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RESUMO

Microrganismos endofiticos habitam tecidos vegetais de forma assintomética e estabelecem
uma relacdo considerada mutualistica com seus hospedeiros. Este grupo microbiano é
reconhecido como uma valiosa fonte de metabdlitos secundarios com diferentes atividades
biolégicas que podem ter aplicacdes na medicina, agricultura, biotecnologia e industria.
Conhecendo o potencial desses microrganismos, sugeriu-se neste trabalho, a caracterizacao da
comunidade de microrganismos endofiticos associados ao fruto da pimenta murupi (Capsicum
chinense) e sua capacidade em produzir metabélitos com atividade antimicrobiana. O nimero
total de endé6fitos obtidos do endocarpo e das sementes do fruto da pimenta murupi foi 446,
dos quais 133 foram fungos filamentosos e 313 foram bactérias, com frequéncia total de
isolamento de 55,75%. Nos isolamentos, as bactérias foram mais freqlientes que os fungos,
sendo predominantes no isolamento a partir de sementes. Cerca de 70% dos isolados flungicos
ndo produziram estruturas reprodutivas nas condic¢des testadas neste trabalho e, portanto, ndo
puderam ser identificados, totalizando 74 grupos morfol6gicos. Para outros trés grupos, foi
possivel analisar as caracteristicas macro e micromorfoldgicas das coldnias e sugerir a sua
identificacdo ao nivel de género. Pdde-se perceber a predominancia de Fusarium entre 0s
fungos isolados da pimenta murupi, o qual apresenta micélio cotonoso, de coloracéo branca a
rosea e caracteristicas micromorfologicas peculiares. As bactérias endofiticas foram
agrupadas em seis morfotipos, baseadas em suas caracteristicas macroscopicas. Foram
selecionados 77 fungos e 6 bactérias para testes de antibiose contra microrganismos teste.
Apenas um endoéfito apresentou halo de inibicdo contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA). A partir do DNA gendmico, extraido do fungo endofitico com potencial
antimicrobiano, foi possivel amplificar a regido 1TS1-5.8S-ITS2 do rDNA, que apresentou
aproximadamente 600 pb. De acordo com o banco gendmico, o isolado promissor apresenta
92% de identidade com Nemania sp. Por se tratar de um indice considerado baixo, ndo foi
possivel inferir sobre sua identificacao.

Palavras-chave: Capsicum chinense, microrganismos endofiticos, composto antimicrobiano.



ABSTRACT

Endophytic microorganisms inhabit plant tissues asymptomatically and establish a mutualistic
relationship with their hosts. This microbial group is recognized as a source of valuable
secondary metabolites with different biological activities for medicine, agriculture,
biotechnology and industry. This work was based on the potential of these endophytes and
proposes the characterization of those murupi pepper fruits (Capsicum chinense) associated
microorganisms, and the evaluation of their ability to produce metabolites with antimicrobial
activity. The total number of endophytes obtained from the murupi pepper fruit and seeds was
446 (133 filamentous fungi and 313 bacteria), with 55.75% of isolation frequency. Bacteria
were more frequent than fungi, especially in seeds. About 70% of the fungal isolates
(comprising 74 morphological groups) could not be identified because they do not produce
reproductive structures in culture medium under the established work conditions. For three
other groups, it was possible to analyze the macro and micromorphological characteristics of
colonies and determine three genera. Fusarium genus was predominant among murupi
associated endophytes, presenting cottonous white to pink mycelium and peculiar
micromorphological characteristics. Endophytic bacteria were grouped into six morphotypes,
based on macroscopic characteristics. For performing antibiosis assay, 77 fungi and 6 bacteria
were selected. Just one fungal endophyte showed inhibition zone against methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and have their DNA submitted to the amplification of the
ITS1-5.8S-1TS2 rDNA region, resulting in a band with approximately 600 bp. According to
the Blast, performed alignment with NCBI genomic bank sequences, the major identity level
(92%) were established with Nemania sp., but this level is considered low and can not be used
to infer about some identification.

Keywords: Capsicum chinense, endophytic microorganisms, antimicrobial compound.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos estdo presentes nos mais variados ambientes, interagindo com
diversas formas de vida. Sdo organismos extremamente versateis e habitam ambientes
diversificados, incluindo aqueles considerados indspitos. Microrganismos associados a
plantas sdo estudados hé tempos e em diferentes niveis, demonstrando que juntos, formam um
micro ecossistema complexo, onde diferentes nichos sdo explorados por uma extensa
variedade de microrganismos. Dentre esses, podemos destacar os endéfitos, os quais
colonizam os tecidos vegetais, sem causar prejuizos ou a manifestacdo de sintomas em seus
hospedeiros (Azevedo et al., 2000a).

Os microrganismos endofiticos sdo conhecidos ha mais de um século, porém, sé
receberam maior importéancia no final da década de 70, em decorréncia do seu potencial em
proporcionar beneficios aos seus hospedeiros e também, devido as suas aplicacGes
biotecnologicas (Aradjo et al., 2002). Até entdo, acreditava-se que o0s endofitos nado
mantinham qualquer relacdo com as propriedades de interesse apresentadas pelas plantas que
os hospedavam (Radwan et al., 2004). Atualmente, mantém-se a hipdtese de que genes
responsaveis pela expressdao de proteinas de interesse nos microrganismos podem ser
transferidos (via transferéncia horizontal) desses para seu hospedeiro, sendo que esse Ultimo
passa a expressar as mesmas moléculas de interesse dos seus microrganismos associados
(Araujo et al., 2010).

Muitas espécies vegetais ja possuem suas comunidades endofiticas isoladas e
caracterizadas, tais como: Citrus sp. (Araujo et al., 2001); Triticum aestivum (Larran et al.,
2002); Dicksonia sellowiana (Barros., 2003); Palicourea longiflora e Strychnos cogens
(Souza et al., 2004); Bactris gasipaes (Almeida et al., 2005); Glycine max (Kuklinsky-Sobral
et al., 2005); Citrus limon (Duréan et al., 2005). Estima-se a ocorréncia de cerca de 1,5 milhdes
de espécies endofiticas, sendo que deste total, 10% foram descobertas e apenas 1% examinada
guanto ao seu espectro de producdo de metabdlitos secundarios (Guo et al., 2008).

Assim, o estudo de bioprospeccdo de microrganismos endofiticos que produzam
compostos de interesse abre perspectivas para varias frentes de investigacdo, incluindo a
descoberta de novos compostos antimicrobianos.

Assim como os hospedeiros estudados até hoje, as pimentas do género Capsicum
apresentam sua diversidade de microrganismos endofiticos associados. Amaresan et al. (2012)

isolaram de C. annuum cerca de 87 bactérias endofiticas e dentre os isolados, foi possivel



identificar géneros como Bacillus sp., Antrobacter sp. e ainda B. subtilis. Devari et al. (2013)
isolaram da mesma espécie, um fungo endofitico identificado como Alternaria alternata,
produtor da substancia capsaicina.

O género Capsicum compreende mais de 200 variedades, dentre as quais as espécies
mais conhecidas sdo C. annuum, C. baccatum, C. pubescens, C. chinense e C. frutescens
(Menichini et al., 2009; Zimmer et al., 2012). Além do uso culinario, esse género tem
reconhecidas propriedades farmacoldgicas, devido a presenca de alcaldides conhecidos
coletivamente como capsaicindides (Reyes-Escogido et al., 2011), um grupo de alcaldides
exclusivo do género Capsicum.

Existem varios relatos na literatura cientifica que tratam da atividade antimicrobiana
das pimentas. Carvalho et al. (2010), por exemplo, estudaram a atividade de extratos de
pimenta do género Capsicum contra diferentes tipos de microrganismos patogénicos:
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella enteritidis, Candida albicans e
Escherichia coli, tendo obtido resultados positivos.

Oliveira (2011) avaliou a susceptibilidade de fitopatdgenos como Cladosporium
cladosporioides e Colletotrichum lindemunthianum frente ao extrato da pimenta dedo-de-
moca (C. baccatum var. pendulum). A taxa de crescimento dos fitopatégenos foi reduzida
quando utilizado 10mg de extrato, sendo que com ambos os fungos, a taxa de inibicdo foi
crescente com o aumento da concentracdo dos extratos de pimenta dedo-de-moca. Kapell
(2007) testou o extrato hidroalcodlico das sementes imaturas de C. baccatum var. dedo-de-
moca contra varias cepas de Candida spp., demonstrando a ocorréncia de atividade
antifangica.

Diante dos relatos apresentados e considerando o historico de Capsicum associado a
atividades antimicrobianas, a proposta do presente trabalho foi estudar a microbiota endofitica
associada a pimenta murupi, no que se refere ao seu potencial na producdo de compostos

antimicrobianos e a sua diversidade bioldgica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microrganismos Endofiticos

Microrganismos endofiticos podem ser isolados dos mais diferentes tecidos e 6rgaos
vegetais. Este isolamento pode ser realizado a partir das folhas, ramos, caules, raizes e
estruturas florais como polen, ovério, anteras e estames (Araujo et al., 2002).

Devido a intima associacdo entre endofitos e espécies vegetais, tem sido sugerido que
esses microrganismos co-evoluiram com seus hospedeiros (Misagui e Donndelinger, 1990),
apresentando uma ampla gama de interacOes, dentre as quais se destaca a interacéo
mutualistica, onde os endéfitos e seu hospedeiro trocam beneficios entre si, advindos dessa
interacdo (Saikkoken et al., 1998).

Também a interacdo planta-endofito favorece, em alguns casos: a resisténcia contra
patogenos (Diaz et al., 2005; Ruy et al., 2006; Paz et al., 2007; Senthilkumar et al., 2007;
Bento et al., 2009; Cezar et al., 2009), a inducdo de crescimento vegetal (Tsavkelova et al.,
2007; Amaresan et al., 2012), a inducdo da germinacdo de sementes (Silva et al., 2006;
Ferreira et al., 2008; Amaresan et al., 2012), entre outros beneficios.

Microrganismos endofiticos exibem elevado potencial como agentes de controle
biolégico contra microrganismos patogénicos (Rubini et al., 2005; Pakdeevaraporn et al.,
2005; Peterson et al., 2005; Ziglio et al., 2013; Veloso et al., 2014), insetos (Azevedo et al.,
2000b Romeis et al., 2005; Gail et al., 2011; Polli et al., 2012) e nematdides (Tian et al., 2007;
Oliveira et al., 2009).

As perspectivas de utilizagdo de microrganismos estdo sendo potencializadas pelo
rapido avanco nas técnicas de triagem e isolamento, associadas ao desenvolvimento da
computacdo e instrumentacdo, permitindo que novas linhagens se tornem disponiveis para as
mais diversas aplicacdes (Hall, 1989; Bull, 1991; Matsuura,1998; Neto et al., 2002).

