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RESuUMO

Plantulas de cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum) cultivadas a partir de
sementes na Universidade Federal do Amazonas (Manaus, AM) foram
amostradas com 15, 30, 45 e 60 dias apdés germinagcdo para analise da
microbiota bacteriana endofitica associada. Apos esterilizacdo de superficie de
folhas e raizes, seguido de plaqueamento nos meios (ISP 2 com amido, agar
amido-caseina e agar rafinose-histidina) e incubacao a 30°C, foram isoladas 52
linhagens de actinomicetos endofiticos. Destas, sete foram isoladas de folhas
(13,5%) e 45 de raizes (86,5%). Atividade antimicrobiana avaliada em cultivos
em meio sélido foi detectada em 23 linhagens (44,2%), as quais foram
antagbnicas para Bacillus subtilis (21,7%), Escherichia coli (17,4%),
Staphylococcus aureus (39,1%), Candida albicans (30,4%) e Aspergillus flavus
(17,4%). Em contraste, apenas seis linhagens (11,5%) mostraram atividade
antimicrobiana contra Candida albicans quando incubadas em meio liquido. As
linhagens de actinomicetos endofiticos isoladas de raizes apresentaram maior
taxa de atividade antimicrobiana (87%) que os isolados de folhas (13%). A
identificacao classica mostrou que a grande maioria dos isolados (42 linhagens,
80,8%) pertence ao género Streptomyces. A andlise de restricio de rDNA
amplificado (ARDRA) com Alu |, Dde |, Hae lll, Rsa |, Msp |, Sau3A | e Taq |
revelou a existéncia de 17 perfis distintos dentre estes isolados. Os dados
derivados das analises de sequéncias de rDNA 16S sugerem a provavel
existéncia de novas espécies de Streptomyces dentre as linhagens isoladas de

cupuacu.

Xii



ABSTRACT

Cupuacu seeds (Theobroma grandiflorum) planted at the Universidade Federal
do Amazonas (Manaus, AM, Brazil) were harvested after 15, 30, 45 and 60 days
after germination and subjected to the isolation of endophytic bacteria. Fifty two
endophytic actinomycetes were isolated from surface-sterilized leaves and roots
using ISP 2 medium supplemented with starch, Starch-Casein and Raffinose-
Histidine Agar, after incubation at 30° C. From the se, seven isolates (13.5%)
were obtained from leaves and 45 (86.5%) from roots. Antimicrobial activity in
solid media was detected in 23 strains (44.2%), which were antagonistic for
Bacillus subtilis (21.7%), Escherichia coli (17.4%), Staphylococcus aureus
(39.1%), Candida albicans (30.4%) and Aspergillus flavus (17.4%), whereas
only six isolates (11.5%) showed activity against Candida albicans when grown
in liquid medium. Endophytic actinomycetes isolated from roots showed higher
antimicrobial activity (87%) compared to isolates from leaves (13%). Taxonomic
characterization showed that the majority of isolates recovered, 42 strains
(80.8%), belonged to the genus Streptomyces. Restriction analysis of 16S rDNA
fragments (ARDRA) using Alu |, Dde |, Hae lll, Rsa |, Msp |, Sau3A | and Taq |
enzymes revealed the presence of 17 different clusters among theses isolates.
Phylogenetic analyses of 16S rDNA sequences suggest the existence of novel
taxa amongst the endophytic streptomycetes strains recovered from cupuacu

seedlings.
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1 INTRODUCAO

O cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum) é uma arvore que produz o
cupuacu, um dos frutos da regiao amazbnica mais promissores para a industria
alimenticia. O fruto é muito apreciado pelo seu sabor exotico e agradavel ao paladar,
podendo ser consumido na forma de sucos, bombons, geléias e chocolate (cupulate).

A grande relevancia industrial do cupuagu determinou a realizagdo do estudo
das populagdes microbianas associadas a planta, no sentido de se conhecer os
principais grupos microbianos colonizadores de diferentes 6rgaos (raizes e folhas) e

investigar a produg&o de compostos bioativos pelos isolados.

Os actinomicetos sdo bactérias Gram-positivas com grande diversidade
morfolégica. Varios géneros deste grupo contém espécies de grande importancia
biotecnoldgica, devido a capacidade em produzir uma grande diversidade de
metabdlitos secundarios bioativos, principalmente antibiéticos. Estima-se que, dos
antibiéticos hoje descritos, aproximadamente 60% sao originarios de actinomicetos,
principalmente de linhagens do género Streptomyces.

