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3. FUNDAMENTACAO TEORICO-METODOLOGICA

A procura e descoberta de um fenémeno biolégico que possa ser explorado é o
passo inicial em um projeto biotecnoldgico, no entanto tdo crucial quanto qualquer
outra etapa neste processo (Bull et al., 1992). A biotecnologia é baseada na busca e
descoberta de recursos biolégicos industrialmente exploraveis. Uma abordagem
classica das etapas do processo de busca e descoberta biotecnoldgica passa
resumidamente pela coleta de material biolégico adequado, seguida da selecdo e
triagem de materiais com os atributos desejados, selecdo final do(s) melhor(es)
candidato(s) a partir de uma lista reduzida de opc¢des, e culmina com o
desenvolvimento de um produto comercial ou processo industrial (Bull et al/, 2000).
Um dos estdgios iniciais de um projeto de biotecnologia é conhecido como

bioprospeccao, sendo finalizado uma vez que o composto, organismo ou caracteristica



desejavel tenha sido encontrado. O termo bioprospecc¢ao foi inicialmente definido em
1993 como a “exploracdo da biodiversidade por fontes genéticas ou bioquimicas de
valor comercial”. Durante os ultimos 10 anos esta definicdo foi revisada sendo
geralmente aceita como “a busca de fontes bioldgicas com caracteristicas que podem
ter valor para o desenvolvimento comercial”. Estas caracteristicas podem ser
morfolégicas, fisioldgicas, genéticas ou bioquimicas de potencial aplicabilidade
comercial, as quais foram produzidas por organismos biolégicos, seja fungo, bactéria,

planta ou animal.

A utilizacdo de microrganismos no desenvolvimento de novos produtos e
processos biotecnoldgicos vem se destacando recentemente. Segundo Canhos &
Manfio (1998), grande parte dos avancos da biotecnologia moderna sdao derivados das
descobertas recentes nas areas de genética, fisiologia e metabolismo de
microrganismos. Ha muitos anos a diversidade genética e metabdlica dos
microrganismos tem sido explorada para utilizacdo nos diversos segmentos da
industria, incluindo a producdo e processamento de alimentos (cogumelos, queijo,
iogurte, vinagre, etc.), producdo de bebidas alcodlicas (vinho, cerveja, etc.), vacinas,
geracdo de combustivel (etanol), tratamento e/ou remediacdo de residuos (esgotos
domeésticos, lixo), entre outras aplicagdes (Colwell, 1997; Hunter-Cevera, 1998). Uma
aplicacdo biotecnoldgica de relevante importancia para a agroindustria e para a
industria farmacéutica é a produgdo de metabdlitos naturais derivados de
microrganismos que apresentam atividade biolégica diversa como antiparasiticidas,
antimicrobianos, antivirais, inseticidas, entre outras.

Produtos naturais bioativos sdo compostos produzidos pelo metabolismo

secunddrio das plantas, microrganismos ou animais. Embora os metabdlitos



secunddrios ndo estejam diretamente envolvidos nas fun¢des bdsicas necessarias para
a vida dos organismos produtores, eles conferem algumas caracteristicas essenciais
para sobrevivéncia e perpetuacdo de espécie no ecossistema (Santos, 2001). Os
metabodlitos secunddrios sdo especificos das espécies e contribuem, entre outras
coisas, para a protecdo do organismo conferindo resisténcia contra pragas, animais
herbivoros e contra doencas causadas por patégenos (Braz-Filho, 2010).

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de produtos
naturais, contribuindo de modo significativo para o fornecimento de novos
metabdlitos secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas
aplicagdes como medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos (Braz-Filho,
2010, Pinto et al., 2002).

Além das plantas, os microrganismos representam uma fonte rica e diversa de
produtos naturais bioativos. Assim como as plantas, os microrganismos contribuem
com uma variedade de metabdlitos biologicamente ativos que podem ser empregados
ndo sé6 como medicamentos (como por exemplo, os compostos com atividade
antimicrobiana) como também como agentes agroquimicos naturais (Gunatilaka, 2006;
Pinto, 2002; Strobel, 2003).

Entre os microrganismos de maior importdncia como fonte de produtos
naturais destacam-se as actinobactérias e os fungos. Ambos sdo considerados os
produtores mais ativos de metabdlitos secundarios. Conforme reportado por Qin
(2011), dos 22.000 compostos biologicamente ativos obtidos de microrganismos até
2002, 45% foram produzidos por actinobactérias, especialmente por representantes
do género Streptomyces, um excelente produtor de compostos bioativos (Qin, 2011;

Bérdy, 2005).



Apesar da importancia dos microrganismos, somente uma pequena parte da
enorme diversidade de espécies de microrganismos existentes na Terra é atualmente
conhecida. Estima-se que menos que 5% das espécies de fungos e menos que 1% das
espécies de bactérias seja conhecida (Young, 1997). Considerando que a diversidade
de microrganismos ainda desconhecidos é grande, os microrganismos podem
representam uma fonte promissora de produtos naturais que ainda esperam para ser
descobertos. Deste modo, a busca por microrganismos em habitat ainda inexplorados
podem contribuir ndo sé para o conhecimento da diversidade microbiana nestes
habitat como também permitir a descoberta de novos produtos de interesse
biotecnoldgico.