2.1.1 Metabélitos secundarios

O metabolismo secundario, tanto de plantas como de microrganismos, pode ser visto
como a producdo de compostos ndo essenciais ao organismo que os produzem. Ao contrario,
0s produtos do metabolismo priméario garantem as substancias (acidos graxos, proteinas,
carboidratos) responsaveis pelo crescimento e manutencdo das células. Justamente por seu

carater ndo essencial, a habilidade em produzir estes compostos pode ser perdida.



Os metabolitos secundarios passaram a ser explorados pela sua importancia nas areas
da salde e da industria, visto que retém as caracteristicas de antibidticos, pigmentos, toxinas,
ferorménios, enzimas inibidoras, agentes imunomoduladores, agonistas, antagonistas,
pesticidas, antitumorais, promotores de crescimento de plantas e animais (Okafor, 2007).
Porém, nem todos sdo benéficos aos humanos, a exemplo das micotoxinas (Calvo et al.,
2002). A maior fonte de metabdlitos secundéarios bioativos sdo os fungos, que se destacam
ecologicamente pelas suas interacbes quimicas. Entre eles 0s mais estudados quimicamente
sdo: Penicillium expansum (patulina, citrinina, chaetoglobosinas, roquefortine, expansolides,
communesinas, geosmina, fumaril-D, L-alanina), Fusarium poae (trichothecenes, culmorinas,
aurofusarina, fusarinas, beauvericina e enniatinas) e Alternaria. gaisen (&cido tenuazonico,

tentoxina, altertoxina A, alternaridis, toxina AK e altersetina) (Frisvad et al., 2008).

2.1.2 Atividade biologica dos enddéfitos

Antimicrobianos constituem um exemplo classico e altamente desejavel de compostos
alvo para a bioprospeccdo. Sabe-se que 0S microrganismos apresentam potencial para a
producdo desses compostos e atualmente, a busca de endofitos que produzam tais substancias
tem se intensificado.

Segundo Tong et al. (2011), Orthosiphon stamineus (Lamiaceae), conhecida como cha
de Java, apresentou um percentual de 92% dos isolados de fungos endofiticos potencialmente
produtores de antibidticos, visto que inibiram diferentes espécies bacterianas e fungicas.

Raizes e colmos de Dendrobium sp. (Orchidaceae), foram utilizados para o isolamento
de 53 fungos endofiticos, cuja fracdo etandlica de seus extratos inibiu, a0 menos, um dos
patogenos testados (Epicoccum nigrum, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus) (Xing et al.,
2011).

Smallanthus sonchifolius (yacdn) € uma planta perene com raizes tuberosas originaria
dos Andes e conhecida pelas suas propriedades fungicidas, bactericidas, antioxidantes e
hipoglicémicas. Dois de seus isolados fungicos endofiticos (Papulaspora immersa e
Apiospora montagnei) apresentaram atividade antibacteriana sobre S. aureus, Kocuria
rhizophila, Pseudomonas aeruginosa e E. coli, segundo Ramos et al. (2010).

A atividade antimicrobiana dos microrganismos endofiticos é resultante da producéo
de uma grande variedade de compostos de estrutura quimica bastante diversificada. Conforme

reportado por Gunatilaka (2006), esses microrganismos apresentam uma reserva consideravel



de estruturas quimicas Unicas e de interesse para 0 desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos.

Dado o grande nimero de espécies vegetais, a pesquisa por endofitos produtores de
compostos bioativos requer estratégias para aperfeicoar essa procura, tornando mais bem-
sucedida a descoberta de microrganismos promissores. Conforme reportado por Strobel e
Daisy (2003), plantas com caracteristicas unicas, que apresentem historia etnobotanica (uso
por nativos locais, rurais, indigenas) e que estejam relacionadas com finalidades especificas
ou aplicacBes de interesse, ou ainda, plantas endémicas que crescem em areas de grande
biodiversidade e/ou possui biologia incomum (expressando novas estratégias de
sobrevivéncia, por exemplo), sdo mais propensas a hospedar novos endéfitos produtores de
compostos bioativos.

2.2 Genéro Capsicum

As pimenteiras do género Capsicum pertencem a familia Solanaceae e tém como
centro de origem o continente americano (Nuez et al., 1996). Séo plantas herbaceas com
altura que varia de acordo com a espécie e as condi¢des de cultivo. Acredita-se que o cultivo
de tais pimentas ocorre desde o inicio do povoamento humano nas Americas, supostamente ha
cerca de 12 mil anos (Barbosa et al., 2012).

A cultura dos frutos das pimenteiras Capsicum spp. € uma das mais importantes em
todo o mundo, principalmente nos paises tropicais e subtropicais. A producdo de frutos
atingiu até 1,8 milhdes de hectares, com mais de 28 milhGes de toneladas colhidas na safra de
2011 (FAO, 2011). As pimentas Capsicum sdo apreciadas principalmente em regiées como:
México, América Central, Antilhas, india Ocidental, Caribe, Bolivia (maior diversidade) e em
todo o Brasil, principalmente no Nordeste, Sudeste e Bacia Amazdnica (Casali e Couto, 1984;
Bosland, 1994; Bianchetti, 1996;).

O Brasil esta entre um dos maiores produtores de pimenta no mundo (Henz, 2011)
além de consistir no centro de diversidade de pimentas Capsicum (Reifschneider, 2000), as
quais sdo cultivadas em praticamente todos os estados brasileiros, sendo os principais
produtores, os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias, Ceara e Rio Grande do Sul. A area
anual cultivada é de cerca de cinco mil hectares, com producdo aproximada de 75 mil
toneladas. No Brasil, a regido que se destaca como maior consumidora de pimentas € o
Nordeste, em funcdo de ser um condimento fundamental para a culinaria local (Ribeiro e
Cruz, 2002).



O mercado é bastante diversificado, sendo as pimentas comercializadas para o
consumo in natura (Wagner, 2003). Os frutos sdo consumidos principalmente como doce ou
cozido de legumes, condimento ou especiaria e usado como agente de coloracdo na indudstria
alimentar. A pimenta é cada vez mais reconhecida como uma excelente fonte de metabdlitos,
tais como o acido ascorbico (vitamina C), carotendides (pro-vitamina A), tocoferdis (vitamina
E), flavonoides e capsaicindides (Howard e Wildman, 2007).

Das 26 espécies de pimentas Capsicum classificadas, apenas cinco sao
comercializadas e domesticadas: C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens e C.
pubescens (Carvalho e Bianchetti, 2004). C. chinense, variedade “murupi” (Figura 01) ¢é
considerada a mais brasileira de todas as espécies do género, pois foi domesticada pelos
indios amazonicos, sendo a AmazOnia, a area de maior diversidade dessa variedade
(Reifschneider, 2000). Com caracteristicas morfoldgicas muito parecidas as da espécie C.
frutescens, apresenta maior diferenciacdo nos pedicelos e nas flores (Ferréo, 1993).

Figura 01. Pimenta Capsicum chinense, variedade murupi

O cultivo de pimentas se ajusta perfeitamente aos modelos de agricultura familiar e de
integracdo pequeno agricultor-agroindustria. Além de consumidas frescas, podem ser
processadas e utilizadas em diversas linhas de produtos na industria de alimentos. O Brasil se
destaca na produgdo de pimentas Capsicum, as quais sdo consideradas um importante produto
do agronegdcio brasileiro, visto que também permite a fixacdo de pequenos produtores rurais
e suas familias no campo, a contratacdo sazonal de mdao-de-obra durante o periodo de



colheita, o estabelecimento de indUstrias processadoras e a geragdo de novos empregos
(Ribeiro et al., 2008).

A industria de alimentos tem como base a seguranca alimentar, devido as exigéncias
dos consumidores com a qualidade higiénico-sanitéaria e nutricional dos alimentos. Assim,
existe um grande interesse em descobrir conservantes naturais, objetivando substituir ou
minimizar o uso de aditivos sintéticos, tdo questionados quanto aos possiveis efeitos nocivos a
salde. Nesse contexto, as pimentas do género Capsicum sdo plantas condimentares que, além
de conferir um sabor diferenciado aos alimentos, apresentam também um poder conservante,
associado as concentracdes de capsaicina, componente ativo de pimentas conhecidas como
pimentas ardidas (Perucka e Materska, 2001).

Takikawa et al. (2002) afirmaram que a capsaicina € produzida como metabdlito
secundario pelas pimentas do género Capsicum e que provavelmente atua como barreira
contra herbivoros. Dessa forma, a classificacdo das pimentas pela ardéncia é baseada tambem
nos teores de capsaicina apresentados pelas especies e suas variedades. Cruz (2003)
relacionou a pungéncia a concentragdo de capsaicina e a atividade antibacteriana dos extratos
destas plantas.

Os sistemas antimicrobianos naturais que utilizam condimentos como pimentas e
pimentdes do género Capsicum, associados a processos tecnoldgicos de conservacdo de
alimentos, constituem um novo e promissor conceito nos programas de seguranca alimentar.
Além da propriedade aromatizante, certos condimentos prolongam a vida util de estocagem
dos alimentos devido a sua atividade bacteriostatica ou bactericida, retardando o inicio da
deterioracdo como resposta ao desenvolvimento de microrganismos indesejaveis (Nunes,
2010).

2.2.1 Capsaicina

Pungéncia é uma das caracteristicas mais importantes do género Capsicum. A causa
de tal pungéncia é o acumulo de um grupo de metabdlitos secundarios nomeados
capsaicinoides, sintetizado como amidas acidas de vanililamina e um acido graxo (Veloso et
al., 2014) .

Dos aproximadamente 14 capsaicindides existentes, 0s que ocorrem em maior
quantidade sdo a capsaicina (Figura 02), a diidrocapsaicina e a nordiidrocapsaicina (Stark,
2008). A capsaicina e diidrocapsaicina normalmente representam um valor estimado de 80-

95% dos capsaicindides que ocorrem naturalmente em pimentas (Antonius et al., 2009).
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Figura 02. Estrutura molecular da capsaicina

O teor de capsaicindides € avaliado de maneira subjetiva através da escala de Unidade
de Calor Scoville (Scoville Heat Units — SHU), cujos valores variam de zero (0) a 300 mil
SHU. Cultivares com até 30 mil SHU séo consideradas de baixa pungéncia e utilizadas para o
consumo in natura ou desidratadas; com valores entre 30 a 75 mil SHU, s&o consideradas de
média pungéncia e utilizadas para a fabricacdo de molhos; entre 75 a 120 mil, alta pungéncia
e acima de 120 mil SHU, pungéncia muito alta, sendo ambas utilizadas para fabricacdo de
conservas e nas industrias farmacéutica e bélica (Reifschneider, 2000).

