de um estudo molecular para a
identificacdo da microbiota presente no interior das folhas de M. oleifera.

4, CONCLUSOES

A metodologia utilizada para o isolamento das actinobactérias endofiticas de folhas de
M. olefera foi adequada, isolando-se um total de 33 micro-organismos, sendo 21 (63,6%)
isolados do Jardim Botanico do Recife, 8 (24,2%) do campus Recife da UFPE e 4 (12,2%) da
Cidade de Caruaru.

Através da observacdo macroscopica e microscopica foi possivel a determinacdo do
género em 13 (39,4%) isolados, com predominancia do género Streptomyces sp. Néo foi
possivel a identificacdo dos demais devido a caracteristicas inerentes a mais de um género.

A andlise fenotipica apresentou dificuldade na identificacdo desses micro-organismos
devido a grande diversidade de ensaios requeridos para uma correta identificacdo taxonémica.
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1. INTRODUCAO

A Moringa oleifera Lam. é uma planta tropical pertencente a familia das Moringaceae,
composta apenas por um género (Moringa) e 14 espécies. E nativa da india e encontrada em
muitos paises da Africa, Asia e América do Sul. Considerada uma espécie arborea, pode
chegar a 12 m de altura, gerando flores e frutos em um ano. (PAIVA et al., 2011). A moringa
pode ser facilmente propagada por sementes ou por estacas. As sementes podem ser plantadas
diretamente no local definitivo ou em sementeiras. Nao ha necessidade de nenhum tratamento
prévio. A planta requer poucos tratos culturais e cresce rapidamente alcancando a altura de
4m no primeiro ano. Em condi¢6es favoraveis, uma Unica planta pode produzir de 50 a 70 kg
de frutos/ano. E uma das plantas mais Uteis para a as regides semiaridas (SANTANA et. al.,
2010).

Os endofiticos séo definidos como micro-organismos cultivaveis ou ndo, que vivem no
interior de plantas, localizando-se, de modo geral, nas suas partes aéreas, como caules e
folhas, também podem ser encontrados em ramos e raizes, sem ocasionar, aparentemente,
quaisquer danos aos seus hospedeiros (SANTOS & VARAVALLO, 2011). Os micro-
organismos endofiticos tém sido isolados de varios 6rgdos de diferentes espécies de plantas e
sdo objetos de investigacdo cientifica, devido a sua biodiversidade e ao seu potencial para
produzir metabolitos bioativos que podem ter aplicacdo na medicina, agricultura e industria
(CHEN et. al., 2011). Muitas das espécies isoladas sdo reconhecidas como produtoras de
metabolitos secundarios com atividade bioldgica, os quais podem resultar em importantes e
raros compostos, 0s quais sao encontrados apenas nas plantas hospedeiras (TRIGIANO, 2010;
TURGEON & BUSHLEY, 2010). Entre os micro-organismos endofiticos identificados tém se
dado um maior destaque as actinobactérias devido a sua importancia biotecnoldgica
(STACKEBRANDT & SCHUMANN, 2006).

Os representantes das actinobactérias apresentam atividades metabodlicas
diversificadas. Alguns desses micro-organismos podem produzir enzimas extracelulares e
uma ampla variedade de metabolitos secundarios (RAJU et al., 2010; AL-ASKAR, 2012).
Notavelmente, as actinobactérias, particularmente aqueles que habitam plantas que crescem
em um ambiente poluido, podem produzir enzimas liticas que contribuem para a degradacao
de varios tipos de compostos organicos poluentes presentes do microambiente (MITTER et
al., 2013). Além disso, muitos dos metabolitos secundarios produzidos pelas actinobacterias
sdo antibidticos potentes, uma caracteristica que tornou o género Streptomyces conhecido
como o maior produtor de antibidticos primarios para industria farmacéutica (BERDY, 2005).

Esse trabalho teve por objetivo avaliar o potencial biotecnoldgico de actinobactérias
endofiticos de folhas de M. oleifera Lam., através da analise qualitativa da atividade
antimicrobiana e da producgdo de enzimas hidroliticas extracelulares presentes nesses micro-
organismos.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Actinobactérias Endofiticas

As 33 actinobactérias isoladas de folhas de M. oleifera Lam., depositadas na Colecao
de Micro-organismos, do Departamento de Antibiodticos, da Universidade de Pernambuco,
Brasil (UFPEDA), originarias do Jardim Botanico do Recife (sigla ‘JBx”), do Campus Recife
da UFPE (sigla ‘UFPEx’) e da Cidade de Caruaru (sigla ‘CCx’) foram reativadas, utilizando-
se meios liquidos correspondentes aos meios nos quais elas estavam preservadas, sob agitacao
de 150rpm, a 30°C, por 120 horas. Para a manutencdo desses micro-organismos, para 0S
ensaios qualitativos, foram realizados repiques dessas actinobactérias em tubos de ensaio
contendo o meio sélido inclinado ISP-4, incubados a 30°C, por 7 dias.

2.2 Avaliacdo Qualitativa da Atividade Antimicrobiana

Para a andlise das actinobactérias endofiticas isoladas com potencial de producdo de
metabolitos com atividade antimicrobiana, foi realizada uma selecdo primaria em meio sélido,
através da técnica do “Teste em Bloco de Gelose” ou “Teste de Difusdio em Agar”,
caracterizada pela difusdo do composto bioativo em é&gar (ICHIKAWA et al., 1971).
Inicialmente, suspensdes em soro fisioldgico esterilizado, contendo 0,1% de Tween 80, com
0s esporos de cada uma das 33 actinobactérias endofiticas foram submetidas a agitacdo em
vortex e 0,1mL de cada suspensdo foi espalhada com alca de Drigalsky, para crescimento em
forma de tapete (pour plate), em placas de Petri contendo 20mL dos meios onde as
actinobactérias apresentaram melhor crescimento, com producdo do micélio aéreo, sendo
incubadas por 7 dias a 30°C. Apo0s este periodo, cilindros de 7,0 mm de diametro (plugs)
foram cortados e transferidos, com o auxilio de uma pinga, para a superficie das placas de
Petri, contendo os meios de cultura especificos, &gar Mueller-Hinton e Sabouraud-agar, para
bactérias e fungos, respectivamente, previamente inoculados com 100uL da suspensdo, em
agua destilada, dos micro-organismos testes, as quais foram padronizadas para a turbidez do
tubo N° 0,5 da escala de MacFarland, aproximadamente 1,5.108 UFC/mL. As placas foram
incubadas respeitando-se as caracteristicas fisiolégicas dos micro-organismos testes. Apds o
periodo de incubacdo, os didmetros dos halos de inibicdo formado por cada bloco foram
medidos (em mm), calculando-se a média aritmética e o desvio-padrédo.

Os micro-organismos testes utilizados nos ensaios qualitativos da atividade
antimicrobiana, foram provenientes de culturas pertencentes a Colecdo de Culturas
Microbianas do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPEDA), sendo eles: Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Bacillus subtilis (UFPEDA
86), Micrococcus luteus (UFPEDA 100), Escherichia coli (UFPEDA 224), Klebsiella
pneumoniae (UFPEDA 396), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416), Mycobacterium
smegmatis (UFPEDA 71), Candida kruzei (UFPEDA 1002), Candida albicans (UFPEDA
1007) e Aspergillus niger (UFPEDA 2003).

2.3 Avaliacao Qualitativa da Atividade Enzimatica

A determinacdo da producdo de enzimas extracelulares pelas actinobactérias foi
realizada pelo método de difusdo em agar. Cada amostra do micro-organismo endofitico foi
inoculada com alga em forma de agulha no centro de placas de Petri com 15 mL dos meios de
cultura especificos contendo a fonte de carbono para cada enzima. As placas foram incubadas
a 30°C, em tempos variaveis, de acordo com cada metodologia. Foi avaliada a presenca da

140



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

atividade de sete enzimas: amilase, carboximetilcelulase, esterase, lipase, pectinase, protease e
xilanase, conforme descrito a seguir.

Os resultados foram detectados pela visualizacdo do halo de degradacdo do substrato
ao redor da coldnia, utilizando reveladores caracteristicos para cada teste, adicionando-os a
superficie do meio apos o crescimento das actinobactérias, sendo o didmetro da colénia e do
halo de degradacdo medidos em milimetros com um auxilio de um paquimetro, pelo verso da
placa. O indice enzimatico (IE) foi obtido através do calculo da relacdo entre o diametro do
halo de degradacdo e o didmetro da col6nia, desse modo, quanto maior o indice maior é a
atividade enzimaética no meio.

2.3.1 Atividade Amilolitica

A degradacao do amido foi avaliada no meio agar nutritivo (AN) acrescido de amido
(0,2% de amido; 0,5% de peptona; 0,15% de extrato de carne; 0,15% de extrato de levedura;
0,5% de NaCl; e 1,5% de agar. pH 6,0). Ap6s a inoculacdo pontual das actinobactérias nas
placas, estas foram incubadas por 5 dias a 30°C. Em seguida foi realizada a revelacdo do teste
através da adicdo de cristais de iodo sobre as placas em agitacdo, para que 0s cristais
pudessem sofrer sublimagdo e o vapor reagir com o amido. Quando ha essa interacdo, €
produzida uma coloracdo enegrecida no meio de cultura e o halo hidrolitico é visualizado
como uma area incolor transparente circundando a colénia (HANKIN & ANAGNOSTAKIS,
1975).

2.3.2 Atividade Carboximeticelulolitica

Esse ensaio foi realizado em meio CMC (Carboximetilcelulase) (1% de
carboximetilcelulose; 0,7% de KH2POy4; 0,2% de K;HPO,4; 0,01% de MgSO,4.7H,0; 0,1% de
(NH,4)2SO4; 0,06% de extrato de levedura; e 1,5% de agar. pH 5,5). Apds a inoculacdo, as
placas foram incubadas por 4 dias a 30°C. A capacidade carboximetilcelulolitica foi
constatada pela adicdo de 5mL da solucdo de vermelho congo a 0,025% nas placas por 30
minutos. Para facilitar a visualizacdo do halo, foi adicionado 1mL de NaCl 0,5M por 5
minutos. As actinobactérias que degradaram a carboximetilcelulose apresentaram halos
alaranjados ao seu redor (HANKIN et al., 1971).

2.3.3 Atividade Esterasica

A producdo de esterase foi observada apds a inoculacdo pontual das linhagens de
actinobactérias em meio de cultura especifico (2% de Tween 80; 0,5% de peptona; 0,1% de
extrato de levedura; 0,4% de NaCl; e 1,5% de agar. pH 6,5) e cultivada a 30°C. Apoés 7 dias,
as placas foram colocadas a temperatura de 4°C durante um periodo de 48 horas. Nas coldnias
positivas para a producdo de esterase, foram observados halos esbranquicados devido a
formacao de cristais de sais de célcio do &cido laurico (NEIROTTI & AZEVEDO, 1988).

