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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICO-METODOLÓGICA 

A procura e descoberta de um fenômeno biológico que possa ser explorado é o 

passo inicial em um projeto biotecnológico, no entanto tão crucial quanto qualquer 

outra etapa neste processo (Bull et al., 1992). A biotecnologia é baseada na busca e 

descoberta de recursos biológicos industrialmente exploráveis. Uma abordagem 

clássica das etapas do processo de busca e descoberta biotecnológica passa 

resumidamente pela coleta de material biológico adequado, seguida da seleção e 

triagem de materiais com os atributos desejados, seleção final do(s) melhor(es) 

candidato(s) a partir de uma lista reduzida de opções, e culmina com o 

desenvolvimento de um produto comercial ou processo industrial (Bull et al, 2000). 

Um dos estágios iniciais de um projeto de biotecnologia é conhecido como 

bioprospecção, sendo finalizado uma vez que o composto, organismo ou característica 
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desejável tenha sido encontrado. O termo bioprospecção foi inicialmente definido em 

1993 como a “exploração da biodiversidade por fontes genéticas ou bioquímicas de 

valor comercial”. Durante os últimos 10 anos esta definição foi revisada sendo 

geralmente aceita como “a busca de fontes biológicas com características que podem 

ter valor para o desenvolvimento comercial”. Estas características podem ser 

morfológicas, fisiológicas, genéticas ou bioquímicas de potencial aplicabilidade 

comercial, as quais foram produzidas por organismos biológicos, seja fungo, bactéria, 

planta ou animal.  

A utilização de microrganismos no desenvolvimento de novos produtos e 

processos biotecnológicos vem se destacando recentemente. Segundo Canhos & 

Manfio (1998), grande parte dos avanços da biotecnologia moderna são derivados das 

descobertas recentes nas áreas de genética, fisiologia e metabolismo de 

microrganismos. Há muitos anos a diversidade genética e metabólica dos 

microrganismos tem sido explorada para utilização nos diversos segmentos da 

indústria, incluindo a produção e processamento de alimentos (cogumelos, queijo, 

iogurte, vinagre, etc.), produção de bebidas alcoólicas (vinho, cerveja, etc.), vacinas, 

geração de combustível (etanol), tratamento e/ou remediação de resíduos (esgotos 

domésticos, lixo), entre outras aplicações (Colwell, 1997; Hunter-Cevera, 1998). Uma 

aplicação biotecnológica de relevante importância para a agroindústria e para a 

indústria farmacêutica é a produção de metabólitos naturais derivados de 

microrganismos que apresentam atividade biológica diversa como antiparasiticidas, 

antimicrobianos, antivirais, inseticidas, entre outras.   

Produtos naturais bioativos são compostos produzidos pelo metabolismo 

secundário das plantas, microrganismos ou animais. Embora os metabólitos 
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secundários não estejam diretamente envolvidos nas funções básicas necessárias para 

a vida dos organismos produtores, eles conferem algumas características essenciais 

para sobrevivência e perpetuação de espécie no ecossistema (Santos, 2001). Os 

metabólitos secundários são específicos das espécies e contribuem, entre outras 

coisas, para a proteção do organismo conferindo resistência contra pragas, animais 

herbívoros e contra doenças causadas por patógenos (Braz-Filho, 2010). 

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de produtos 

naturais, contribuindo de modo significativo para o fornecimento de novos 

metabólitos secundários, muitos destes de grande valor agregado devido às suas 

aplicações como medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquímicos (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 metabólitos biologicamente ativos que podem ser empregados 

não só como medicamentos (como por exemplo, os compostos com atividade 

antimicrobiana) como também como agentes agroquímicos naturais (Gunatilaka, 2006; 

Pinto, 2002; Strobel, 2003).  

Entre os microrganismos de maior importância como fonte de produtos 

naturais destacam-se as actinobactérias e os fungos. Ambos são considerados os 

produtores mais ativos de metabólitos secundários. 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 gênero Streptomyces, um excelente produtor de compostos bioativos (Qin, 2011; 

Bérdy, 2005).  
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Apesar da importância 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 não só para o conhecimento da diversidade microbiana nestes 

habitat como também permitir a descoberta de novos produtos de interesse 

biotecnológico.  

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 endofíticos, os quais vivem em 

íntima interação com a planta hospedeira e, ao contrário dos microrganismos 

fitopatogênicos, habitam o interior das plantas sem causar sintomas aparentes de 

doença (Azevedo, 1998). 

