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RESUMO

A floresta amazbnica possui grande biodiversidade de espécies, entre animais,
plantas e microrganismos. Muitos destes microrganismos ainda nao sao
conhecidos assim como 0s potenciais usos e propriedades destes. Entre estes
se encontram o0s microrganismos endofiticos que habitam no interior das
plantas, muitos deles apresentando as mesmas propriedades dos hospedeiros.
A planta “jambu” Acmella ciliata € conhecida por suas propriedades
antimicrobianas, antifngicas entre outras, e € usada na gastronomia e na
medicinal natural na regido Amazobnica. Para o isolamento dos enddfitos,
primeiro foi realizada a desinfeccao superficial dos galhos e folhas da planta
Acmella ciliata, para semear e incubar posteriormente os pedacos deste
material vegetal durante 15 dias a 28°C. Os microrganismos isolados foram
avaliados em ensaios de antagonismo (Fusarium decemcellulare e
Colletotrichum gloeosporioides) e atividade antimicrobiana (Streptococcus
pyogenes e Candida parapsilosis). Foram isolados um total de 104
microrganismos endofiticos (fungos filamentosos, bactérias e leveduras), deste
universo, 22 fungos filamentosos e 16 bactérias apresentaram inibicdo de
crescimento dos fitopatdgenos, e seis bactérias apresentaram atividade
antimicrobiana para Streptococcus pyogenes e Candida parapsilosis.
Evidenciou-se que os microrganismos endofiticos isolados da planta Acmella

ciliata produzem metabdlitos com atividade antimicrobiana e antifingica.



ABSTRACT

The Amazon rainforest has great biodiversity of species, including animals,
plants and microorganisms. Many of these microorganisms are not yet known,
as well as some of the potential uses and properties of these. Among these are
the endophytic microorganisms who live inside the plants, many of them
showing the same properties of the host. The plant “jambu” Acmella ciliata is
known for its antimicrobial, antifungal properties among others, and is used in
food and natural medicine in the Amazon region. For the isolation of
endophytes, first held low-level disinfection of the twigs and leaves of the
plant Acmella ciliata, sow and incubate the pieces of this plant material during
15 days at 28°. The isolated microorganisms were evaluated in trials of
antagonism (Fusarium decemcellulare and Colletotrichum gloeosporioides) and
antimicrobial activity (Streptococcus pyogenes and Candida parapsilosis). A
total of 104 were isolated endophytic microorganisms (bacteria, filamentous
fungi and yeasts), of this universe, 22 filamentous fungi and 16 bacteria showed
inhibition of growth of plant pathogens, and six bacteria showed antimicrobial
activity for Streptococcus pyogenes and Candida parapsilosis. Was shown that
the endophytic microorganisms isolated from plant Acmella ciliata produce

metabolites with antimicrobial and antifungal activity.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui uma grande parcela da biodiversidade mundial, a qual se
encontra localizada principalmente na floresta Amazoénica, que € a maior
fonte de matérias-primas. Esta diversidade biolégica esta composta por
espécies de plantas, animais e microrganismos, muitos deles pouco
conhecidos, como é o caso principalmente dos microrganismos (SOUZA et
al., 2004). Dentro desta diversidade biologica existem plantas que tém
propriedades de interesse para as comunidades indigenas, a sociedade e o
setor industrial. Uma destas plantas é a Acmella ciliata, conhecida
comumente como “planta da dor de dente” ou “‘jambu”. E uma erva
importante da familia Asteraceae, conhecida por suas propriedades
antiinflamatorias (DAISY et al., 2013) e antibacterianas (SILVA et al, 2014).

Segundo RANI e MURTY (2006), “a familia Asteraceae € uma das
maiores familias de plantas vasculares, contendo 30.000 espécies e mais
de 1100 géneros. A maioria das plantas pertencente a esta familia possui
atividade antimicrobiana devido a presenca do metabdlito secundario
sesquiterpeno”. Existem estudos onde foi observado que o género Acmella
possui atividade antifingica, antifitopatogénica, inseticida e antimicrobiana
(MORENO et al., 2012; RANI e MURTY, 2006; PRACHAYASITTIKUL et al.,
2009; RINCON et al., 2012; DAISY et al., 2013).

Foram realizados estudos onde se estudaram 0s microrganismos
endofiticos que habitam plantas com propriedades medicinais ou
antimicrobianas, devido aos supostos beneficios provenientes da interacdo
hospedeiro-microrganismo, inclusive muitas substéncias com interesse
econdmico foram encontradas nessas plantas e também foram isoladas de
seus endofitos (AZEVEDO et al., 2000).

Os microrganismos endofiticos, segundo PETRINI (1991), colonizam os
tecidos sadios da planta em algum tempo do seu ciclo de vida sem l|he
causar danos aparentes. Os microrganismos endofiticos tém um alto
potencial para ser usados na agricultura e na indudstria por possuir
caracteristicas de inibicdo de patégenos como Fusarium sp. (MELLO et al.,
2010), Fusarium oxysporum f sp. lycopersici (SOUSA et al., 2013), produzir
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metabdlitos bioativos com atividade contra fitopatogenos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum e antitumoral contra tumor cervical
humano (HeLa) (ZANARDI et al., 2012) entre outras.

Porém, apesar de que os microrganismos endofitos presentes no jambu
(Acmella ciliata) provavelmente possuem o mesmo potencial antifungico,
antibacteriano, antifitopatogénico e inseticida que seu hospedeiro tem, nao
existem na literatura estudos sobre o potencial biotecnologico dos enddfitos
dessa planta da Amaz6nia. Neste contexto, pretende-se avaliar o potencial
biotecnolégico dos microrganismos endofiticos isolados da Acmella ciliata,
para possivel aplicabilidade destes no sector agroindustrial procurando-se
a descoberta de microrganismos com caracteristicas antifitopatogénicas
para poder ser utilizado nas correntes de producdo organica e tradicional
da agricultura e assim evitar o uso indiscriminado de produtos quimicos

gue contaminam e degradam o meio ambiente.



2. REFERENCIAL TEORICO
Tanto as plantas como 0s animais precisam de capacidades para se
adaptar ao meio ambiente onde habitam, e assim ter sucesso na
perpetuacdo da sua espécie. No caso das plantas, estabelecem
associacbes com diferentes organismos para conseguir protecdo e a
cambio brindam outros beneficios aos seus inquilinos. Um desses
exemplos de associacdo ocorre entre microrganismos que habitam
dentro delas e a cambio eles produzem compostos que ajudam na

sanidade e crescimento da planta (NETO et al., 2002)

2.1 Acmella ciliata (Kunth) Cassini

A planta do “jambu” (Acmella ciliata) pertence a familia das Asteraceae.
Segundo RANI e MURTY (2006), “a familia Asteraceae € uma das maiores
familias de plantas vasculares, contendo 30.000 espécies e mais de 1100
géneros. A maioria das plantas pertencentes a esta familia possuem
atividade antimicrobiana devido a presenca do metabdlito secundario

sesquiterpeno”.

O género Acmella esta composto por 30 espécies distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais do mundo (JANSEN, 1985). As plantas deste
género sédo conhecidas por seu uso na medicina natural para aliviar a dor

de dente e infecBes de garganta e gengivas.

A planta Acmella ciliata (Kunth) Cass., uma das espécies pertencentes a
este género, é uma erva perene, nativa da parte norte de América do Sul, e
€ naturalizada no Celebes, India, Sumatra e Tailandia. Possui flores
durante toda época do ano, € encontrada em ambientes umidos e onde
tem presenca de outras ervas, geralmente encontra-se aos lados de
estradas e caminhos, campos cultivados e areas montanhosas (DAS
2013). Antigamente foi classificada erroneamente como Spilanthes ciliata.
Esta planta é nativa da parte norte de América do Sul e naturalizada no
Celebes, India, Sumatra e Tailandia (JANSEN 1985, CHUNG et al., 2008).



Figura: Acmella ciliata (Kunth) Cass. (Fonte: Gurcharan Singh, Fotografada no Herbal

Garden, Yamuna Nagar, Delhi)
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A planta Acmella ciliata, é conhecida como planta medicinal pelas suas
propriedades antibacterianas, essa caracteristica foi evidenciada num
ensaio onde foram testados os estratos metandlicos da planta contra os
patdgenos Escherichia coli e Bacillus subtilis, resultando na inibicdo do
crescimento destes (DAISY et al., 2013). Esta planta é utilizada geralmente

contra qualquer tipo de inflamagé&o (SILVA et al., 2014).

No trabalho realizado por RINCON e colaboradores (2012), foi extraido o
Oleo essencial das flores e folhas da Acmella ciliata, tendo como
caracteristica pH azedo, sendo isso um fator importante para ter uma
atividade antibacteriana. Depois de uma analise quimica, se encontraram
maioritariamente os compostos trans-f-cariofileno, D-germacreno e 6xido
de cariofileno. Finalmente se comprovou que o Oleo possuia atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebisella ozaenae e Candida albicans.
Assim mesmo, DUARTE et al., (2005) comprovou que 0s compostos trans-



B-cariofileno, D-germacreno e o6xido de cariofileno possuem uma forte

atividade anti-Candida.