Os actinomicetos ocorrem em uma grande diversidade de habitat, onde o
solo & 0 mais comum, podendo também ser encontrados em associagdo com outros
organismos, como no interior de tecidos de plantas saudaveis (endofiticos). Dados
de estudos anteriores demonstraram que actinomicetos podem ser isolados de
diferentes érgdos de gramineas, leguminosas e outras plantas de cultivo agricola,
além de espécies arboreas (Citrus). Assim, devido a importancia deste grupo de
bactérias para a industria biotecnoldgica, optamos por direcionar o estudo para o

isolamento seletivo de actinomicetos de cupuaguzeiro.
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2 OBJETIVOS

Como objetivo geral do trabalho, pretendemos estudar a ocorréncia de actinomicetos
endofiticos em plantulas de cupuaguzeiro, caracterizar a diversidade de espécies
presentes nas raizes e folhas e investigar a producdo de metabdlitos secundarios

com atividade antimicrobiana pelos isolados.
2.1 Objetivos especificos

» Isolar actinomicetos endofiticos de raizes e folhas de plantulas de cupuacguzeiro
em diferentes estagios de desenvolvimento, empregando diferentes meios

seletivos;

* Avaliar a atividade antimicrobiana dos actinomicetos endofiticos isolados contra
microrganismos patogénicos veiculados por alimentos e deterioradores de

alimentos;

* Avaliar a diversidade dos isolados empregando o método de caracterizacdo e
tipagem molecular por andlise de restricao de fragmentos de rDNA 16S (ARDRA);

» Identificar linhagens representativas em nivel de género e/ou espécie atraves da
andlise filogenética de seqliéncias de rDNA 16S.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cupuacuzeiro

O cupuacuzeiro (Figura 3.1), conhecido cientificamente como Theobroma
grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum, € uma arvore frutifera pertencente a familia
Sterculiaceae. A planta adulta pode alcancgar até 8 m de altura em cultivo racional ou
até 18 m em bioma de mata nativa. As plantas da espécie podem alcancar 80 anos
de vida e sdo hermafroditas (VILLACHICA, 1996).

Figura 3.1. Cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) em cultivo racional.

O fruto, o cupuagu (Figura 3.2), € um dos mais promissores da flora
amazodnica. Apresenta, em geral, formato oblongo, com 30 a 40 sementes (Figura
3.3), polpa amarela ou esbranquicada, com sabor acido e cheiro agradavel. A
composicao para cada 100 g de polpa é: 14,7 g de carboidratos, 1,76 g de proteinas,
1,6 g de lipidios, 23 mg de calcio, 26 mg de fosforo, 2,6 mg de ferro, 33 mg de

vitamina C, 30 mg de vitamina A e 0,04 mg de vitamina B1, com valor energético de
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72 calorias. A casca do fruto é usada, em mistura com outros residuos da
agroindustria de frutas, como adubo organico (CALZAVARA; MULLER; KAHWAGE,
1981).

A polpa e a semente de cupuacgu apresentam multiplicidade de usos. A polpa
€ usada na elaboracdo de refrescos e na produgdo industrial de sorvete, néctar,
bombom e iogurte, entre outros. As sementes contém 48% de gordura comestivel,
semelhante a manteiga de cacau, a qual serve como matéria-prima para producao
do cupulate, um alimento com valor nutritivo e sabor semelhante ao chocolate, com a
vantagem de apresentar baixos teores de cafeina e teobromina. A gordura extraida
das sementes também tem larga aplicacdo na industria de cosméticos
(CALZAVARA; MULLER; KAHWAGE, 1981).
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Figura 3.2. Cupuacu na planta (A) e fruto aberto com polpa exposta (B).
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Figura 3.3. Arranjo das sementes de cupuagu quando envoltas pela polpa.
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Em fungéo do valor comercial das sementes e frutos in natura, a cultura do
cupuaguzeiro ganhou, nos ultimos anos, um impulso mais forte em todos os estados
do Brasil e no exterior, principalmente Estados Unidos e Japdo (MINISTERIO DO
DESENVOLVIMENTO, INDUSTRIA E COMERCIO EXTERIOR, 2003).