2.3.4 Atividade Lipolitica
Para a determinacdo da atividade lipolitica presente nas actinobactérias endofiticas, a

metodologia foi a mesma utilizada para a deteccdo da enzima esterase, porém com a
substituicdo do Tween 80 pelo Tween 20 (NEIROTTI & AZEVEDO, 1988).
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2.3.5 Atividade Pectinolitica

A degradacéo da pectina foi avaliada em meio TSA modificado (Trypticase Soy Agar)
(1,5% de triptona; 0,5% de NaCl; 0,5% peptona de soja; 1% de pectina citrica; e 1,5% de
agar. pH 7,3). As placas foram incubadas por 5 dias na temperaturas de 30°C. A pectinase
teve sua atividade revelada apds a adicdo de 5mL da solucéo de iodeto de Gram as placas, que
foram mantidas a temperatura ambiente por 5 minutos. Apds este periodo, foi observado halo
translicido ao redor da colbnia, indicando a positividade na producdo da enzima
(ANDERSON, 1939).

2.3.6 Atividade Proteolitica

A hidrolise de proteinas foi avaliada por inoculacdo das actinobactérias em meio YMA
modificado (Yeast Malt Agar) (1% de glicose; 0,3% de extrato de levedura; 0,3% de extrato
de malte; 0,5% de peptona bacteriana; 1% de caseina; e 1,5% de agar. pH 6,5). Apos
inoculacdo, as placas foram incubadas a 30°C por 4 dias. Como método de revelacdo para o
teste, houve a adicdo de 5mL de uma solucdo de &cido acético 5% as placas, reagindo com o
meio por 5 minutos, cujo precipitado torna o0 4gar mais opaco e acentua as zonas claras ao
redor das coldnias, caracterizando a hidrélise da caseina (VIEIRA, 1999).

2.3.7 Atividade Xilanolitica

A hidrolise da xilana por actinobactérias foi testada através da inoculacdo em meio
AN modificado (Agar Nutritivo) (0,5% de peptona; 0,15% de extrato de carne; 0,15% de
extrato de levedura; 0,5% de NaCl; 0,02% de xilana; e 1,5% de agar. pH 7,0), as placas foram
incubadas a 30°C por 4 dias. A atividade xilanolitica foi revelada pela adi¢do de Lugol a 0,5%
por 5 minutos e lavadas com &gua destilada. As col6nias Xilanase positivas apresentaram
halos claros ao redor das colénias (MACIEL, 2006).

2.4 Andlises Estatisticas

Os ensaios foram conduzidos no delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticGes e os dados obtidos foram analisados através de andlise da variancia. As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de p<0,05 de probabilidade, usando-se o
Sistema de Anélise Estatistica - SANEST.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia utilizada para a reativacdo das 33 linhagens de actinobactérias
endofiticas das folhas de M. oleifera foi eficiente. Ndo foi observada nenhum tipo de
contaminacdo quando esses micro-organismos foram repicados em placas de Petri contendo
0s meios de cultura nos quais eles haviam sido preservados.

As actinobactérias testadas apresentaram atividades inibitorias sobre os micro-
organismos testes. Essas bioatividades variaram em relagdo a cada grupo de micro-
organismos testados (Gram-positivos, Gram-negativos, bacilo alcool-acido resistente,
leveduras e fungo filamentoso). Esses resultados podem ser observados nas Tabelas 1 e 2
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Tabela 1 — Média dos halos de inibicdo (+ desvio-padrdo), em milimetros, apresentados pelos
isolados de actinobactérias frente aos micro-organismos testes (Gram-positivos e Gram-negativos)

Linhagens

Micro-organismos Testes (UFPEDA)

02

86

100

224

396

416

JB1
JB2
JB3
JB4
JB5
JB6
JB7
JBS
JB9
JB10
JB11
JB12
JB13
JB14
JB15
JB16
JB17
JB18
JB19
1B20
JB21
UFPE1
UFPE2
UFPE3
UFPE4
UFPE5
UFPEG
UFPE7
UFPES
CC1
CC2
CC3
CC4

12+1,73
11,67 + 2,08
10,33 + 0,58
16 +2
11,67 + 0,58

23+1

19,67 + 3,21
28,33 + 0,58
11
24
23,67 +1,53

12
11,67 + 1,53

23,33+2,31

14,67 + 2,52

17,33 + 2,31

14,33 + 0,58

28+1

16,67 + 0,58
17

26 +1,73
29,67 + 0,58
24,67 + 0,58

31+1,73

29+1,73
23,33+1,15
12,33 + 0,58

30,67 +1,15

35+5

23,67 +1,53
24

16,67 + 2,08

17 + 3,33
16,33 + 0,58

12,33 + 0,58

22,33 +1,53
22 +2

11,67 + 0,58
10,33 + 0,58

Legenda: UFPEDA 02 - Staphylococcus aureus; UFPEDA 86 - Bacillus subtilis; UFPEDA 100 -
Micrococcus luteus; UFPEDA 224 - Escherichia coli; UFPEDA 396 - Klebsiella pneumoniae; UFPEDA
416 - Pseudomonas aeruginosa; - sem atividade.
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Tabela 2 — Média dos halos de inibicdo (+ desvio-padréo), em milimetros, apresentados
pelos isolados de actinobactérias frente aos micro-organismos testes (bacilo alcool-acido
resistente, leveduras e fungo filamentoso)

Micro-organismos Testes (UFPEDA)

Linhagens

71 1002 1007 2003
JB1 - - - -
JB2 - - - -
JB3 - - - 17,33 + 6,81
JB4 - - - -
JBS - - - 13,33 + 1,53
JB6 - - - 14+1,73
JB7 - - - 14,33 + 1,15
JB8 - - - 14,67 + 0,58
JB9 - - - 14+1
JB10 17,67 + 1,15 - - -
JB11 18,67 + 1,53 . : -
JB12 17+1 - - 16 +1
JB13 21,67 +1,53 - - -
JB14 - - - -
JB15 - - - 17,33 + 2,52
JB16 - - - 20+ 2,65
JB17 - - - 12
JB18 15+1 17,33 + 0,58 18 28 +2
JB19 - - 15 21+1,73
I1B20 13+1 - 10,67 + 0,58 20,67 + 1,15
JB21 14,33 + 0,58 - 13,33 + 0,58 25
UFPE1 30 16+1 14,33 + 0,58 23,67 + 2,52
UFPE2 - - - -
UFPE3 - - - -
UFPE4 - 16+1 - 42,33+2,31
UFPES5 - - - 39,33 + 0,58
UFPEG6 - - - -
UFPE7 25,33 +1,15 15+1 15,33 +1,53 23,67 + 1,53
UFPES8 - - - -
CC1 16,67 + 1,15 - - 16
CC2 - 12,33 + 0,58 - -
CC3 30,67 + 1,53 17,67 + 0,58 20,33+ 1,53 19,33 + 0,58
CC4 29,67 + 0,58 16 19,67 + 1,53 19,67 + 1,15

Legenda: UFPEDA 71 - Mycobacterium smegmatis; UFPEDA 1002 - Candida kruzei;
UFPEDA 1007 - Candida albicans; UFPEDA 2003 - Aspergillus Niger; - sem atividade.
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Os micro-organismos testes Gram-positivos, diferentemente dos Gram-negativos,
foram bastante sensiveis quando do teste de inibig&o, através da difusdo em &gar, visto que 13
(39,4%) isolados apresentaram atividade inibitoria sobre o Staphylococcus aureus (UFPEDA
02), o Bacillus subtilis (UFPEDA 86) e o Micrococcus luteus (UFPEDA 100), com halos
variando de 10 a 35mm. Destaca-se o isolado CC1, o qual apresentou os maiores halos de
inibicdo, com valores entre 28 e 35mm. Os micro-organismos testes UFPEDA 02 e UFPEDA
100 foram os mais sensiveis, sendo inibidos por 11 das 13 actinobactérias ativas contra 0s
Gram-positivos. Os maiores valores de halos de inibicdo foram observados sobre o
Micrococcus luteus, caracterizando-o como um micro-organismo bastante sensivel.

No ensaio contra os micro-organismos testes Gram-negativos, observou-se que apenas
5 (15,2%) dos isolados endofiticos das folhas de M. oleifera foram ativos. Sendo o micro-
organismo teste UFPEDA 396 (Klebsiella pneumoniae) o mais sensivel frente as
actinobactérias testadas, visto os maiores halos de inibicdo apresentados. Contudo a
Pseudomona aeruginosa (UFPEDA 416) foi a mais resistente, ndo apresentando halos
superiores a 12mm. Apenas trés isolados (UFPE1l, CC3 e CC4) apresentaram atividade
inibitéria sobre a Escherichia coli, com halos menores que 20mm.

Zitouni e colaboradores (2003) sugerem que as actinobactérias possuam uma
caracteristica de gradagdo decrescente de sua atividade inibitdria, conforme a seguinte escala:
bactérias Gram-positivas > fungos > bactérias Gram-negativas. Essa hierarquizacdo quanto a
bioatividade desses isolados ambientais frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
pode ter sua origem atribuida as diferencas morfoldgicas existentes entre esses micro-
organismos: enquanto os Gram-negativos possuem uma membrana externa lipopolissacaridica
na parede celular, os Gram-positivos apenas tém uma camada de peptideoglicano espessa, a
qual ndo constituiria uma barreira de protecdo efetiva (GEBREYOHANNES et al., 2013).
Enfatiza-se também a elevada taxa de resisténcia intrinseca das bactérias Gram-negativas a
varios antimicrobianos e a existéncia de misturas de produtos microbianos bioativos em
triagens sem outras etapas de fracionamento e purificagcdo, as quais contém substancias
estrutural e funcionalmente similares a algumas das drogas antibacterianas ja existentes
(MADIGAN, 2010).

Em selecdo primaria da atividade antimicrobiana de um total de 560 espécies de
actinobactérias isoladas de diferentes plantas medicinais contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e fungos filamentosos, Zhao e colaboradores (2011) constataram que 59 dos
isolados mostraram atividade antibacteriana contra 11 micro-organismos e 15 isolados
apresentaram antibiose contra Staphylococcus aureus.

Ceylan e colaboradores (2008) realizaram um ensaio com bloco de gelose e testaram
15 amostras de Streptomyces do solo da Turquia frente a micro-organismos testes, obtendo
halos de inibicdo superiores a 30mm, quando testados contra Staphylococcus. aureus.
Nedialkova e colaboradores (2005) testaram linhagens de actinobactérias isoladas da
Antértida e também observaram forte resisténcia da bactéria Gram-negativa Escherichia coli,
uma vez que esta sé foi inibida por apenas uma linhagem de actinobactéria, e a sensibilidade
do Bacillus subtilis, que foi inibido por 60% das linhagens testadas.