Tem sido cada vez mais enfatizado que os tecidos vegetais representam um
habitat potencial, e ainda pouco explorado, de microrganismos produtores de
compostos bioativos. O interior das plantas encontra-se naturalmente colonizado por
grupo em especial de microrganismos, conhecido como endofiticos, os quais vivem em
intima interacdo com a planta hospedeira e, ao contrario dos microrganismos
fitopatogénicos, habitam o interior das plantas sem causar sintomas aparentes de
doenca (Azevedo, 1998).

Os microrganismos endofiticos podem ser encontrados em diferentes 6rgaos e
tecidos vegetais como as folhas, ramos, raizes, frutos, sementes e flores, sendo a
comunidade microbiana endofitica representada, principalmente, por diferentes
espécies de fungos e bactérias (Azevedo, 1998). Deste modo, os endodfitos diferem dos
epifiticos, microrganismos que vivem na superficie das plantas, bem como dos
microrganismos fitopatogénicos, que causam sintomas de doencas aos seus

hospedeiros (Azevedo, 1998). E, diferentemente dos microrganismos simbidticos, a



colonizagdo das plantas pelo endéfito ndo forma estruturas visiveis no hospedeiro,
como é comumente observada pela formacdo de nddulos em raizes colonizadas por
bactérias fixadoras de nitrogénio conhecidas coletivamente como rizdébios (Azevedo,
1998).

Os endoéfitos estabelecem com a planta hospedeira uma interagdo mutualistica,
onde a planta protege e alimenta o microrganismo endofitico que, em troca,
melhoram o crescimento e a competitividade da planta hospedeira, protegem-na
contra estresses bidticos como o ataque de herbivoros e pragas e de fitopatdgenos
causadores de doencas infecciosas e, ainda, fornecem a elas maior resisténcia ao
estresse abidtico, como elevadas temperaturas e radiacdo (Azevedo, 1998; Azevedo et
al., 2000).

Além de exercerem func¢des importantes para a sobrevivéncia do hospedeiro,
atualmente, sabe-se que os endéfitos podem produzir metabdlitos bioativos como
toxinas, antibidticos e outros compostos de potencial interesse biotecnoldgico
(Azevedo, 1998).

Os microrganismos endofiticos sdo produtores habeis de diversos compostos
bioativos, em sua maioria produtos naturais com atividade antimicrobiana (Gunatilaka,
2006). A producdo destes compostos confere aos endofiticos as habilidades
necessarias a sobrevivéncia no ambiente sendo, deste modo, essencial em um
ambiente como a planta onde diversos microrganismos coexistem e competem pelos
nutrientes e por espaco. Por outro lado, a sintese de compostos antimicrobianos
dentro da planta beneficia a planta hospedeira, pois permite a ela resistir ao estresse
bidtico causado pelos fitopatégenos, como as doencas infecciosas causadas por

fungos, bactérias e outros microrganismos (Azevedo, 1998, Gunatilaka, 2006).



Um grande fato que despertou o interesse pelos microrganismos endofiticos
como fonte de compostos bioativos foi a descoberta de que fungos endofiticos
produzem compostos bioativos que s3o reconhecidamente produtos naturais
produzidos pelas suas plantas hospedeiras, os fitoquimicos (Strobel et al.,, 2004). O
paclitaxel (Taxol®), um importante diterpendide com atividade antimitdtica utilizado
contra cancer de ovario e de mama, bem como no tratamento de iniUmeras doencas
proliferativas de humanos, foi originalmente isolado da planta Taxus brevifolia, porém,
estudos posteriores levaram a descoberta de que a sintese deste composto ndo era
restrita ao metabolismo secunddrio dos vegetais. A sintese de paclitaxel foi reportada
no endofitico de T. brevifolia, o fungo Taxomyces andreanae (Stierly, 1993) e,
posteriormente, em diversos outros endofiticos isolados de uma ampla variedade de
plantas ndao produtoras de paclitaxel, indicando que a capacidade de produc¢ao deste
composto, em particular, é mais disseminada em fungos do que em plantas (Aly et al.,
2010, Strobel et al., 2004). A razdo para esta ampla distribuicdo de paclitaxel tem sido
relacionada ao fato de que este composto possui também atividade antiflingica,
especialmente contra Pythium spp. e Phytophthora spp., alguns dos mais importante
fitopatdgenos e também, fortes competidores com os fungos endofiticos pelo habitat
dentro das plantas (Strobel et al., 2004).

Além do paclitaxel, estudos tém reportado que vdrios outros compostos, tais
como camptotecina (antitumoral) e podofilotoxina (antimitdtica), os quais foram
originalmente isolados de plantas, sdo também produzidos por seus endéfitos (Aly et
al., 2010) demonstrando que esta correspondéncia entre o metabolismo secundario da
planta e de seus enddfitos pode ser bastante comum. Conforme Tan & Zou (2001), a

capacidade de sintetizar certos compostos fitoquimicos pode estar relacionada a



recombinacdo genética do enddéfito com o hospedeiro, ocorrida ao longo do processo
de co-evolucdo destes dois organismos.