Os microrganismos endofíticos podem ser encontrados em diferentes órgãos e 

tecidos vegetais como as folhas, ramos, raízes, frutos, sementes e flores, sendo a 

comunidade microbiana endofítica representada, principalmente, por diferentes 

espécies de fungos e bactérias (Azevedo, 1998). Deste modo, os endófitos diferem dos 

epifíticos, microrganismos que vivem na superfície das plantas, bem como dos 

microrganismos fitopatogênicos, que causam sintomas de doenças aos seus 

hospedeiros (Azevedo, 1998). E, diferentemente dos microrganismos simbióticos, a 
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colonização das plantas pelo endófito não forma estruturas visíveis no hospedeiro, 

como é comumente observada pela formação de nódulos em raízes colonizadas por 

bactérias fixadoras de nitrogênio conhecidas coletivamente como rizóbios (Azevedo, 

1998).  

Os endófitos estabelecem com a planta hospedeira uma interação mutualística, 

onde a planta protege e alimenta o microrganismo endofítico que, em troca, 

melhoram o crescimento e a competitividade da planta hospedeira, protegem-na 

contra estresses bióticos como o ataque de herbívoros e pragas e de fitopatógenos 

causadores de doenças infecciosas e, ainda, fornecem a elas maior resistência ao 

estresse abiótico, como elevadas temperaturas e radiação (Azevedo, 1998; Azevedo et 

al., 2000). 

Além de exercerem funções importantes para a sobrevivência do hospedeiro, 

atualmente, sabe-se que os endófitos podem produzir metabólitos bioativos como 

toxinas, antibióticos e outros compostos de potencial interesse biotecnológico 

(Azevedo, 1998).  

Os microrganismos endofíticos são produtores hábeis de diversos compostos 

bioativos, em sua maioria produtos naturais com atividade antimicrobiana (Gunatilaka, 

2006). A produção destes compostos confere aos endofíticos as habilidades 

necessárias à sobrevivência no ambiente sendo, deste modo, essencial em um 

ambiente como a planta onde diversos microrganismos coexistem e competem pelos 

nutrientes e por espaço. Por outro lado, a síntese de compostos antimicrobianos 

dentro da planta beneficia a planta hospedeira, pois permite a ela resistir ao estresse 

biótico causado pelos fitopatógenos, como as doenças infecciosas causadas por 

fungos, bactérias e outros microrganismos (Azevedo, 1998, Gunatilaka, 2006).  
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Um grande fato que despertou o interesse pelos microrganismos endofíticos 

como fonte de compostos bioativos foi a descoberta de que fungos endofíticos 

produzem compostos bioativos que são reconhecidamente produtos naturais 

produzidos pelas suas plantas hospedeiras, os fitoquímicos (Strobel et al., 2004). O 

paclitaxel (Taxol), um importante diterpenóide com atividade antimitótica utilizado 

contra câncer de ovário e de mama, bem como no tratamento de inúmeras doenças 

proliferativas de humanos, foi originalmente isolado da planta Taxus brevifolia, porém, 

estudos posteriores levaram a descoberta de que a síntese deste composto não era 

restrita ao metabolismo secundário dos vegetais. A síntese de paclitaxel foi reportada 

no endofítico de T. brevifolia, o fungo Taxomyces andreanae (Stierly, 1993) e, 

posteriormente, em diversos outros endofíticos isolados de uma ampla variedade de 

plantas não produtoras de paclitaxel, indicando que a capacidade de produção deste 

composto, em particular, é mais disseminada em fungos do que em plantas (Aly et al., 

2010, Strobel et al., 2004). A razão para esta ampla distribuição de paclitaxel tem sido 

relacionada ao fato de que este composto possui também atividade antifúngica, 

especialmente contra Pythium spp. e Phytophthora spp., alguns dos mais importante 

fitopatógenos e também, fortes competidores com os fungos endofíticos pelo habitat 

dentro das plantas (Strobel et al., 2004). 

Além do paclitaxel, estudos têm reportado que vários outros compostos, tais 

como camptotecina (antitumoral) e podofilotoxina (antimitótica), os quais foram 

originalmente isolados de plantas, são também produzidos por seus endófitos (Aly et 

al., 2010) demonstrando que esta correspondência entre o metabolismo secundário da 

planta e de seus endófitos pode ser bastante comum. Conforme Tan & Zou (2001), a 

capacidade de sintetizar certos compostos fitoquímicos pode estar relacionada à 
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recombinação genética do endófito com o hospedeiro, ocorrida ao longo do processo 

de co-evolução destes dois organismos. 