Rahman (2011) testou linhagens de actinobactérias isoladas do solo de Rajshahi em
Bangladesh e observou que nenhuma linhagem testada inibiu a bactéria Gram negativa
Escherichia coli, contudo, mostraram atividade contra a Staphylococcus aureus. Houssam e
colaboradores (2009) também n&o encontraram resultados satisfatorios ao testar estirpes
endofiticas de Streptomyces sp. contra Escherichia coli, ratificando a sua resisténcia.

A acdo sobre o Mycobaterium smegmatis (UFPEDA-71), um bacilo alcool-acido
resistente, foi observada em 12 (36,4%) das 33 actinobactérias testadas. Contudo, a atividade
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de 7 isolados dentre os 12 que foram ativos ndo passou dos 20mm de halo de inibicé&o.
Entretanto as linhagens CC3 e CC4 apresentaram as maiores atividades inibitorias com halos
de inibicdo entre 29 e 30mm.

Na anélise sobre as leveduras, observou-se que 10 (30,3%) actinobactérias endofiticas
de folhas de M. oleifera apresentaram atividade. A Candida albicans (UFPEDA 1007)
apresentou maior sensibilidade frente aos isolados testados, sendo inibida por 8 das 10
actinobactérias ativas. Novamente, destacam-se as linhagens CC3 e CC4 frente a esse grupo
de micro-organismos, apresentando halos de inibicéo que variaram de 16 a 20mm.

A porcentagem de actinobactérias ativas contra as leveduras encontradas no presente
estudo é relativamente alta quando comparada com outros estudos, como o de Bachiega e
colaboradores (2005) que encontraram 20,3% de atividade contra C. albicans. Gandotra e
colaboradores (2012) observaram que, dos Streptomyces sp. analisados, 33,3% mostraram
alguma atividade antifungica frente a isolados de Candida spp. Outros autores também
encontraram atividade para isolados de C. albicans com porcentagem de 12,5% (SUSITHRA
et al.,, 2009), 11,1% (ALY et al., 2011) e 5% (HONG et al., 2009) das actinobactérias
isoladas.

Solecka e colaboradores (2012) relatam a atividade antifungica contra diversos fungos
patogénicos a partir de metabdlitos produzidos por actinobactérias, em especial aquelas
pertencentes ao género Streptomyces. Atividades antagonicas frente a Candida albicans foram
relatados em outros estudos realizados por Atta e colaboradores (2011) e por Oliveira e
colaboradores 2013 ao utilizarem actinobacteérias.

Das 33 actinobactérias utilizadas no ensaio do Bloco de Gelose para o fungo
filamentoso Aspergillus niger (UFPEDA 2003), 21 (63,6%) apresentaram halos de inibicdo
que variaram de 12 a 42mm. As linhagens UFPE4 e UFPES foram as mais ativas contra esse
micro-organismo teste, apresentando halos com valores entre 39 e 42mm. As linhagens CC3 e
CC4 que haviam apresentado atividades inibitdrias interessantes para os demais grupos de
micro-organismos testes, apresentou valores intermediarios, com média de 19mm. Este
resultado mostra-se importante diante da dificuldade relatada na literatura de isolar micro-
organismos produtores de antiflngicos.

Augustine e colaboradores (2005) ao testarem 218 isolados de actinobactérias
observaram que apenas um (0,45%) isolado mostrou atividade antifungica. Das 100
actinobactérias isoladas por Lakshmipathy e Kannabiran (2009), apenas 3 mostraram
atividade inibitéria contra fungos filamentosos. Deepa e colaboradores (2011) isolaram 30
actinobactérias do solo e obtiveram atividade antifingica em apenas 5 (16%) dos isolados
frente ao fungo filamentoso Microsporum spp., porém os autores inferiram que apos a
observacao través da separacdo desses compostos bioativos por CCD (Cromatografia em
Camada Delgada) que os valores de Rf obtidos foram semelhantes aos compostos
antifngicos utilizados comercialmente, podendo significar que 0s mesmos compostos sdo
responsaveis pela atividade antimicdtica desses isolados.

Apesar dessa dificuldade, Silva e colaboradores (2011) isolaram 71 actinobactérias
associadas a liquens e observaram, através do teste de atividade antimicrobiana em meio
solido, que os melhores resultados diante dos micro-organismos testes foram para Aspergillus
niger (65%) e Candida albicans (56%).

E interessante salientar que os resultados obtidos no presente estudo néo refletem o
verdadeiro potencial antimicrobiano das actinobactérias endofiticas, pois segundo Owen e
Hundley (2004), a producdo de compostos bioativos € estimulada pela interagdo dos micro-
organismos com a planta ou por fatores ambientais, portanto existe a possibilidade da
capacidade biosintética estar diminuida quando do cultivo in vitro.

As actinobactérias sdo responsaveis pela producdo de mais da metade dos compostos
bioativos encontrados na literatura, incluindo antibidticos, agentes imunossupressores,
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agentes antitumorais e enzimas (QIN et al., 2009; AMRITA et al., 2012; Xu et al., 2014; Xu
2015).

As publicacgdes existentes de prospeccao de actinobactérias tém focado em enzimas de
interesse biotecnoldgico (COELHO et al., 2012). De acordo com Gomes e colaboradores
(2007), existe uma relacdo estreita entre o nicho ecolégico do micro-organismos e o seu perfil
enzimatico intra e extracelular.

No presente estudo foi avaliada a producdo extracelular das enzimas amilase,
carboximetilcelulase, esterase, lipase, pectinase, protease e Xxilanase, por actinobactérias
endofiticas de folhas de M. oleifera. Lealem e Gashe (1994) consideram que as amostras que
apresentam o indice enzimatico (IE) com valor igual ou maior que 2,0 s&o promissoras para
aplicacdo biotecnoldgica na producgéo enzimatica.

A hidrélise do amido formado por dois polimeros de glicose (amilose e amilopectina),
foi observada em 24 (72,7%) isolados dos 33 testados. Os IE variaram de 1,8 a 4,2,
caracterizando essas actinobactérias como boas produtoras da enzima amilase (Figura 1). A
producdo de amilases por microrganismos é fonte de pesquisa para utilizagdo em processos de
panificacdo, fermentacdo, solubilizacdo de goma, industria téxtil e branqueamento de papel
(KUROSAWA et al., 2006).
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Figura 1. Indices enziméticos da atividade da amilase produzida pelas linhagens de
actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera. Barras no grafico seguidas pelas mesmas
letras, ndo diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p<0,05)

Karanja e colaboradores (2010) observaram a hidrdlise amilolitica com IE entre 3,4 e
5,2 para espécies de Streptomyces isoladas de solos em Quénia. Aysha e colaboradores (2006)
relataram um IE de 1,2 parar Actinomyces pyogenes, o qual diante do parametro utilizado por
Lealem e Gashe (1994), norteador dos dados do presente estudo, a caracteriza como uma
fraca produtora de amilase.

Segundo Moreira e Siqueira (2006), o amido € um importante composto organico de
reserva nos vegetais cuja degradacédo ¢ limitada a poucos micro-organismos. De acordo com
esses autores, a producdo de amilases, acidos orgéanicos, CO, e dextrinas durante a
decomposicdo, sdo caracteristicas que incluem as actinobactérias no grupo de bons
degradadores de amido.

A producdo de glicose, alcool e proteinas a partir de celulose sdo os principais alvos de
estudo para aplicacdo de celulases (HECK et al. 2002). As celulases podem ser aplicadas nos
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variados processos industriais que envolvam utilizacdo de material vegetal. A avaliacdo dos
isolados de actinobactérias, no presente estudo, revelou atividade carboximetilcelulolitica em
28 (84,8%) dos 33 micro-organismos testados. Apenas 5 (15,2%) isolados ndo foram capazes
de produzir extracelularmente essa enzima. Os valores do IE variaram de 2,1 a 8,3,
destacando a linhagem JB17, seguida das linhagens UFPE7 e JB19 como as maiores
produtoras de carboximetilcelulase, com IE de 8,3, 7,8 e 7,3, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Indices enzimaticos da atividade da carboximetilcelulase produzida pelas linhagens
de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera. Barras no grafico seguidas pelas
mesmas letras, ndo diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p<0,05)

Na triagem realizada por El-Sersy e colaboradores (2010), para acticnobactérias
produtoras de celulase, foram avaliadas seis espécies, sendo cinco pertencentes ao género
Streptomyces e uma ao género Nocardiopsis, todas isoladas do ecossistema marinho. Ap6s
sete dias de incubacdo, todas as espécies de actinobactérias apresentaram sinais de
crescimento em agar CMC e demonstraram resultados positivos no teste com vermelho
congo, destacando-se a espécie Streptomyces ruber como a melhor produtora da enzima.

Silva e colaboradores (2015), avaliando a atividade celulolitica de 28 isolados de
actinobactérias oriundas de amostras de solo do Parque Nacional de Ubajara, CE, verificaram
que 21 destas produziram celulase extracelular. Os autores obtiveram 10 isolados com IE >
2,0, porém o maior valor de IE obtido foi 6,9, valor intermediario aos obtidos no presente
estudo. O IE para os 28 isolados testados produtores de carboximeticelulase foi em média de
4,3, sendo superior ao trabalho de Silva e colaboradores (2015) no qual o valor médio foi de
2,1. Entretanto, Oliveira e colaboradores. (2006), estudando bactérias isoladas de solo da
regido amazonica identificaram apenas 6 bactérias com atividade celulolitica extracelular, dos
quais apenas uma cepa foi considerada como uma boa produtora de carboximetilcelulase.

Das espécies de Streptomyces isolados por Ramirez e Coha (2003), 92% apresentaram
atividade celulolitica no meio CMC, corroborando com o alto percentual de actinobactérias
endofiticas produtoras dessa enzima relatada nesse estudo.

Os lipideos, por sua vez, sdo biomoleculas de ésteres de glicerol e &cidos graxos.
Estudos tém revelado que a utilizagdo dessas biomoléculas, Oleos vegetais, por micro-
organismos cultivados em meio enriquecido com estes compostos, promove 0 aumento de
metabolitos secundarios, como as enzimas esterase e lipase (VASCONCELQOS, 2008). O
potencial biotecnoldgico das esterases e lipases tem sido constantemente ampliado, com a
utilizacdo dessas enzimas, para o desenvolvimento de sabores especificos na industria
alimenticia (GONCALVES, 2007), obtencdo de biodiesel (SHIEH et al., 2003), sintese de
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medicamentos (KIM et al., 2002), adicdo em detergentes (CARDENAS et al., 2001) e na
indUstria de papel para a remogdo de componentes hidrofobicos da madeira (JAEGER &
REETZ, 1998).