3.2 Actinomicetos

Os actinomicetos séo bactérias Gram-positivas, cuja caracteristica principal é
a formacao de filamentos ramificados ou hifas em algum ponto do ciclo de vida em
diversos taxa, persistindo como um micélio estavel ou fragmentando-se em bacilos
ou cocos (HOLT et al., 1994). Ocorrem em uma grande diversidade de habitat e sdo
capazes de crescer em uma vasta variedade de substratos. O solo é o habitat mais
comum para os actinomicetos. Estima-se que se encontram numa propor¢cdo de
aproximadamente um milhdo de células por grama de solo. Sao também
encontrados em agua doce e marinha, tecidos animais e vegetais. A ubiqlidade dos
actinomicetos em ambientes naturais € relacionada a diversidade metabdlica e a
evolucao de mecanismos especificos de dispersao (MCCARTHY; WILLIAMS, 1990).
Embora a maioria seja saprdfita estrito, alguns formam associacdes parasiticas ou
simbibticas com plantas ou animais (GOODFELLOW; WILLIAMS, 1983).

Os actinomicetos estdo taxonomicamente classificados dentro do dominio
Bactéria, na divisdo Actinobacteria, classe Actinobacteria e ordem Actinomycetales
(GARRITY; BELL; LILBURN, 2003). O género Streptomyces, familia
Streptomycetaceae, contém hoje o maior nimero de espécies, em parte devido a sua
importancia como fonte de novos compostos bioativos (KIM et al., 2004).

Segundo Lechevalier e Lechevalier (1970), a identificagdo em nivel de
género requer a caracterizacdo da micromorfologia e de componentes quimicos de
parede e membranas. As estruturas morfolégicas utilizadas para diferenciar géneros
sdo: presenca de micélio aéreo e/ou micélio vegetativo; formacao de conidios
isolados, aos pares, em cadeias curtas ou longas; presenca de esporangios
contendo esporos méveis ou nao; formacao de esporangio multilocular; e presenca
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de esclerécio (LECHEVALIER, 1989). Contudo, a morfologia é util para a

identificacao de diversos géneros, mas nao para todos.

Considerando-se os componentes quimicos celulares, a determinacao dos
aminoacidos presentes nas pontes peptidicas da cadeia do peptidioglicano e
acucares no hidrolisado celular sdo as caracteristicas mais utilizadas. A anélise
quimica de marcadores celulares com fins taxonémicos €é denominada
quimiotaxonomia. Para a identificagdo de diversos grupos de actinomicetos, a analise
conjunta de dados quimiotaxondmicos e morfolégicos pode ser necessaria
(GOODFELLOW, 1989).

O uso de sequéncias de rRNA para andlise da filogenia e identificagcao
representou uma revolugdo em sistematica bacteriana (BARRY; POWELL;
GANNON, 1990). A andlise filogenética de sequéncias do rDNA 16S pode ser
empregada para identificacdo de actinomicetos em nivel de género e, em alguns
casos, de espécie (GOODFELLOW; O'DONNEL, 1994).

Stackebrandt, Rainey e Ward-Rainey (1997) propuseram uma nova estrutura
de classificacdo para os actinomicetos, baseando-se na analise do rDNA 16S, com a

proposta da Classe Actinobacteria.

Segundo Vandamme et al. (1996), a integracdo de diferentes informacgdes
(fenotipica, genotipica e filogenética), conhecida como classificagdo polifasica,
permite uma definicdo mais coerente dos grupos taxonémicos em bacteriologia. A
aplicacao da taxonomia polifasica tem gerado profundas modificacdes na sistematica
bacteriana, especialmente no que diz respeito a grupos de importancia industrial,
como os actinomicetos, para os quais a taxonomia tradicional baseada na forma e
bioquimica dos microrganismos apresenta grandes limitacoes (GOODFELLOW:; ISIK;
YATES, 1999).

Dentre as varias técnicas moleculares, o sequenciamento continua sendo a
forma mais eficiente e rapida para a identificacdo de microrganismos. No entanto, a
andlise de restricdo do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) vem se destacando
por permitir uma diferenciacdo eficiente de taxa e reducdo dos custos de

sequenciamento. Nos Ultimos anos, o ARDRA tem sido umas das técnicas
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moleculares mais empregada nos estudos de filogenia e taxonomia de actinomicetos
(SARACCHI; QUARONI; CORBETTA, 2004; KURABACHEW et al., 2003; HOPPE-
SEYLER et al, 2003; De BAERE et al., 2002; HALL; LEWIS-EVANS; DUERDEN,
2001; HARVEY et al., 2001; HALL et al, 2001; ROY; SIROIS, 2000; HALL et al.,
1999; VANEECHOUTTE et al., 1995).