Deste modo, estes microrganismos representam um fornecedor alternativo de 

compostos fitoquímicos característicos das plantas (Strobel & Daisy, 2003; Strobel et 

al., 2004). Além disso, os microrganismos endofíticos representam uma reserva 

enorme e inexplorada de estruturas químicas únicas que foram modificadas durante a 

evolução e que são produzidas para a comunicação planta-endófito e em resposta as 

alterações em seus habitats (Gunatilaka, 2006). Assim, é grande a oportunidade de 

encontrar novos metabólitos secundários com atividades biológicas relevantes de 

microrganismos endofíticos (Gunatilaka, 2006).  

Em princípio, estes microrganismos combinam a riqueza bioquímica da planta 

com a conveniente acessibilidade e a capacidade fermentativa dos microrganismos o 

que torna mais simples o processo de obtenção de compostos de interesse 

biotecnológico. Além desta e outras conveniências, o uso de microrganismos 

endofíticos como fonte de compostos bioativos deverá não somente reduzir a 

necessidade de coletar plantas de crescimento lento e possivelmente raras, mas 

também auxiliar na preservação 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 endófitos a 

oportunidade de se descobrir novos e interessantes microrganismos endofíticos é 

muito grande (Strobel & Daisy, 2003; Strobel et al., 2004). Assim, os microrganismos 

endofíticos representam uma fonte potencial e ainda inexplorada de novos produtos 

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



 9 

Contudo, a diversidade de espécies de endófitos existentes e o potencial dos 

mesmos na produção de compostos bioativos ainda são poucos conhecidos. Alguns 

estudos onde estes compostos bioativos produzidos por endofíticos têm sido isolados 

e identificados, revelam a grande diversidade de compostos produzidos e o potencial 

destes para diferentes aplicações biotecnológicas. Conforme reportado por Gunatilaka 

et al. (2006) os compostos biológicos produzidos por microrganismos endofíticos 

possuem ampla variedades de atividades biológicas, sendo bastante comum a 

atividade antimicrobiana, mostrando que a produção de compostos antimicrobianos é 

bastante difundida entre os diferentes grupos de microrganismos endofíticos.  

Alguns estudos que evidenciam a atividade antimicrobiana de microrganismos 

endofíticos isolados de diversas espécies vegetais e o potencial destes microrganismos 

na produção de compostos bioativos são citados a seguir. 

Na planta herbácea medicinal Orthosiphon stamineus (Lamiaceae), conhecida 

como chá de Java, 92% dos isolados de fungos endofíticos exibiram atividade inibitória 

significativa contra diferentes espécies bacterianas e contra leveduras e fungos 

filamentosos (Tong, 2011).  

Em espécies de Dendrobium sp. (Orchidaceae) foram isolados de raízes e 

colmos 53 fungos endofíticos, sendo o mais comum o gênero Fusarium sp. O extrato 

etanólico destes isolados foi ativo contra pelo menos um dos patógenos testados 

(Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, 

Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus), destacando-se o fungo endofítico 

Epicoccum nigrum que apresentou atividade antibacteriana mais intensa que o 

antibiótico ampicilina e o fungo Fusarium sp., efetivo tanto contra bactérias quanto 

contra fungos patogênicos (Xing et al., 2011).  
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Smallanthus sonchifolius (yacón) é uma planta perene com raízes tuberosas 

originária dos Andes conhecida pelas suas propriedades fungicida, bactericida, 

antioxidante e hipoglicêmica. O extrato de dois fungos endofíticos, Papulaspora 

immersa e Apiospora montagnei Sacc. (estado Arthrinium),  que foram isolados das 

raízes, 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 árvore da vida, foram isolados 

26 fungos endofíticos, incluindo os taxas Nigrospora, Diaporthe, Alternaria, 

Colletotrichum, Pestalotiopsis, Sordariomycete, Guignardiai, Penicillium e Zythia. A 

maioria dos isolados exibiu atividade antifúngica e 50% apresentou atividade 

antibacteriana, alguns de amplo espectro (Ding et al., 2010). 

A atividade antimicrobiana dos microrganismos endofíticos é resultante da 

produção de uma grande variedade de compostos de estrutura química bastante 

diversa. Conforme reportado por Gunatilaka (2006) estes microrganismos representam 

uma reserva enorme de estruturas químicas únicas e que, portanto, são de grande 

interesse para o desenvolvimento biotecnológico.  