Deste modo, estes microrganismos representam um fornecedor alternativo de
compostos fitoquimicos caracteristicos das plantas (Strobel & Daisy, 2003; Strobel et
al., 2004). Além disso, os microrganismos endofiticos representam uma reserva
enorme e inexplorada de estruturas quimicas Unicas que foram modificadas durante a
evolucdo e que sdo produzidas para a comunicacdo planta-endoéfito e em resposta as
alteragGes em seus habitats (Gunatilaka, 2006). Assim, é grande a oportunidade de
encontrar novos metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas relevantes de
microrganismos endofiticos (Gunatilaka, 2006).

Em principio, estes microrganismos combinam a riqueza bioquimica da planta
com a conveniente acessibilidade e a capacidade fermentativa dos microrganismos o
qgue torna mais simples o processo de obtencdo de compostos de interesse
biotecnoldgico. Além desta e outras conveniéncias, o uso de microrganismos
endofiticos como fonte de compostos bioativos deverd ndo somente reduzir a
necessidade de coletar plantas de crescimento lento e possivelmente raras, mas
também auxiliar na preservacao da biodiversidade do ambiente natural (Strobel et al.,
2004).

Considerando que existam aproximadamente 300.000 espécies de plantas
superiores e que uma planta individual é colonizada por um ou mais endéfitos a
oportunidade de se descobrir novos e interessantes microrganismos endofiticos é
muito grande (Strobel & Daisy, 2003; Strobel et al., 2004). Assim, os microrganismos
endofiticos representam uma fonte potencial e ainda inexplorada de novos produtos

naturais bioativos com atividade bioldgica relevante (Strobel et al., 2004)



Contudo, a diversidade de espécies de enddfitos existentes e o potencial dos
mesmos na producdo de compostos bioativos ainda sdo poucos conhecidos. Alguns
estudos onde estes compostos bioativos produzidos por endofiticos tém sido isolados
e identificados, revelam a grande diversidade de compostos produzidos e o potencial
destes para diferentes aplicacdes biotecnoldgicas. Conforme reportado por Gunatilaka
et al. (2006) os compostos bioldgicos produzidos por microrganismos endofiticos
possuem ampla variedades de atividades bioldgicas, sendo bastante comum a
atividade antimicrobiana, mostrando que a produc¢do de compostos antimicrobianos é
bastante difundida entre os diferentes grupos de microrganismos endofiticos.

Alguns estudos que evidenciam a atividade antimicrobiana de microrganismos
endofiticos isolados de diversas espécies vegetais e o potencial destes microrganismos
na producdo de compostos bioativos sdo citados a seguir.

Na planta herbacea medicinal Orthosiphon stamineus (Lamiaceae), conhecida
como cha de Java, 92% dos isolados de fungos endofiticos exibiram atividade inibitéria
significativa contra diferentes espécies bacterianas e contra leveduras e fungos
filamentosos (Tong, 2011).

Em espécies de Dendrobium sp. (Orchidaceae) foram isolados de raizes e
colmos 53 fungos endofiticos, sendo o mais comum o género Fusarium sp. O extrato
etandlico destes isolados foi ativo contra pelo menos um dos patdgenos testados
(Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus), destacando-se o fungo endofitico
Epicoccum nigrum que apresentou atividade antibacteriana mais intensa que o
antibiotico ampicilina e o fungo Fusarium sp., efetivo tanto contra bactérias quanto

contra fungos patogénicos (Xing et al., 2011).



Smallanthus sonchifolius (yacén) é uma planta perene com raizes tuberosas
originaria dos Andes conhecida pelas suas propriedades fungicida, bactericida,
antioxidante e hipoglicmica. O extrato de dois fungos endofiticos, Papulaspora
immersa e Apiospora montagnei Sacc. (estado Arthrinium), que foram isolados das
raizes, apresentaram atividade antibacteriana frente Staphylococcus aureus, Kocuria
rhizophila, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, sendo o extrato em acetato de
etila o que apresentou maio atividade antimicrobiana (Ramos et al., 2010).

Em Camptotheca acuminate, conhecida como a arvore da vida, foram isolados
26 fungos endofiticos, incluindo os taxas Nigrospora, Diaporthe, Alternaria,
Colletotrichum, Pestalotiopsis, Sordariomycete, Guignardiai, Penicillium e Zythia. A
maioria dos isolados exibiu atividade antifungica e 50% apresentou atividade
antibacteriana, alguns de amplo espectro (Ding et al., 2010).

A atividade antimicrobiana dos microrganismos endofiticos é resultante da
producdo de uma grande variedade de compostos de estrutura quimica bastante
diversa. Conforme reportado por Gunatilaka (2006) estes microrganismos representam
uma reserva enorme de estruturas quimicas Unicas e que, portanto, sdo de grande
interesse para o desenvolvimento biotecnolégico.