3.2.1 Actinomicetos Endofiticos

A maioria das informagbes sobre microrganismos endofiticos teve sua
origem com os fungos e, posteriormente, abrangeu bactérias e actinomicetos. A
redefinicdo de microrganismos “endofiticos” ou “enddéfitos”, foi proposta por Wilson
(1995) como sendo: “fungos ou bactérias que, por todo ou parte do seu ciclo de vida,
invadem o tecido de plantas vivas e causam infec¢cdo ndo-aparente ou assintomatica

inteiramente dentro de tecidos de plantas, mas ndao causam sintomas de doencgas”.

Em geral, o isolamento de microrganismos endofiticos é realizado com a
aplicacdo de métodos de esterilizacdo de superficie dos 6rgaos da planta,
geralmente através de imersdo em substancias quimicas germicidas. Apds a

esterilizacao, os 6rgaos sao fragmentados ou triturados, e plaqueados.

Apesar do conhecimento sobre a ocorréncia de bactérias endofiticas em
diferentes plantas, pouco ainda se conhece sobre os mecanismos de colonizacéo e
transferéncia, identidade, diversidade e niveis populacionais em diferentes tecidos.
As bactérias endofiticas provavelmente desenvolvem uma intima relagcdo com a
planta hospedeira através de processos co-evolutivos e podem influenciar a fisiologia
da planta de formas ainda desconhecidas (MISAGHI; DONNDELINGER, 1990).

Segundo Quispel (1988), os microrganismos endofiticos encontram-se em
um ambiente hostil nos tecidos da planta hospedeira e necessitam se proteger contra
0s mecanismos de defesa, incluindo enzimas e reac¢des locais de hipersensibilidade.

Segundo Kobayashi e Palumbo (2000), os endofiticos entram nos tecidos
das plantas principalmente pela raiz. Entretanto, partes aéreas das plantas, tais
como estdomatos, flores e cotilédones, também podem servir para sua entrada. As
bactérias endofiticas normalmente residem nos espacgos intercelulares, sendo

raramente encontradas intracelularmente e nos tecidos vasculares sem causar
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sintomas de doencas (BACON; HINTON, 1997). Acredita-se que, em geral, 0s
microrganismos endofiticos se originem da rizosfera ou da microbiota do filoplano,
embora bactérias endofiticas de cana-de-acucar tenham sido observadas existindo
predominantemente no interior do tecido da planta, mas no no solo (DOBEREINER,
1993; HALLMANN et al.,1997).

Uma comparagéo entre a comunidade endofitica e da rizosfera, mostrou que
as populagdes de endofiticos representam um subgrupo de bactérias da rizosfera
(MCINROY; KLOEPPER, 1995; LILLEY et al,1996; GERMIDA et al.,1998;
SESSITSCH et al., 2002). Entretanto, bactérias que nao foram encontradas na
rizosfera foram encontradas na planta e, provavelmente, esses microrganismos ja
estavam presentes como infecgdes latentes dentro de tecidos das plantas
(SESSITSCH et al., 2002).

Varios mecanismos tém sido sugeridos como rota de transmissao de
bactérias endofiticas, sendo que a mais comum parece ser a infeccao via semente
(MCINROY; KLOEPPER, 1995). Contudo, outros mecanismos propostos incluem a
degradacao local da celulose (QUADT-HALLMANN; HALLMANN; KLOEPPER, 1997)
e via lesdes nas juncoes laterais da raiz (GOUGH et al., 1997).

Interagbes entre plantas e actinomicetos endofiticos tém sido mais
extensivamente estudadas para o género Frankia, que contém espécies fixadoras de
nitrogénio simbioticas de plantas ndo-leguminosas. Estes actinomicetos sdo capazes
de induzir a nodulagdo em raizes de diversas plantas nao-leguminosas
(actinorrizicas) importantes em sucessdes ecoldgicas e biorremediacdo (BENSON;
SILVESTER, 1993).