C. chinense tem sido referida como a pimenteira mais cultivada na America do Sul,
possuindo frutos bastante pungentes. As concentraces de capsaicinoides individuais e a
proporcdo de capsaicina/diidrocapsaicina varia entre as espécies. Além disso, as
concentracdes absolutas de capsaicinoides séo sujeitas a variagdes, em funcéo de fatores como
ambiente, cultura, entre outros. Algumas pesquisas mostram que pimentas cultivadas na
primavera/verdo sao mais pungentes que aquelas cultivadas no outono/inverno. Tal fenémeno
ocorre devido ao estresse, que influencia a via da sintese de capsaicindides (Kirschbaumtitze
et al., 2002).

Os estudos sugerem que a capsaicina pode induzir a parada do ciclo celular, a apoptose
ou ainda inibir a proliferacdo de células em uma variedade de tumores cancerosos (Bode e
Dong, 2011). Além disso, a capsaicina tem sido utilizada em cremes para tratamento de
patologias dolorosas, tais como a dor neuropética a longo prazo em pacientes com cancer
(Ellison et al., 1997), a neuropatia diabética (Ellis et al., 1993; Hautkappe et al., 1998). Além
disso, a capsaicina oral, na forma de doces, reduz a dor em pacientes com mucosite bucal
(Berger et al., 1995). A substancia também pode ser aplicada no tratamento da obesidade
através da sua ingestdo oral, pois aumenta a producéo de calor (a¢do termogénica), causando a
quebra de carboidratos (Joo et al., 2010).

Outras caracteristicas uteis dos capsaicindides estdo relacionadas com a sua atividade
antimicrobiana e antifingica (Kurita et al., 2002; Xing et al., 2006; Kraikruan et al., 2008). O



mecanismo antimicrobiano dos capsaicindides envolve estresse osmotico e danos a estrutura

da membrana plasmética dos microrganismos (Kurita et al., 2002).
2.2.2 Atividade antimicrobiana de Capsicum

Os principais grupos de compostos com propriedade antimicrobiana e extraidos de
plantas sdo classificados conforme suas caracteristicas fisicas, quimicas ou atividade
biolégica. Tais compostos sdo 0s Oleos essenciais, alcaldides, glucosideos, compostos
fendlicos, saponinas, mucilagens, terpenoides, flavondides e taninos (Martins et al., 2003).

Os compostos fendlicos presentes em plantas, além de contribuirem para o sabor, odor
e coloracdo de diversos alimentos, apresentam atividades biolégicas diversas e entre elas, a
antimicrobiana. Pertencem a uma classe de compostos que inclui uma diversidade de
estruturas simples ou complexas, possuindo um ou mais anéis aromaticos e um ou mais
grupamentos hidroxila. Pertencem aos compostos fenolicos os acidos fendlicos, derivados de
cumarina, pigmentos hidrossoluveis das flores, dos frutos e das folhas, ligninas e taninos
(Simdes et al., 2001). Dentro deste grupo estdo os compostos fendlicos como a capsaicina
sintetizada por Capsicum.

Estudos sobre a atividade antimicrobiana dos extratos das pimentas Capsicum
demonstram que esses podem atuar na inibicdo de microrganismos. Dorantes et al. (2000)
utilizaram o extrato de C. annuum e obtiveram efeito inibitorio sobre Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus.

Careaga et al. (2003) em seus estudos com extratos da pimenta sino (género
Capsicum) constataram que a concentracdo minima inibitdria para S. typhimurium em carne
foi de 1,5mL/100g da carne. Com Pseudomonas aeruginosa, a concentracdo de 0,3mL do
extrato de Capsicum para cada 100g da carne proporcionou efeito bacteriostatico, enquanto
uma concentracdo de 3mL/100g de carne proporcinou efeito bactericida.

Acero-Ortega et al. (2005) analisaram a producdo de compostos antimicrobianos de
fracdes de Capsicum sp. capazes de inibir L. monocytogenes sob condic@es diferentes de pH
(4,5; 5,5 e 6,5) e temperatura (2, 7 e 12°C). As fracbes foram testadas nas concentracfes de 5
e 10%, tendo sido observado que a temperatura ndo proporcionou nenhum efeito
antibacteriano, entretanto a concentracdo do extrato (5%) e o valor de pH (4,5) exerceram
efeito relevante nas contagens microbianas.

Carvalho et al. (2005), por meio da analise dos indices de IINB (Intensidade da

Atividade de Inibicdo Bacteriana) e de IINAB (Intensidade da Atividade de Inativacdo
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Bacteriana), observaram efeito bacteriostatico do extrato alcodlico de pimenta malagueta a
50% frente a E. coli, na concentracéo de 10’UFC/mL.

Devari et al. (2013) demonstraram, através de ensaios bioldgicos, que o fungo
endofitico Alternaria alternata isolado de C. annuum também produz a substéancia capsaicina,
responsavel pela inibicdo de microrganismos patogénicos, indicando a possibilidade de que os
microrganismos endofiticos possam produzir 0 mesmo principio ativo expresso pela planta

hospedeira.

2.2.3 Pimenta murupi (Capsicum chinense, variedade murupi)

C. chinense € a mais brasileira de todas as espécies de pimentas domesticadas. Embora
possa ser encontrada nas Ameéricas, € na bacia AmazbOnica que se encontra o centro de
diversidade dessa espécie.

C. chinense destaca-se pela ampla adaptacdo as condicBes tropicais, como o clima
quente e umido, e ainda apresenta os melhores niveis de tolerancia as principais doencas
tropicais (Carvalho et al., 2006). Possuiu grande variabilidade, constituindo a espécie cujos
frutos exibem os mais variados tipos de forma, coloracdo, aroma e graus de pungéncia. No
Brasil é representada pelas pimentas de cheiro, de bode, cumari-do-Para e murupi (Figura 03).

Figura 03.  Variedades da espécie Capsicum chinense. (A) pimenta de cheiro
(B) murupi (C) pimenta de bode (D) cumari do Para. Fonte: Embrapa, 2000

A pimenta de cheiro é considerada de pungéncia baixa, pouco picante. E usada em
saladas, condimentos para carnes, principalmente peixes. E cultivada principalmente nas
regibes Norte, Nordeste e Centro-oeste.

A pimenta de bode tem aroma marcante e pungéncia alta, sendo a pimenta mais
popular da regido Centro-oeste. E utilizada para o preparo de molhos, sendo que os frutos

maduros sdo comercializados em conserva.
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A cumari do Pard é de pungéncia e aroma fortes, frequentemente confundida com a
pimenta cumari-verdadeira (C. baccatum var. baccatum). E utilizada principalmente em
conservas.

A variedade murupi tem aroma forte e pungéncia média a alta. E muito utilizada no
Norte do pais, na forma de molho misturada ao caldo do tucupi e em conservas com vinagre,
6leo ou soro de leite. Seus frutos sdo alongados e verdes quando imaturos, passando a
amarelo-palido, amarelo-vivo ou vermelho quando maduros, com superficie extremamente
enrugada. Popularmente sdo conhecidas trés variedades, que apresentam diferencas de
formato, tamanho, cor e pungéncia: murupizinho, com 2 a 4 cm de comprimento e pelo aroma
e pungéncia mais acentuado que as demais; murupi-comum, de tamanho intermediario,
variando de 3,5 a 6 cm; e murupi-grande, que pode atingir 9 cm de comprimento (Carvalho et
al., 2006).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar fungos e bactérias endofiticos associados ao fruto da pimenta
murupi  (Capsicum chinense Jacq.) cultivada em Manaus e analisar sua atividade

antimicrobiana contra microrganismos teste.

3.2 Objetivos Especificos

% Isolar e purificar bactérias e fungos endofiticos associados ao fruto da pimenta murupi;

% Caracterizar os microrganismos isolados, utilizando técnicas para analise macro e

micro-morfologica;

% Obter substratos de crescimento liquido dos endofitos e testd-los pela técnica de
difuséo em disco contra linhagens de Candida albicans; C. tropicalis; C. guilliermondii; C.
parapsilosis; C. glabrata; Staphylococcus aureus MRSA (resistente a meticilina); S.

aureus e Escherichia coli;

% Selecionar os isolados com potencial para producdo de compostos antimicrobianos e

identifica-los por sequenciamento de regifes ITS do rDNA;

¢ Inferir sobre a diversidade dos microrganismos endofiticos, com base nos resultados
obtidos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material Bioldgico

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizados como materiais
bioldgicos, as pimentas murupi, das quais foram isolados seus microrganismos endofiticos
associados (fungos e bactérias). Posteriormente, foram realizados testes de atividade
antimicrobiana dos endéfitos sobre microrganismos teste. A metodologia empregada na
obtencdo e manutengdo dos materiais bioldgicos esta descrita nos itens 4.1.1 a 4.1.3.

4.1.1 Pimentas murupi

As pimentas murupi foram coletadas em duas épocas: novembro de 2012 e abril de
2013, em dois pontos de coleta na cidade de Manaus (AM): 1) Zona Leste, nas imediac¢des do
Campus do Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas (IFAM) e 1)
Zona Oeste, no bairro Taruma. Em ambas as localidades, as pimenteiras eram cultivadas para
consumo doméstico, em area aberta.

Para as coletas, foram selecionadas e coletadas, com auxilio de um bisturi, 10
pimentas maduras (amarelas) e 10 pimentas imaturas (verdes) saudaveis, sem quaisquer sinais
de danos fisicos, as quais foram armazenadas em sacos de papel, identificadas e transportadas
ao laboratorio de Genética de Microrganismos da Universidade Federal do Amazonas
(LAGEM), onde foram iniciados os procedimentos de assepsia e isolamento.

O estudo foi conduzido com pimentas da espécie C. chinense, variedade murupi, das
quais foram utilizados os frutos (exo+meso+endocarpo) e as sementes para o0 isolamento de

fungos e bactérias endofiticos (Figura 04).
4.1.2 Microrganismos teste

Os microrganismos isolados foram testados quanto a sua capacidade de produzir
compostos antimicrobianos que antagonizem, por antibiose, linhagens de microrganismos
teste (Tabela 01).
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Figura 04. Etapas do isolamento de microrganismos endofiticos a partir de fragmentos de Capsicum
chinense. A) Amostras de pimenta murupi; B) Corte longitudinal da pimenta; C) Placa
com meio de cultura inoculado com os fragmentos de meso+endorcapo; D) Sementes;

E) e F) Placas com trés dias de inoculacdo onde observa-se o crescimento de
microrganismos

Tabela01. Caracteristicas dos microrganismos teste utilizados nos ensaios de deteccdo de
atividade antimicrobiana

Infeccbes humanas de origens
comunitaria ou hospitalar. Causa
lesbes na pele como foliculites,
furunculoses, abscessos, etc.

Staphylococcus aureus MRSA
(ATCC 25923)
S. aureus (FIOCRUZ)

Bactérias
Gram-positivas

InfeccBes urinérias, meningites,
septicemia, entre outros.