Quando da analise na formacédo de cristais de sais de célcio do acido laurico no meio
de cultura oriundos da acdo das enzimas esterase e lipase, observou-se que 29 (87,9%) e 19
(57,6%) isolados foram capazes de degradar os ésteres de cadeia longa e de cadeia curta,
respectivamente. Contudo os IE apresentaram valores que variaram de 2 a 5,6 para a esterase,
e de 1,8 a 5 para lipase. Ressalva-se 0 baixo potencial biotecnoldgico das actinobactérias
endofiticas JB6, JB7, JB9, JB17, UFPE6 E UFPE7 por apresentarem IE menores que 2 para a
atividade lipolitica (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Indices enzimaticos da atividade da esterase produzida pelas linhagens de
actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera. Barras no grafico seguidas pelas mesmas
letras, ndo diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p<0,05)
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Figura 4. Indices enzimaticos da atividade da lipase produzida pelas linhagens de
actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera. Barras no grafico seguidas pelas mesmas
letras, ndo diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p<0,05)
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Estes resultados confirmam os achados de Rodrigues (2006), que em um estudo
investigou actinobactérias isoladas a partir de uma pilha de compostagem. As esterases
(Tween 80) e lipases (Tween 20) foram produzidos por 88% e 44% dos isolados,
respectivamente.

Sacco (2013), avaliando a atividade lipolitica de 16 cepas oriundas de amostras de solo
contendo bagago de cana em decomposicdo, verificaram que 11 destas produziram lipase
extracelular. Os autores obtiveram somente 1 isolado com IE > 2,0, o que ratifica a
dificuldade na producéo dessa enzima pelas actinobactérias endofiticas testadas.

O potencial biotecnoldgico de actinobactérias para a producédo de lipases e esterases
também foi relatado por Karanja e colaboradores (2010). Os autores relataram IE maximo de
5,3 e de 4,2 para a hidrélise de Tween 80 e Tween 20, respectivamente. Aqui, 0s resultados
obtidos s&o bem parecidos, com IE maximo de 5,3 para a esterase e de 4,4 para a lipase.

A producdo de lipases e esterases € uma caracteristica tipica de varios micro-
organismos e ¢ influenciada, principalmente, pelas condi¢cbes de crescimento.
Na avaliacdo da producao extracelular dessas enzimas, inferiu-se que 4 (12,1%) e 14 (42,4%)
isolados ndo foram capazes de produzir esterase e lipase, respectivamente. Estes resultados
podem ser ligados ao intervalo e/ou especificidade estreita da temperatura de incubacéo dos
substratos utilizados. Alguns autores afirmam que estas enzimas sao especificos do substrato
e, assim, as suas atividades variam com a composi¢do de triacilglicerol de 6leos usados
(NITHANGENI et al., 2001; EDEM, 2002).

Pectinases sdo enzimas capazes de hidrolisar a pectina presente na lamela média e
parede priméaria de células vegetais (GOMES et al., 2007), o que auxiliaria a entrada do
micro-organismo nos vegetais. Essas enzimas sdo normalmente utilizadas na industria
alimenticia para extracdo e clarificacdo de sucos de frutas e producdo de vinhos (POLIZELI et
al., 2006) e nas industrias de papel (BEG et al., 2001; VIIKARI et al., 2001).

A producéo da enzima pectinase foi observada em 20 (60,6%) das 33 actinobactérias
endofiticas testadas. Apresentando valores de IE muito proximos e com média de 3,8 (Figura
5).
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Figura 5. Indices enzimaticos da atividade da pectinase produzida pelas linhagens de
actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera. Barras no grafico seguidas pelas mesmas
letras, ndo diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p<0,05)

As proteases sdo as enzimas com maior utilizagdo em processos biotecnoldgicos
industriais. Estas enzimas sdo termoestaveis e produzidas por diversos organismos, como
fungos, bactérias, actinobactérias, animais e plantas, com inumeras aplicacfes em inddstrias
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de alimentos, de couro, de detergente, farmacéutica e no tratamento de residuos (NAIDU &
DEVI, 2005).

Na avaliacdo qualitativa da atividade proteolitica, observou-se que 31 (93,9%) das
actinobactérias endofiticas foram ativas na hidrolise da proteina. Apenas as linhagens JB13 e
UFPE2 nédo produziram protease. Destacam-se as linhagens JB17 e CC4 como 0S maiores
valores de IE de 7,5 e 8,4, respectivamente. O isolado JB7 apresentou o menor IE com valor
de 2,0 (Figura 6).
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Figura 6. Indices enzimaticos da atividade da protease produzida pelas linhagens de
actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera. Barras no gréafico seguidas pelas mesmas
letras, ndo diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p<0,05)

Estes resultados equivalem com aqueles obtidos por Karanja e colaboradores (2010),
que observaram valores El entre 3,0 e 7,4 na hidrdlise proteolitica de leite com baixo teor de
gordura por Streptomyces isolados quando incubados entre 27,5°C e 32.5°C. Azevedo e
colaboradores (2003) relataram que Streptomyces isolados do solo do bioma Cerrado no
Brasil foram capazes de hidrolisar a caseina.

As xilanases também tém atraido interesses biotecnoldgicos devido as suas amplas
aplicacdes no branqueamento de celulose, na producdo de bioetanol e na producdo de
oligossacarideos (KUMAR et al., 2012).

Essas enzimas tém sido descritas em actinobactérias, como Thermomonospora e
Actinomadura. S&o ativas em pH 6,0-7,0, porém, xilanases ativas em pH alcalino tém sido
descritas a partir de Bacillus sp. e Streptomyces viridosporus (PEREZ et al., 2002). A
atividade xilanolitica foi observada em apenas 12 (36,4%) das 33 actinobactérias endofiticas
testadas. Contudo os valores do IE variaram de 3,0 a 8,0, sendo esse maior valor encontrado
na linhagem JB21 (Figura 7).
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Figura 7. Indices enzimaticos da atividade da xilanase produzida pelas linhagens de
actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera. Barras no grafico seguidas pelas mesmas
letras, ndo diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p<0,05)

Resultados semelhantes foram encontrados por Kumar e colaboradores (2012), onde
das 57 actinobactérias isoladas do solo na india, apenas 13 exibiram a capacidade de produzir
a enzima Xxilanase, destacando-se a espécie Streptomyces sp. RCK-2010. Contudo, esses
autores inferiram que essa producédo poderia ser otimizada variando-se as condicdes de cultivo
e as fontes de carbono e nitrogénio. Entre as varias fontes de carbono testadas por esses
autores, a espécie produziu maiores indices de xilanase em farelo de trigo e, entre as fontes de
nitrogénio, mais altas concentracdes da enzima foram verificadas em extrato de carne,
seguido de peptona.

As linhagens JB18, UFPE3, UFPE4, UFPES5, UFPE6 e CC1 apresentaram atividade
enzimatica para a producdo de todas as enzimas testadas. O isolado UFPE2 nédo apresentou
nenhuma atividade enzimatica para as enzimas ensaiadas nesse estudo. As condicBes de
armazenamento e constantes repicagens de micro-organismos sdo fatores que contribuem para
possiveis mutacdes que resultam em alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas como mudancas de
cor da cultura, perda da capacidade de esporulacdo e sintese de algumas substancias
(TERAMOTO et al., 2011). Os indices Enzimaticos apresentados pela actinobactérias
endofiticas de folhas de M. oleifera sugerem um potencial para futura aplicacdo
biotecnoldgica desses micro-organismos.

4. CONCLUSOES

Das 33 actinobactérias endofiticas isoladas de folhas de M. oleifera, 26 (78,8%)
apresentaram atividade inibitoria para pelo menos um dos micro-organismos testes, tendo
menor acdo sobre as bactérias Gram-negativas, com apenas 5 (15,2%) isolados ativos frente a
esse grupo. Maior atividade antimicrobiana foi observada sobre o fungo filamentoso A. niger,
com 21 (63,6%) linhagens inibindo o crescimento.

Na avaliagdo qualitativa na producdo extracelular de enzimas, 32 (97%)
actinobactérias apresentaram pelo menos uma atividade enzimaética frente as 7 enzimas
testadas. Um total de 5 (15,2%) isolados produziram todas as enzimas e apenas a linhagem
UFPE2 (3%) ndo apresentou nenhuma atividade. A protease € a enzima mais facilmente
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produzida pelas actinobactérias testadas, visto que 31 (93,9%) a produziram e a Xilanase
apresenta-se como a de menor producdo pelos endofiticos, com apenas 12 (36,4%) isolados
produzindo-a.

Portanto, a andlise qualitativa das atividades antimicrobiana e enzimatica demonstrou
que as actinobactérias isoladas das folhas de M. oleifera possuem potencial biotecnolégico na
producdo de compostos bioativos.

5. REFERENCIAS

AL-ASKAR, A. A. Microbiological studies on the in vitro inhibitory effect of Streptomyces
collinus albescens against some phytopathogenic fungi. African Journal of
Microbiology Research, v. 6, p. 3277-3283, 2012.

ALY, M.; AL-AIDROOS, B.; ALFASSI, F. Production of non polyenic antifungal agent from
Streptomyces sp. BM54, isolated from marine shrimps. Crown Journal of Medicine,
v.1,n.1, p.01-08. 2011.

AMRITA, K.; NITIN, J.; DEVI, C. S. Novel bioactive compounds from mangrove derived
actinomycetes. International Research Journal of Pharmacy, v. 3, n. 9, p. 25-29,
2012.

ANDERSON, J.AA. The use of tributyrinager in dairy bacteriology. International
Microbiology, v. 3, p. 726-728, 1939.

ATTA, H. M.; HAROUN, B. M.; KHALIFA, M. A.; Physico-chemical characteristics of
vernamycin-A antibiotic biosynthesis by Streptomyces SP-AZ-SH-29. Journal of Saudi
Chemical Society, v. 15, p. 247-255, 2011.

AUGUSTINE, S. K.; BHAVSAR, S. P.; KAPADNIS, B. P. Production of a growth
dependent metabolite active against dermatophytes by Streptomyces rochei AK 39.
Indian Journal of Medical Research, v. 121, p. 164-170. 2005.

AYSHA, J. I. C.; EDWEIS, C. B.; JOSE, D. G. V. Enzymatic Activity of Endophytic
Bacterial Isolates of Jacaranda decurrens Cham. (Carobinha-do-campo). Brazilian
Srcives of Biology and Biotechnology, v. 49, p. 353-359, 2006.

AZEVEDO, L. A. I.; CASTILHO, L. R,; LEITE, S. G. F.; FREIRE, D. M. G.; COELHO, R.
R. R. Protease from Streptomyces sp. isolated from Brazilian Cerrado soil. Optimization
of culture medium employing statistical experimental design. Applied Biochemistry
and Biotechnology, v. 105, p. 749-755, 2003.

BACHIEGA, G. L.; VILEGAS, W.; UJIKAWA, K. Antibi6tico antifungico produzido por
um estreptomiceto da regido de Araraquara. Revista de Ciéncias Farmacéuticas
Bésica e Aplicada, v. 26, p. 29-37, 2005.

BEG, Q. K.; KAPOOR, M.; MAHAJAN, L.; HOONDAL, G. S. Microbial xylanases and
their industrial applications: a review. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.
56, p. 326-338, 2001.