Existem varios estudos realizados com plantas do género Acmella onde
foram evidenciadas propriedades contra doengcas em humanos e plantas.
Por exemplo, MORENO e colaboradores (2012) encontraram que 0 extrato
da planta Acmella oleracea pode ser usado como inseticida para o controle
da praga Tuta absoluta em cultivos convencionais e organicos,
PRACHAYASITTIKUL e colaboradores (2009) demostraram a existéncia de
compostos bioactivos presentes em Spilanthes acmella com efeitos
antioxidantes, vasorelaxantes e atividades antimicrobianas incluindo seus
efeitos relacionados. RANI e MURTY (2006) demostraram que as flores de
S. acmella possuem atividade antifingica contra muitos patégenos
humanos e fitopatdgenos. Finalmente, THOMPSON e colaboradores
(2012) obteve evidéncia que Acmella oleracea tem a capacidade de inibir o

crescimento das bactérias responsaveis pelas caries dentais.

2.2 Microrganismos endofiticos

Os enddfitos sdo microrganismos que habitam o interior das plantas em
pelo menos um periodo de seu ciclo de vida e sem causar algum prejuizo
aparente (AZEVEDO et al., 2000). Estes microrganismos endofiticos
(fungos e bactérias) conferem caracteristicas importantes como: resisténcia
as condicdes de estresse, alteracdo das propriedades fisiolégicas,
producdo de metabdlitos de interesse biotecnologico, entre outros
(AZEVEDO et al., 2000).

Acredita-se que maneira de penetrarem nas plantas é atraves de aberturas
naturais e ferimentos. Uma das mais utilizadas € pelas raizes; o surgimento
destas resulta em uma abertura, que serve como entrada para oS
microrganismos. Além disso, o crescimento das raizes, na friccdo com o
solo, gera abrasdes que facilitam a entrada de microrganismos (SANTOS e
VARAVALLO, 2011). Outra entrada comum € atraves dos estGmatos das

folhas, que séo aberturas naturais presentes nas plantas (AZEVEDO, 1998;
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SANTOS e VARAVALLO, 2011). Se vem evidenciado através dos anos a
presenca dos endofitos em diferentes tipos de plantas medicinais, ervas,
arvores frutais, plantas domesticadas e selvagens (CHRISTINA et al.,
2013).

A relagao entre o microrganismo e a planta favorece o surgimento de novas
vias metabdlicas, portanto, uma ampla producdo de metabdlitos bioativos.
E por isso que os microrganismos endofiticos s&o considerados como uma
fonte promissora de compostos de interesse para medicina, agricultura e
outros setores da industria (CANUTO et al., 2012).

Devido a coloniza¢do de microrganismos endofiticos nos nichos ecoldgicos
semelhantes aos que habitam os fitopatbgenos, entdo, € possivel uma
interacdo entre eles, surgindo a competéncia do espaco fisico e com isso
se converter em uma ferramenta potencial para o controle das doencas
causadas por fitopatdgenos na agricultura (LACAVA et al., 2006). Trivedi et
al. (2010) também evidenciou que ocorre uma competéncia entre
patbgenos e microrganismos associados com a planta, resultando isso em

uma mudanc¢a na composicao da populacdo microbiana.

Por estas caracteristicas dos endofitos, vem sendo realizados varios
estudos onde foram comprovadas as capacidades como biocontroladores
de doencas em plantas e como produtores de compostos bioativos para ser
usados em outros ramos da industria. Por exemplo, estudos comprovam a
acao antifitopatogénica de alguns microrganismos, como é no caso do
Mello et al. (2010), onde verificaram que bactérias e fungos endofiticos
(Curvularia sp.) isolados de milho crioulo inibem, in vitro, o crescimento do

fitopatdgeno Fusarium sp.

Num outro estudo, realizado por SELIM et al (2011), com os endéfitos
isolados de plantas (entre eles Acremonium sp. e Aspergillus sp.)
medicinais do Egito, acharam que o 55,5% dos isolados totais (99)
obtiveram resultados positivos para a inibicAo de microrganismos

patdogenos Candida albicans, C. tropicalis, Staphylococcus aureus, Bacillus
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subtilis, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Pseudomona aeuroginosa,
Klebsiella pneumonia, Alcaligenes faecalis. Ding et al (2011) isolaram a
bactéria endofitica Streptomyces sp. (HKIO595) presente na arvore
Kandelia candel, encontrada na parte sul do continente asiatico. Apos da
producéo a escala por fermentacdo, achou-se que a bactéria produz quatro
compostos indolsesquiterpenos onde trés deles (xiamicina, indosispeno e
sespenina) apresentaram atividade antibacteriana contra os patdégenos
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Mycobacterium vaccae, Staphylococcus aureus resistente a meticilina e
Enterococcus faecalis resistente & vancomicina. Mais um trabalho realizado
por Jalgaonwala et al (2010) comprovou a presenca de microrganismos
endofitos no interior de varias espécies de plantas medicinais nativas da
India tais como Curcuma longa, Eucalyptus globulus, Aloe vera entre
outras. Estes microrganismos apresentaram atividade antifingica e
antibacteriana contra os patdégenos Escherichia coli, Salmonella typhi,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger, A. avamori,

Trycoderma konningi, Fusarium oxysporium, Penicillum fumicalsuri.

Em trabalhos realizados com plantas encontradas na regido amazonica,
encontramos que Banhos et al (2014) isolaram 46 fungos endofiticos da
planta Myrcia guianensis, dos quais, 0s extratos brutos de quatro destes
apresentaram  atividade  antimicrobiana contra o0os  patdégenos
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Candida albicans e
Penicillium avellaneum. Consta num outro trabalho realizado com a planta
nativa da América do Sul, Bauhinia forficata, planta usada na medicina
natural no Brasil. Desta, foram isolados um total de 95 fungos endofiticos
de 28 espécies diferentes, destacando Acremonium sp., Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Myrothecium sp., destes somente 11 apresentaram
atividade antibacteriana, inibindo os patdégenos Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas vulgaris e
Escherichia coli, alguns dos fungos endofiticos tiveram a capacidade de
inibir a mais de um patégeno (BEZERRA et al., 2015).

12



Existem um grande numero de plantas usadas na medicina natural,
especialmente na regido Amazonica, que ainda nao foram estudadas pelos
endofitos que habitam nelas, sendo assim, estas representam uma grande
probabilidade de achar microrganismos que produzam novos antibiéticos e
antifangicos (CHRISTINA et al., 2013).

2.3 Atividade antimicrobiana

A superpopulacdo do mundo € um problema que vem sendo cada vez mais
preocupante, ja que isso leva, além da escassez de recursos, a aparicao
de novas doencas e perigos para a saude humana (CHRISTINA et al.,
2013). A busca de novos agentes antimicrobianos vem sendo uma linha de
pesquisa muito procurada e onde vem adquirindo maior importancia pelo
surgimento de patégenos cada vez mais resistentes aos antibioticos
atualmente usados. A resisténcia aos antibidticos esta aumentando
mundialmente, isso pde em perigo nossa capacidade para tratar as
doencas mais comuns como a pneumonia, tuberculose, septicemia ou
gonorreia (OMS 2016). E por esse motivo que a busca de novas fontes de

antimicrobianos tem sido importante e de grande interesse mundial.

A busca de novos agentes antimicrobianos é feita principalmente nas
plantas e nos microrganismos que estdo associados a elas. Incluso existem
géneros de microrganismos que sédo considerados como comuns e embora
apresentam caracteristicas potenciais para ser utilizados na obtencédo de
novos metabdlitos antimicrobianos, como no caso de Preussia sp. que é
um microrganismo comumente achado no meio ambiente, achou-se que
alguns microrganismos pertencentes a este género, que foram isolados de
bosque seco australiano, produzem metabdlitos derivados de poliquetidos
com bioatividade contra Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, MRSA e
Candida albicans (MAPPERSON et al., 2014).

2.4 Controle biolégico

O uso de organismos vivos que tém a capacidade de competir com outros
organismos nocivos para os cultivos agricolas € definido como Controle
Biolégico (MONARCO et al.,, 2004; ROCHA et al.,, 2009). Também,
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segundo MAKI (2006), “o controle biologico é a regulacdo de populagbes
de organismos vivos como um resultado de interagdes antagbnicas como
parasitismo, predagcdao e competicao”. O Controle Biolégico € uma
estratégia usada tanto em sistemas agroecoldgicos como também na
agricultura convencional baseada no Manejo Integrado de Pragas (MIP)
(ROCHA et al., 2009). Pelo anteriormente mencionado, o controle biolégico

€ uma boa alternativa para o manejo sustentavel na agricultura.