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 endófítico Acremonium zeae encontrado nos grãos de milho (Zea 

mays) apresentou forte antagonismo aos fungos Aspergillus flavus e Fusarium 

verticillioides, ambos causadores do apodrecimento dos grãos e produtores de 
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micotoxinas, aflotoxina e fumonisina, respectivamente. A atividade antifúngica deste 

endófito deve-se a produção de dois novos antibióticos derivados de policetídeo, 

pirrocidinas A e B, as quais também foram ativas contra Candida albicans e bactérias 

gram-positivas, incluindo estirpes multiresistentes `a antibióticos (Wicklow et al., 2005; 

Wicklow & Poling, 2009).  

Grande versatilidade na produção de metabólitos foi observada no fungo 

Aspergillus fumigatus, endofítico das folhas da forrageira Cynodon dactylon (Poaceae), 

que produziu dois novos metabólitos, asperfumoide e asperfumina, e outros 

compostos, fumigaclavina C, fumitremorgina C, fisciona e ácido helvólico, os quais 

inibiram o crescimento de C. albicans (Liu et al., 2004). 

No fungo endofítico Muscodor albus isolado de Cinnamomum zeylanicum 

(Lauracea) conhecida como pau-canela, uma mistura de compostos voláteis (alcoóis, 

ésters, cetonas, ácidos e lipídios) mostrou ação sinérgica contra uma ampla variedade 

de fungos e bactérias patogênicas de plantas e humanos (Strobel, 2001). 

Outro grupo com grande capacidade de produção de produtos naturais 

bioativos são as bactérias filamentosas, os actinomicetos. Um dos principais gêneros 

deste grupo, o Streptomyces spp. é fonte de 80% dos antibióticos produzidos pelos 

actinomicetos (Strobel et al., 2004). Os actinomicetos habitam o solo e, como tem sido 

relatado em vários estudos, são encontrados também no habitat endofítico. O 

primeiro relato de que plantas serviam como habitat para os actinomicetos veio do 

isolamento de um Streptomyces spp. endofítico de uma espécie de gramínea, 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 infecções. Este Streptomyces 
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produz uma família de potentes peptídeos com atividade antibiótica 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 protozoário parasita Plasmodium falciparum, causador da doença 

infecciosa malária (Castillo et al., 2002). 

Na planta epifítica Monstera sp., encontrada na região amazônica do Peru, foi 

isolado um Streptomyces verticilado com atividade inibitoria à  Phytium sp. e 

Cryptococcus neoformans, um fungo patogênico humano, bem como à  Plasmodium 

falciparum. Estas atividades estão relacionadas à produção de coranomicina, um novo 

complexo de peptídeos antibióticos produzidos por estes actinomicetos.  

Além dos fungos e actinomicetos, as bactérias endofíticas representam um 

grupo bastante ativo na produção de compostos bioativos. Um dos gêneros mais 

comuns de bactérias encontradas em associação com plantas é Pseudomonas spp. Este 

gênero possui espécies e estirpes que são epifíticas, endofíticas e também, 

patogênicas. Algumas destas espécies produzem compostos fitotóxicos assim como 

antibióticos. Um destes compostos, os peptídeos antifúngicos conhecidos como 

pseudomicinas são ativos contra uma variedade de fungos patogênicos de humanos, 

incluindo C. albicans e C. neoformans. As pseudomicinas têm sido consideradas para 

uso na agricultura para controle do fungo fitopatogênico Mycosphaerella fijiensis, 

agente causal da doença sigatoka negra em bananas (Strobel et al., 2004). 

Na planta medicinal chinesa Scutellaria baicalensis Georgi, um isolado de 

Bacillus amyloliquefaciens produziu duas famílias de compostos com atividade 

antibacteriana e atividade antifúngica de amplo espectro, ativos contra fungos e 

bactérias fitopatogênicos e contaminantes de alimentos. Dois compostos ativos, 
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identificados como homólogos de fengicina e surfactina, foram identificados 

demonstrando potencial para preservação de alimentos e no controle de doenças de 

plantas (Sun et al., 2006).  

Estes estudos citados anteriormente assim como muitos outros que relatam o 

potencial de produção de compostos com atividade biológica diversa demonstra que é 

crescente o interesse por microrganismos endofíticos como fonte de compostos 

bioativos. Este interesse, em parte, é atribuído ao grande potencial dos 

microrganismos endofíticos em produzir compostos com ampla diversidade de 

atividade biológica, como antifúngica, antibacteriana, antiviral, anticâncer, 

antioxidante, nematicida, inseticida, inibidor enzimático, anti-inflamatório e citotóxico 

(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 

endofíticos 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 número de espécies vegetais é enorme, a pesquisa por 

endófitos produtores de compostos bioativos requer estratégias para aperfeiçoar esta 

procura tornando mais bem-sucedida a descoberta de microrganismos promissores. 