Bactérias

Gram-negativas Escherichia coli (FIOCRUZ)

Candida albicans (FIOCRUZ) Candidiase, com lesfes que podem

C.abicans (ATCC I07o1) Yo de b 2 profces
C. tropicalis (FIOCRUZ) ’

s cronicas. Sitios de ocorréncia:
C. parapsilosis (FIOCRUZ) .
C. glabrata (FIOCRUZ) boca, garganta, lingua, pele, couro

o = cabeludo, genitalias, dedos, unhas e
C. guilliermondii (FIOCRUZ) por vezes,%rgéos T ——

Leveduras

Para a desinfeccdo superficial, visando a eliminacdo da microbiota epifitica, foram
utilizadas as imersdes sucessivas em: i) alcool 70% (v/v) durante 30 segundos; ii) agua
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sanitaria comercial 4% (v/v) durante 60 segundos; iii) &lcool 70% (v/v) durante 30 segundos;
iv) 4agua destilada autoclavada. Essa ultima imersdo foi realizada em duas repeticdes
sequenciais. Foram semeados, em placa de Petri contendo meio especifico, 20 uL da &gua
destilada utilizada para a 22 repeticdo de imersao, consistindo no controle negativo (Araujo et
al., 2010).

Apos as lavagens em série, as pimentas murupi foram depositadas sobre placa de Petri
autoclavada e com o auxilio de um bisturi, foram fragmentadas em quadrados de
aproximadamente 3mm?, os quais foram depositados em meios de cultura especificos para o
isolamento de fungos e bactérias.

Foram inoculados cinco fragmentos por placa contendo os meios de cultura
(Himedia): i) Agar Batata Dextrose (BDA) para fungos; ii) Agar Sabouraud para fungos
(SAB); iii) Agar Amido Caseina (AC) para bactérias e actinomicetos e iv) Agar Triptona de
Soja (TSA) para bactéerias. Aos meios especificos para o cultivo de fungos foi acrescentado
cloridrato de tetraciclina (MedQuimica) e aos meios especificos para o cultivo de bactérias foi
acrescentada ciclohexamida (Sigma Aldrich), ambas na concentragdo de 50ug/mL.

As placas foram incubadas em estufa tipo BOD (Biological Oxygen Demand) em
temperaturas de 24°C (para fungos) e 35°C (para bactérias). Apds observacéo de crescimento
dos endofitos nos fragmentos inoculados, o proximo passo consistiu na purificacdo desses
microrganismos, visando a obtencao de culturas puras.

Para fungos, a purificacdo foi realizada por meio da obtencdo de uma suspensdo de
conidios em tween 80 (0,05%, v/v, Dinamica), a qual foi homogeneizada em vortex.
Aliquotas da suspensdo foram submetidas a estimativa do nimero de conidios em Camara de
Neubauer, seguindo-se a diluicdo seriada e plaqueamento. Para bactérias, a purificacdo foi
realizada por meio da técnica de estria de esgotamento, conforme descrito por Aradjo et al.
(2010).

Apos a purificacdo, os endofitos foram conservados por meio das técnicas de i)
Castellani (Castellani, 1939); ii) tubo inclinado, utilizando os meios AC e BDA e iii) cultura

submersa em 6leo mineral. Todas as amostras foram armazenadas a temperatura ambiente.
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4.2 Caracterizagdo Macro e Micromorfoldgica dos Endofitos

A identificacdo dos fungos foi realizada por métodos tradicionais e moleculares. Por
meio da metodologia tradicional, foram observadas caracteristicas macroscopicas como
coloragcdo e borda da colbnia, producdo de pigmento, tempo de crescimento e forma do
micelio. As caracteristicas microscopicas foram analisadas com auxilio de um microscépio
Optico sendo visadas estruturas vegetativas e reprodutivas, como conidios, conidi6foros,
grampos de conexao, apressorios, septos, hifas, entre outros.

Para visualizacdo das estruturas microscépicas, foi realizada a técnica de microcultivo
(Shirling e Gottlieb, 1966), que consiste na transferéncia, em uma placa de Petri contendo
meio BDA, de dois a quatro pequenos fragmentos do micélio flngico. Sobre esses pequenos
indculos, foram depositadas laminulas para microscopia, autoclavadas, medindo 22x22mm.
Foi empregada uma leve pressdo sobre a laminula, de forma que a mesma permaneca aderida
a superficie do meio de cultura. As placas de Petri foram transferidas para a estufa BOD, onde
foram acompanhadas, dia a dia, até que o micelio do fungo em desenvolvimento atingisse a
borda da laminula e iniciasse o crescimento sobre a mesma. Nesse momento, a laminula foi
cuidadosamente retirada com o auxilio de uma pinca e depositada sobre uma lamina de
microscopia com lactofenol azul algoddao. A observacdo das microestruturas e a
fotodocumentacéo foram realizadas em microscopio Optico acoplado a um sistema de captura
de imagens.

Os isolados fungicos foram agrupados em morfotipos, baseados em caracteristicas
morfologicas comuns. Os isolados bacterianos foram caracterizados e agrupados de acordo
com suas caracteristicas morfologicas (cor e morfologia da colonia), producdo de pigmento e

tempo de crescimento.
4.3 Atividade Antimicrobiana dos Endofitos
4.3.1 Obtencéo do caldo de fermentacédo dos endofitos

O caldo de fermentacdo dos microrganismos endofiticos foi obtido conforme
procedimentos descritos por Huang et al. (2001). Os endoéfitos isolados foram agrupados em
83 grupos de acordo com suas caracteristicas morfologicas, e um representante de cada grupo
foi selecionado para o cultivo em meio liquido. Os isolados de fungos foram inoculados em
erlenmeyer de 50 mL, contendo 30 mL de caldo BD (Batata Dextrose) (1000mL de infuséo de

batata inglesa; 20g de dextrose), enquanto bactérias endofiticas foram inoculadas em caldo
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AC (10g de amido; 2g de KNOgs; 0,3g de caseina; 2g de NaCl; 2g de K;HPO,; 0,059 de
MgS0,.7H,0; 0,029 de CaCOgs; 0,01g de FeSO4.7H,O; 1000 mL de &gua destilada). Os
isolados de bactérias e fungos foram incubados por dois e 20 dias, a 35 e 25°C
respectivamente, em estufa com mesa rotatdria a 120 rpm.

Apbs o crescimento, as massas microbianas foram separadas dos seus respectivos
meios de cultura, através do processo de filtracdo a vécuo, embaladas, identificadas e
armazenadas em freezer. O caldo de fermentacdo foi filtrado em membrana Millipore 0,22um

e armazenado a 4°C para realizacdo dos bioensaios, descritos no subitem a seguir.
4.3.2 Ensaio de antibiose pela técnica de difusdo em agar

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos filtrados dos microrganismos
endofiticos, foi empregado o método de difusdo em &gar, baseado na técnica descrita por
Huang et al. (2001). Os liquidos metabdlicos dos microrganismos endofiticos isolados de
murupi foram utilizados para os ensaios de antagonismo in vitro contra microrganismos teste.

Para 0 ensaio de atividade antimicrobiana foi realizada inicialmente uma triagem
qualitativa dos isolados com atividade biologica. Discos de papel Whatman n°® 1 (5mm de
didmetro) foram impregnados com 100uL do caldo de fermentacdo (item 4.3.1) de cada
microrganismo endofitico a ser testado e a seguir foram transferidos para estufa a 45°C
durante uma hora.

Nove microrganismos teste foram utilizados para os ensaios antimicrobianos (item
4.1). As cepas utilizadas foram primeiramente reativadas em Agar Sabouraud e TSA e apds 0
crescimento, as colbnias isoladas foram inoculadas em caldo TSB e Sabouraud (10g de
peptona; 40g de maltose; 10g de extrato de levedura; 1000mL de &gua destilada) por 24h a
temperatura de 35°C para bactérias e 28°C para leveduras. Apds este periodo, as culturas
foram transferidas para solucéo salina (NaCl 0,9%; p/v) até obter-se uma turvacdo equivalente
ao padrdo 0,5 da escala de MacFarland, correspondendo a aproximadamente 1,5 x 10°
Unidades Formadoras de Colonia/mL (UFCs/mL). Uma aliquota de 100uL da suspensdo de
cada microrganismo teste foi semeada em placas de Petri contendo seus respectivos meios de
cultura (Shadomy e Spnel-Ingrof, 1980).

Os discos de papel impregnados com o caldo de fermentagdo foram posicionados nas
placas semeadas com 0s microrganismos teste, mantendo-se uma distancia de 30 mm entre 0s
discos para evitar interferéncias entre os possiveis halos de inibicdo. Em seguida, as placas

foram transferidas para geladeira (4°C), onde foram mantidas durante duas horas. Apés esse
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periodo, as placas foram incubadas a 35°C por 24-48 horas, para visualizagdo dos halos de
inibicdo formados, em resposta a difusdo dos possiveis compostos antimicrobianos contidos
no caldo de fermentagéo para o0 meio de cultura.

A leitura dos resultados consistiu na medida do diametro dos halos de inibi¢cdo (em
mm) formados ao redor do disco de papel. Os bioensaios foram realizados com trés
repeticdes.

Apos a selegdo dos microrganismos promissores, um novo teste foi realizado somente
com os isolados promissores, tendo como controle negativo, discos de papel impregnados
com caldo BD e AC e para o controle positivo foram utilizados 50pg/mL de ampicilina para
S. aureus e E. coli, e 50pug/mL de ciclohexamida para as cepas de Candida spp.. Os testes

foram realizados em duplicata.
4.4 Caracterizagdo Molecular dos Microrganismos Endofiticos

4.4.1 Extracgéo e quantificacdo de DNA

Para a extracdo de DNA, foi utilizado o micélio proveniente do cultivo em meio
liquido (item 4.3.1), o qual foi transferido para graal de porcelana autoclavado contendo 1mL
do tampéo de extragdo (200uL de Tris HCI 1M pH 8,0; 50uL de EDTA 0,5M pH 8,0; 100uL
de SDS 10%; 50uL de NaCl 5M e 600uL de agua destilada autoclavada). A seguir, 0 material
foi macerado até a formacdo de um liquido pastoso, o qual foi transferido para microtubos
autoclavados de 2mL. Os microtubos foram incubados em banho maria a 65°C durante uma
hora. A seguir, foram submetidos a centrifugacéo a 10.000 rpm durante minutos. Coletou-se o
sobrenadante, transferindo-o para microtubos vazios e autoclavados, aos quais foram
adicionados 500uL de fenol saturado em tampdo Tris-HCI (Sambrook et al., 1989).
Homogeneizou-se suave e manualmente o tubo, o qual foi submetido a uma nova
centrifugacdo, nas mesmas condicOes ja descritas. Coletou-se o sobrenadante, transferindo-o
para microtubos vazios e autoclavados, adicionando-se em seguida, 700uL de clorofane
(fenol:cloroférmio; 1:1). Agitou-se suavemente o tubo, o qual foi submetido a nova
centrifugacdo. Coletou-se novamente o sobrenadante, transferindo-o para novos microtubos,
adicionando-se em seguida, 700uL de clorofil (cloroformio: &lcool isoamilico, 24:1). Agitou-
se suavemente, centrifugou-se, coletou-se o sobrenadante, transferiu-se para um novo
microtubo, ao qual se adicionou 50uL de NaCl 3M e 700uL de &lcool etilico absoluto
armazenado a temperatura de -20°C (freezer). Inverteu-se o tubo vérias vezes, até a

observacdo da precipitacdo dos acidos nucléicos. Centrifugou-se o tubo mais uma vez,
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descartando-se, em seguida, o sobrenadante. Ao pellet, adicionou-se 500uL de alcool etilico a
70%, descartando-0 em seguida. Repetiu-se 0 processo mais uma vez. Os tubos foram
invertidos sobre papel absorvente, durante aproximadamente uma hora. Ao pellet, foram
adicionados 200uL de tampao TE (10mM Tris HC1 pH 8,0; 1mM EDTA pH 8,0). Os tubos
foram agitados suavemente para solubilizagdo dos &cidos nucléicos e em seguida, transferidos
para a geladeira (4°C), onde foram mantidos até a quantificacdo do DNA.