O uso de Agentes de Controle Biolégico (ACB) é uma boa alternativa para
ser usada no controle de pragas nos cultivos (VRIJE et al., 2001; ROCHA
et al., 2009). O Controle Bioldgico dos fitopatdgenos, e de outras doencas
nas plantas, € buscado geralmente usando microrganismos especificos ou
introduzindo microrganismos especificamente selecionados nos sistemas
das plantas (ROCHA et al., 2009).

As plantas amazobnicas, pela diversidade de estas, tém um alto potencial de
ser hospedeiras de microrganismos que possuam capacidades e
caracteristicas importantes para serem aproveitadas pelo sector agricola,
isso através da descoberta de novos metabdlitos com atividade para
combater fungos e bactérias fitopatogénicos (BANHOS et al.,, 2014). O
trabalho realizado por Hanada et al. (2010) com plantas de Theobroma
cacao (cacao) e Theobroma grandiflorum (cupuacu), objetivou isolar fungos
endofiticos e verificar e comprovar suas caracteristicas como
biocontroladores da doenca ocasionada pelo fitopatdgeno Phytophthora
palmivora, responsavel de muitas perdas e baixos rendimentos nestes
cultivos. Se isolaram um total de 160 enddfitos das duas espécies, mas
somente foi possivel trabalhar com 103 isolados por problemas de
viabilidade e falta de esporulagdo dos outros isolados. Os principais
géneros achados foram Trichoderma, Pestalotiopsis e Fusarium para
cacao, e para cupuagu s6 se acharam os géneros Acremonium,
Asteromella, Lasiodiplodia, Pestalotiopsis e Phoma. Somente 74 isolados
do total de testados apresentaram algum grau de reducdo na severidade

da doenca.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial biotecnolégico dos microrganismos endofiticos do jambu
(Acmella ciliata (Kunth) Cass.) para ser usados como agentes de controle

de patégenos.

3.1 Objetivos especificos

o lIsolar os fungos e as bactérias endofiticas presentes na planta Acmella
ciliata (Kunth) Cass.

o Avaliar a atividade antifitopatogénica, contra Fusarium decemcellulare e
Colletotrichum gloeosporioides, dos fungos e bactérias endofiticos.

o Avaliar a atividade antimicrobiana, contra Streptococcus pyogenes e
Candida parapsilosis,de fungos e bactérias endofiticas.

o ldentificar as bactérias e os fungos capazes de inibir os microrganismos

patdgenos e fitopatdgenos
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contra Fusarium decemcellulare e

Colletotrichum gloeosporioides

16




Identificacdo e avaliacdo da atividade antifitopatogénica dos fungos
endofiticos isolados da Acmella ciliata contra Fusarium decemcellulare e

Colletotrichum gloeosporioides

Ortiz P.%, Andrade S. L., Procopio R.L.%

(1) Universidade do Estado do Amazonas

Resumo

O Brasil, especificamente a floresta Amazonica, possui uma grande
parcela da biodiversidade mundial, entre animais, plantas e
microrganismos. A planta “jambu” Acmella ciliata, por suas propriedades
antibacterianas, pode ser um hospedeiro promissério para albergar
enddfitos com bioatividade. O estudo dos microrganismos que habitam o
interior das plantas (endofitos) tem adquirido maior importancia por seu
potencial para produzir metabdlitos bioativos. O objetivo do trabalho foi
isolar fungos endofiticos da planta jambu e avaliar sua capacidade de
inibir patdégenos. Foram isolados 56 fungos endofiticos da A. oleracea
depois de uma desinfeccdo superficial, a maioria provenientes das
folhas. Seguidamente, os fungos diferentes, foram testados num ensaio
de pareamento contra os fitopatogenos Fusarium decemcellulare e
Colletotrichum gloeosporioides. Se obteve que o 39,29% dos isolados
apresentou inibicdo do crescimento nos fitopatdgenos, alcancando
valores de IA (indice de antagonismo) mais altos contra F.
decemcellulare. No pareamento com C. gloeosporioides, o fungo
UEA246 obteve o maior IA (80,36%), e nos ensaios com F.
decemcellulare, o maior 1A o apresentou o fungo UEA212 (75,33%). A
identificacdo dos endéfitos com bioatividade através do micro-cultivo
evidenciou quatro géneros: Curvularia sp., Colletotrichum sp.,
Aspergillus niger e Acremonium sp. Os resultados obtidos dos ensaios
de pareamento demostraram que os fungos endofiticos isolados de
Acmella oleracea possuem um potencial para ser utilizados no
biocontrole para combater os fitopatdbgenos Fusarium decemcellulare e
Colletotrichum gloeosporioides.

Palavras chave: endofiticos, inibicéo, fitopatdgenos
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1. INTRODUCAO

A floresta amazbnica apresenta uma grande parcela de toda
diversidade mundial, sendo uma das maiores fontes de matérias-
primas. Esta diversidade biolégica estda composta por espécies de
plantas, animais e microrganismos, muitos deles pouco conhecidos,
como € o caso principalmente dos microrganismos (SOUZA et al.,
2004).

Nos ultimos anos, se vem realizando estudos com a microfauna que
habita no interior das plantas. Estes microrganismos sao conhecidos
como endofiticos. Os microrganismos endofiticos, segundo PETRINI
(1991), colonizam os tecidos sadios da planta em algum tempo do
seu ciclo de vida sem lhe causar danos aparentes. Sabe-se que 0s
endofitos que habitam plantas com propriedades medicinais ou
antimicrobianas de maneira geral compartiham as mesmas
propriedades que seus hospedeiros, devido aos supostos beneficios
provenientes da interacdo hospedeiro-microrganismo (AZEVEDO et
al., 2000). Os microrganismos endofiticos tém um alto potencial para
ser usados na agricultura e na industria por possuir caracteristicas de
inibicdo de patégenos como Fusarium sp. (MELLO et al., 2010),
Fusarium oxysporum f sp. lycopersici (SOUSA et al., 2013), produzir
metabdlitos bioativos com atividade antifitopatogénica e antitumoral
(ZANARDI et al., 2012).

A “jambu”, é uma erva importante da familia Asteraceae, usada na
gastronomia e na medicina natural da regido amazonica. A maioria
das plantas pertencentes a esta familia possui atividade
antimicrobiana (RANI e MURTY, 2006). Existem estudos onde foi
observado que Acmella ciliata e outras plantas deste género
possuem atividades antibacterianas (RINCON et al., 2012),
antifitopatogénica (RANI e MURTY, 2006), inseticida e
antimicrobiana (PRACHAYASITTIKUL et al., 2009).

Porém, apesar de que 0s microrganismos endofitos presentes na

Acmella ciliata provavelmente possuem o0 mesmo potencial
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antimicrobiano que seu hospedeiro, ndo existe na literatura estudos
sobre o potencial biotecnologico dos enddfitos dessa planta. Neste
contexto, pretende-se avaliar o potencial biotecnolégico quanto a
atividade antimicrobiana dos microrganismos endofiticos isolados da

Acmella ciliata.

. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de biotecnologia do Programa
do Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazodnia
(PPGMBT) da Universidade do Estado do Amazonas (UEA),

Manaus-Brasil.

Material vegetal

Foram selecionados aleatoriamente 5 individuos sadios da planta
‘lambu”, obtidas da feira de produtores de Autazes-Amazonas
(3°57°97” S, 59°13’06”). A identificacdo botanica foi realizada pelo Dr.
Ramos J. F. e uma exsicata (OJEDA, CPO 1, tombo INPA N°
274113) encontra-se depositada no herbério do Instituto Nacional de

Pesquisa Amazonica (INPA), Amazonas-Manaus, Brasil.

Isolamento dos endofitos

De cada planta, foram selecionadas aleatoriamente seis folhas e seis
pedacos de caule, duas do extremo superior da planta, duas do meio
e duas do extremo inferior, foram um total de 30 folhas e 30 caules.
O material botanico coletado da foi processado no prazo de 24 horas.
A superficie do material vegetal foi lavada com agua corrente para
retirar 0s microrganismos epifiticos e a sujeira da planta. Depois foi
esterilizado por imersao em etanol 70% por 1 minuto, hipoclorito de
sédio 2-2,5% por 4 minutos e etanol 70% por 30 segundos. O
material vegetal foi submergido em agua destilada estéril trés vezes
por 1 minuto cada vez, da qual uma aliquota sera semeada em meio
de cultura BDA e TSA para fazer o controle da assepsia (PIMENTEL
et al., 2006). Seis fragmentos de folha e caule (5 x 5 mm) foram

cortados para isolamento dos endofitos. Os fragmentos foram
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colocados em placas Petri contendo BDA (Batata Dextrose Agar
acrescido com 100 pg/ml Cloranfenicol para evitar o crescimento de

bactérias) e foram incubadas a 28°C entre sete até 15 dias.