O isolamento de actinomicetos endofiticos parece comegar com Mundt e
Hinkle (1976), que descreveram o isolamento de 19 géneros de bactérias do interior
de sementes e évulos de diversas plantas, incluindo actinomicetos dos géneros
Corynebacterium, Nocardia e Streptomyces. O género mais encontrado foi
Corynebacterium, com 35 isolados, seguido de Nocardia e Streptomyces, ambos

com apenas um isolado.
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O primeiro trabalho a tratar exclusivamente de actinomicetos endofiticos s6
foi publicado em 1992, por Sardi e colaboradores, que relataram o isolamento de 499
actinomicetos endofiticos de raizes de 28 diferentes espécies de plantas, incluindo
bactérias dos géneros Streptomyces (482 isolados), Streptoverticillum (2 isolados),
Nocardia (4 isolados), Micromonospora (1 isolado) e Streptosporangium (1 isolado).
Nove isolados ndo puderam ser classificados. Esses autores sugeriram que a presenca
de estreptomicetos no interior das raizes teria um papel importante no desenvolvimento

saudavel da planta.

Algum tempo depois, Petrolini et al. (1995) e Petrolini et al. (1996) descrevem
o isolamento dos géneros Actinoplanes e Streptomyces, respectivamente, como
endofiticos de raizes de mais de 110 espécies de plantas. Outros trabalhos se
seguiram, incluindo Matsumoto et al. (1998), que citaram o predominio de
Microbispora em folhas caidas de varias plantas nativas do Japao; Caruso et al.
(2000), que demonstraram a presenca de Streptomyces, Actinomadura,
Actinoplanes, Kitasatospora, Micromonospora e nocardioformes como endofiticos de
plantas do género Taxus; enquanto Araujo, Silva e Azevedo (2000) relataram a
grande incidéncia do género Microbispora, seguido por Streptomyces e

Streptosporangium em folhas e raizes de milho (Zea mays).

Recentemente, Taechowisan, Peberdy e Lumyong (2003) relataram o
isolamento de Streptomyces, Microbispora, Nocardia e Micromonospora de folhas,
raizes e caules de 36 espécies de plantas da Tailandia. Coombs e Franco (2003)
descreveram a predominancia de Streptomyces em raizes de centeio, € um menor
namero de géneros Microbispora, Micromonospora € Nocardioides; enquanto Tian et
al. (2004) reportaram o isolamento de grande numero de Streptomyces e alguns
Streptoverticillium em folhas e raizes de arroz.

Em plantas de Cerrado do interior do estado de Sao Paulo, Uetanabaro
(2004) descreveu o isolamento de actinomicetos raros do género Microbispora a

partir de folhas de Tocoyena formosa.

Através de métodos independentes de cultivo, Sessitsch et al. (2002) citam a

presenca de Streptomyces em caule e raizes de batata, enquanto que Conn e
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Franco (2004) descrevem a presenca de Mycobacterium, Streptomyces e
Kitasatospora em raizes de centeio.

Observa-se que diferentes espécies de bactérias tém sido isoladas de uma
mesma planta e esta biodiversidade pode estar relacionada com fatores intrinsecos

da planta e condi¢bes sazonais.
3.3 Aplicacoes biotecnoldgicas dos actinomicetos endofiticos

Os actinomicetos endofiticos representam uma fonte ainda inexplorada de
recursos genéticos para biotecnologia. A producao de antibiéticos de uso clinico,
obtengcédo de enzimas de aplicagdo industrial, fixacao de nitrogénio em plantas nao-

leguminosas e controle biologico representam algumas areas de aplicagao potencial.
3.3.1 Producao de antibiéticos e outros metabdlitos secundarios

A primeira definicao sobre antibidticos foi elaborada por Waksman (1945),
que os definiu como: “substancias quimicas produzidas por microrganismos,
possuidoras de capacidade de matar ou inibir o crescimento de bactérias e outros
microrganismos”. Atualmente, uma definicdo mais abrangente sobre antibiéticos é a
proposta por Lancini, Parenti e Gallo (1995): “metabdlitos microbianos de baixo peso
molecular (massa molecular em torno de alguns milhares) que, em baixas
concentragbes (menos de 1 mg/mL), inibem o crescimento de outros

microrganismos”.