Em Pestalotiopsis microspora, um fungo isolado da planta Terminalia
morobensis, nativa da Nova Guiné, foram identificados dois compostos, pestacina e
isopestacina, os quais possuem atividade antimicrobiana, bem como atividade
antioxidante (Strobelet al., 2002; Strobel et al., 2003, Strobel et al., 2004).

O fungo enddfitico Acremonium zeae encontrado nos graos de milho (Zea
mays) apresentou forte antagonismo aos fungos Aspergillus flavus e Fusarium

verticillioides, ambos causadores do apodrecimento dos grdaos e produtores de
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micotoxinas, aflotoxina e fumonisina, respectivamente. A atividade antifungica deste
endéfito deve-se a producdo de dois novos antibidticos derivados de policetideo,
pirrocidinas A e B, as quais também foram ativas contra Candida albicans e bactérias
gram-positivas, incluindo estirpes multiresistentes “a antibidticos (Wicklow et al., 2005;
Wicklow & Poling, 2009).

Grande versatilidade na producdo de metabdlitos foi observada no fungo
Aspergillus fumigatus, endofitico das folhas da forrageira Cynodon dactylon (Poaceae),
que produziu dois novos metabdlitos, asperfumoide e asperfumina, e outros
compostos, fumigaclavina C, fumitremorgina C, fisciona e acido helvdlico, os quais
inibiram o crescimento de C. albicans (Liu et al., 2004).

No fungo endofitico Muscodor albus isolado de Cinnamomum zeylanicum
(Lauracea) conhecida como pau-canela, uma mistura de compostos volateis (alcodis,
ésters, cetonas, acidos e lipidios) mostrou acdo sinérgica contra uma ampla variedade
de fungos e bactérias patogénicas de plantas e humanos (Strobel, 2001).

Outro grupo com grande capacidade de producdo de produtos naturais
bioativos sdo as bactérias filamentosas, os actinomicetos. Um dos principais géneros
deste grupo, o Streptomyces spp. é fonte de 80% dos antibidticos produzidos pelos
actinomicetos (Strobel et al., 2004). Os actinomicetos habitam o solo e, como tem sido
relatado em varios estudos, sdo encontrados também no habitat endofitico. O
primeiro relato de que plantas serviam como habitat para os actinomicetos veio do
isolamento de um Streptomyces spp. endofitico de uma espécie de graminea, a Lolium
perenne (Guerny & Mantle, 1993). Posteriormente, um outro Streptomyces sp. foi
isolado de Kennedia nigricans, uma planta conhecida pelo seu uso tradicional por

nativos australianos no tratamento de cortes, feridas e infec¢des. Este Streptomyces
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produz uma familia de potentes peptideos com atividade antibiética chamados de
munumbicinas, os quais em geral foram ativos contra bactérias gram-positivas como
Bacillus anthracis e contra Mycobacterium tuberculosis e também, apresentaram
atividade contra o protozodrio parasita Plasmodium falciparum, causador da doenca
infecciosa maldria (Castillo et al., 2002).

Na planta epifitica Monstera sp., encontrada na regidao amazonica do Peru, foi
isolado um Streptomyces verticilado com atividade inibitoria a Phytium sp. e
Cryptococcus neoformans, um fungo patogénico humano, bem como a Plasmodium
falciparum. Estas atividades estdo relacionadas a producdo de coranomicina, um novo
complexo de peptideos antibidticos produzidos por estes actinomicetos.

Além dos fungos e actinomicetos, as bactérias endofiticas representam um
grupo bastante ativo na producdo de compostos bioativos. Um dos géneros mais
comuns de bactérias encontradas em associa¢gdo com plantas é Pseudomonas spp. Este
género possui espécies e estirpes que sao epifiticas, endofiticas e também,
patogénicas. Algumas destas espécies produzem compostos fitotdxicos assim como
antibioticos. Um destes compostos, os peptideos antifungicos conhecidos como
pseudomicinas sdo ativos contra uma variedade de fungos patogénicos de humanos,
incluindo C. albicans e C. neoformans. As pseudomicinas tém sido consideradas para
uso na agricultura para controle do fungo fitopatogénico Mycosphaerella fijiensis,
agente causal da doenca sigatoka negra em bananas (Strobel et al., 2004).

Na planta medicinal chinesa Scutellaria baicalensis Georgi, um isolado de
Bacillus amyloliquefaciens produziu duas familias de compostos com atividade
antibacteriana e atividade antifungica de amplo espectro, ativos contra fungos e

bactérias fitopatogénicos e contaminantes de alimentos. Dois compostos ativos,
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identificados como homodlogos de fengicina e surfactina, foram identificados
demonstrando potencial para preservacao de alimentos e no controle de doencas de
plantas (Sun et al., 2006).