Identificagc&o dos fungos

Para a identificacdo taxondmica classica dos fungos endofiticos, foi
realizado através de micro-cultivo (KERN et al., 1999, SBRAVATTI et
al.,, 2013) dos isolados selecionados. Estes foram depois
identificados pela Dra. Ana Claudia Cortez (Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia).

Determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos
dos endoéfitos

Foram escolhidos os fungos com caracteristicas morfologicas
diferentes, cultivados em placas de Petri com meio BDA, foram
semeadas aliguotas destes microrganismos em 50 mL de BD a 28°C,
a 120 r.p.m., entre 24 e 72 horas. Foi separada a biomassa do
liqguido metabdlico por filtracdo e finalmente armazenado a 4°C,
obtendo-se os extratos brutos de cada enddfito. Em triplicata, se
avaliou a antibiose dos metabdlitos extracelulares contra Candida
parapsilosis e Streptococcus pyogenes. Os microrganismos-teste
foram cultivados em meios liquidos, e semeados em placas Petri
contendo o meio especifico para cada um deles a uma concentracéo
aproximada de 108 células/mL. Foram vertidos 100 uyL do liquido
metabdlico em pocos de 8 mm de didmetro seguindo-se a incubacédo
por 24-72 horas (KAWAMOTO e LORBEER, 1976; SOUZA et al.,
2004).

Determinacdo de atividade antifitopatogénica dos endéfitos

Os fungos fitopatégenos teste foram doados pelo Dr. Rogério
Hanada, pesquisador do Instituto Nacional de Pesquisa Amazonica
(INPA). O ensaio foi realizado em meio BDA, onde foram inoculados
discos de 0,5 cm de diametro, dos fungos endofitos e dos

fitopatdgenos teste Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium
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decemcellulare, em placas de Petri. A distancia entre o fitopatdogeno
e o fungo endofitico foi de 4 cm. Como controle negativo colocou-se
um disco do patdgeno e um disco de BDA na mesma distancia. A
incubacéo foi a 28°C durante 14 dias em triplicata. Os diametros dos
fungos foram medidos com um dia de intervalo, até que os fungos do
controle negativo alcancarem a borda da placa. O indice de
antagonismo (IA) ser& calculado segundo a férmula (CAMPANILE et
al., 2007).

(RM — rm)

Onde:
rm = raio da colbnia em dire¢cdo ao antagonismo.

RM = meio dos raios nas outras trés direcdes.

Dos resultados obtidos, sera avaliada a habilidade antagonista
usando uma escala com trés tipos de reacoes (A, B, C) e 4 subtipos
(Ca1, Cg1, Ca2 e Cg2), sendo, o tipo A e B de inibicdo mutua (onde
nenhum dos dois microrganismos cresceu sobre o outro), A com
contato de micélios e B a distancia. O tipo C é de substituicdo sem
inibicdo inicial. Os subtipos Ca1 e Ca2 indicam substituicdo parcial e
completa, respectivamente, com contato de micélios. E os subtipos
Cs1 e Cg2 substituicdo parcial e completa, respectivamente, depois de
inibicdo a distancia (BADALYAN et al., 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento de fungos endofiticos

Foi isolada uma totalidade de 56 fungos endofiticos a partir dos 480
fragmentos de folha e caule, onde o0 67,86% foram obtidos das folhas
e s6 0 32,14% dos caules (Figura 1). A diferenca da quantidade de
isolados entre estas duas partes da planta pode ser devido a
presenca dos estbmatos das folhas que podem significar uma
entrada natural dos microrganismos (AZEVEDO, 1998; SANTOS e
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VARAVALLO, 2011). Foi obtido um resultado similar no trabalho de
SOUZA et al (2004), onde isolaram fungos enddfitos de plantas
toxicas da Amazonia (Palicourea longiflora e Strychnos cogens), com
a maior frequéncia de microrganismos obtidos das folhas, em
comparacao com a quantidade de microrganismos obtidos do caule e
raiz.

Deste total de isolados, se selecionaram 28 fungos diferentes em
relacdo as diferencias nas caracteristicas morfolégicas (cor da
colénia, consisténcia, pigmentacdo, bordas, topografia e aspecto)
que apresentaram entre eles (Figura 2). Através do micro-cultivo
foram identificados principalmente quatro géneros: Curvularia sp.,

Colletotrichum sp., Acremonium sp. e Aspergillus sp. (Figura 3).

Figura 2: Fungos endofiticos com diferentes morfologias.
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Existem estudos onde se trabalharam com estes quatro géneros, o
qual demostra a bioatividade destes. Um deles foi o estudo com
Colletotrichum gloeosporioides isolado de Piper nigrum L. demostrou
a producdo do metabdlito piperina com atividade antifungica,
antibacteriana, inseticida entre outras (CHITHRA et al., 2014). No
caso do Curvularia sp., foi evidenciado que este género, isolado da
planta do género Garnicia, possui bioatividade para inibir
Mycobacterium tuberculosis (PHONGPAICHIT et al., 2007). ANISHA
e RADHAKRISHNAN (2015) isolaram de Zingiber officinale
(gengibre) o fungo endofitico Acremonium sp. e foi demostrada a
atividade inibitéria de crescimento do fungo fitopatdgeno Pythium
myriotylum responsavel das maiores perdas no cultivo de gengibre.
Finalmente para o género Aspergillus sp., achou-se o fungo
endofitico Aspergillus niger isolado de Rosa damacaena (rosa)
produz o metabdlito 2-feniletanol que é usado na industria
farmacéutica como antimicrobiano, antisséptico e desinfetante (WANI
et al., 2010).

Figura 3: Vista ao microscopio (40X) do micro-cultivo dos fungos endofiticos. A:

Aspergillus niger; B: Curvularia sp.; C: Colletotrichum sp.; D: Acremonium sp.
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Atividade antimicrobiana dos extratos fuangicos

Depois do tempo de incubagédo (72 horas) no meio de cultura
contendo o0s microrganismos teste, Candida parapsilosis e
Streptococcus pyogenes, observou-se que nenhum liquido
metabdlico, obtido da filtragdo da biomassa de cada um dos 28
fungos escolhidos, apresentou atividade positiva para a inibicdo do
crescimento da bactéria Streptococcus pyogenes, nem para a
levedura Candida parapsilosis. Porém, no estudo de SOUZA e
colaboradores (2004), um ensaio antimicrobiano realizado com os
extratos brutos de fungos endofiticos isolados de plantas
amazobnicas, uma porcentagem destes isolados apresentaram
atividade antagénica contra os patégenos Bacillus subtilis, Bacillus

sp., Streptococcus aureus, Escherichia coli e Aspergillus flavus.

Bioatividade contra Fusarium decemcellulare e Colletotrichum
gloeosporioides

Dos 28 fungos endofiticos testados em enfrentamento de col6nias
versus os fungos fitopatogénicos C. gloeosporioides e F.
decemcellulare, o 78,57% (Tabela 1) deles apresentaram inibicdo no

ensaio de pareamento (Figura 4).

Tabela 1: Géneros dos fungos endofiticos isolados com bioatividade.

GENERO CODIGO
UEA21
UEA23
UEA24
UEA212
UEA25

UEA26
UEA27

UEA218

UEA222
UEA227

UEA229
UEA230
UEA234
UEA241
UEA249

Curvularia sp.

Colletotrichum sp.
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UEA253

Aspergillus niger UEAZ8
UEA231

Acremonium sp. UEA255
UEA235

N&o esporulou UEA246
UEA256

. Colletotrichum

Colletotrich '
gloeosporioides olletotrichum

gloeosporioides

Fusarium | 4 Fusarium
decemcellulare decemcellulare

UEA227

Figura 4: Inibicdo de crescimento de C. gloesosporioides e F. decemcellulare pelos

fungos endofiticos.

No enfrentamento contra o C. gloeosporioides, o fungo endofitico
UEA246 apresentou o maior indice de antagonismo (IA) obtendo
80,36% de inibicdo, e aquele que apresentou 0 menor indice de
antagonismo foi UEA235 com 17,14% de IA. No caso dos
enfrentamentos contra F. decemcellulare, o fungo endofitico UEA212

obteve um IA de 75,33%, sendo o maior |IA apresentado para estes
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pareamentos; o fungo endofitico UEA235 obteve o menor IA
alcancando um valor de 8,26%.

O 81,81% dos fungos endofiticos com atividade de inibicdo positiva,
obtiveram indice de antagonismo maior nos pareamentos contra o
fitopatdgeno F. decemcellulare em comparacdo com os valores
obtidos nos pareamentos contra C. gloeosporioides (Figura 5). Em
estudos prévios de inibicdo do crescimento do fitopatégeno C.
gloeosporioides, achou-se que um dos enddfitos, isolados da
semente de guaranazeiro, obteve um IA de 52,41% (SILVA, 2015),
sendo esse valor o maximo obtido entre todos os enddfitos isolados.
Em comparacdo com os resultados obtidos no presente trabalho, se
evidencia que o maior IA superou quase o dobro o IA achado no
trabalho de SILVA (2015).
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de antagonismo dos fungos endofiticos no pareamento com C. gloeospor|0|des eF.

decemcellulare. IA: indice de antagonismo.