Os actinomicetos tém sido especialmente pesquisados pela industria
farmacéutica por sua capacidade de producdo de metabdlitos secundarios com
estrutura quimica diversa e atividade biolégica, sendo muitos deles utilizados para
tratamento de doencas humanas (BALTZ, 2001; NEWMAN; CRAGG; SNADER,
2003; VAKULENKO; MOBASHERY, 2003). A producao de 2/3 dos antibiéticos de
ocorréncia natural tem como origem os actinomicetos. Estava estimado que dos
6.000 antibidticos de origem microbiana caracterizados, cerca de 60% deles eram
produzidos por actinomicetos, enquanto que o restante eram metabdlitos de fungos e
de outros grupos de bactérias (QUEENER; DAY, 1986). Embora a ordem
Actinomycetales compreenda muitos géneros, vale ressaltar que o0 género
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Streptomyces é responsavel por 90% dos compostos com grande aplicacao pratica
na medicina humana e veterinaria, na agricultura e na industria de alimentos
(OKAMI; HOTTA, 1988).

Nos ultimos anos, os actinomicetos endofiticos do género Streptomyces tem
sido fonte de novos antibiéticos com atividade antimicrobiana contra bactérias,
fungos ou protozoarios. Bieber et al. (1998) identificaram a alnumicina, uma nova
naftoquinona com atividade antibacteriana isolada de um Streptomyces endofitico de
nédulos de raizes de Alnus glutinosa. As munumbicinas, por sua vez, tém atividade
antibacteriana, antifingica e antimalarica e foram obtidas de Streptomyces spp.
endofitico do caule de Kennedia nigriscans (CASTILLO et al, 2002). As
kakadumicinas tém atividade antimalarica e contra bactérias Gram-positivas e foram
produzidas por um Streptomyces sp. endofitico de caule de Grevillea pteridifolia
(CASTILLO et al., 2003) e as coronamicinas sao antibiéticos peptidicos que tém
atividade antifungica e antimaldrica, produzidas por um Streptomyces sp. endofitico
de caule de Monstera sp. (EZRA et al. 2004).

A producdo de antibidticos ndo € rigorosamente espécie-especifica. O
mesmo antibidtico pode ser produzido por organismos pertencentes a diferentes
espécies ou géneros, ou até mesmo ordens. O inverso também é verdadeiro, isto é,
linhagens classificadas taxonomicamente como membros de uma mesma espécie
podem produzir diferentes antibidticos. Entretanto, como regra geral, quanto mais
distante os organismos sdo na escala taxonémica, menor sera a probabilidade que
estes venham a produzir o mesmo antibiético (LANCINI; PARENTI; GALLO, 1995).

Atualmente, em valor de mercado, os antibibticos sdo os produtos
microbianos biotecnolégicos mais importantes, excluindo-se os produtos tradicionais,
como bebidas alcodlicas e queijos. A producdao mundial de antibidticos estava
estimada em valores em torno de oito bilhdes de ddlares na década de 80 e dobrou
na década de 90 (GLAZER; NIKAIDO, 1995).

Depois dos antibidticos, as enzimas extracelulares séo as substéncias mais
importantes produzidas pelos actinomicetos (VIGAL et al, 1991). Atualmente, as

enzimas de origem microbiana tém sido amplamente utilizadas no processamento de
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alimentos, fabricagdo de detergentes, industria téxtil e farmacéutica, substituindo
gradualmente os processos quimicos com a vantagem de ndo poluir o ambiente
(STAMFORD et al., 2001).

As enzimas de interesse industrial comumente produzidas pelos
actinomicetos compreendem proteases, amilases, polissacaridases, invertases,
celulases, fenoloxidases, lipases e esterases. No entanto, as sintetases vém

alcangando um local de destaque nas pesquisas ligadas a areas da agricultura.

Os actinomicetos endofiticos sdo também promissores na produgdo de
enzimas. Stamford et al. (2001) relataram o isolamento de uma espécie do género
Nocardiopsis endofitico de folhas de Zea mays capaz de produzir uma a-amilase
termoestavel. Posteriormente, Stamford et al. (2002) isolaram uma espécie do
género Streptosporangium endofitico de tubérculos de Pachyrhizus erosus produtor

de uma glicoamilase termoestavel.
3.3.2 Fixacao bioldgica de nitrogénio

Apesar da fixacdo biolégica do nitrogénio ser bem conhecida em outras
bactérias, somente a pouco mais de uma década atrds é que evidéncias
convincentes da fixacdo bioldgica do nitrogénio pelos actinomicetos de vida livre
foram observadas. Frankia spp. sao actinomicetos fixadores de nitrogénio
encontrados no solo e como simbiontes facultativos de plantas superiores (BENSON;
SILVESTER, 1993). Normalmente, crescem muito lentamente, em torno de 14 dias, o

que dificulta o seu isolamento.