O DNA foi quantificado em gel de agarose-TAE (1%) e corado com brometo de etidio
(5ug/mL) juntamente com o marcador de 50pb, o qual apresenta bandas expressando
quantidades especificas de DNA. O gel foi submetido a uma corrente de 50V e ap6s a corrida,
as bandas foram visualizadas em transiluminador UV, sendo o gel fotodocumentado.

Apds a quantificacdo, as amostras foram diluidas para 10ng/mL e utilizadas nas
reacOes de PCR (item 4.4.2) para a amplificacdo dos fragmentos de ITS (Internal transcribed
spacer) do rDNA.

4.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA dos isolados fungicos foram submetidos a amplificacdo das regibes ITS do
rDNA (ITS1-5.8S-1TS2), utilizando-se os primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3) e ITS4 (5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), descritos por White et al. (1990),
conforme condi¢des descritas por Martins (2005).

A reacdo de PCR foi realizada em volume final de 50ul, conforme descrito na Tabela
02.

Tabela 02. Componentes da reacao de amplificacdo do rDNA flngico (Martins, 2005)

Componentes Concentragéo do Volume na reacéo I
Concentracao final
estoque (uL)
Agua Milli-Q 31,2 q.s.p
Tampao 10X 5 1X
Mix de dNTPs 2,5mM 5 0,25mM
Primer ITS-1 50uM 1 0,05mM
Primer ITS-4 50uM 1 0,05mM
MgCl, 50mM 3 3mM
Taq polimerase 5U/uL 0,8 2 unidades
DNA 10ng/uL 3 30ng
Total 50

As reacOes de amplificacdo foram realizadas utilizando as seguintes condicGes:

desnaturacdo inicial a 94°C por cinco minutos, seguida por 25 ciclos de 30 segundos de
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desnaturagéo a 94°C, 30 segundos de anelamento a 55°C e 30 segundos de extensdo a 72°C, e
uma extensao final de sete minutos a 72 °C.

Apo6s a amplificacdo, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,2% (v/v) em tampdo Tris-acetato-EDTA (TAE: 40mM de Tris; 20mM de acido
acético glacial; 1mM EDTA), o qual foi corado com brometo de etidio (5ug/mL) e
fotodocumentado.

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados utilizando o kit GFX PCR
Purification (Quiagen), conforme recomendacgfes do fabricante. O produto de purificagédo foi
quantificado em NanoDrop 2000C e enviado para sequenciamento ao Centro de Pesquisas

sobre 0 Genoma Humano e Células Tronco da Universidade de Sdo Paulo.
4.4.3 Andlise das sequéncias

As sequéncias de DNA foram comparadas com as sequéncias de culturas depositadas
no GenBank, utilizando o programa BLAST, (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel
no portal do National Center for Biotechnological Information — NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Ap6s o alinhamento, foi desenvolvido um dendrograma
utilizando-se  os  programas  Clustal X  (www.clustal.org/clustal2/),  BioEdit
(www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) e TreeView

(www.treeview.software.informer.com).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento e Conservacdo dos Microrganismos Endofiticos

Foram obtidos 446 isolados de fungos e bactérias endofiticos, sendo 178 isolados no
primeiro e 268 isolados no segundo isolamento, conforme descrito na Tabela 03.

Tabela 03. Numero de isolados e frequéncia de isolamento de fungos e bactérias endofiticos
associados a pimenta murupi

FUNGOS BACTERIAS
Numero de Frequéncia Numero de Frequéncia TOTAL
Isolamento isolados (%) isolados (%)
Nov/2012 (1°) 66 37,08 112 62,92 178
Mar/2013 (2°) 67 25,00 201 75,00 268
TOTAL 133 31,04 (média) 313 68,96 (média) 446

Né&o foram obtidos isolados de leveduras endofiticas, possivelmente pela influéncia de
fatores externos, tais como pH, temperatura, substrato, técnica de isolamento, entre outros.
Segundo Wang et al. (2007), muitos fungos filamentosos apresentam rapido desenvolvimento
apos emergirem dos fragmentos, sobrepondo, no meio de cultura, o crescimento das col6nias
de leveduras e consequentemente, dificultando o isolamento das mesmas. Além disso,
segundo os mesmos autores, leveduras podem constituir um grupo escasso dentro da
comunidade de microrganismos endofiticos. No entanto, deve-se ressaltar que a velocidade de
crescimento microbiano varia consideravelmente em quaisquer grupos estudados e assim, esse
apontamento é uma possibilidade e ndo constitui uma regra geral.

Considerando o isolamento a partir do endocarpo e das sementes, observou-se que as
bactérias foram mais frequentemente isoladas se comparadas aos fungos filamentosos, sendo
observada a situacdo extrema no isolamento a partir de sementes, visto que nesse material, em
todos os tratamentos, foi observado apenas o desenvolvimento de bactérias endofiticas. Esse
resultado corrobora aquele descrito por Pileggui (2006) que isolou predominantemente
bactérias endofiticas das sementes de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), uma reconhecida
planta medicinal de uso popular. De acordo com 0 mesmo autor, é possivel que as bactérias
possam colonizar as plantas desde as primeiras fases de crescimento, revelando uma interacéo

bem estabelecida com seu hospedeiro e provavelmente vantajosa para ambas.
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Segundo Azevedo e Araujo (2007), embora microrganismos endofiticos sejam
isolados de sementes de algumas espécies de planta, geralmente ndo sdo transmitidas
verticalmente por meio de sementes e, sim, horizontalmente, por meio de aberturas naturais
ou artificiais, durante o desenvolvimento do fruto. Apos a penetragdo, esses microrganismos
colonizam o hospedeiro, sendo encontrados em todos os érgéos e tecidos, inclusive no interior
de células, justificando assim o aparecimento de bactérias também na regido no endocarpo de
murupi, pois nas pimentas utilizadas neste estudo, o endocarpo apresentou maior quantidade
de endofitos, contrastando com a reduzida quantidade de endo6fitos associados as sementes.
Na figura 05 estdo ilustrados os resultados quanto ao total de isolados obtidos, nas duas

coletas realizadas.
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(Periodo de seca)
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Figura 05. Frequéncia de isolamento de microrganismos endofiticos de pimenta Capsicum chinense
em funcdo da sua localizacdo na planta, do local de coleta na cidade de Manaus e do meio
de cultura empregados no isolamento
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De acordo com os dados apresentados, verificou-se que o nimero de isolados obtidos
foram maiores nos meios SAB para fungos e AC para bactérias, na maior parte dos
tratamentos. No entanto, ndo € possivel determinar um padrdo de correlagdo entre 0s
substratos de crescimento, quanto ao seu melhor desempenho para o isolamento dos
microrganismos endofiticos. No trabalho de Holt et al. (1994), os autores observaram que 0s
meios de cultivo contendo amido na formulagdo foram os mais eficientes para o isolamento
de bactérias em geral, o que também foi observado no presente trabalho.

A frequéncia geral de isolamento foi de 55,75% (446 isolados para 800 fragmentos),
tendo sido as plantas da zona Leste, as maiores detentoras de microrganismos endofiticos
passiveis de isolamento com 70%, quando comparadas ao da zona Oeste, com 42% (Bairro
Tarumd). Também foi observado que, no segundo isolamento, realizado em época chuvosa,
houve maior resgate de endofitos dos tecidos vegetais analisados, especialmente quando

considerada a coleta da zona Leste (Figura 06).

45 -

A B
40 4 40
35 4 35 |
30 30 |
25 - 25
Maduras M Imaturas
2 ® [maturas 201 B Maduras
15 4 15 -
10 - 10
5 - 5 |
0 0 -
Zona Leste B.Taruma Fungos Bactérias

Figura 06.  Quantidade de isolados endofiticos resgatados dos frutos verdes e maduros de
pimenta Capsicum chinense. Em (A), a comparac¢do maturidade dos frutos x local; em
(B), a comparagdo maturidade dos frutos x grupo de endofito

Os dados obtidos corroboram com aqueles descritos por Rodrigues (1994) e
Suryanarayanan et al. (1998), que obtiveram maior quantidade de microrganismos endofiticos
no periodo chuvoso, quando comparado ao periodo de seca. No entanto, divergindo da
maioria dos resultados descritos na literatura, Frohlich et al. (2000) afirmaram que as estac6es
do ano ndo tém grande influéncia na flutuacdo da microbiota endofitica, tendo sido o trabalho

do grupo desenvolvido na Australia, com endéfitos associados a palmeiras.
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Uma hipétese a ser considerada € a de que 0s microrganismos, especialmente aqueles
associados a rizosfera e ao rizoplano, possam encontrar mais facilidade de desenvolvimento e
penetracdo na planta através de suas raizes em epocas onde o solo encontra-se constantemente
Umido, caracteristica predominante dos solos amazdnicos a época da realizacdo da segunda
coleta (novembro/2013).

O solo umido também pode favorecer o maior desenvolvimento do sistema radicular
do hospedeiro, favorecendo o estabelecimento de microfissuras que constituem importantes
portas de entrada desses microrganismos até entdo pertencentes a rizosfera/rizoplano dos
hospedeiros vegetais. Uma vez encontrando ambiente propicio ao seu desenvolvimento, esses
microrganismos podem vir a colonizar sistemicamente a planta como endéfitos ou
fitopatogenos.

Photita et al. (2001) comentaram que a especificidade de colonizacédo de certos tecidos
do hospedeiro pode ser consequéncia da preferéncia do taxon dominante, em funcdo de uma
maior facilidade na captacdo de nutrientes, sugerindo ainda que alguns fatores podem
influenciar a especificidade, tais como o tipo de cuticula, a textura do tecido, 0s aspectos
fisiologicos e quimicos dos tecidos do hospedeiro, entre outros.