Conforme reportado por Strobel (2003), plantas com características únicas, plantas 

que tenham história etnobotânica (uso por nativos locais, rurais, indígenas) e que 

estão relacionadas com finalidades específicas ou aplicações de interesse, plantas 

endêmicas, ou ainda, aquelas que crescem em áreas de grande biodiversidade e/ou 

possuem biologia incomum apresentando novas estratégias de sobrevivência são mais 

propensas a hospedar novos endófitos produtores de compostos bioativos. 
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Neste sentido, o Brasil é um país privilegiado e de grande potencial. O País é o 

principal dentre aqueles de megabiodiversidade, detendo em seu território entre 15 e 

20% do número total de espécies do planeta. Apresenta a mais diversa flora do 

mundo, número superior a 55 mil espécies descritas, bem como alguns dos 

ecossistemas mais ricos em número de espécies vegetais - a Amazônia, a Mata 

Atlântica e o Cerrado. A Floresta Amazônica 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 endófitos e de seus compostos bioativos, a busca e a 

exploração do potencial de microrganismos endofíticos em variadas espécies vegetais 

se fazem necessárias.  

 

4. JUSTIFICATIVA CIRCUNSTANCIADA 

A demanda por novos agentes antimicrobianos e agentes agroquímicos que 

sejam efetivos no controle de doenças infecciosas em plantas e animais, incluindo o 

homem, é cada vez mais crescente. Isto, em parte, é devido ao desenvolvimento de 

resistência à drogas antimicrobianas em microrganismos infecciosos como o 

Staphylococcus, Mycobacterium e Streptococcus, bem como, o surgimento de novos e 

ameaçadores microrganismos infecciosos que afetam a saúde da população humana e 

a sanidade vegetal. 

As plantas há muito tempo são utilizadas para os mais variados fins 

terapêuticos devido as suas propriedades farmacológicas. Elas são reconhecidamente 

fontes promissoras de uma variedade de substâncias bioativas incluindo, compostos 
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antifúngicos, antibacterianos, antivirais bem como, substâncias com atividade 

imunomoduladora, antitumoral, entre outras, o que tem levado a inúmeros estudos 

que buscam a descoberta de compostos ativos potencialmente úteis para o 

desenvolvimento de novos fármacos.  

Além das plantas, outra fonte potencial de compostos bioativos são os 

microrganismos em especial aqueles que habitam o interior dos tecidos vegetais, 

conhecidos como endofíticos. Microrganismos endofíticos colonizam os tecidos de 

plantas e não causam nenhum sintoma aparente de doença. Estes microrganismos, 

onde se incluem, principalmente, bactérias, leveduras, actinomicetos e fungos 

filamentosos, vivem em equilíbrio com a planta hospedeira em diferentes tecidos e 

órgãos vegetais. Dentro da planta, os microrganismos produzem compostos que tem 

papel essencial na defesa vegetal contra fitopatógenos, herbívoros e pragas. Em 

muitos casos, a resistência da planta ao estresse biótico proporcionado pelo endófito 

está correlacionada com a produção de produtos naturais biativos, dos quais a maioria 

tem atividade antimicrobiana (Azevedo, 1998).  

É crescente o interesse por estes microrganismos como fonte de compostos 

bioativos naturais e isto se deve, em parte, ao fato de que microrganismos endofíticos 

são capazes de produzir compostos bioativos, os fitoquímicos, que são 

reconhecidamente produtos naturais produzidos pelas suas plantas hospedeiras 

(Strobel et al., 2004). Deste modo, estes microrganismos representam um fornecedor 

alternativo de compostos fitoquímicos característicos das plantas. Além disso, os 

microrganismos endofíticos representam uma reserva enorme e inexplorada de 

estruturas químicas únicas que foram modificadas durante a evolução e que são 
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produzidas para a comunicação planta-endófito e em resposta as alterações 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 endófitos a 

oportunidade de se descobrir novos e interessantes microrganismos endofíticos 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 fármacos, os 

microrganismos endofíticos representam uma fonte alternativa, promissora e ainda 

pouco explorada de substâncias naturais bioativas que podem ter diferentes 

aplicações biotecnológicas desde o desenvolvimento de novos fármacos, 

agroquímicos, bem como agentes de controle biológico de doenças 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 endofíticos e dos compostos bioativos produzidos 

por eles. Portanto, a busca por tais microrganismos é essencial, pois seus produtos 

naturais podem ser de grande relevância para o desenvolvimento biotecnológico de 

novos fármacos e novos agroquímicos.  