As plantas noduladas por Frankia spp. sdao chamadas de plantas
actinorrizicas (TORREY; TUIEPKEMA, 1979) e compreendem cerca de 194 espécies
de 24 géneros. O termo “actinorrizico” refere-se as associa¢des entre actinomicetos

e angiospermas.

A primeira observagéo dos nodulos actinorrizicos em raizes foi estabelecida
em 1964, por microscopia eletrénica, onde se revelou a estrutura procariética dos
microrganismos em Alnus glutinosa e Myrica cerifera (BECKING; DEBOER;
HOUWINK, 1964; SILVER, 1964). No entanto, o primeiro isolamento de Frankia spp.
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s6 foi conseguido por Callaham, Deltredici e Torrey, em 1978, apds inumeras

tentativas.

As associacOes actinorrizicas sdo importantes, pois a simbiose propicia a
fixacdo bioldgica do nitrogénio em nado-leguminosas de regides de clima muito frio,
onde muitas plantas actinorrizicas crescem em solos pobres de vegetagdo e
nutrientes (BENSON; SILVESTER, 1993).

3.3.3 Controle bioldgico

A utilizacdo de defensivos agricolas no controle de doencas que atacam
raizes de plantas eleva o custo de producédo e pode implicar em poluicdo do solo e
subsolo. Por outro lado, o uso de agentes de controle biolégico para o combate a tais
doencas torna-se cada vez mais importante, tanto pela economia que propicia, como

pelo menor impacto ambiental e riscos de aplicagao.

O controle biolégico € baseado na interagcdo entre os agentes de controle e
0s organismos-alvo, geralmente patdgenos, que se distribuem no solo, rizosfera e
rizoplano. Desta forma, a habilidade de um microrganismo em colonizar o sistema
radicular de uma planta hospedeira € um importante critério para sua sele¢gdo como
agente de biocontrole de doencas de raizes (FREITAS; GERMIDA, 1991).

Pouco se sabe sobre o papel das bactérias endofiticas em plantas sadias.
Contudo, bactérias epifiticas e rizosféricas tém sido cada vez mais estudadas como
agentes no biocontrole de doencgas de plantas.

Alguns trabalhos referem-se a atividade dos actinomicetos endofiticos na
protecdo de plantas contra patégenos e na influéncia dos metabdlitos desses
microrganismos no crescimento e fisiologia vegetal (SHIMIZU et al., 2001;
NISHIMURA et al. 2002; EL-TARABILY, 2003).

Atualmente, microrganismos endofiticos tém sido usados para expressar e
secretar produtos Uteis a planta hospedeira sem a necessidade de integracdo de
DNA estranho no genoma da planta. Com isso, as bactérias endofiticas apresentam
multiplas aplicagdes no melhoramento da producao na agricultura (ZINNIEL et al.,
2002).
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Em termos ecoldgicos, o uso de microrganismos endofiticos especificos
pode ser preferivel ao uso de fertilizantes quimicos néo-especificos e herbicidas,
considerando-se custo, tempo de efetividade e contribui¢cdes para sistemas agricolas
sustentaveis (FAHEY, 1988; ZINNIEL et al., 2002). A realizacdo destes estudos
requer o isolamento, cultivo e caracterizacdo da diversidade taxonémica, genética e
metabdlica dos microrganismos, conhecimento sem o qual o potencial para o
desenvolvimento de associagdes efetivas entre microrganismos endofiticos e plantas
fica bastante limitado (FAHEY, 1988).