Estes estudos citados anteriormente assim como muitos outros que relatam o
potencial de producdo de compostos com atividade bioldgica diversa demonstra que é
crescente o interesse por microrganismos endofiticos como fonte de compostos
bioativos. Este interesse, em parte, é atribuido ao grande potencial dos
microrganismos endofiticos em produzir compostos com ampla diversidade de
atividade bioldgica, como antifungica, antibacteriana, antiviral, anticancer,
antioxidante, nematicida, inseticida, inibidor enzimatico, anti-inflamatdrio e citotdxico
(Strobel et al., 2004; Gunatilaka, 2006; Aly et al., 2010; Qin et al., 2011). Apesar do
crescente interesse, as pesquisas voltadas para o estudo dos microrganismos
endofiticos como fonte de compostos bioativos é ainda incipiente. Considerando a
enorme diversidade vegetal existente, espécies ainda inexploradas representam fontes
promissoras destes microrganismos e de seus compostos.

Uma vez que o numero de espécies vegetais é enorme, a pesquisa por
endofitos produtores de compostos bioativos requer estratégias para aperfeicoar esta
procura tornando mais bem-sucedida a descoberta de microrganismos promissores.
Conforme reportado por Strobel (2003), plantas com caracteristicas Unicas, plantas
gue tenham histéria etnobotanica (uso por nativos locais, rurais, indigenas) e que
estdo relacionadas com finalidades especificas ou aplicacdes de interesse, plantas
endémicas, ou ainda, aquelas que crescem em areas de grande biodiversidade e/ou
possuem biologia incomum apresentando novas estratégias de sobrevivéncia sdo mais

propensas a hospedar novos enddfitos produtores de compostos bioativos.
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Neste sentido, o Brasil é um pais privilegiado e de grande potencial. O Pais é o
principal dentre aqueles de megabiodiversidade, detendo em seu territério entre 15 e
20% do numero total de espécies do planeta. Apresenta a mais diversa flora do
mundo, numero superior a 55 mil espécies descritas, bem como alguns dos
ecossistemas mais ricos em numero de espécies vegetais - a AmazOnia, a Mata
Atlantica e o Cerrado. A Floresta Amazonica brasileira, com mais de 30 mil espécies
vegetais, compreende cerca de 30% das florestas tropicais remanescentes no planeta
(Azevedo, 2006). Tendo em vista a enorme diversidade da flora brasileira representa
uma fonte promissora de enddfitos e de seus compostos bioativos, a busca e a
exploragdo do potencial de microrganismos endofiticos em variadas espécies vegetais

se fazem necessdrias.

4. JUSTIFICATIVA CIRCUNSTANCIADA

A demanda por novos agentes antimicrobianos e agentes agroquimicos que
sejam efetivos no controle de doencas infecciosas em plantas e animais, incluindo o
homem, é cada vez mais crescente. Isto, em parte, é devido ao desenvolvimento de
resisténcia a drogas antimicrobianas em microrganismos infecciosos como o
Staphylococcus, Mycobacterium e Streptococcus, bem como, o surgimento de novos e
ameacadores microrganismos infecciosos que afetam a saude da populagdo humana e

a sanidade vegetal.

As plantas hd muito tempo sdo utilizadas para os mais variados fins
terapéuticos devido as suas propriedades farmacolégicas. Elas sao reconhecidamente

fontes promissoras de uma variedade de substancias bioativas incluindo, compostos
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antifungicos, antibacterianos, antivirais bem como, substancias com atividade
imunomoduladora, antitumoral, entre outras, o que tem levado a inUmeros estudos
que buscam a descoberta de compostos ativos potencialmente uteis para o

desenvolvimento de novos farmacos.

Além das plantas, outra fonte potencial de compostos bioativos sdo os
microrganismos em especial aqueles que habitam o interior dos tecidos vegetais,
conhecidos como endofiticos. Microrganismos endofiticos colonizam os tecidos de
plantas e ndo causam nenhum sintoma aparente de doenca. Estes microrganismos,
onde se incluem, principalmente, bactérias, leveduras, actinomicetos e fungos
filamentosos, vivem em equilibrio com a planta hospedeira em diferentes tecidos e
orgaos vegetais. Dentro da planta, os microrganismos produzem compostos que tem
papel essencial na defesa vegetal contra fitopatdégenos, herbivoros e pragas. Em
muitos casos, a resisténcia da planta ao estresse bidtico proporcionado pelo enddfito
estd correlacionada com a producdo de produtos naturais biativos, dos quais a maioria
tem atividade antimicrobiana (Azevedo, 1998).

E crescente o interesse por estes microrganismos como fonte de compostos
bioativos naturais e isto se deve, em parte, ao fato de que microrganismos endofiticos
sdo capazes de produzir compostos bioativos, os fitoquimicos, que sdo
reconhecidamente produtos naturais produzidos pelas suas plantas hospedeiras
(Strobel et al., 2004). Deste modo, estes microrganismos representam um fornecedor
alternativo de compostos fitoquimicos caracteristicos das plantas. Além disso, os
microrganismos endofiticos representam uma reserva enorme e inexplorada de

estruturas quimicas uUnicas que foram modificadas durante a evolugdo e que sdo
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produzidas para a comunicac¢do planta-endoéfito e em resposta as alteragdes em seus
habitats (Gunatilaka, 2006).