 

5. OBJETIVO GERAL 

O objetivo deste projeto é explorar as comunidades de microrganismos 

endofíticos de diferentes plantas nativas da flora brasileira visando à identificação e 

seleção de microrganismos com atividade antimicrobiana contra patógenos de 

interesse agronômico e de importância clínica.  
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6. PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS/MÉTODOS E TÉCNICAS 

6.1. Material Vegetal 

O material vegetal será coletado de regiões de ocorrência natural das espécies 

vegetais. A classificação da espécie vegetal será realizada no departamento de biologia 

vegetal (BAV) da universidade estadual de londrina, onde será depositada uma 

exsicata da planta.  

Em cada coleta será obtido material de 4 plantas independentes distribuídas 

dentro da região de coleta. De cada planta serão retiradas aleatoriamente 10 amostras 

saudáveis (sem sintomas aparentes de dano ou doença) de diferentes partes vegetais 

(folhas, flores, raízes, caules e sementes/frutos, quando disponíveis). As amostras 

serão embaladas em sacos plásticos e levadas para o Laboratório de Genética de 

Fungos isolamento  dos microrganismos endofíticos no mesmo dia. 

 

6.2. Desinfecção das amostras vegetais 

Para o isolamento de microrganismos endofíticos é necessário que a superfície 

do material vegetal seja desinfetada para retirada de microrganismos epifíticos e 

contaminantes. Os procedimentos de desinfecção do material vegetal e isolamento de 

microrganismos endofíticos serão realizados conforme descrito por Araújo e 

colaboradores (2000). 

Para desinfecção, as amostras sadias de tecidos vegetais serão lavadas 

sequencialmente com etanol 70% (30 segundos), hipoclorito de sódio 3% (3 minutos), 
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etanol 70% (30 segundos) e duas vezes com água destilada esterilizada (6 minutos) 

(Araújo et al., 2000). 

A eficiência da desinfecção do material vegetal será avaliada pelo 

plaqueamento em meio agar-batata-dextrose  (BDA) e TSA de alíquotas da água 

utilizada na última lavagem do material vegetal e pelo pressionamento dos fragmentos 

desinfestados sobre o meio de cultura (Araújo et al., 2000). As amostras de tecidos 

vegetais desinfetadas serão utilizadas no isolamento de fungos e leveduras, 

actinomicetos e bactérias endofíticas. 

 

6.3. Isolamento e identificação de microrganismos endofíticos 

6.3.1 – Isolamento, caracterização de fungos endofíticos 

Para o isolamento dos fungos endofíticos, as amostras vegetais desinfetadas 

superficialmente serão cortadas em fragmentos pequenos de 1x1 cm2 distribuídos na 

superfície dos meios sólidos BDA e Vogel (Vogel et al., 1964) contendo 50 g/mL de 

ampicilina. As placas inoculadas serão incubadas a 28°C até o crescimento dos fungos 

serem visíveis. Uma porção de cada micélio morfologicamente distinto que tenha 

crescido dos segmentos das plantas durante o período de incubação será retirado e 

transferido para placas contendo BDA sem antibiótico para purificação do isolado. Os 

isolados de fungos serão armazenados em meio sólido BDA inclinado a 4oC, em 

microtubos contendo água destilada a 4oC e em glicerol (30%) a -70oC.  

A identificação dos fungos será feita por métodos tradicionais e moleculares. 

Na tradicional serão consideradas as características culturais e morfológicas dos 

esporos e micélios, bem como características microscópicas ao microscópio óptico. 

Para visualização das estruturas microscópicas, os micélios serão fixados em lâminas 
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de vidro, visualizados ao microscópio óptico e fotografado. Os isolados serão 

agrupados e representantes de cada grupo serão selecionados para identificação por 

técnicas moleculares.  