Considerando especificamente o0s hospedeiros Capsicum, ressalta-se ainda a
particularidade da retencdo da capsaicina na placenta do fruto, a qual pode ser mais ou menos
desenvolvida entre as pimentas pertencentes ao género (ver Figura 04, item B). De qualquer
forma, das sementes foram obtidos apenas enddfitos bacterianos, o que leva a hipétese de que
a propria placenta do fruto pode constituir em uma barreira fisica e quimica eficiente para
coibir o livre desenvolvimento sistémico dos fungos endofiticos, os quais foram resgatados
apenas do endocarpo.

Segundo Suryanarayanan e Kumaresan (2000), o fator “hospedeiro” €& mais
determinante para a distribuicdo dos microrganismos endofiticos se comparado ao fator
“localizacao geografica”. Ainda, de acordo com Carrol (1988), a composi¢do da microbiota
endofitica pode variar em funcéo da espécie vegetal, idade do tecido, precipitacdo anual, entre
outros fatores.

A frequéncia de isolamento dos endofitos a partir dos frutos maduros de pimenta
murupi foi maior quando comparada a dos frutos imaturos. A diferenca pode ser devida ao
fato de que os frutos maduros, tendo um tempo de desenvolvimento maior, proporcionalmente
apresentam maior tempo de exposicdo a possivel colonizacdo de seus tecidos por
microrganismos endofiticos, hipdtese essa também defendida por Pinto (2003), quando afirma

que “a frequéncia de microrganismos endofiticos & maior & medida que aumenta a idade do
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tecido hospedeiro”. Além disso, frutos imaturos apresentam mecanismos de defesa por vezes
mais acentuados, para que ocorra a efetiva protecdo no inicio do desenvolvimento.

Por meio dos métodos descritos e considerando os tratamentos utilizados, foi possivel
isolar microrganismos endofiticos de diferentes grupos morfolégicos associados ao fruto da
pimenta murupi (endocarpo e sementes), especialmente para o grupo dos fungos, os quais

apresentaram macromorfologias bastante distintas (Figura 07).

Figura 07. Exemplos de isolados endofiticos flingicos e bacterianos resgatados dos
tecidos vegetais de pimenta Capsicum chinense

Outro aspecto observado foi a obtencédo de colonias morfologicamente semelhantes. A
despeito da frequéncia de isolamento de endéfitos desse trabalho ter sido elevada quando
comparada com outros trabalhos (Moreira, 2013; Lopéz, 2010; Pileggi, 2006; Costa, 2003), o
mesmo ndo se aplica a diversidade, que foi considerada baixa, ou seja, muito isolados
apresentaram-se morfologicamente semelhantes entre si, tanto em caracteristicas macro
guanto micromorfologicas.

Por outro lado, considerou-se que 0s numeros apresentados muito provavelmente
subestimam a diversidade microbiana, uma vez que foram isolados somente o0s
microrganismos capazes de se desenvolver nas condicdes especificas que nortearam esse
estudo. Tais limitaches aplicam-se a maioria dos estudos baseados em métodos de
plagueamento, isolamento e cultivo de microrganismos em laboratdrio, embora esses estudos

fornecam indicaces relativas da estrutura da populagdo microbiana, uma vez que de 0,1% a,
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no maximo, 10% da populagdo microbiana sdo cultivAveis pelo uso de técnicas
microbioldgicas convencionais (Bonfim, 2010; Teixeira et al., 2007; Garcia, 2006; Ranjard et
al., 2000; Amann et al., 1995; Torsivik et al., 1990).

Além disso, existem microrganismos que crescem em quaisquer condicdes,
apresentam crescimento rapido e inibem os microrganismos de crescimento fastidioso, o que
também poderia explicar a baixa diversidade observada. No presente trabalho, foram
observados vérios isolados que apresentaram esse tipo de comportamento.

Também foram observados fungos que ndo esporularam em cultura (mycelia sterilia),
0 que tem sido mencionado também por outros autores em trabalhos com endéfitos associados
a hospedeiros tropicais (Photita et al., 2001; Suryanarayanan et al.,1998; Pereira., 1998). No
entanto, sabe-se que mudancas nas condigdes de cultivo podem induzir a esporulacdo desses
isolados (nutrientes, pH, temperatura, luz), que frequentemente encontram, em cultivo in
vitro, condicOes ideais de crescimento que pouco correspondem as situagdes encontradas
pelos proprios microrganismos quando em desenvolvimento em seu hospedeiro vegetal. Essas
condicdes diferenciadas provavelmente direcionam respostas fisiologicas especificas nesses
microrganismos, além de modificacGes na expressao génica.

Atualmente, inimeros trabalhos mostram a presenca de bactérias e fungos endofiticos
em varias plantas medicinais e culturas de interesse agronémico. Pileggi (2010) obteve
isolados endofiticos de folhas, peciolos e sementes da planta medicinal espinheira-santa
(Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.), com o0 objetivo de investigar o seu potencial
farmacoldgico. Aly et al. (2008) isolaram fungos endofiticos do género Ampelomyces sp. da
planta medicinal Urospermum picroides. Huang et al. (2001) testaram as atividades
antitumoral e antifungica de fungos endofiticos isolados a partir de plantas farmacéuticas
Taxus mairei, Cephalataxus fortunei e Torreya grandis.

Os resultados observados no isolamento confirmaram mais uma vez que a associacao
microrganismos endofiticos-planta € um fenémeno generalizado, sendo os endofitos
considerados simbiontes facultativos que podem crescer in vitro, a partir de 6rgdos vegetais
desinfetados (Sieber, 1988). Entretanto, até 0 momento, nada foi descrito oficialmente sobre
0s endofitos associados a pimenta murupi.

Todos os isolados endofiticos purificados foram classificados e armazenados em tubos
contendo meio BDA inclinado e Castellani (fungos), Amido-Caseina inclinado e glicerol
(bactérias). Os estogues foram mantidos em temperatura ambiente (fungos), sob refrigeracéo
de 4°C (fungos e bactérias) e sob refrigeracdo de -20°C (bactérias). Os estoques serdo

renovados em intervalos de quatro meses.
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5.2 Caracterizacdo Macro e Micromorfologica dos Endofitos

Os microrganismos isolados foram agrupados em morfotipos de acordo com as
caracteristicas macromorfologicas da frente e verso da coldnia cultivada em placa de Petri,
tais como: aspectos da borda (regulares, irregulares e radiadas), cor da col6nia (aléem da cor,
foi observado para bactérias, se a col6nia apresenta-se brilhante ou opaca), textura da colénia
(cremosa, cotonosa, aveludada, granulosa, pulverulenta, membranosa, coriacea), producdo de
pigmentos (secrecdo de exsudatos ou liberacdo para 0 meio de cultura) e a presenca de
estruturas especificas (Moreira, 2013).

As bactérias endofiticas foram agrupadas em seis grupos morfolégicos, sendo que o
grupo morfologico 5 foi o que apresentou a maior frequéncia de isolamento. Todos os
isolados apresentaram-se como colonias puntiformes de formato circular e textura lisa e

cremosa, sendo que as demais caracteristicas estdo descritas na Tabela 04.

Tabela04. Caracterizacdo dos morfotipos de bactérias endofiticas isoladas de pimenta Capsicum

chinense
~ o]
Morfotipos Macromorfologia Informagoes de .N - de
coleta isolados
1 Colonia de coloragdo rosea brilhante Coleta: Taruma 2

Tecido: semente

2 (% Col6nia de coloracédo branca opaca 38
. . . (*) Bactérias dos

3(™ Colbnia de coloracéo alaranjada opaca morfotipos 2 a 6 43

4 (%) Coldnia de coloracéo bege opaca foram isoladas em 28
ambos os locais,

50 Col6nia de coloracdo amarela ouro brilhante tanto de endocarpo 187

6 () Coldnia de coloragéo branca brilhante, com bordas ~ COmMO de sementes 15

onduladas

Com relacdo aos fungos endofiticos obtidos nas duas coletas realizadas, as analises
macro e micromorfolégicas permitiram o estabelecimento de 42 morfotipos, compreendendo
isolados com caracteristicas diferenciadas entre si (Anexo 1) e que, a0 mesmo tempo, nao
foram passiveis de uma possivel identificacdo utilizando chaves de identificacdo em literatura
especializada (Barnett e Hunter, 2006). Esses fungos representaram 70% do total de isolados.
O morfotipo mais representativo foi o grupo 7, com 11 isolados (Anexo 1). Houve pouca
correlacdo de morfotipos x local de coleta x tecido vegetal. No entanto, foram obtidos

isolados que foram resgatados uma Gnica vez, em situacdo especifica, como € o caso do
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isolado 16, indicado nesse trabalho, como um promissor produtor de compostos
antimicrobianos, que foi isolado apenas em pimenteiras do Bairro Tarumd, na 22 coleta (época
chuvosa). Outros isolados, como os pertencentes ao género Fusarium, também apresentaram
um padrdo de especificidade por sazonalidade e local, visto que somente foram isolados de
plantas do Bairro Taruma, na segunda coleta (época chuvosa). Os demais isolados foram
resgatados em todas as situacGes consideradas, o que indica uma possivel vantagem
competitiva em relacdo a microbiota para o segundo grupo, que demonstra aptiddo para o
pleno desenvolvimento em diferentes situacdes de cultivo das pimenteiras murupi.

Por outro lado, alguns isolados foram analisados e puderam ser indicados como

possiveis representantes de géneros mais conhecidos, 0s quais estdo ilustrados na Figura 08.

Macromorfologia: Coldnia aveludada, verde
escura, com bordas regulares. Crescimento lento.

Micromorfologia: Conidi6foros ramificados
terminando em um grupo de fialides: conidios
hialinos, principalmente globosos ou ovéides, em
cadeias (Barnett e Hunter, 2006).

N° de isolados obtidos: 3

Macromorfologia: Colénia aveludada
inicialmente branca tornando-se cinza, com
bordas regulares. Crescimento lento.

Micromorfologia: Conidioforos altos,
ramificados variadamente proximo ao éapice
escuro, ovéide a cilindrico, agrupados ou
individuais, conidios muitas vezes em cadeias
simples ou ramificadas (Barnett e Hunter, 2006).
N° de isolados obtidos: 2

Macromorfologia: Colénia cotonosa branca
tornando-se rosa, com bordas regulares.
Crescimento lento.

Micromorfologia:  Conidiéforos  variaveis,
delgados e simples, conidios hialinos, variaveis,
principalmente, de dois tipos (Barnett e Hunter,
2006).