A o0s quatro dias de iniciado o0 ensaio de pareamento entre F.
decemcellulare com os endoéfitos UEA21, UEA23, UEA24, UEA25,
UEA27, UEA28, UEA210, UEA212, UEA214, UEA229 e UEA253, o
fitopatdgeno mudou a coloracdo rosa por uma coloracdo amarela
(Figura 6), isso pode acontecer devido a producdo de algum

composto, por parte dos endofitos, que ocasionam essa
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descoloracdo. Num estudo com bactérias endofitas isoladas de
Echinodorus scaber, foi obtida a inibicdo de fitopatdgenos, entre eles
Fusarium solani e Colletotrichum gloeosporioides, além da inibicao
do crescimento se observou a alteracdo na coloracdo do micélio,
acredita-se que isso acontece devido a que na confrontagdo com 0s
endofitos ocorre uma vacuolizagdo e ruptura celular ocasionando

esse efeito no micélio dos fungos (SOUZA et al., 2015).

4 Fusarium
/S ] : decemcellulare
Fusarium
decemcellulare

" UEA253

Figura 6: Cambio na colora¢éo do micélio e inibigdo de crescimento de F.

decemcellulare.

Recém ao sexto dia de avaliagdo conseguiu-se observar a interacao
entre o fitopatbgeno e o enddfito. O 100% dos fungos avaliados
apresentou uma interagao tipo “A” ao sexto dia, o que significa uma
inibicAo mutua com contato de micélios entre o endofito de o
fitopatdégeno C. gloeosporioides e F. decemcellulare, mas no dia 14
de avaliagdo, os endofitos UEA28, UEA27 e UEA231 comegaram a
apresentar uma interacdo tipo “Cai” (substituicdo parcial depois de
uma inibicAo mutua com contato de micélios). No trabalho realizado
por WICKLOW et al. (2005), no teste de pareamento o endofito
Acremonium zeae, isolado de milho, contra Fusarium verticillioides
mostraram uma inibicdo mutua com contato de micélios, mas
deixando um pequeno espaco entre eles, resultados similares aos
obtidos no presente trabalho. Outro trabalho realizado com o fungo
endofitico Aspergillus fumigatus isolado de Melia azedarach,
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demostrou que os estratos metandlicos do caldo de fermentacéo de
este fungo teve atividade antifingica contra os fitopatdgenos Botrytis
cinerea, Alternaria  solani, A. alternata, Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium solani, F. oxysporum f. sp. niveum, F.

oxysporum f. sp. vasinfectum e Gibberella saubinettii (Li et al., 2012).

4. CONCLUSOES

e Dos fungos endofiticos isolados, 22 possuem potencial para
ser utilizados como agentes de biocontrole contra os
fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium
decemcellulare.

e Na maioria dos casos o indice de antagonismo para F.
decemcellulare foi superior que o indice de antagonismo para
C. gloeosporioides.

e Na&o se obteve evidencia de que o liquido metabdlico bruto,
resultante da filtracdo, apresentara inibicdo contra Candida

parapsilosis nem Streptococcus pyogenes.
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Bioatividade das bactérias endofiticas isoladas de Acmella ciliata para
combater microrganismos patégenos
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Resumo

A planta Acmella ciliata, de nome comum “jambu”, é conhecida por suas
propriedades medicinais e antimicrobianas, € hospedeira potencial de
microrganismos endofitos com bioatividade e producdo de metabolitos
de interesse. Nos Ultimos anos vem se incrementando o interesse pelo
estudo dos microrganismos endofitos, pelo potencial de achar novas
linhagens assim como novos compostos com potencial utilidade na area
clinica é agricola. O objetivo do trabalho foi isolar, identificar e avaliar o
potencial antimicrobiano das bactérias enddfitas presentes no jambu.
Foram isoladas 39 bactérias endofiticas da A. ciliata depois de uma
desinfeccdo superficial, a maioria provenientes das folhas.
Seguidamente, foram testadas num ensaio de pareamento contra 0s
fitopatdogenos Fusarium decemcellulare e Colletotrichum
gloeosporioides. Se obteve que o0 41% dos isolados apresentou inibicao
do crescimento contra os fitopatdgenos, alcancando valores de IA
(indice de antagonismo) mais altos contra C. gloeosporioides. O maior
valor de IA foi alcancado por UEA135 para C. gloeosporioides e F.
decemcellulare (46,26% e 44,65%) respetivamente. No bioensaio
realizado contra Streptococcus pyogenes e Candida parapsilosis, s6 0
7,69% e 10,26% respectivamente obtiveram resultados de inibigdo, onde
a temperatura 6tima de inibicdo foi 28°C. Os resultados obtidos dos
ensaios demostraram que as bactérias endofiticas isoladas de Acmella
ciliata possuem um potencial para ser utilizadas como inibidoras do
crescimento dos patdégenos Fusarium decemcellulare, Colletotrichum
gloeosporioides, Streptococcus pyogenes e Candida parapsilosis.

Palavras chave: enddfito, jambu, patégeno, inibi¢éo.
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1. INTRODUCAO

A Amazobnia estd composta por uma grande diversidade. Dentro
desta diversidade existem plantas que produzem compostos
bioativos de interesse para a sociedade e o setor industrial. Uma das
plantas encontradas na Amazbnia € a Acmella ciliata conhecida
comumente como “jambu”, pertencente a familia Asteraceae e usada
na gastronomia e na medicina natural. Segundo RANI e MURTY
(2006), a maioria das plantas pertencentes a familia Asteraceae

possui atividade antimicrobiana.

Entre a diversidade de microrganismos, existem 0s que vivem em
simbiose com as plantas, e produzem compostos Uteis para prover
protecdo as condicbes ambientais, protecdo contra predadores,
doencas, entre outras (DHANYA e PADMAVATY, 2014). Estes
microrganismos sao conhecidos como enddfitos, segundo PETRINI
(1991), estes colonizam os tecidos sadios da planta em algum tempo
do seu ciclo de vida e ndo Ihe causam danos aparentes.

Sabe-se que alguns microrganismos endofiticos possuem a
caracteristica de produzir as mesmas substancias, ou similares que a
planta hospedeira (ZHAO et al., 2011). Estudos prévios demostraram
que o extrato de metanol das flores e folhas de Acmella oleracea
possui uma boa atividade antibacteriana contra Bacillus megaterium,
B. subtilis, B. cereus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Micrococcus luteus, Nocardia sp. e Pseudomonas aeruginosa
(BORATE e DISALE, 2013). Ensaios para determinar atividade
antifangica foram realizados com o0s extratos de Spilanthes acmella,
foi demostrado que o extrato de acetato de etilo apresentou fraca
atividade contra Penicillum chrysogenum, o extrato de etanol mostrou
atividade contra Rhizopus arrhigus, e finalmente, o extrato aquoso
apresentou melhor atividade que o controle positivo na inibicdo de
Rhizopus stolonifer (ARORA et al., 2011). Também num estudo
realizado com Acmella ciliata, foi evidenciada a capacidade

antibacteriana, onde foram testados os estratos metandlicos da
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planta contra os patdgenos Escherichia coli e Bacillus subtilis,

resultando na inibicdo do crescimento destes (DAISY et al., 2013)

E devido a estas caracteristicas interessantes que possui a planta
Acmella oleracea, que representa ser um hospedeiro de
microrganismos com um potencial para produzir substancias com
bioatividade e que possam ser utilizadas no setor industrial para

gerar novas fontes de antimicrobianos.

. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de biotecnologia do Programa
do Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazobnia
(PPGMBT) da Universidade do Estado do Amazonas (UEA),

Manaus-Brasil.

Material vegetal

Foram selecionados aleatoriamente 5 individuos sadios da planta
‘lambu”, obtidas da feira de produtores de Autazes-Amazonas
(3°57°97” S, 59°13’06”). A identificagdo botanica foi realizada pelo Dr.
Ramos J. F. e uma exsicata (OJEDA, CPO 1, tombo INPA N°274113)
encontra-se depositada no herbario do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia (INPA), Amazonas-Manaus, Brasil.