Considerando que existam aproximadamente 300.000 espécies de plantas
superiores e que uma planta individual é colonizada por um ou mais enddfitos a
oportunidade de se descobrir novos e interessantes microrganismos endofiticos é
muito grande (Strobel & Daisy, 2003, Strobel et al., 2004).

Deste modo, embora as plantas ainda se constituam uma das principais
fornecedores de compostos bioativos para o desenvolvimento de novos farmacos, os
microrganismos endofiticos representam uma fonte alternativa, promissora e ainda
pouco explorada de substancias naturais bioativas que podem ter diferentes
aplicacdes biotecnolégicas desde o desenvolvimento de novos farmacos,
agroquimicos, bem como agentes de controle bioldgico de doencas em plantas.

Considerando a enorme diversidade da flora existente no Brasil e que a maioria
das espécies vegetais continua ainda inexplorada, a flora brasileira representa uma
fonte promissora de microrganismos endofiticos e dos compostos bioativos produzidos
por eles. Portanto, a busca por tais microrganismos é essencial, pois seus produtos
naturais podem ser de grande relevancia para o desenvolvimento biotecnolégico de

novos farmacos e novos agroquimicos.

5. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste projeto é explorar as comunidades de microrganismos
endofiticos de diferentes plantas nativas da flora brasileira visando a identificacdo e
selegdo de microrganismos com atividade antimicrobiana contra patdgenos de

interesse agrondémico e de importancia clinica.
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6. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS/METODOS E TECNICAS

6.1. Material Vegetal

O material vegetal sera coletado de regides de ocorréncia natural das espécies
vegetais. A classificacdao da espécie vegetal serd realizada no departamento de biologia
vegetal (BAV) da universidade estadual de londrina, onde serd depositada uma

exsicata da planta.

Em cada coleta sera obtido material de 4 plantas independentes distribuidas
dentro da regido de coleta. De cada planta serdo retiradas aleatoriamente 10 amostras
sauddveis (sem sintomas aparentes de dano ou doenca) de diferentes partes vegetais
(folhas, flores, raizes, caules e sementes/frutos, quando disponiveis). As amostras
serdo embaladas em sacos plasticos e levadas para o Laboratério de Genética de

Fungos isolamento dos microrganismos endofiticos no mesmo dia.

6.2. Desinfeccdo das amostras vegetais

Para o isolamento de microrganismos endofiticos é necessario que a superficie
do material vegetal seja desinfetada para retirada de microrganismos epifiticos e
contaminantes. Os procedimentos de desinfec¢do do material vegetal e isolamento de
microrganismos endofiticos serdo realizados conforme descrito por Arauljo e
colaboradores (2000).

Para desinfeccdo, as amostras sadias de tecidos vegetais serdo lavadas

sequencialmente com etanol 70% (30 segundos), hipoclorito de sédio 3% (3 minutos),
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etanol 70% (30 segundos) e duas vezes com agua destilada esterilizada (6 minutos)
(Araujo et al., 2000).

A eficiéncia da desinfec;do do material vegetal sera avaliada pelo
plagueamento em meio agar-batata-dextrose (BDA) e TSA de aliquotas da agua
utilizada na ultima lavagem do material vegetal e pelo pressionamento dos fragmentos
desinfestados sobre o meio de cultura (Araudjo et al., 2000). As amostras de tecidos
vegetais desinfetadas serdo utilizadas no isolamento de fungos e leveduras,

actinomicetos e bactérias endofiticas.

6.3. Isolamento e identificagao de microrganismos endofiticos
6.3.1 — Isolamento, caracteriza¢éo de fungos endofiticos

Para o isolamento dos fungos endofiticos, as amostras vegetais desinfetadas
superficialmente serdo cortadas em fragmentos pequenos de 1x1 cm? distribuidos na
superficie dos meios solidos BDA e Vogel (Vogel et al., 1964) contendo 50 ug/mL de
ampicilina. As placas inoculadas serao incubadas a 28°C até o crescimento dos fungos
serem visiveis. Uma porcdao de cada micélio morfologicamente distinto que tenha
crescido dos segmentos das plantas durante o periodo de incubacdo serda retirado e
transferido para placas contendo BDA sem antibidtico para purificagdo do isolado. Os
isolados de fungos serdo armazenados em meio sélido BDA inclinado a 4°C, em
microtubos contendo 4gua destilada a 4°C e em glicerol (30%) a -70°C.

A identificacdo dos fungos sera feita por métodos tradicionais e moleculares.
Na tradicional serdo consideradas as caracteristicas culturais e morfoldgicas dos
esporos e micélios, bem como caracteristicas microscépicas ao microscépio dptico.

Para visualizacdo das estruturas microscopicas, os micélios serdo fixados em laminas
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de vidro, visualizados ao microscépio Optico e fotografado. Os isolados serdo
agrupados e representantes de cada grupo serdo selecionados para identificacdo por

técnicas moleculares.