N° de isolados obtidos: 11

Figura 08. Caracteristicas macro e micromorfologicas associadas a fungos dos géneros (A)
Penicillium, (B) Cladosporium e (C) Fusarium

Vérios autores citaram a associacdo de fungos dos géneros Cladosporium (Momesso,
2008) Penicillium (Costa, 2003) e Fusarium (Rubini et al., 2005; Martins, 2005) em trabalhos
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visando o isolamento de fungos endofiticos associados a hospedeiros tropicais. Além de
endofitos, fungos pertencentes a esses trés géneros sdo conhecidos como contaminantes ou
fitopatdgenos em diversas situacdes ja reportadas. No entanto, as etapas criteriosas e
controladas que precedem o isolamento dos endofitos, além da utilizagdo de controles
negativos asseguraram que esses fungos sejam realmente adaptados a colonizacdo endofitica
(Costa, 2003) e que tenham sido isolados nessa condi¢éo.

Na segunda coleta, o nimero de isolados identificados como pertencentes ao género
Fusarium foi superior aos demais isolados obtidos (14 isolados, perfazendo 20,9% do total de
isolados obtidos), fato este que pode facilmente ser explicado, visto que propagulos de
Fusarium sdo encontrados comumente associados ao solo. Com as chuvas, € possivel que a
densidade do fungo seja aumentada nesse ambiente, elevando também as chances de que o
mesmo penetre varios hospedeiros vegetais por meio do sistema radicular e, encontrando
ambiente propicio, possa iniciar o desenvolvimento sistémico por todo o hospedeiro, podendo
ser resgatado, inclusive, de suas partes aéreas, como foi relatado no presente trabalho. De
acordo com Cannon e Simmons (2002) e Costa (2003), especies de Fusarium sdo comumente

isoladas como endofitos de hospedeiros tropicais.
5.3 Selecéo dos Isolados para Atividade Antimicrobiana

Do total de isolados fangicos e bacterianos testados (83 isolados), apenas um isolado
fungico apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus MRSA pelo teste de difusdo em
disco (Figura 09), em niveis compativeis aqueles expressos quando da utilizacdo de
ampicilina a 50pg/mL. A cepa de S. aureus MRSA mostrou-se resistente aos antibidticos
gentamicina, canamicina e estreptomicina, na concentracdo final em meio de cultura de
50ug/mL. Pelos resultados obtidos, considerou-se que o caldo de fermentacdo do isolado 16
apresentou compostos antimicrobianos promissores, que devem ser estudados e caracterizados
em estudos futuros.

Vaérios isolados apresentaram atividades menos expressivas nas condicdes testadas, 0s
quais merecem atencdo especial para futuros testes, abrangendo condicdes diferentes e
visando a obtencdo de perfis compativeis com os padrdes antimicrobianos esperados.
Também merecem atencdo especial, aqueles isolados que ndo foram testados quanto a sua
atividade antimicrobiana, visto que um critério de selecdo baseado na escolha de
representantes dos morfotipos foi utilizado, para minimizar a quantidade de isolados a serem

testados. Tal procedimento foi necessario, visto a inviabilidade de se realizar todos os testes,
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em funcio do tempo disponivel para desenvolvimento do trabalho. E possivel que, dentro de
um mesmo morfotipo, estejam presentes isolados muito semelhantes morfologicamente, mas
que apresentem perfis diferenciados para uma ou outra caracteristica fisiologica. Maki (1999)
observou que o substrato de crescimento de Lentinus edodes (atualmente Lentinula edodes),
um cogumelo comestivel conhecido como shiitake, apresentou niveis variados de atividade
fungistatica contra C. albicans. No entanto, essa atividade foi totalmente suprimida em
condigdes diferenciadas de cultivo do fungo e/ou da levedura, tais como pH e temperatura.
Assim, pode-se concluir que a atividade antimicrobiana, quando detectada, é caracteristica
daquela situagcdo experimental. Quaisquer modificagdes podem implicar em uma reducéo,
aumento ou supressdo da atividade. No presente trabalho, nenhum substrato de crescimento

foi capaz de inibir o crescimento das cinco espécies de Candida spp., nas condicdes testadas.

Figura09. Teste de deteccdo de atividade antimicrobiana pelo método da difuséo em
disco. Legenda: (16) disco de papel filtro embebido no filtrado do caldo de
fermentacéo do isolado 16, um fungo endofitico de pimenta Capsicum
chinense; (C+) controle positivo, representado pelo antibidtico ampicilina
e (C-) controle negativo, representanto apenas o meio de cultura liquido

O isolado fungico 16 (Figura 10), apresentou atividade antimicrobiana contra S.
aureus MRSA e foi obtido na primeira coleta (época de seca) do endorcarpo do fruto de
pimenta murupi coletada no Bairro Tarumd. A especificidade das condi¢cdes que
possibilitaram o resgate desse isolado remete a necessidade, em testes futuros, de se tentar
obter a sua reinoculacdo em plantas de pimenta murupi, para que seja confirmada a
capacidade desse isolado em colonizar os tecidos da pimenteira em campo.

Oliveira (2010) obteve resultado positivo ao realizar testes de antagonismo de dois
extratos metabdlicos dos isolados endofiticos de Piper hispidum frente a bactéria-teste S.
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aureus. Araujo (1996) e Souza et al. (2004) também observaram resultados semelhantes ao
realizar ensaios de culturas pareadas entre microrganismos endofiticos de Citrus e de plantas
toxicas da Amazonia como Palicourea longiflora e Strychnos cogens.

Vérios estudos avaliaram a agdo antimicrobiana de extratos de plantas
medicinais, mas poucos tentam estabelecer uma correlacdo entre enddfitos e a atividade
antimicrobiana observada nos extratos obtidos a partir de partes do vegetal. Carrim (2005) e
Barbosa (2005) realizaram a determinacdo da atividade antimicrobiana de microrganismos
isolados das plantas medicinais do cerrado Hyptis suaveolens e Jacaranda decurrens, e
verificaram que a maior parte dos microrganismos endofiticos isolados possuiam atividade
antimicrobiana frente aos indicadores gram-positivos avaliados.

Lima (2007), realizando andlises de microrganismos de solo de cerrado e Mata
Atlantica frente a cepa de S. aureus MRSA obteve resultados promissores, dos quais dentre
50 isolados obtidos no estudo, sete demonstraram alguma atividade frente a S. aureus MRSA.

As bactérias endofiticas isoladas ndo apresentaram atividade antimicrobiana para os
microrganismos teste utilizados, nas condigOes testadas. Esses resultados sdo similares aos
obtidos por Galvao (2002) com Capraria biflora, o qual isolou bactérias ndo portadoras de
atividade antimicrobiana. No entanto, os fungos isolados apresentaram atividade
antimicrobiana.

As caracteristicas macro e micromorfologicas do isolado 16 ndo foram esclarecedoras,
visto que ndo foi possivel inferir sobre uma possivel identidade a nivel de género. A Figura 10
ilustra os aspectos morfologicos do isolado, o qual serd analisado futuramente por

taxonomistas de fungos.
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Figura 10.  Aspectos morfoldgicos do isolado 16, o qual produz compostos antimicrobianos contra
Staphylococcus aureus MRSA. Em (A), colonia do fungo em meio BDA, (B) aspectos
da micromorfologia obtida em microcultivo em agar-agua, (C) liberacdo de exsudato

5.4 Sequenciamento de regides ITS do rDNA

Foi obtida uma banda de aproximadamente 600pb, referente ao fragmento ITS1-5.8S-
ITS2 do rDNA amplificado do isolado fangico 16 (Figura 11), o qual foi repetido quatro
vezes, a fim de se obter quantidade suficiente de produto de amplificacéo.

M Amostras B

750 pb —_
500 pb —

Figurall. Gel de amplificacdo das regides ITS do rDNA do fungo endofitico (isolado 16) de
pimenta Capsicum chinense. Legenda: (M) Marcador de peso molecular 1Kb ; (B)
Controle negativo; (Amostras) Produtos de amplificacdo, sendo posicionadas em cada
canaleta, as amostras provenientes de diferentes tubos de amplificagao.

A seqiiéncia obtida em formato “fasta” foi comparada com o banco genémico do NCBI por
meio da Basic Local Alignment Search Tool — Nucleotide (Blast,), sendo obtidos os resultados
ilustrados na Tabela 05.
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Tabela 05. Caracteristicas dos acessos mais préoximos a sequéncia 1TS1-5.8S-ITS2 do rDNA do isolado 16 apds alinhamento por Blast,

Descricéo Ident Acesso

- Fungo endofitico isolado 1658 18S gene do RNA ribossomal, a sequéncia parcial, espagador interno transcrito 1.5.8S gene 90% E
. . . A 0 U686923 1
do RNA ribossomal, e espagador interno transcrito 2, sequéncia completa
- Nemania plumbea isolado 6540 18S gene do RNA ribossomal, a sequéncia parcial, espacador interno transcrito
1.5.8S gene do RNA ribossomal, e espacador interno transcrito 2, sequéncia completa
- Nemania plumbea 18S gene do RNA ribossomal, sequéncia parcial, produto interno transcrito e 5.8S gene do RNA
ribossomal, sequéncia completa e produto espacador interno transcrito.
- Nemania serpens 28S gene do RNA ribossomal, a sequéncia parcial; espacador interno transcrito 2.5.8S gene ribossomal
RNA e espacador interno transcrito 1, sequéncia completa e 18S gene do RNA ribossomal
- Sordariomycetes sp, 55 gendtipos isolados, AK0226 interno transcrito espacador 1, a sequéncia parcial, 5.8S gene do RNA
ribossomal e espacador interno transcrito 2, seqiiéncia completa
- Nemania aenea 28S gene ribossomal RNA, a sequéncia parcial, produto interno transcrito e 5.8S gene do RNA ribossomal, 90%
A . . 0 AF201720 2
sequéncia completa e produto espacador interno transcrito.
- Nemania aenea. Gene 18S rRNA (parcial), 5.8S rRNA gene, gene 28S rRNA (parcial) e ITS 1 e 2, isolado N1A. 90% AJ390426 1
- Nemania aenea var, aenea ATCC 60818 18S gene do RNA ribossomal, a sequéncia parcial espacador interno transtrito 89
. ; . BN 0 KC477240 1
1.5.8S gene do RNA ribossomal e espacador interno transcrito 2, seqliéncia completa
-Xylaria Sp, AMB2 18S, o gene do RNA ribossomal, a sequéncia parcial, espagador interno transtrito 1.5.8S gene ribossomal 90%
RNA e espacgador interno transcrito 2, sequéncia completa e 28S gene do RNA ribossomal
- Fungos endofitos sp, ECD-2008 isolar 274 18S ribossomal RNA gene, a sequéncia parcial e espagador gene RNA
espacador interno transtrito 1.5.8Sribosomal e espagador interno transcrito 2, seqtiéncia completa
- Sordariomycetes sp , gendtipo 200 isolar FL1427 , espacador interno transtrito 1, seqiéncia Parcial ; 5.8S gene do
RNA ribossomal e espagador interno transcrito 2 , sequéncia completa e 28S gene do RNA ribossomal
- Sordariomycetes sp , genotipo 200 isolar FL0631 , espagador interno transtrito 1 , sequéncia Parcial ; 5.8S gene do RNA
ribossomal e espagador interno transcrito 2 , sequéncia completa e 28S gene do RNA ribossomal
- Nemania sp, C27 8S, gene do RNA ribossomal , a sequéncia parcial , espacador interno transtrito 1.5.8S gene ribossomal
RNA e espacgador interno transcrito 2 , sequéncia completa e 28S gene do RNA ribossomal
- Xylariaceae sp , OTUL isolar 715 H2, espacador interno transtrito 1, a sequéncia parcial ; 5.8S gene do RNA ribossomal ,
sequiéncia completa e espacador interno transcrito 2 , a sequéncia parcial
- Fungos endofiticos sp , ECD -2008 isolar 199 espacador interno transcrito 1.5.8S gene ribossomal RNA e espacador
interno transcrito 2 , sequéncia completa e 26S gene do RNA ribossomal , a sequéncia parcial 88% EU686102 1