Isolamento dos endofitos

Foram selecionados aleatoriamente 5 individuos sadios da planta
‘lambu” (Acmella ciliata (Kunth) Cass.). O material botanico coletado
foi processado no prazo de 24 horas. De cada planta, se
selecionaram aleatoriamente seis folhas e seis pedacos de caule,
duas do extremo superior da planta, duas do meio e duas do extremo
inferior, forma um total de 30 folhas e 30 caules. A superficie do
material vegetal foi lavada com agua corrente para retirar 0s
microrganismos epifiticos e a sujeira da planta. Depois foi esterilizado
por imersdo em etanol 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio 2-2,5%

por 4 minutos e etanol 70% por 30 segundos. O material vegetal foi
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enxugado em agua destilada estéril trés vezes por 1 minuto cada
vez, da qual uma aliquota foi semeada em meio de cultura BDA e
TSA para fazer o controle da assepsia (PIMENTEL et al., 2006). Seis
fragmentos de folha e caule (5 x 5 mm) foram cortados para
isolamento dos enddfitos. Os fragmentos foram colocados em placas
Petri contendo TSA (Triptone Soja Agar, acrescido com 100 pg/ml de
Ciclohexemida para evitar o crescimento de fungos) e foram

incubadas a 28°C entre 2 até 5 dias.

Extracdo de DNA

Cada bactéria endofitica isolada foi semeada em tubos contendo
caldo triptona de soja (TSB) e foi incubado a 28°C em agitacdo
constante durante 1 a 2 dias. Depois se coletou 1 mL de cada
amostra e foi colocada num microtubo de 1,5 mL de capacidade,
para logo adicionar aproximadamente 0,5 g de silica estéril. Os
microtubos foram agitados em vortex durante 5 minutos para quebrar
a membrana celular das bactérias. Posteriormente as amostras se
centrifugaram por 10 minutos a 10000 RPM. O sobrenadante foi
descartado e ao pellet resultante se adicionou 500 pL de tampéao de
extragdo CTAB (1M Tris-HCI pH 8.0, 0,5 M EDTA, 1,4 M NaCl, CTAB
2%, PVP 1%). Adicionou-se 4 pL de RNAse (20 mg/mL) e se
homogeneizou a solugdo por 5 minutos para depois incubar a 37°C
por 30 minutos. A seguir, se adicionou 5 pL de Proteinase K (10
mg/mL) e as amostras foram incubadas a 55°C overnight com
agitacao constante. O lisado foi extraido com 500 pL de cloroférmio
alcool isoamilico (24:1) e misturado suavemente por inversao durante
5 minutos, para depois ser centrifugado a 10000 RPM por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido num tubo estéril, o DNA foi
precipitado com a adicdo de 2x o volume do sobrenadante de
isopropanol 100% previamente esfriado e incubado a -20°C por duas
horas, depois centrifugado 15 minutos a 13000 RPM. O pellet obtido
foi lavado com etanol 70% e secado a 37°C e finalmente diluido em

50 uL de &gua Millipore estéril.
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Identificagdo molecular

A regido 16S das bactérias foi amplificada com os primers 63F e
1389R, 63F (5° CAGGCCTAACACATGCAAGTC 3’) e 1389R (5
ACGGGCGGTGTGTACAAG 3’), usando a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). As condicbes usadas foram as seguintes:
desnaturacao inicial 94°C por 10 minutos seguido por 30 ciclos de
94°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos, 72°C por 2 minutos, e
a extensao final a 72°C por 7 minutos. Os 25 pL da mistura da
reacdo conteve 1 x PCR buffer, 200 pM de cada dNTP, 1,5 mM
MgClz, 0,5 pM de cada primer, 1-5 ng de DNA e 2,0 U de Taq DNA
polimerase. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de
agarose 1% para confirmar a presenca de s6 uma banda amplificada.
Estes produtos da amplificagéo foram purificados usando o Minikit de
Purificacdo Purelink. Os produtos da amplificacdo foram
sequenciados e alinhados com as sequencias no GenBank pelo
programa BLASTN para achar a homologia com sequencias de

organismos relacionados.

Ensaios de antagonismo contra fungos fitopatégenos

Os fungos fitopatégenos teste foram doados pelo Dr. Rogério
Hanada, pesquisador do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA). Primeiro foi realizado uma andlise qualitativa, onde
no centro duma placa de Petri (@ 90 mm) foi inoculado, em placas
diferentes, um disco de agar (@ 0,5 cm) contendo os fitopatogenos
teste (Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium decemcellulare).
Apébs 72 horas, foram inoculadas, em quatro quadrantes, as bactérias
endofiticas isoladas, finalmente, as placas foram incubadas a 28°C
durante 7 dias. As bactérias que apresentaram antagonismo contra
os fitopatdgenos foram testadas em ensaios individuais, os quais
consistiram na inoculacdo de 10puL da solucdo bacteriana (108
células bacterianas/ml ou 0,5 na escala de McFarland) num extremo
da placa de Petri e no centro da placa um disco (& 0,5 cm) de agar

contendo o fitopatdégeno. As placas foram incubadas de 5 a 7 dias a
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28°C por triplicata (SILVA, 2015). A inibicdo foi calculada pela
formula:

X1

IA =100 ~ {5+ x27 }
= ]x100

Onde:

X1 = raio do crescimento fungico em direcdo ao isolado endofitico
bacteriano.

X2 = meia dos raios do crescimento fungico nas laterais da placa e

na direcdo oposta do isolado bacteriano.

Bioensaio antibacteriano

Para este ensaio usou-se a técnica de MA et al., 2013 (modificado).
Foram semeadas as bactérias patdgenas teste (Candida parapsilosis
e Streptococcus pyogenes) no meio de cultura agar triptona de soja
(TSA) dispersando 100 pL do liquido de fermentacdo, com alca de
Digralski, na superficie da placa de Petri. Em cada placa foram feitos
quatro pocos (diferentes quadrantes) de 0,5 cm de diametro. As
bactérias endofiticas foram cultivadas em caldo triptico de soja (TSB)
a uma temperatura de 28°C durante 24 horas a 120 RPM, para obter
uma concentracdo de células de 0,5 na escala de McFarland
(aproximado de 108 células bacterianas/mL). Logo, foram
adicionados 100 pL da suspencéo bacteriana dos endéfitos isolados
em cada pogo, como controle negativo foi usado o0 mesmo volume de
caldo TSB sem inocular, e como controle positivo, no caso do ensaio
com C. parapsilosis, foi usado Fluconazol (1mg/mL), e para o ensaio
usando S. pyogenes utilizou-se Gentamicina (Ilmg/mL). Todos os
tratamentos foram realizados por triplicata, e foram incubados de 24-
48 horas. Os resultados foram avaliados em duas temperaturas,
28°C e 37°C. Depois do tempo de incubacéo foram medidos os
diametros das zonas antibacterianas (ZA) para expressar a eficiéncia

antibacteriana dos isolados endofiticos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento de bactérias endofiticas

Foram isoladas uma totalidade de 39 bactérias endofiticas viaveis a
partir de 480 fragmentos de folha e caule obtidos da planta Acmella
ciliata (Kunth) Cass. (Figura 1).

Figura 1: Crescimento de bactérias enddfitas.

Ensaios de antagonismo contra fungos fitopatégenos

Do ensaio qualitativo, 16 bactérias apresentaram resultados positivos
para a inibicdo do crescimento do fitopatégeno C. gloeosporioides e
15 para F. decemcellulare. Posteriormente foram realizados os
ensaios semi-quantitativos individuais com cada uma destas

bactérias endofiticas.

Nos ensaios individuais com C. gloeosporioides, as 16 bactérias
inibiram o crescimento do fitopatégeno (Figura 2). As bactérias
UEA120, UEA135 e UEA139 foram as que obtiveram os maiores
indices de antagonismo (IA) com valores de 40,11%, 46,26% e
43,47% respetivamente, porém, UEA15 e UEAL16 apresentaram
antagonismo quase depressivel (6,54% e 7,5% respetivamente).
Num ensaio de pareamento entre isolados de Bacillus sp., obtidos de
amostras do solo, contra o fitopatdbgeno C. gloeosporioides, trés
destes isolados reduziram significativamente o crescimento micelial

do fitopatébgeno, onde este efeito inibitério foi atribuido a possivel
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produgdo de quitinases e outras enzimas com agéo contra a parede
celular fungica (FUGA et al.,, 2011). Outro estudo, com bactérias
endofiticas isoladas de Echinodorus scaber (chapéu de couro),
demostrou que duas bactérias (BREI-92 e BREIII-107) inibiram os
fitopatdgenos Colletotrichum gloeosporioides, C. lindemunthianum,
Corynespora cassicola e Fusarium solani. Acredita-se que a inibicédo
das bactérias contra estes fitopatdgenos pode ser devido a diferentes
mecanismos, tais como sintese de substancias antimicrobianas,
competicdo por espaco e nutrientes, secrecdo de enzimas liticas,
alteracdo de pH ou sintese de compostos volateis, além disso,
acredita-se também que a diferenca na porcentagem de inibicdo do
crescimento destes fungos pode ser causada por a utilizacdo de
estes mecanismos ou pelo grau de utilizacdo destes (SOUZA et al.,
2015).