BERDY, Bioactive microbial metabolites. J. Antibiot. vol. 58, pag. 1-26, 2005 CHEN, Y.;
MAO, W.; TAO, H.; ZHU, W.; QIl, X.; CHEN, Y.; LI, H.; ZHAO, C.; YANG, Y.
HOU, Y., WANG, C.; LI, N. Structural characterization and antioxidant properties of
an exopolysaccharide produced by the mangrove endophytic fungus Aspergillus sp.
Y16. Bioresource Technology, v. 102, p. 8179-8184, 2011.

CARDENAS, F.; ALVAREZ, E.; CASTRO-ALVAREZ, M. S.; SANCHEZ-MONTERO, J.
M.; VALMASEDA, M.; ELSON, S. W.; SINISTERRA, J. V. Screening and catalytic
activity in organic synthesis of a novel fungal and yeast lipases. Journal of Molecular
Catalyses B: Enzymatic, v. 14, p. 111-123, 2001.

153



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

CEYLAN, O.; OKMEN, G.; UGUR, A.; Isolation of soil Streptomyces as source antibiotics
active against antibiotic-resistant bacteria. EurAsian Journal of BioSciences, v. 2, p.
72-82, 2008.

COELHO, R. R. R. GRIGOREVSKI-LIMA, A. L.; FRANCO, M. N.; OLIVEIRA, M. N. Q,;
NASCIMENTO, R. P. Actinomicetos de solos brasileiros: um bal de enzimas
interessantes. Microbiologia in Foco, v. 5, p. 5-13, 2012.

DEEPA, L.; GOWTHAMI, K.; KUMAR, K. In vivo Screening of Antimicrobial Activity of
Soil Actinomycetes Against Human Pathogens. World Journal of Agricultural
Sciences, v. 7, n. 5, p. 624-628. 2011.

EDEM, D. O. Palm oil: biochemical, physiological, nutritional, hematological and
toxicological aspects: a review. Plant Foods for Human Nutrtion, v. 57, p. 319-341,
2002.

EL-SERSY, N. A.; ABD-ELNABY, H.; ABOU-ELELA, G. M.; IBRAHIM, H. A. H.; EL-
TOUKHY, N. M. K.. Optimization, economization and characterization of cellulase
produced by marine Streptomyces ruber. African Journal of Biotechnology, v. 9, n.
38, p. 6355-6364, 2010.

GAMUNDI, S. N.; PANDA, T. Purification and biochemical properties of microbial
pectinases — a review. Process Biochemistry, v. 38, p. 986-996, 2003.

GANDOTRA, S.; BISHT, G. R.; SAHARAN, B. S. Antifungal activity of endophytic
actinomycetes (Streptomyces) against Candida species. International Journal of
Microbial Resource Technology. v. 1, n. 4, p. 375-378. 2012.

GEBREYOHANNES, G.; MOGES, F.; SAHILE, S.; RAJA, N. Isolation and characterization
of potential producing actinomycetes from water and sediments of Lake Tana, Ethiopia.
Asian Pacific Journal of Tropical Biomedical, v. 3, p. 426-435, 2013.

GOMES, E.; GUEZ, M. A. U.; MARTIN, N.; SILVA, R. Enzimas termoestaveis: fontes,
producéo e aplicagdo industrial. Quimica Nova, v. 30, n. 1, p. 136-145, 2007.

GONCALVES, F. A. G. Produgdo de lipase extracelular por leveduras em cultivo
submerso. 2007. Tese — Universidade Federal de Minas Gerais.

HANKIN, L.; ANAGNOSTAKIS, S.L. The use of solid media for detection of enzymes
production by fungi. Mycologia, v. 67, p. 597-607, 1975.

HANKIN, L.; ZUCKER, M.; SANDS, D.C. Improved solid medium for the detection and
enumeration of pectolytic bacteria. Applied of Microbiology, v. 22: p. 205-209, 1971.

HECK, J. X.; HERTZ, P. F.; AYUB, M. A. Z. Cellulase and Xylanase Production by Isolated
Amazon Bacillus Strains Using Soybean Industrial Residue Based Solid-state
Cultivation. Brazilian Journal of Microbiology, v. 33, p. 213-218, 2002.

HONG, K.; GAO, A.; XIE, Q.; GAO, H.; ZHUANG, L.; LIN, H.; YU, H.; YAO, X,
GOODFELLOW, M.; RUAN, J. Actinomycetes for Marine Drug Discovery Isolated
from Mangrove Soils and Plants in China. Marine Drugs, v. 7, p. 24-44. 2009.

HOUSSAM, M. A.; MAGED, S. A. Antimycin-A antibiotic biosynthesis produced by
Streptomyces sp. AZ-AR-262: taxonomy, fermentation, purification and biological
activities. Australian Journal of Basic and Applied Sciences, v. 3, p. 126-135, 2009.

ICHIKAWA, T.; ISHIKURA, T.; OSAKI, A. Improvement of kasugamycin-Producing strain
by the agar piece method and the prototroph method. Folia Microbiology, v. 16, p. 218-
224,1971.

JAEGER, K. E.; REETZ, M. Microbial lipases from versatile tools for biotechnology.
Tibtech, v. 16, p. 396-403, 1998.

KARANJA, E. N.; BOGA, H. I.; MUIGAI, A. W.; WAMUNYOKOLLI, F.; KINYUA, J;
NONOH, J. O. Optimization of growth conditions and characterization of enzymatic
activity of selected novel Streptomyces species from Kenyan soils. Scientific
Conference Proceedings, p. 17-30, 2010.

154



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

KIM, G. J; CHA, C. J.; CERNIGLIA, C. E. Purification and characterization of an
erythromycin resistant Pseudomonas sp. GD 100. FEMS Microbiology Letters, v. 210,
p. 239-244, 2002.

KUMAR, A.; GUPTA, R.; SHRIVAASTAVA, B.; KHASA, Y. P.; KUHAD, R. C. Xylanase
production from an alkalophilic actinomycete isolate Streptomyces sp. RCK-2010, its
characterization and application in saccharification of second generation biomass.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 74, n. 3, p. 170-177, 2012.

KUROSAWA, K.; HOSAKA, T.; TAMEHIRO, N.; INAOKA, T.; OCHI, K. Improvement of
a-Amylase Production by Modulation of Ribosomal Component Protein S12 in Bacillus
subtilis 168. Applied and Environmental Microbiology, v. 72, n. 1, p. 71-77, 2006.

LAKSHMIPATHY, D.; KANNABIRAN, K. A Morphological, Biochemical and Biological
Studies of Halophilic Streptomyces sp. Isolated from Saltpan Environment. American
Journal of Infectious Diseases, v. 5, n. 3, p. 207-213. 20009.

LARGE, K. P.; MIRJALILI, K.; OSBORNE, M.; PEACOCK, L. M.; ZORMPAIDIS, V.;
WALSH, M.; CAVANAGH, M. E.; LEADLAY, P. F.; ISON, A. P. Lipase activity in
Streptomycetes. Enzyme and Microbial Technology, v. 25, p. 569-575, 1999.

LEALEM, F.; GASHE, B. A. Amylase production by a gram-positive bacterium isolated
from fermenting tef (Eraglostis tef). Journal of Applied Bacteriology, v. 77, p. 348-
352, 1994.

MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; DUNLAP, P. V.; CLARK, D. P. Microbiologia de
Brock, 12. ed. Porto Alegre: Artmed, 2010. 1160 p.

MITTER, B.; PETRIC, A.; SHIN, M.W.; CHAIN, P.S.; HAUBERG-LOTTE, L.
REINHOLD-HUREK, B.; NOWAK, J.; SESSITSCH, A. Comparative genome analysis
of Burkholderia phytofirmans PsJN reveals a wide spectrum of endophytic lifestyles
based on interaction strategies with host plants. Frontiers in Plant Science, v. 4, p. 1-
15, 2013.

MOREIRA, F. M. S.; SIQUEIRA, J. O. Microbiologia e Bioquimica do solo. Lavras:
UFLA, 2006. 729p.

NAIDU, K. S. B.; DEVI, K. L. Optimization of thermostable alkaline protease production
from species of Bacillus using rice bran. African Journal of Biotechnology, v. 4, n. 7,
p. 724-726, 2005.

NEDIALKOVA, D.; NAIDENOVA, M.; Screening the Antimicrobial activity of
actinomyecetes strains isolated from Antarctica. Journal of Culture Collections, v. 4, p.
29-35, 2005.

NEIROTTI, E.; AZEVEDO, J.L. Semiquantitative method to evaluate cellulases production
in Humicola sp. Revista de Microbiologia, v. 19, p. 78-81, 1988.

NITHANGENI, M. B.; PATTERTON, H. G.; TANDER, A\V., VERGEER, W. P,
LITTHAUER, D. Overexpression and properties of purified recombinant Bacillus
licheniformis lipase: A comparative report on Bacillus lipases. Enzyme and Microbial
Technology, v. 28, p. 705-712, 2001.

OLIVEIRA, A. N.; OLIVEIRA, L. A.; ANDRADE, J. S.; JUNIOR, A. F. C. Enzimas
hidroliticas extracelulares de isolados de rizobia nativos da Amazbnia central,
Amazonas, Brasil. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 26, n. 4, p. 853-860, 2006.

OLIVEIRA, T. L.; LIMA, E. O.; LIANZA, M. C. S.; FERNANDES, H. M. B.; FILHO, A. A.
O.; SOUZA, I. A. Atividade antifungica de extratos isolados de Streptomyces spp.
obtidos em solos paraibanos contra leveduras do género Candida spp. BIOFAR,
Revista de Biology e Farrmacia, v. 9, p. 34-41, 2013.

OWEN, N. L.; HUNDLEY, N. Endophytes — the chemical synthesizers inside plants. Science
Progress, v. 87, p. 79-99, 2004.

155



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

PAIVA, P. M. G.; SANTANA, G. M. S.; SOUZA, I. F. A. C.; ALBUQUERQUE, L. P;
AGRA-NETO, A. C.; ALBUQUERQUE, A. C.; LUZ, L. A.; NAPOLEAO, T. H.;
COELHO, L. C. B. B. C. Effect of lectins from Opuntia ficus indica cladodes and
Moringa oleifera seeds on survival of Nasutitermes corniger. International
Biodeterioration and Biodegradation, v. 65, p. 982-989, 2011.

PEREZ, J.; MUNOZ-DORADO, J.; DE LA RUBIA, T.; MARTINEZ, J. Biodegradation and
biological treatments of cellulose, hemicellulose and lignin: an overview. International
Microbiology, v. 5, n. 5, p. 53-63, 2002.

POLIZELI, M. L. T.; GUIMARAES, L. H. S.; PEIXOTO-NOGUEIRA, S. C.; MICHELIN,
M.; RIZZATTI, A. C. S.; SANDRIM, V. C.; ZANOELO, F. F.; AQUINO, A.C. M. M.;
JUNIOR. A. B. Screening of Filamentous Fungi for Production of Enzymes of
Biotechnological Interest. Brazilian Journal of Microbiology, v. 37, p. 474- 480,
2006.