92% JQ846087 1
92% DQ641634 1
91% AF201703 2

91% JQ758707 1

EU164406 1
88% EU686152 1
88% JQ761041 1
88% JQ760339 1
88% JN198525 1

89% FJ425661 1
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De acordo com o banco genémico, considerou-se a espécie com maior grau de
similaridade, aquela identificada como Nemania plumbea (JQ846087 1 e DQ641634 1), ambas
com 92% de identidade. Baseado nos resultados apontados pelo alinhamento por meio de
Blast, foi delineado um dendrograma com 0s acessos mais proximos ao isolado 16 e tendo
como outgroup, Daldinia loculata, um representante de Xylariaceae (Figura 12). A analise do
dendrograma mostra claramente o distanciamento genético para a regido 1TS1-5.8S-1TS2 do
rDNA do isolado 16 com aqueles que foram apontados como de maior homologia de
sequéncia depositados no banco de dados do NCBI.

Esse resultado sugere que o isolado 16 possa compreender uma nova espécie ou
talvez, género, visto que, de acordo com a literatura cientifica, para fungos, sdo consideradas
similares as sequéncias que apontam de 98 a 100% de identidade com aquela constante no
banco de dados. Assim, o nivel de identidade obtido para o isolado 16 (92%) € muito baixo
para possibilitar a inferéncia sobre uma possivel homologia com as sequéncias de N. plumbea
(JQ846087 1 e DQ641634 1). Nesse caso, sera dada continuidade a esse estudo, visando a
identificacdo do isolado 16, produtor de compostos antimicrobianos contra S. aureus MRSA.

Sordariomycetes sp JQ7587071

Isolado 16

Nemania plumbea JQ8460871

Daldinia loculata EF0261451

01

Figura 12. Analise de similaridade genética baseada no alinhamento de sequéncias ITS1-5.8S-1TS2
do rDNA do isolado 16 com aqueles acessos de maior homologia depositados no banco de
dados do NCBI
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Adicionalmente, Sdnchez-Ballesteros et al. (2000) especularam que o género Nemania
pode representar um complexo de espécies com uma gama de variantes genéticas e
fenotipicas que seriam indistinguiveis por meio de ferramentas moleculares. No caso do
isolado estudado no presente trabalho, a observacdo desses autores é ainda mais perturbadora,
visto que afirma que, mesmo isolados de espécies diferentes dentro do género Nemania
podem apresentar homologias completas de regifes conservadas. Assim, a identidade de 92%
do isolado 16 com N. plumbea pode significar uma distancia genética ainda muito maior do
que se supunha. De acordo com Gazis et al. (2011), sequéncias obtidas a partir da regido ITS
podem apresentar problemas na identificacdo de tdxons pertencentes ao filo Ascomycota. Por
esta razdo, os critérios sugeridos por Goncalves et al. (2012) foram utilizados para
interpretacdo das sequéncias obtidas em comparacdo as sequéncias de fungos depositadas no
GenBank: para as sequéncias com identidade > a 99%, os isolados foram considerados como
pertencentes a mesma especie ou género; para as sequéncias com identidade igual a 98%, os
isolados foram considerados como pertencentes a mesma espécie ou género, porém, o termo
“cf.” (confers = “comparar com”) foi utilizado. Ja aqueles que apresentaram sequéncias com
identidade entre 95 e 97%, somente o0 género foi aceito; para sequéncias com identidade <
95% os isolados foram identificados em nivel de familia, classe ou ordem ou como “ndo
identificados”.

De acordo com Moreira et al. (2013), espécies da familia Xylariaceae séo obtidas de

plantas tropicais com maior frequéncia se comparadas com plantas de clima temperado.
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6 CONCLUSOES

1. A metodologia foi considerada vidvel para o isolamento de microrganismos endofiticos de
Capsicum chinense variedade murupi Jacquin;

2. A maior frequéncia de isolamento foi apresentada no periodo de alta pluviosidade na
regido;

3. Constatou-se a presenca de diversos endofitos, bactérias e fungos filamentosos no
endocarpo e sementes de murupi, sendo os fungos dominantes no endocarpo e as bactérias
dominantes em sementes.

4. A partir dos resultados obtidos neste estudo, o fruto de C. chinense variedade murupi, pode
ser considerada uma fonte de microrganismos endofiticos tropicais.

5. O fungo identificado como Fusarium colonizou com maior freqiiéncia e demonstrou
especificidade por tecido, sendo isolado exclusivamente do endocarpo;

6. Ha potencial de producdo de substancias antimicrobianas em alguns isolados endofiticos,
como o fungo n° 16, ndo identificado, que inibiu o crescimento de S. aureus (MRSA).
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

e Os resultados experimentais desta pesquisa nos permitem propor novas etapas a serem
realizadas:

a) Analise de ressonancia magnética da substancia produzida pelo isolado n°16
para comparacdo com a substancia capsaicina.

b) A identificacdo taxondmica do isolado n°16.

c) A purificagdo, caracterizacdo e identificacdo, dos metabdlitos produzidos pelo
isolado n° 16.

d) O melhoramento genético do isolado n°16, visando aumentar a sua producéo.
e) Futuros trabalhos devem ser realizados com os isolados que ndo apresentaram

atividade antimicrobiana nas condigdes utilizadas nesse trabalho, modificando
as condicOes de cultivo para avaliacdo de producdo de compostos bioativos.
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Anexo 1.  Caracteristicas dos morfotipos de fungos endofiticos (ndo identificados por analise
micromorfoldgica) isolados de pimenta murupi.
. . N°. de Informagdes de
Morfotipo Macromorfologia . ¢
isolados coleta
Morfotipos 1 a 31
1 Colbnia cotonosa branca. Crescimento rapido. 10 isolados em ambos 0s
locais.
2 Coldnia compacta salmdo, com bordas irregulares. 5
Crescimento lento.
3 Coldnia aveludada acinzentada. Crescimento lento. 4
4 Coldnia felpuda branca. Crescimento réapido. 3
5 Colbnia compacta acinzentada. Crescimento lento. 3
6 Colbnia compacta branca. Crescimento lento. 2
7 Colbnia compacta verde-escura. Crescimento lento. 11
8 Colbnia aveludada marrom. Crescimento lento. 3
9 Coldnia aveludada branca. Crescimento rapido.
10 Colbnia compacta acinzentada e branca, com bordas 5
irregulares. Crescimento réapido.
11 Coldnia branca, com formagé&o de estruturas esféricas 5
de cor negra sobre a col6nia. Crescimento lento.
12 Colbnia arenosa bege. Crescimento lento. Verso da 4
coldnia bege escuro.
13 Col6nia branca translicida. Crescimento rapido. 9
Formacao de linhas concéntricas sobre o micélio.
14 Coldnia arenosa branca. Formacgéo de estruturas 3
negras. Crescimento lento.
15 Coldnia branca cotonosa, com centro verde claro. 3
Crescimento rapido.
16 Colbnia negra com aspecto coreaceo, Crescimento 3
lento. Bordas irregulares.
Colbnia arenosa negra com bordas brancas.
17 . 5
Crescimento lento.
18 Coldnia cotonosa branca, presenca de esporos verde. 9
Crescimento lento.
19 Coldnia branca. Verso da col6nia branco. 2
Crescimento rapido.
20 Coldnia arenosa branca. Presenga de estruturas 3
negras no verso da coldnia. Crescimento rapido.
21 Coldnia compacta bege. Producéo e secrecdo de 4
pigmento creme para 0 meio BDA.
29 Coldnia cotonosa branca. Formagao de linhas no 3
centro do micélio.
23 5

Coldnia marrom. Producéo e secrecao de pigmento



24
25

26

27
28
29
30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

marrom para 0 meio BDA Crescimento rapido.
Coldnia plana branca. Crescimento intermediario.
Colbnia branca com formacao de estruturas aéreas.

Col6nia cinza com formacdao de estruturas negras
sobre o micelio. Crescimento lento

Col6nia aveludada verde. Crescimento lento
Colbnia cinza com estruturas aéreas sobre o micélio.
Colbnia compacta negra. Crescimento rapido
Colbnia branca com centro negro. Crescimento lento

Coldnia bege claro com micélio plano. Crescimento
rapido. Verso da col6nia bege presenca de esporos.

Col6bnia branca com bordas beges. Crescimento lento.

Bordas irregulares.

Coldnia marrom com aspecto coreaceo. Crescimento
lento. Bordas irregulares. Verso bege com linhas
negras.

Col6énia branca a creme. Producdo e secrecdo de
pigmento cor de vinho para 0 meio BDA.
Crescimento lento.

Colbnia aveludada, branca. Producéo e secrecdo de
pigmento amarelo para o meio BDA. Crescimento
lento.

Colbnia cotonosa cinza. Crescimento rapido. Verso
da coldnia negro. Bordas irregulares.

Colbnia arenosa salmao. Presenca de pontos negros
sobre o0 micélio. Crescimento lento. Bordas
irregulares.

Colobnia arenosa totalmente verde oliva. Crescimento
rapido.

Colobnia coreacea cinza claro. Crescimento lento.
Bordas irregulares. Presenca de pontos negros no
micélio.

Colobnia cotonosa rosa translicida. Crescimento
rapido.

Colbnia com micélio plano de cor marrom.
Crescimento lento. Formacéo de linhas concéntricas.

Colbnia compacta cinza escura. Crescimento rapido.
Verso da coldnia negro com linhas concéntricas.
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Morfotipos 32 a 40
isolados somente no
Bairro Taruma.

Morfotipos 41 a 42
isolados somente na
Zona Leste.




Anexo 2.

Microrganismos endofiticos obtidos no isolamento de pimenta murupi
(Capsicum chinense) em Manaus (Zona Leste e no Bairro Taruma)
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