UEA135

Figura 2: Antagonismo das bactérias endofitas contra fitopatégeno C.
gloeosporioides. Controle: Colletotrichum gloeosporioides; UEA132 e UEA135:

bactérias endofiticas.
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No caso dos ensaios individuais realizados com F. decemcellulare,
as bactérias UEA135 e UEA139 obtiveram as maiores porcentagens
de inibicdo de crescimento do fitopatogeno (44,65% e 44,29%
respetivamente), neste caso, a bactéria UEA120 ndo apresentou
inibicdo nenhuma contra F. decemcellulare (Figura 3). No estudo
realizado por CHAN et al. (2003), uma bactéria isolada de amostras
do solo, identificada como Bacillus subtilis) apresentou inibicdo do
crescimento micelial de oito espécies de Fusarium sp. (Fusarium
avenaceum, F. crookwellense, F. culmorum, F. graminearum, F.
oxysporium, F. solani, F. subglutinans, F. verticillioides) conhecidos
como fitopatdogenos de diferentes plantas. A bactéria causante da
inibicdo ocasionou anormalidades morfoloégicas nas hifas, como
inchago dos filamentos e pontas das hifas, estas hifas sofreram

vacuolizagéo.

controle

Figura 3: Antagonismo das bactérias endodfitas contra fitopatbgeno F.
decemcellulare. Controle: Fusarium decemcellulare; UEA139 e UEA135: bactérias

endofiticas.
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Observou-se que a inibicdo das bactérias endofiticas contra C.
gloeosporioides foi superior em comparacdo com a inibicdo
apresentada por estas mesmas contra F. decemcellulare (Figura 4).
A inibicdo observada das bactérias UEA135 e UEA139 foi muito
similar para os dois fungos fitopatdégenos, onde, s6 no caso das
bactérias UEA15 e UEA139 o indice de antagonismo contra F.
decemcellulare foi superior ao indice de antagonismo apresentado
contra C. gloeosporioides, em todos 0s outros casos a inibicdo de

crescimento foi superior para C. gloeosporioides.

Nenhuma das bactérias endofiticas, com resultados positivos para a
inibicdo de crescimento, superou o 50% de indice de antagonismo.
Segundo o trabalho realizado por SILVA (2015), as bactérias
endofiticas isoladas de semente de guaranazeiro, apresentaram
porcentagens de inibicdo de crescimento contra Colletotrichum
gloeosporioides entre os valores de 32%, sendo o menor valor
encontrado, até 63,78% como valor maximo encontrado,
demostrando nesse caso uma maior porcentagem de inibicdo

comparado com os resultados achados no presente trabalho.
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Figura 4: Indices de antagonismo das bactérias endofiticas isoladas no pareamento com

fitopatégenos C. gloeosporioides e F. decemcellulare.

Bioensaio antibacteriano
Das 39 bactérias endofiticas isoladas, sete obtiveram resultados
positivos no primeiro ensaio qualitativo contra Streptococcus

pyogenes e Candida parapsilosis a 28°C e 37°C.

Em quanto aos ensaios realizados contra S. pyogenes, somente as
bactérias endofiticas UEA113, UEA114 e UEA134 apresentaram
atividade antibacteriana. Observou-se que a temperatura 6tima para
a atividade antibacteriana dos endofitos foi 28°C, devido a que 0s
resultados de inibicdo foram maiores a esta temperatura em

comparacao com os resultados obtidos a 37°C (Figura 5).
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Figura 5: Inibicdo de crescimento de S. pyogenes. A: ensaio a 28°C; B: ensaio a
37°C; G: controle positivo Gentamicina; E1: bactéria endofitica UEA114; E2:
bactéria endofitica UEA134.

Na temperatura de 28°C as bactérias que apresentaram maior
inibicdo do crescimento do patdgeno foram UEA113 e UEA134, que
obtiveram o mesmo tamanho de zona antibacteriana (ZA) (0,23 cm).
UEA114 néo inibiu o patdégeno a temperatura de 37°C. O controle
positivo Gentamicina, produz maior inibicdo a 28°C que a 37°C, isso
pode ser porque a temperatura Otima de crescimento de
Streptococcus sp. é 37°C, e 0 mesmo acontece para 0S outros

valores obtidos pelos enddfitos (Figura 6).

No trabalho feito por CASTILLO et al., (2002), o actinomicete
endofitico Streptomyces NRRL 30562, isolado da planta medicinal
Kennedia nigriscans, utilizada para promover o fechamento de
feridas e na cura de infeccdes da pele, produz o metabdlito
Munumbicina e foi demostrado que possui atividade inibitoria contra

Streptococcus pneumoniae, entre outros patégenos humanos.
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Figura 6: Comparac¢do da ZA na inibi¢cdo de crescimento de S. pyogenes. ZA:
zona antibacteriana (cm); GENTAMICINA: controle positivo; UEA113,
UEA114 e UEA134: bactérias endofiticas isoladas do jambu.

No caso dos ensaios realizados contra C. parapsilosis, os enddfitos
UEA15, UEA11l, UEA134 e UEA135 apresentaram atividade
antibacteriana. A temperatura 6tima para a inibicdo apresentada
pelos enddfitos contra C. parapsilosis foi 28°C, exceto para a bactéria
endofitica UEA135 que a melhor temperatura foi 37°C (Figura 7).
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Figura 7: Inibicdo de crescimento de C. parapsilosis. A: ensaio a 28°C; B: ensaio a
37°C; F: controle positivo Fluconazol; E3: bactéria endofitica UEA15; E4: bactéria
endofitica UEA111.

Os isolados enddfitos com maior tamanho da ZA foram UEALS5 e
UEA111 com valores de 1,30 cm e 1,77 cm respetivamente a 28°C.
A bactéria UEA111 néo inibiu C. parapsilosis a temperatura de 37°C.
O controle positivo Fluconazol, produz maior inibicdo a 28°C que a
37°C, isso pode ser porgue a temperatura de crescimento mais
adequaca para C. parapsilosis é 37°C. A bactéria endofitica UEA135
foi a UGnica que a 37°C obteve inibicdo maior nestas condicbes
(Figura 8).

No trabalho realizado por HARRISON et al. (1991), onde foi
purificada a substancia Pseudomicina A, obtida da bactéria endofitica
Pseudomonas syringae, foi demostrado que esta substancia, além de
possuir atividade inibitdria contra fungos fitopatdogenos, também inibe
0 crescimento de patdégenos humanos, entre eles Candida albicans e
Candida tropicalis.
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Figura 8: Comparacdo da ZA na inibicdo de crescimento de C. parapsilosis.
ZA: zona antibacteriana (cm); FLUCONAZOL: controle positivo; UEALS5,
UEA111, UEA134 e UEA135: bactérias endofiticas isoladas do jambu.

O isolado UEA134 foi o Unico que apresentou inibicdo contra os dois
patdgenos, embora, a ZA foi maior na inibicdo de S. pyogenes em

comparacao com C. parapsilosis.

Em todos os testes, as duas temperaturas avaliadas, a atividade
antibacteriana apresentada pelos enddfitos foi menor que a atividade
do controle positivo (Gentamicina e Fluconazol) (Figura 6 e 8).

Identificacdo molecular

Das 39 bactérias endofiticas isoladas, somente o 43,59% (17)
apresentaram atividade antifungica ou antibacteriana. Estas foram
identificadas molecularmente, obtendo trés géneros principais:
Bacillus sp., Pseudomonas sp. e Enterobacter sp. Para todas as
bactérias foi obtida uma identidade de 99-100% no NCBI (National

Center for Biotechnology Information).
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Existem trabalhos onde foram isoladas bactérias endofiticas
pertencentes ao género Bacillus sp. e demonstraram atividade
inibitéria contra fungos e bactérias patogénicas, é o caso do trabalho
realizado por JASIM et al. (2016) onde a bactéria CaB5 (Bacillus sp.)
isolada de Capsicum annuum apresentou inibicdo contra Fusarium
sp., Phytum sp., Bacillus subtilis, Vibrio cholerae, Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica. Assim mesmo, SUN et al. (2006)
isolaram a bactéria endofitica Bacillus amyloliquefaciens ES-2,
isolada da planta medicinal Scutellaria baicalensis Georgi, que exibiu
antagonismo contra varios fitopatbgenos e patdégenos humanos
presentes nos alimentos entre outros, dando um total de 37
microrganismos que foram inibidos demostrando sensibilidade ao
liquido de fermentac&o previamente filtrado, entre os microrganismos
inibidos podem-se destacar: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Streptococcus thermophilus, etc., e entre os fungos inibidos
encontram-se Aspergillus flavus, Botrytis cinerea, Saccharomyces
cerevisiae, etc. Achou-se que o0s metabdlitos responsaveis da
atividade antimicrobiana s&o Fengicina e Surfactina, que séo
lipopeptidos que apresentam atividade antimicrobiana, antiviral e
antitumoral. Num estudo realizado nas cidades de Henan e Shanxi,
China, foram isoladas trés espécies endofiticas de Bacillus
thuringiensis a partir de plantas de trigo. Conseguiu-se comprovar
que duas das trés espécies de Bacillus sp. obtiveram uma eficiéncia
no controle do fitopatdgeno Urocystis tritici Kérn, causante da doenca
WFS (wheat flag smut), significando isso como uma alternativa
aamigavel com o ambiente para combater esta doenca que ocasiona

perdas nos cultivares de trigo (AlLI et al., 2014).