QIN, S.; LI, J.; CHEN, H.; ZHAO, G.; ZHU, W.; JIANG, C.; XU, L.; LI, W. Isolation,
Diversity, and Antimicrobial Activity of Rare Actinobacteria from Medicinal Plants of
Tropical Rain Forests in Xishuangbanna, China. Applied and Environmental
Microbiology. v. 75, n. 19, p. 6176-6186, 2009.

RAHMAN, M. A.; MOHAMMAD, Z. I.; ANWAR, U. |. Antibacterial Activities of
Actinomycete Isolates Collected from Soils of Rajshahi, Bangladesh. Biotechnology
Research International, p. 1-6, 2011.

RAJU, A.; PIGGOTT, A. M.; CONTE, M.; TNIMOV, Z.; ALEXANDROV, K.; CAPON,R.
J. Nocardiopsins: New FKBP12-Binding Macrolide Polyketides from an Australian
Marine-Derived Actinomycete, Nocardiopsis sp. Chemistry European Journal, v.16,
p.3194 — 3200, 2010.

RAMIREZ, P.; COHA, J. M. Degradation enzimatica de celulosa por actinomicetos
termorfilico: Aislamento, caracterizacion y determinacion de la actividad celulolitica.
Revista Peruana de Biologia, v. 10, p. 67-77, 2003.

SACCO, L. P. Isolamento de Bactérias Produtoras de Enzimas de Interesse em Processos
Biotecnoldgicos. 2013. 46f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agropecuéria) -
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 2013.

SANTANA, C. R.; PEREIRA, D. F.; ARAUJO, N. A.; CAVALCANTI, E. B.; SILVA, G. F.
Caracterizacdo fisico-quimica da moringa (Moringa oleifera Lam.). Revista Brasileira
de Produtos Agroindustriais, v. 12, n. 1, p. 55-60, 2010.

SANTOS, T. T.;, VARAVALLO, M. A. Application endophytic microorganisms in
agriculture and production of substances of economic interest. Semina: Ciéncias
Biologicas e da Saude, v. 32, n. 2, p. 199-212. 2011.

SCHREMPF, H.; WALTER, S. The cellulolytic system of Streptomyces reticuli.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 17, p. 353-355, 1995.

SHIEH, C. J.; LIAO, H. F.; LEE, C. C. Optimization of lipase-catalysed biodiesel by response
surface methodology. Bioresource Technology, v. 88, p. 103-106, 2003.

SILVA, N. M. V.; PEREIRA, T. M.; ASTOLFI FILHO, S.; MATSUURA, T. Taxonomic
characterization and antimcrobial activity of actinomycetes associated with foliose
lichens from the amazonian Ecosystems. Australian Journal of Basic and Applied
Sciences, v. 5, n. 5, p. 910-918, 2011.

SILVA, V. M. A,; MARTINS, C. M.; MARTINS, S. C. S. Atividade celulolitica de
actinobactérias de regido semiarida do Ceard. Enciclopédia Biosfera, v. 11, n. 21, p
2026-2036, 2015.

SOLECKA, J.; ZAJKO, J.; POSTEK, M; RAINISZ, A. Biologically active secondary
metabolites from Actinomycetes. Central European Journal Boil, v. 7, n. 3, p. 373-
390, 2012.

156



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

SOUSA, C. S.; SOARES, A. C. F.; GARRIDO, M. S. Characterization of Streptomycetes
with potential to promote plant growth and biocontrology. Scientia Agricola, v. 65, p.
50-55, 2008.

SUSITHRA, M. P.; THENMOZHI, M.; KANNABIRAN, K. Anticandidal activity of
Streptomyces paraguyensis isolated from marine sediment samples collected at the
Puducherry coast, bay of Bengal, India. Pharmacologyonline. v. 2, p. 527-537. 2009.

TERAMOTO, A.; MARTINS, M. C.; CUNHA, M. G. Avaliacdo de métodos para
preservacdo de isolados de Corynespora cassiicola (Berk & M.A. Curtis) C.T. Wei.
Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 41, p. 296 — 298, 2011.

TRIGIANO, R. N.; NOE, J. P; WINDHAM. T.; WINDHAM, A. Nematoides parasitas de
plantas. In: Fitopatologia. Il Porto Alegre: Artmed, Cap. 8, p. 83-95, 2010.

TURGEON, B. G.; BUSHLEY, K. E. Secondary metabolism. In:. BORKOVICH, K,
EBBOLE, D. Cellular and molecular biology of filamentous fungi. American Society
of Microbiology, p. 376-395, 2010.

VASCONCELQOS, E.S. Caracterizacdo bioquimica e morfoldégica de mutantes de
Streptomyces claurigerus ATCC 27064 através de aplicagdo de radiacdo UV e
tratamento quimico. 2008. 89f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Sdo Carlos
— SP, Universidade Fedral de S&o Carlos — UFSCar.

VIIKARI, L.; TENAKANEN, M.; SUURNAKKI, A. Biotechnology in the pulp and paper
industry. In: Rehm HJ, editor. Biotechnology, p. 523-546, 2001.

XU, D. B.; YE, W. W.; HAN, Y.; DENG, Z. X.; HONG, K. Natural products from mangrove
actinomycetes. Marine Drugs, v. 12, p. 2590-2613, 2014.

XU, J. Bioactive natural products derived from mangrove-associated microbes. RSC
Advances, v. 5, p. 841-892, 2015.

ZHAO, K.; PENTTINEN, P.; GUAN, T.; XIAO, J.; CHEN, Q.; XU, J.; LINDSTROM, K..;
ZHANG, L.; ZHANG, X.; STROBEL, G. A. Actinomycetes isolated from medicinal
plants in Panxi Plateau, China. Current Microbiology, v. 62, p. 182-190, 2011.

ZITOUNI, A.; BOUDJELLA, H.; LAMARI, L.; BADJI, B.; MATHIEU, F.; LEBRIHI, A,
SABAOU, N. Nocardiopsis and Saccharothrix genera in Saharan soils in Algeria:
isolation, biological activities and partial characterization of antibiotics. Research
Microbiology, v. 156, p. 984-986, 2005.

157



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

CAPITULO 4

158



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

PRODUCAO E EXTRACAO IN VITRO DE METABOLITOS SECUNDARIOS
PRODUZIDOS POR Streptomyces sp. ISOLADO DE FOLHAS DE
Moringa oleifera Lam.

l. F. A. C. DE SOUZA, K. X. R. F. DE SENA2, P. M. G. PAIVA!, J. M. DE ARAUJO? ¢ L.
C. B. B. COELHO?!

! Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Bioquimica
2 Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Antibi6ticos
E-mail para contato: igor_souza_@hotmail.com

1. INTRODUCAO

A Moringa oleifera Lamarck € uma planta tropical pertencente a familia das
Moringaceae, caracterizada como uma planta arborea, com vagens de trés faces (diferentes de
uma vagem normal, que tem apenas duas faces), folhas longo-pecioladas bipinadas
(PATERNIANI et al., 2009), cujo comprimento é de até 3 cm, e flores brancas perfumadas.
Sua propagacdo acontece por meio de sementes, mudas ou estacas, podendo atingir até 12 m
de altura (SANTANA et. al., 2010). E nativa do norte da india e usada desde a antiguidade no
Egito, Grécia, Roma, Africa e no Deserto da Judéia (MORAES & ALBERTO, 2008).
Apresenta valores importantes na medicina, industria alimentar, condimentar, cosméticos,
além de ser utilizada no tratamento de 4gua (KHALAFALLA et al., 2010; PAIVA et al.,
2011).

Os endofiticos séo definidos como micro-organismos cultivaveis ou ndo, que vivem no
interior de plantas, localizando-se, de modo geral, nas suas partes aéreas, como caules e
folhas, mas também podem ser encontrados em ramos e raizes, sem ocasionar, aparentemente,
quaisquer danos aos seus hospedeiros (SANTOS & VARAVALLO, 2011). As propriedades
terapéuticas dos endofiticos ainda ndo tém sido amplamente exploradas e a utilizacdo desses
micro-organismos esta associada a sua capacidade metabolica de producdo de moléculas
bioativas, potencialmente Gteis na inibicdo de patdgenos significantes em salde publica. O
isolamento desses micro-organismos a partir de plantas é importante, gerando aplicabilidade
em biotecnologia; constituindo uma fonte rica de novos compostos farmacologicamente
ativos e com grande potencial na medicina e agricultura (COMPANT et. al., 2010;
RAMASAMY et al., 2010).

Entre os micro-organismos endofiticos identificados, tém se dado um maior destaque
as actinobactérias devido a sua importancia biotecnoldgica como produtores de dois tercos
dos compostos antibidticos (SU et al., 2014; WU et al., 2014). Atualmente sdo conhecidos
mais de 500 antibioticos diferentes produzidos por esse grupo de bactérias. Destes, mais de 60
tem aplicacdo pratica na industria, agricultura, medicina e veterinaria. O género Streptomyces
é 0 mais conhecido entre as actinobactérias, compreendendo bactérias facilmente isoladas. As
espécies desse género sdo muito valiosas, pois produzem a maioria dos antibi6ticos
comerciais, dentre eles a estreptomicina (MADIGAN, 2010). Além das estreptomicinas, 0s
Streptomyces sd@o produtores de antibidticos como cloranfenicol, eritromicina, kanamicina,
novobiocina, vancomicina, e até mesmo antifdngicos, como nistatina e anfotericina B
(LACAZ, 2002).

A producdo de metabolitos secundarios in vivo é de grande importancia na interacao
metabolica entre o micro-organismo endofitico e a planta hospedeira, tais como na
sinalizacdo, na defesa e na regulacdo da simbiose. Os metabdlitos secundarios produzidos por
endofiticos podem ser pertencentes a diversas classes de substancias, como, por exemplo, 0s
esterdides, xantonas, fendis, isocumarinas, quinonas, furanodionas, terpendides e citocalasinas
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(SCHULZ & BOYLE, 2005). Portanto, essa versatilidade biossintética € enorme, podendo 0s
metabdlitos secundarios oriundos desses organismos serem obtidos in vitro em grandes
quantidades por processos fermentativos (SANCHES & DEMAIN, 2002). Em geral, a
biossintese de metabdlitos secundarios é ativada na fase final do crescimento logaritmico ou
ja na fase estacionaria da fermentagdo, quando a divisdo celular e a producdo de biomassa
ocorrem em niveis muito baixos (ASAGBRA et al., 2005).

Esse trabalho teve por objetivo avaliar a producéo in vitro de metabolitos secundarios,
através de processos fermentativos, de Streptomyces sp. isolado de folhas de M. oleifera
Lam., para determinar as melhores condi¢bes de cultivo nesse bioprocesso, com posterior
extracdo dos compostos bioativos produzidos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Streptomyces sp.