6.3.2 — Isolamento e caracterizagdo de actinomicetos endofiticos

Isolamento e caracterizacdo dos actinomicetos endofiticos serdo feitos
conforme descrito Verma et al. (2009). Para inibir o crescimento de fungos endofiticos,
apo6s a desinfestacdo superficial as amostras serdo tratadas com uma solu¢do de
NaHCO3 10%. Apds, as amostras de tecidos vegetais serdo cortadas em fragmentos
pequenos de 1x1 cm? e distribuidos na superficie dos meios agar S (Baker, 1990;
Verma et al., 2009) e no meio TWYE (Crawford et al., 1993), para isolamento de
actinomicetos de crescimento mais lento. Para inibir o crescimento de microrganismos
ndo-actinomicetos, 50 ug/mL do antibidtico acido nalidixico sera adicionado aos
meios. As placas inoculadas serdao incubadas a 28°C por 15-30 dias para permitir o

crescimento dos actinomicetos endofiticos.

A identificagdo preliminar do isolados sera feita pelas caracteristicas
morfolégicas e culturais (Verma et al, 2009). Os isolados serdo agrupados e

representantes de cada grupo serdo escolhidos para a caracterizagdo molecular.

6.3.3 — Isolamento, caracteriza¢do de bactérias endofiticas
Para o isolamento de bactérias endofiticas, 1 g das amostras vegetais
desinfetadas superficialmente serd macerado em 9 mL de solugdo salina (0.85%)

estéril. A suspensdao obtida sera diluida serialmente e aliquotas de 0.1 mL de cada
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diluicdo serdo plagueadas em meio sélido TSA contendo 50 pg/mL do antifungico
benomil. As placas inoculadas serdao incubadas a 28°C por até 10 dias, sendo o
crescimento dos microrganismos acompanhado diariamente. Apds, as coldnias
crescidas nas placas serdo contadas para determinacdao do numero de unidades
formadoras de colonia (UFC). A densidade da populacao de bactérias endofiticos sera
estimada pelo peso fresco e pelo fator de diluicao.

As diferentes coldnias crescidas serdo repicadas e transferidas para meio TSA
sem antifungico para purificacdo do isolado. As bactérias isoladas serdo armazenadas
em meio sélido TSA inclinado a 4°C e em glicerol 30% a -80°C.

Todos 0s ensaios serdo conduzidos com trés repeticdes utilizando-se o
delineamento inteiramente ao acaso. No tratamento controle, as placas serdo
inoculadas com solugdo salina 0.85% esterilizada. As médias serdo comparadas pelo
teste de Tukey (5%).

Os isolados bacterianos serdo caracterizados e agrupados conforme a cor e a
morfologia da col6nia, morfologia e mobilidade da célula, crescimento e reagdo de
Gram (Holt et al., 1994). Representantes de cada grupo serdo selecionados para a

identificacdo molecular.

6.4  Caracterizacdao molecular dos microrganismos endofiticos

Para a identificacdo dos isolados fungicos sera analisada a regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) do DNA ribossomal (rDNA). O DNA genbmico dos fungos
endofiticos sera extraido a partir de amostras de micélios crescido em BDA usando o

método de CTAB conforme descrito por Reichardt & Rogers (1987). A regido ITS1-5.8S-
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ITS2 do rDNA dos isolados fungicos serdao amplificados com os primers universais ITS1
(5"-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5 -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White, et

al, 1990) conforme condic¢Bes descritas por Favaro (2009).

Para a identificacdo dos isolados de bactérias e de actinobactérias serd
analisada a sequencia parcial do 16S rDNA. O DNA gendmico sera extraido pelo
método de CTAB conforme descrito por Wilson (1987). A sequencia parcial do 16S
rDNA sera amplificada utilizando os primers 27f (5" AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’)
e 738r (3’ AGG GTA TCT AAT CCT GTT TGC 5’) (ROSCH & BOTHE, 2005; GURTLER &
STANISICH, 1996) conforme as condicGes de reacdo descritas por Goes (2011).

A visualizacdo do DNA gendmico e dos fragmentos amplificados por PCR serd
feita em gel de agarose com a concentracdo adequada ao tamanho do fragmento. A
eletroforese sera feita em tampdo TBE 1X e a coloracdo do gel serd com brometo de
etideo, conforme descrito por Sambrook & Russel (2001).