Enquanto ao género Pseudomonas sp., também h& antecedentes de
estudos realizados com enddfitos pertencentes a este género. Num
trabalho realizado por ZHOU et al. (2014), avaliaram a atividade da
bactéria endofitica Pseudomonas fluorescens contra o crescimento
micelial do fungo fitopatégeno Athelia rolfsii (fungo patégeno achado

no solo e responsavel de podriddo e murcha em varias espécies de
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plantas medicinais da China). Os resultados demostraram que P.

fluorescens foi capaz de inibir o crescimento de A. rolfsii por contato

e também pela producdo de metabdlitos volateis, as observacdes no

microscopio revelaram a ruptura e dissolucdo parcial do micélio,

Impossibilitando o crescimento.

De maneira semelhante, SANTI et al. (2012), no trabalho realizado

com enterobactérias rizosféricas e endofiticas, com caracteristicas

promotoras de crescimento, isoladas de cana de acgUcar, acharam

que uma das enterobactérias endofiticas possui a capacidade de

inibir o crescimento do fungo fitopatdgenos Verticilium dahliae.

4. CONCLUSOES

SO 16 e 15 bactérias endofiticas possuem o potencial para
inibir o crescimento de Colletotrichum gloeosporioides e
Fusarium decemcellulare respetivamente.

As bactérias UEA135 e UEA139 sdo as melhores cepas com
atividade antifitopatogénica.

Somente uma pequena porcentagem de bactérias endofiticas
do jambu possuem atividade inibitéria para o crescimento de
Streptococcus pyogenes e Candida parapsilosis.

Os endofitos UEA113 e UEA114 podem ser utilizadas como
potencial  antimicrobiano contra S. pyogenes, C.
gloeosporioides e F. decemcellulare.

O endofito UEA135 pode ser considerada como potencial
antimicrobiano para inibir C. parapsilopsis, C. gloeosporioides

e F. decemcellulare.
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4. DISCUSSAO GERAL

Foram isoladas, a partir de 480 fragmentos de folha e caule obtidos
da planta Acmella ciliata (Kunth) Cass., uma totalidade de 56 fungos,
284 bactérias e 54 leveduras, obtendo uma frequéncia de isolamento
(FI) total de 0,82. Embora, quando foi realizada uma segunda
purificacdo das bactérias e leveduras, sO resultaram viaveis 39
bactérias, 9 leveduras e 56 fungos filamentosos, dando um total de
104 microrganismos viaveis. Onde a maioria, a origem destas foi:
bactérias: 51, 28% de galho e 48,72% folha; fungos: 32,14% galho,
67,86% folha; leveduras: 100% de galho. As folhas ao possuir os
estbmatos, que servem no intercambio de gases na planta, estes
representam uma entrada natural para 0S microrganismos
(AZEVEDO, 1998; SANTOS e VARAVALLO, 2011). Assim como este
existem outros estudos onde o isolamento de microrganismos teve
uma maior frequéncia em folhas que em galhos (SOUZA et al.,
2004). Do universo dos microrganismos viaveis (104), depois do
primeiro isolamento, 0s que apresentaram bioatividade sé foram o
37,5% (21,15% fungos; 16,35% bactérias).

Na identificacdo dos microrganismos, para os fungos predominaram
0s géneros Curvularia sp. e Colletotrichum sp., no caso das bactérias
foram os géneros Bacillus sp. e Pseudomonas sp. Diversos estudos
com isolamento de enddfitos revelam que estes géneros sdo comuns
em diversas plantas, além disso, apresentam propriedades
antifingicas e antibacterianas, e tendo como hospedeiro, a maioria
das vezes, plantas com propriedades medicinais (PHONGPAICHIT
et al., 2007, WANI et al., 2010, CHITHRA et al., 2014, ANISHA e
RADHAKRISHNAN, 2015, SUN et al., 2006, AlLI et al., 2014, ZHOU
et al. 2014, JASIM et al., 2016). Bogas et al. (2015) acharam uma
diferenca na populacdo de microrganismos em plantas sadias de
Paullinia cupana (guarand) comparadas com plantas doentes,

evidenciando uma presenca maior dos géneros Pseudomonas sp. e

54



Bacillus sp. nas primeiras, achando esses géneros interessantes

para ser usados no controle biolégico contra fitopatégenos.

Enquanto aos bioensaios antibacterianos, testados contra o0s
microrganismos patogénicos Streptococcus pyogenes e Candida
parapsilosis, 0s extratos brutos dos fungos isolados néo
apresentaram nenhuma bioatividade contra os patdgenos, embora
existem trabalhos onde os extratos brutos obtiveram resultados
positivos de inibicdo contra patdgenos como Bacillus subtilis, Bacillus
sp., Streptococcus aureus, Escherichia coli e Aspergillus flavus
(SOUZA et al., 2004), também foi evidenciada bioatividade inibitoria
dos extratos do meio fermentado para Escherichia coli, Salmonella
enterica, Staphylococcus aureus e Shigella flexneri (OLIVEIRA et al.,
2015). Os resultados dos ensaios antimicrobianos avaliando as
bactérias endofiticas, foram mais promissorios, onde seis bactérias
apresentaram resultados positivos. Estas foram identificadas como
pertencentes aos géneros Pseudomonas sp. e Enterobacter sp., e
inibiram crescimento de Streptococcus pyogenes e Candida
parapsilosis. As zonas de inibicdo foram maiores na temperatura de
28°C, isso pode ser porque a temperatura 6tima para patdogenos é de
37°C. No trabalho realizado por CASTILLO et al., (2002), foi
demostrada a inibicdo da bactéria Streptococcus pneumoniae
(patégena) pela acdo do endofito Streptomyces NRRL 30562. O
género Pseudomonas sp., vem sido achado como endoéfito, como o
caso da Pseudomonas syringae que possui atividade inibitéria contra
fungos fitopatbgenos e também inibe o crescimento da Candida
albicans e Candida tropicalis (HARRISON et al., 1991). Em todos os
testes, as duas temperaturas avaliadas, a atividade antibacteriana
apresentada pelos endoéfitos foi menor que a atividade do controle

positivo (Gentamicina e Fluconazol).

Finalmente, no ensaio contra o0s fungos fitopatogénicos

Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium decemcellulare, somente
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0 39,29% dos fungos isolados e o 41,03% das bactérias viaveis
apresentaram atividade antifitopatogénica.

No enfrentamento ou pareamento dos fungos enddfitos contra o
fitopatbgeno C. gloeosporioides, os indices de antagonismo (lA)
maiores (inibicdo de crescimento) foram de 70-80%, e quando o C.
gloeosporioides foi enfrentado contra as bactérias endofiticas, os 1A
obtidos foram de 40-46%.

No enfrentamento com o segundo fungo fitopatégeno, Fusarium
decemcellulare, os fungos endofiticos obtiveram IA com valores entre
70-75%, e nos pareamentos contra as bactérias endofiticas, os
resultados para IA variaram entre 15-44%, achando que houve uma
menor inibicdo por parte das bactérias endofiticas em comparacao
com os fungos endofiticos. Na bibliografia podem-se achar estudos
que foram feitos com fungos e bactérias endofitas de diferentes
plantas e que apresentaram inibicAdo do crescimento dos
fitopatdgenos, com valores de inibicdo similares em alguns casos
(SILVA, 2015). A diferenca entre os valores de inibicdo deste
trabalho com outros pode ser como consequéncia do uso de
diferentes mecanismos de inibicdo (SOUZA et al., 2015).
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. CONCLUSAO GERAL

0O 39,29% e o 35,90% dos fungos e bactérias endofiticas isoladas
possuem o potencial para ser utilizados como agentes de biocontrole
contra os fitopatdégenos Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium
decemcellulare.

Somente algumas das bactérias endofiticas isoladas presentaram
atividade antibacteriana contra Streptococcus pyogenes e Candida
parapsilosis.

A bactéria UEA135 é a melhor candidata como inibidora de patdogenos
por sua capacidade de inibir o crescimento de Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium decemcellulare, Streptococcus pyogenes e
Candida parapsilosis.

Os géneros predominantes dentre os fungos e bactérias endofiticos
isolados foram Colletotrichum sp., Curvularia sp., Bacillus sp. e

Pseudomonas sp.
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