 

6.3.2 – Isolamento e caracterização de actinomicetos endofíticos 

Isolamento e caracterização dos actinomicetos endofíticos serão feitos 

conforme descrito Verma et al. (2009). Para inibir o crescimento de fungos endofíticos, 

após a desinfestação superficial as amostras serão tratadas com uma solução de 

NaHCO3 10%. Após, as amostras de tecidos vegetais serão cortadas em fragmentos 

pequenos de 1x1 cm2 e distribuídos na superfície dos meios ágar 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 

não-actinomicetos, 50 g/mL do antibiótico ácido nalidíxico será adicionado aos 

meios. As placas inoculadas serão incubadas a 28°C por 15-30 dias para permitir o 

crescimento dos actinomicetos endofíticos. 

A identificação preliminar do isolados será feita pelas características 

morfológicas e culturais (Verma et al., 2009). Os isolados serão agrupados e 

representantes de cada grupo serão escolhidos para a caracterização molecular. 

 

6.3.3 – Isolamento, caracterização de bactérias endofíticas 

Para o isolamento de bactérias endofíticas, 1 g das amostras vegetais 

desinfetadas superficialmente será macerado em 9 mL de solução salina (0.85%) 

estéril. A suspensão obtida será diluída serialmente e alíquotas de 0.1 mL de cada 
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diluição serão plaqueadas em meio sólido TSA contendo 50 g/mL do antifúngico 

benomil. As placas inoculadas serão incubadas a 28°C por até 10 dias, sendo o 

crescimento dos microrganismos acompanhado diariamente. Após, as colônias 

crescidas nas placas serão contadas para determinação do número de unidades 

formadoras de colônia (UFC). A densidade da população de bactérias endofíticos será 

estimada pelo peso fresco e pelo fator de diluição.  

As diferentes colônias crescidas serão repicadas e transferidas para meio TSA 

sem antifúngico para purificação do isolado. As bactérias isoladas serão armazenadas 

em meio sólido TSA inclinado a 4oC e em glicerol 30% a -80oC.  

Todos os ensaios serão conduzidos com três repetições utilizando-se o 

delineamento inteiramente ao acaso. No tratamento controle, as placas serão 

inoculadas com solução salina 0.85% esterilizada. As médias serão comparadas pelo 

teste de Tukey (5%). 

Os isolados bacterianos serão caracterizados e agrupados conforme a cor e a 

morfologia da colônia, morfologia e mobilidade da célula, crescimento e reação de 

Gram (Holt et al., 1994). Representantes de cada grupo serão selecionados para a 

identificação molecular.  

 

6.4 Caracterização molecular dos microrganismos endofíticos 

Para a identificação dos isolados fúngicos será analisada a região ITS (Internal 

Transcribed Spacer) do DNA ribossomal (rDNA). O DNA genômico dos fungos 

endofíticos será extraído a partir de amostras de micélios crescido em BDA usando o 

método de CTAB conforme descrito por Reichardt & Rogers (1987). A região ITS1-5.8S-
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ITS2 do rDNA dos isolados fúngicos serão amplificados com os primers universais ITS1 

(5´-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) e ITS4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´) (White, et 

al, 1990) conforme condições descritas por Favaro (2009).  

Para a identificação dos isolados de bactérias e de actinobactérias será 

analisada a sequencia parcial do 16S rDNA. O DNA genômico será extraído pelo 

método de CTAB conforme descrito por Wilson (1987). A sequencia parcial do 16S 

rDNA será 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 condições de reação descritas por Goes (2011).  

A visualização do DNA genômico e dos fragmentos amplificados por PCR será 

feita em gel de agarose com a concentração adequada ao tamanho do fragmento. A 

eletroforese será feita em tampão TBE 1X e a coloração do gel será com brometo de 

etídeo, conforme descrito por Sambrook & Russel (2001).  

Os fragmentos de DNA amplificados serão purificados utilizando o PureLink TM 

PCR Purification kit (InvitrogenTM), conforme recomendações do fabricante. O 

sequenciamento será realizado com os mesmos primers utilizados na PCR em um 

sequenciador automático MegaBace1000 conforme recomendações do fabricante. As 

sequências obtidas serão comparadas às 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. Avaliação da atividade antimicrobial dos microrganismos endofíticos  

6.5.1 Microrganismos testes 

Para os ensaios de avaliação da atividade antibacteriana e antifúngica serão 

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 serão cultivadas em meio inclinado agar nutriente enquanto as leveduras 

e os fungos serão cultivados em meio inclinado batata-dextrose-ágar (BDA). O inóculo 

será preparado pela adição de 4 mL de solução salina 0.85% ao meio inclinado  e 

homogeneização vigorosa para obter suspensão de células ou esporos (Tong et al., 

2011). 