A linhagem selecionada para os ensaios em meio liquido, producéo e extracdo do
composto bioativo foi a CC4, oriunda das folhas de M. oleifera coletadas na Cidade de
Caruaru. Esse micro-organismo, pertencente ao género Streptomyces, apresentou excelentes
resultados nos ensaios primarios em um trabalho anterior realizado no Laboratério de
Microbiologia Aplicada e Ensaios Antimicrobianos, do Departamento de Antibidticos, da
Universidade Federal de Pernambuco, bem como foi o Unico isolado a produzir pigmento,
sendo um indicativo de composto com possivel atividade bioldgica.

2.2 Ensaio Fermentativo

A actinobactéria endofitica selecionada no ensaio primario como melhor produtora do
composto bioativo, através do teste de Bloco de Gelose, foi cultivada em 16 meios de cultura
liquidos e testada contra os micro-organismos testes sobre os quais esse micro-organismo foi
ativo. Durante o ensaio, nos diferentes meios de cultura, foram retiradas amostras diarias e
acompanhadas a variacdo de pH, producdo de biomassa e do composto bioativo. Tal
procedimento visou determinar o melhor meio e as melhores condig¢Ges de cultivo para maior
producdo do antibiotico, para posterior extracdo do principio bioativo.

Os meios de cultura liquidos utilizados foram: ISP-1 (0,5% de triptona; 0,3% de
extrato de levedura; pH 7,0-7,2); ISP-2 (0,4% de extrato de levedura; 1% de extrato de malte;
0,4% de glicose; suplementado com 0,5% de amido; pH 7,2); Agar Farinha de Aveia - ISP-3
(2% de farinha de aveia cozida e filtrada; 0,1% de solucdo de sais, composta por 0,1% de
FeS04.7H,0, 0,1% de ZnS047H,0, 0,1% de MnCl,.4H,0; pH 7,2); Agar Amido Sal
Inorganico - ISP-4 (2% de amido; 0,2% de K;HPOQ,; 0,2% de MgS0O,4.7H,0; 0,2% de NaCl;
0,4% de (NH4),SO4; 0,4% de CaCOs; 0,2% de solucdo de sais, composta por 0,1% de
FeSQO,4.7H,0, 0,1% de ZnS0,4.7H,0, 0,1% de MnCl,.4H,0; pH 7,0-7,4); Meio de Producéo
de Euromicina - MPE (2% de farinha de soja; 2% de glicose; 0,2% de CaCOj3; 0,015% de
KoHPOy4; 0,5% de NaCl; pH 6,7-7,0); Meio 1 (1% de farinha de soja; 1% de glicose; 0,5% de
NaCl; 0,1% de CaCOg; pH 7,0); Czapek (3% de sacarose; 0,2% de NaNOg; 0,1% de K;HPOy;
0,05% de MgS0,4.7H,0; 0,05% de KCI; 0,001% de FeSO,; pH 6,6); Meio Kanna (1% de
glicose; 0,1% de extrato de levedura; 5% de solucdo de sais, composta por 2% de NH4NOs,
1,3% de KH,POy,4, 0,36% de MgS0O,4.7H,0; 0,01% de KCI; 0,008% de ZnS0,4.H,0, 0,014% de
MnS0O,4.H,0, 0,007% de Fe,(SO4)3.6H,0 e 0,006% de CuSO,4.5H,0, pH 7,0); Meio 615 (5%
de glicose; 1% de CaCOg3; 33,2% de leite de soja; pH 7,0); Meio K (0,5% de farinha de soja;
1% de glicose; 0,5% de NaCl; 0,3% de CaCOgs; 0,4% de (NH,),SO4; pH 7,0); Arginina
Levedura Agar - ALA (0,1% de glicose; 0,1% de glicerol; 0,1% de extrato de levedura; 0,03%
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de L-arginina; 0,03% de K;HPO,; 0,02% de MgS0O,.7H,0; 0,03% de NaCl; 0,1% de solucéo
de sais, composta por 0,1% de FeSO,4.7H,0, 0,1% de ZnSQO,.7H,0, 0,1% de MnCl,.4H,0; pH
6,4); Agar Variado Pobre - AVP (0,5% de peptona; 0,5% de glicose; 0,5% de extrato de
carne; 0,2% de NaCl; 0,5% de “corn steep”; pH 7,0); Batata Dextrose Agar - BDA (100% de
extrato aquoso de batata a 20%; 2% de glicose; pH 6,8-7,0); Caseina Amido Agar - CAA (1%
de amido; 0,03% de caseina; 0,2% de NaCl; 0,2% de KNOs3; 0,2% de K,HPO,; 0,005% de
MgSQ,.7H,0; 0,002% de CaCOs3; 0,001% de FeSO,4.7H,0; pH 7,0-7,4); Glicerol Asparagina
Agar - GAA (1% de glicerol; 0,1% de asparagina; 0,1% de K,HPOy; pH 7,0); e Casamino
Acids Yeast Extract Glucose Agar - YCED (0.03% de extrato de levedura; 0,03 de
casaminoécidos; 0,03% de glicose; 0,2% de KoHPQOy; pH 7,2).

Para a realizacdo do pré-inoculo, foram adicionados 5 blocos de gelose da
actinobactéria selecionada a cada 50mL dos meios de cultura testados, mantidos sob agitacéo
de 180rpm, a 30°C por 24 horas, posteriormente, realizou-se o inéculo, 10% (v/v) do pré-
indculo. Retirando-se a cada 24 horas de cultivo, com o auxilio de uma pipeta automatica,
aliquotas (1mL) do mosto fermentado para avaliar o pH, a quantidade de biomassa produzida
e a atividade antimicrobiana resultante do bioprocesso. A anéalise foi realizada diariamente,
durante al., 1964)os primeiros 7 dias e, posteriormente, com intervalos de 7 dias, até
completar 28 dias.

A atividade antimicrobiana durante a fermentacdo foi avaliada através do teste de
Difusdo em Agar (BAUER, et al., 1966), no qual discos de papel Whatman n°4 estéreis, com
diametro de 5mm, foram umidificados com 25uL do mosto fermentado e, em seguida,
transferidos para placas de Petri semeadas com uma suspensdo, na concentracdo padronizada
para a turbidez do tubo N° 0,5 da escala de MacFarland, aproximadamente 1,5.10% UFC/mL
dos micro-organismos testes: Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Mycobacterium
smegmatis (UFPEDA 71), Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396), Candida albicans
(UFPEDA 1007) e Aspergillus niger (UFPEDA 2003). Esses micro-organismos foram
sensiveis no ensaio primario em meio sélido. As placas de Petri foram mantidas por 2 horas
sob refrigeracdo a 4°C, para permitir a difusdo do composto bioativo (EL-NAGGAR, 2006).
Ap0s o0 prazo de incubacgdo necessario para o crescimento de cada micro-organismo teste, 0s
didametros dos halos de inibicdo formado ao redor de cada disco foram medidos (em mm). O
ensaio foi realizado em triplicata e os resultados determinados como a média aritmética (+
desvio-padréo) dos diametros dos halos de inibi¢do, em milimetros.

2.3 Extracdo dos Compostos Bioativos

Para a extracdo dos compostos bioativos, foi realizada a fermentacdo em biorreator, no
meio e condi¢cBes que apresentaram estatisticamente melhor producdo de metabdlitos
secundarios com atividade antimicrobiana. O processo de separacdo entre o liquido
metabolico e a biomassa foi realizado através de uma centrifugacdo a 10.000 rpm por 3
minutos, seguido de filtracdo com papel de filtro em funil.

2.3.1 Extracdo de Metabdlitos Bioativos da Massa Celular

A massa celular foi tratada com os solventes acetato de etila, acetona, cloroformio,
etanol e metanol, na proporcdo 1:10 (g/mL). As misturas (biomassa + solvente) foram
realizadas em falcons (50 mL) e estes ficaram durante 24 horas sob agitacédo, para extracdo
dos produtos bioativos intracelulares. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
10.000rpm durante 3 minutos e filtradas em papel de filtro, obtendo-se a separagdo entre a
biomassa e o solvente com o principio ativo (extrato). Discos de papel foram embebidos com
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25 uL dos extratos obtidos e foi realizado o teste de difusdo em agar frente aos micro-
organismos testes para determinacdo da atividade antimicrobiana..

2.3.2 Extracdo de Metabdlitos Bioativos do Liquido Metabdlico

Na extracdo dos principios ativos presentes no liquido metabdlico, o pH foi ajustado
para 2,0; 7,0 e 9,0. Estes liquidos, em todos os valores de pH, foram tratados com cinco
solventes orgénicos ndo misciveis em &gua (acetato de etila, ciclohexano, cloroférmio, éter de
etila e hexano), na proporcdo de 2:1 (liquido metabdlico:solvente), seguidos de agitacdo por
24 horas. Foram realizados os mesmos procedimentos observados durante a extracdo do
principio ativo da biomassa, até a etapa de centrifugacdo. Foram separados os extratos do
liguido metabdlico esgotado com a utilizagdo de uma pipeta e ambos foram submetidos ao
teste de difusdo em é&gar, frente aos micro-organismos testes, realizado através do teste de
Difusdo em Agar (BAUER, et al., 1966). Antes da realizacio do teste o pH dos liquidos
esgotados foram reajustados para 7,0. O teste com o liquido esgotado serviu como controle
positivo para confirmar se o solvente extraiu por completo o principio ativo produzido pelo
endofitico.

2.4. Andlise Estatistica

A analise estatistica entre mais de dois grupos foi realizada através do teste de Analise
de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de comparacdo mdltipla de Tukey
(p<0,05). Para os grupos com mais de duas variaveis, foi utilizado o teste ANOVA de duas
vias seguido do teste de Bonferroni (p<0,05). As analises estatisticas foram realizadas no
software Graphpad Prism 5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios utilizando-se 0s 16 meios de cultura para determinacdo da melhor
condicdo de cultivo na producdo de compostos com atividade antimicrobiana, foi observado
gue mesmo havendo crescimento do Streptomyces sp. CC4 em todos 0s meios de cultivo, ndo
houve producdo de compostos bioativos nos meios: ISP-1, ISP-4, Meio Khanna, ALA, AVP,
BDA, CAA, GAA, YCED. Isso pode ser explicado por ser tratar de meios ndo utilizados para
processo fermentativos.

A linhagem selecionada, quando do teste em difusdo em &gar, apresentou atividade
para todos 0s grupos de micro-organismos testes ensaiados, contudo, essea grande espectro de
acao foi reduzido a apenas aqueles do grupo dos Gram-positivos durante o bioprocesso.
Diversos fatores podem estar relacionados, como possiveis mutacfes devido aos repiques
sucessivos para manutencdo desse isolado, condi¢des de cultivo, e diferencas na producéo
quando num substrato sélido e liquido.

Okudoh & Wallis (2007) sugerem, ainda, que a perda da acao antibidtica em ensaios
de carater secundario pode se atribuida a algumas interferéncias do processo como um todo,
desde a preparacdo do filtrado, a composicdo dos meios de cultura e as circunstancias de
cultivo.