Os fragmentos de DNA amplificados serao purificados utilizando o PureLink ™
PCR Purification kit (Invitrogen™), conforme recomendacdes do fabricante. O
sequenciamento sera realizado com os mesmos primers utilizados na PCR em um
sequenciador automatico MegaBace1000 conforme recomendacdes do fabricante. As
sequéncias obtidas serdo comparadas as sequencias depositadas no banco de dados
do GenBank utilizando BlastN para busca de sequencias similares (Altschul et al.,

1997).
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6.5. Avaliacdo da atividade antimicrobial dos microrganismos endofiticos

6.5.1 Microrganismos testes

Para os ensaios de avaliagdo da atividade antibacteriana e antifingica serdao
utilizados como microrganismos testes representantes de bactérias gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis), gram-negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia), leveduras (Candida
albicans, Saccharomyces cerevisiae e Cryptococcus sp.) e fungos filamentosos
(Aspergillus niger, Rhizoctonia solani, Microsporum gypseum e Trichophyton rubrum).
As bactérias serdo cultivadas em meio inclinado agar nutriente enquanto as leveduras
e os fungos serdo cultivados em meio inclinado batata-dextrose-agar (BDA). O indculo
sera preparado pela adigdo de 4 mL de solugdo salina 0.85% ao meio inclinado e
homogeneizacdo vigorosa para obter suspensdo de células ou esporos (Tong et al.,
2011).

6.5.2. Preparo do caldo de fermentagdo

O preparo do caldo de fermentagao dos microrganismos endofiticos sera feito
conforme procedimentos descritos por Huang e colaboradores (2001). Os isolados de
fungos, actinomicetos e bactérias endofiticas serdo inoculados em meio liquido batata-
dextrose (BD), meio-S e meio TSA, respectivamente. Os microrganismos serao
cultivados sob agitacdo de 120 rpm por 7 dias. Apds crescimento, o caldo da
fermentacdo sera homogeneizado vigorosamente e centrifugado a 4.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante sera filtrado (0.22 um) e armazenado a 4 °C para realizagao

dos bioensaios.
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6.5.3. Bioensaio em disco de difusdo

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do caldo de fermentagdo sera feita
pelo bioensaio de disco de difusdao conforme procedimentos definido por Huang et al.
(2001).

A suspensdo (10> unidade formadoras de col6nias (UFC)/mL) de células (ou
esporos) de bactérias, leveduras ou fungos sera espalhada na superficie do meio de
cultura BDA. Discos de papel estéreis (Whatman) serdo impregnados o caldo de
fermentacdo e entdo, posicionados na superficie do meio de cultura inoculado. No
controle negativo sera inoculado o meio de cultura e no controle positivo sera utilizado
30 pg/ml cloramfenicol para bactérias e 30 pg/ml cetoconazol para fungos e leveduras.

As placas serdo incubadas a 28°C por 2-5 dias. Apds crescimento, a atividade
antimicrobiana serd avaliada pelo didgmetro do halo de inibicdo (em mm) ao redor do
disco de papel. Os bioensaios serdao feitos com quatro repeticdes e as médias serdo

comparadas pelo teste de Tukey (5%).
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6.6 Plano de Metas e Cronograma

Meta 1: Construcdo de um banco de estirpes de fungos, leveduras, [An01|Ano2 |Ano3

actinomicetos e bactérias endofiticas através de técnicas de |6 12 |18 24|30 36
isolamento e cultivo em meio de cultura.

— Coleta e preparo das amostras vegetais X

— Isolamento e purificagdo dos microrganismos endofiticos X

— Armazenamento e catalogacdo dos isolados obtidos X X

— Caracterizagdao morfolégica e agrupamento preliminar dos isolados. X

Meta 2: Caracterizagdao molecular dos isolados Ano1l|Ano2 [Ano3
6 12 |18 24|30 36

—Extragdo do DNA de isolados representantes de bactérias, X

actinomicetos, fungos e leveduras.

—Amplificagdo por PCR do 16S rDNA de bactérias e actinomicetos X X

—Amplificagdo por PCR do ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA de fungos e

leveduras. X X |X

—Purificacdo Sequenciamento dos fragmentos amplificados obtidos X | X

— Analise das sequéncias e identificacdo dos isolados X |X

Meta 3: Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos isolados de |Ano1l|Ano2 |Ano3

microrganismos endofiticos e selecdo dos isolados promissores para |6 12 |18 2430 36
caracterizag3o futura.

—Catalogacdo e cultivo dos microrganismos testes

—Preparo do caldo de fermentacao dos isolados de endofiticos

— Bioensaio em discos de difusdo

—Analise dos resultados e selecdo de microrganismos promissores

xX X X X
X X X X
X X X X

7. RESULTADOS E CONTRIBUIGOES ESPERADAS

1. Desenvolver uma cole¢do de culturas de microrganismos endofiticos,
permitindo ndo s6 a preservagao da biodiversidade de microrganismos endofiticos,
mas também a organizacdo e manutencdao de microrganismos que podem ser

explorados para atividades diversas em pesquisa.

2. Avaliar a diversidade genética de microrganismos endofiticos.

3. Identificar dentro da colecdo de microrganismos aqueles que apresentam

maior potencial antimicrobiano contra os microrganismos testes.

4, Selecionar microrganismos endofiticos com elevado potencial antimicrobiano

para estudos posteriores de identificacdo e caracterizacdo de compostos bioativos.
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8. LOCAL DE REALIZACAO/ ORGAOS ENVOLVIDOS

O presente projeto serd desenvolvido no Laboratério de Genética de

Microrganismos da Universidade Estadual de Londrina.
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