6.5.2. Preparo do caldo de fermentação 

O preparo do caldo de fermentação dos microrganismos endofíticos será feito 

conforme procedimentos descritos por Huang e colaboradores (2001). Os isolados de 

fungos, actinomicetos e bactérias endofíticas serão inoculados em meio líquido batata-

dextrose (BD), meio-S e meio TSA, respectivamente. Os microrganismos serão 

cultivados sob agitação de 120 rpm por 7 dias. Após crescimento, o caldo da 

fermentação será homogeneizado vigorosamente e centrifugado a 4.000 rpm por 5 

minutos. O sobrenadante será filtrado (0.22 m) e armazenado a 4 ºC para realização 

dos bioensaios. 
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6.5.3. Bioensaio em disco de difusão 

A avaliação da atividade antimicrobiana do caldo de fermentação será feita 

pelo bioensaio de disco de difusão conforme procedimentos definido por Huang et al. 

(2001). 

A suspensão (105 unidade formadoras de colônias (UFC)/mL) de células (ou 

esporos) de bactérias, leveduras ou fungos será espalhada na superfície do meio de 

cultura BDA. Discos de papel estéreis (Whatman) serão impregnados o caldo de 

fermentação e então, posicionados na superfície do meio de cultura inoculado. No 

controle negativo será inoculado o meio de cultura e no controle positivo será utilizado 

30 μg/ml cloramfenicol para bactérias e 30 μg/ml cetoconazol para fungos e leveduras. 

As placas serão incubadas a 28°C por 2-5 dias. Após crescimento, a atividade 

antimicrobiana será avaliada pelo diâmetro do halo de inibição (em mm) ao redor do 

disco de papel. Os bioensaios serão feitos com quatro repetições e as médias serão 

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

Meta 1: Construção de um banco de estirpes de fungos, leveduras, 
actinomicetos e bactérias endofíticas através de técnicas de 
isolamento e cultivo em meio de cultura. 

Ano 1 Ano 2 Ano 3 

6 12 18 24 30 36 

– Coleta e preparo das amostras vegetais 
– Isolamento e purificação dos microrganismos endofíticos  
– Armazenamento e catalogação dos isolados obtidos 
– Caracterização morfológica e agrupamento preliminar dos isolados. 

X 
X 
X 
 

 
 
X 
X 

 
 
 
 

   

Meta 2: Caracterização molecular dos isolados 

 

Ano 1 Ano 2 Ano 3 

6 12 18 24 30 36 

–Extração do DNA de isolados representantes de bactérias, 
actinomicetos, fungos e leveduras. 
–Amplificação por PCR do 16S rDNA de bactérias e actinomicetos  

–Amplificação por PCR do ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA de fungos e 

leveduras.  
–Purificação Sequenciamento dos fragmentos amplificados obtidos 
– Análise das sequências e identificação dos isolados 

 
 
 
 
 
 

 X 
 
X 
 
X 
 

 
 
X 
 
X 
X 
X 

 
 
 
 
X 
X 
X 

 

Meta 3: Avaliação da atividade antimicrobiana dos isolados de 
microrganismos endofíticos e seleção dos isolados promissores para 
caracterização futura. 

Ano 1 Ano 2 Ano 3 

6 12 18 24 30 36 

–Catalogação e cultivo dos microrganismos testes  
–Preparo do caldo de fermentação dos isolados de endofíticos 
– Bioensaio em discos de difusão 
–Análise dos resultados e seleção de microrganismos promissores 

   X 
X 
X 
X 

X 
X 
X 
X 

X 
X 
X 
X 

 

7. RESULTADOS E CONTRIBUIÇÕES ESPERADAS 

1. Desenvolver uma coleção de culturas de microrganismos endofíticos, 

permitindo não só a preservação da biodiversidade de microrganismos endofíticos, 

mas também a organização e manutenção de microrganismos que podem ser 

explorados para atividades diversas em pesquisa.  

2. Avaliar a diversidade genética de microrganismos endofíticos. 

3. Identificar dentro da coleção de microrganismos aqueles que apresentam 

maior potencial antimicrobiano contra os microrganismos testes.  

4. Selecionar microrganismos endofíticos com elevado potencial antimicrobiano 

para estudos posteriores de identificação e caracterização de compostos bioativos. 
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8. LOCAL DE REALIZAÇÃO/ ÓRGÃOS ENVOLVIDOS 

O presente projeto será desenvolvido no Laboratório de Genética de 

Microrganismos da Universidade Estadual de Londrina.  
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