Em testes primarios, em meios solidos, 0s compostos antibioticos estdo na sua fase de
producdo e concentrados na massa microbiana em desenvolvimento e, geralmente, filtrados
livres de células sdo aplicados nas etapas de screening secundario. O aspecto a ser realgado
mais uma vez é que essas biomoléculas ativas estdo intimamente relacionadas ao crescimento
micelial e ndo tanto a sua liberagdo nos caldos de fermentacao e, certamente, 0s extratos que
se originaram a partir do meio liquido ndo terdo a mesma poténcia em relacdo ao proprio
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crescimento celular. Essa observacdo nao € de cunho randdmico e esta diretamente correlata
com o real papel natural desses metabdlitos na morfogénese, fisiologia e estilo de vida desses
micro-organismos (OMOTO et al. 1979; SHOMURA et al. 1979).

A actinobactéria selecionada (triagem primaria) para os testes de triagem secundaria
da atividade antimicrobiana foi submetida a producéo e extracdo dos metabdlitos antibioticos
a partir do crescimento das mesmas em meios liquidos. Este procedimento foi assim
conduzido, uma vez que, tais biomoléculas podem estar presentes tanto associadas as células
microbianas (intracelularmente) ou serem liberadas na solugcdo sob fermentagdo constante
(extracelularmente).

Através da andlise estatistica, por uma regressdo logaritmica, avaliou-se a regressao
das amostras para uma linha em crescimento logaritmico. Sendo assim, quanto mais proximo
o valor do R? (Qui Quadrado) de 1 melhor serd o meio, pois indica que houve menor
dispersdo dos dados. Pela andlise da Figura 1, observa-se que os meios K e MPE sdo o0s
melhores estatisticamente, contudo a escolha do Meio K para a producdo do mosto
fermentado para extracdo de compostos bioativos se deve a um intervalo menor de tempo para
essa producéo.

Halos (em mm)

35 - 4 Meio
ISP-2
30 . N R?=0,7808 B Meio
A A ISP-4
+ A
+ +
25 | A A MPE
R2=0,0654
20 - R?- 0,0036 > Meiol
£ Meio
10 | A . A R2=02576 ® Meio
¢ Khanna
+ MeioK
5 -
= Meio
0 T T T 1 615
0 50 100 150 200

Tempo (h)

Figura 1 - Grafico de regressdo logaritmica para 0s meios
utilizados no processo fermentativo

A biossintese de antibidticos € uma propriedade especifica dos micro-organismos
produtores e depende muito das condigdes das culturas (FURLAN 1997). E fundamental a
busca por pardmetros de cultivo ideais para tornar possivel uma melhor producdo das
biomoléculas ativas. A composicdo dos meios de cultura, como as fontes de carbono,
nitrogénio e fosfato, presenca de elementos-traco, pH e temperatura, tempo de cultivo e oferta
de oxigénio, constituem basicamente essas variaveis (IWAI & OMURA, 1982; REDDY et al.
2011).

Na realizagdo do ensaio para extracdo do principio ativo encontrado no liquido
metabolico e/ou biomassa, observou-se que a linhagem endofitica Streptomyces sp. CC4 ao
produzir o composto com bioatividade esse localiza-se no interior das células, visto que o
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teste com o liquido metabolico filtrado e esgotado pelos solventes e 0s extratos organicos ndo
apresentaram nenhum valor de halo de inibigc&o para o Staphylococcus aureus (UFPEDA 02),
Staphylococcus aureus isolado da urina (UFPEDA 671) e o Staphylococcus aureus isolado do
snague (UFPEDA 672), todos obtidos da Colecdo de Cultura de Micro-organismos do
departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco.

Entretanto, os solventes utilizados no processo de extracdo do principio ativo da
biomassa foram adequados visto os valores observados frente aos micro-organismos testes. O
controle negativo foi realizado apenas com os solventes e nenhum apresentou atividade
inibitdria. A Tabela 1 mostra os valores dos halos de inibi¢éo + desvio padréo.

Tabela 1 — Valores (+ desvio padrio) dos halos de inibicio no teste da extracio do principio
ativo da biomassa com cinco solventes

Solventes
Micro-organismos Testes Acetaltu Acetona Cloroformio Etanol Metanol
de Etila
(U%?%%iwoz) 207+0,6 327+0,6 30,7+06 293+12 50,3+0,6
S awﬁﬁi%ﬁoﬁgf)”ﬂ“ 243+0,6 27,7+0,6 18 253+06 257+06
S “WE”]‘;;E%‘K’ SE“E“E 24,7+0,6 27 193+12  31+1,7 267+06

O cloroférmio foi o solvente com menor capacidade de extracdo do principio ativo da
biomassa, visto os valores intermediarios dos halos de inibicdo quando da utilizacdo desse
solvente para extracdo. O metanol apresentou um halo interessante quanto ao Staphylococcus
aureus da Colecdo de Culturas do Departamento de Antibidticos, com valor médio de
50,3mm.

Essa bioatividade sobre espécimes isolados de ambiente hospitalar denota essa
actinobactéria como possivel fonte de farmacos de interesse clinico, visto a resisténcia
intrinseca muitas vezes apresentada por esses micro-organismos oriundos do hospital.

Vijayakumar e colaboradores (2012) mencionam que a atividade antimicrobiana de
compostos gerados por actinobactérias varia essencialmente dependendo das amostras
microbianas que os sintetizam, o solvente de extracdo empregado e da natureza dos patdgenos
e demais organismos-alvo testados.

Krishnaveni e colaboradores (2011) utilizaram acetona para extracdo de metabdlitos
bioativos da massa micelial da fermentacdo de Streptomyces noursei. Em concordancia com
0S N0ssos estudos, os extratos brutos da linhagem de Streptomyces noursei exibiram atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas, dentre estas, alguns isolados clinicos
resistentes.

E inegéavel a incontestavel superioridade na qualidade dos ensaios secundarios com os
extratos brutos em relacdo aos testes com os pequenos blocos de gelose. A principal evidéncia
desse avanco estd na melhor nitidez dos halos gerados pelas solugdes etanolicas e metandlicas
do que em relacdo aos provocados pelos plugs. Isso decorre especialmente: (i) da maior
difusdo dos compostos que sdo liberados nos caldos de fermentacdo quando 0s mesmos sdo
ressuspensos em solucao aquosa; e (ii) da concentracao das porc¢oes filtradas e tratadas com os
solventes. A opcdo pela variante da técnica de difusdo se fundamenta na simplicidade do
procedimento e da dispensabilidade dos discos de papel filtro. Além disso, existe o risco dos
metabdlitos antimicrobianos se depositarem nos discos em vista da precipitacdo concomitante
de algum composto hidrofobico, o que preveniria a propagacdo das biomoléculas no agar.
Ressalta-se que em vista do papel filtro dos discos ter a superficie hidrofilica, as substancias
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com atividade que possuirem carater catidnico nao poderdo também se difundir. Em vista
dessa viabilidade, esses métodos baseados na difusdo em agar e suas variantes foram e até
hoje sdo a primeira alternativa nos estagios iniciais de selecdo de produtos naturais com acéao
antimicrobiana (FIEDLER, 2004; VALGAS et al., 2006).

4, CONCLUSOES

A actinobactéria utilizada no presente estudo, Streptomyces sp. CC4, apresentou
crescimento micelial nos 16 meios liquidos testados, porém em 50% desses meios (ISP-2,
ISP-4, MPE, Meiol, Meio K, Czapek, Khanna e Meio 615) produziu compostos bioativos
contra Staphylococcus aureus. O espectro de acdo inibitoria desse endofitico diminuiu
drasticamente durante os ensaios em meios liquidos.

O principio ativo encontra-se na massa celular, pois o liquido metabélico puro e
esgotado por solventes ndo misciveis ndo apresentou nenhuma atividade antimicrobiana,
sendo essa observada na extracdo com solventes do composto bioativo presente na biomassa,
sendo o0 metanol o melhor extrator.
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5. CONCLUSOES

¢ A metodologia utilizada para o isolamento de micro-organismos endofiticos de
folhas de M. oleifera foi eficiente. A maior densidade de isolados foi detectada
nas folhas coletadas no Jardim Botéanico do Recife, enquanto que a Cidade
de Caruaru mostrou o menor numero de endofiticos isolados.

¢ A metodologia utilizada para o isolamento das actinobactérias endofiticas de
folhas de M. oleifera foi adequada, isolando-se um total de 33 micro-
organismos, sendo 21 (63,6%) isolados do Jardim Botanico do Recife, 8
(24,2%) do campus Recife da UFPE e 4 (12,2%) da Cidade de Caruaru.

e Através da observacdo macroscopica e microscopica foi possivel a
determinacdo do género em 13 (39,4%) isolados, com predominancia do
género Streptomyces. Nao foi possivel a identificacdo dos demais devido a
caracteristicas inerentes a mais de um género.

e A analise fenotipica apresentou dificuldade na identificacdo desses micro-
organismos devido a grande diversidade de ensaios requeridos para uma
correta identificacdo taxonoémica.

e Das 33 actinobactérias endofiticas isoladas de folhas de M. oleifera, 26
(78,8%) apresentaram atividade inibitéria para pelo menos um dos micro-
organismos testes, tendo menor acdo sobre as bactérias Gram-negativas,
com apenas 5 (15,2%) isolados ativos frente a esse grupo. Maior atividade
antimicrobiana foi observada sobre o fungo filamentoso A. niger, com 21
(63,6%) linhagens inibindo o crescimento.

e Na avaliacdo qualitativa na producdo extracelular de enzimas, 32 (97%)
actinobactérias apresentaram pelo menos uma atividade enzimética frente as
7 enzimas testadas. Um total de 5 (15,2%) isolados produziram todas as
enzimas e apenas a linhagem UFPE2 (3%) nao apresentou nenhuma
atividade. A protease é a enzima mais facilmente produzida pelas
actinobactérias testadas, visto que 31 (93,9%) a produziram e a xilanase
apresenta-se como a de menor producgdo pelos endofiticos, com apenas 12
(36,4%) isolados produzindo-a.

e A actinobactéria Streptomyces sp. CC4, apresentou crescimento micelial nos
16 meios liquidos testados, porém em 50% desses meios (ISP-2, ISP-4, MPE,
Meiol, Meio K, Czapek, Khanna e Meio 615) produziu compostos bioativos

167



SOUIZA, I.F. A. C. Bioprospeccdo de actinobactérias endofiticas de folhas de M. oleifera...

contra Staphylococcus aureus. O espectro de acéo inibitéria desse endofitico
diminuiu drasticamente durante os ensaios em meios liquidos.

e O principio ativo encontra-se na massa celular, pois o liquido metabdlico puro
e esgotado por solventes ndo misciveis ndo apresentou nenhuma atividade
antimicrobiana, sendo essa observada na extracdo com solventes do

composto bioativo presente na biomassa, sendo o metanol o melhor extrator.
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