A associagcado entre microrganismos endofiticos e planta hospedeira pode
propiciar beneficios reciprocos (BACON; HINTON, 1997). Segundo Mclnroy e
Kloepper (1995), uma vez dentro da planta, a bactéria escapa da competicdo com
outros microrganismos que comumente ocorrem no filoplano e rizosfera, podendo
adaptar-se a utilizacdo dos metabdlitos da planta para sua sobrevivéncia. Por outro
lado, os microrganismos endofiticos podem conferir algumas caracteristicas as
plantas hospedeiras como, por exemplo, aumento da resisténcia da planta
hospedeira em condicdoes de estresse hidrico; aumento da eficiéncia de fixacao de
nitrogénio; produgdo de fitohormbnios e outros compostos de interesse
biotecnol6gico (enzimas, antibiéticos e drogas antitumorais), além de proteger as
plantas contra insetos, patégenos e mesmo herbivoros domésticos como ovelha e

gado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo e amostragem de plantas de cupuacu

Os ensaios foram realizados com sementes de cupuagu (Theobroma
grandiflorum) do clone IR-C-8501, fornecidas pelo Centro de Pesquisa Agroflorestal
da Amazbénia Ocidental, EMBRAPA, Manaus (AM). As sementes (30) foram
plantadas em canteiros de uma area experimental do Campus do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Amazonas, individualmente, em
profundidade de aproximadamente cinco cm. O cultivo foi irrigado, uma vez ao dia,
sempre apds o meio-dia. Apés 15 dias de germinacao (crescimento extra-solo), as
plantulas foram coletadas e levadas ao laboratério para processamento. Repetiu-se a
coleta das plantulas quando estas completaram 30, 45 e 60 dias de idade. A
irrigacao foi sempre suspensa nas 48 horas que precederam a coleta.

4.2 Isolamento de actinomicetos endofiticos

Em laboratério, as plantulas tiveram duas folhas e duas raizes selecionadas
e submetidas ao processo de esterilizacdo de superficie, segundo a metodologia
descrita a seguir. As folhas foram submersas, sucessivamente, em solugdo de alcool
etilico 70% por 1 minuto, seguido de imersdo em solucao de hipoclorito de célcio a
2% por 5 minutos e solugao de alcool etilico 70% por 1 minuto. Apo6s este tratamento,
as folhas foram lavadas duas vezes em agua destilada esterilizada e cortadas em 12
pequenos fragmentos de aproximadamente 5 mm de comprimento, onde quatro
fragmentos foram inoculados em placas de Petri contendo os meios de cultura ISP 2
acrescido de amido (ISP 2A, Apéndice, item 8.1.3), Agar Amido-Caseina (AC,
Apéndice, item 8.1.1) e Agar Rafinose-Histidina (RH, Apéndice, item 8.1.7), contendo
50 pg/mL do antifiingico cicloheximida. As placas foram incubadas a 30° C por até 30

dias. O mesmo procedimento descrito para as folhas foi efetuado para as raizes.
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As linhagens obtidas no isolamento foram transferidas para novas placas de
Petri contendo o meio ISP 2A e, conforme a necessidade, purificadas pela técnica de
“spread-plate”. As culturas puras foram preservadas em criotubos, contendo glicerol
20% e congeladas em ultrafreezer a -80° C, conforme modificagdo do método

descrito por Zipel e Neigenfind (1988).
4.3 Caracterizacao de atividade antimicrobiana

A caracterizacao da atividade antimicrobiana foi realizada em cultivos em
meio sélido e meio liquido, pela difusdo do composto biativo em agar, conforme a
descricao a seguir. Os microrganismos-teste foram inoculados em meios de cultivo
especificos e obedeceram a uma temperatura e periodo de incubacao, conforme se

observa abaixo:

« Staphylococcus aureus (CCT 1352): Agar Mieller-Hinton (Apéndice, item 8.1.5),
37° C por 24 horas;

« Listeria monocytogenes: Agar Miieller-Hinton, 37° C por 24 horas;

« Bacillus cereus (CCT 0198): Agar Mieller-Hinton, 37° C por 24 horas;

« Escherichia coli (CCT 0547): Agar Mueller-Hinton, 37° C por 24 horas;

« Pseudomonas aeruginosa (CCT 3971): Agar Miieller-Hinton, 37°C por 24 horas;

« Mycobacterium smegmatis (DAUFPE-71): Agar Soja-Tripticaseina (Apéndice, item
8.1.10), 30°C por 72 horas;

« Candida albicans (CCT 0776): Agar Sabouraud (Apéndice, item 8.1.8), 30° C por 48

horas;
« Aspergillus flavus (CCT 4952): Agar Sabouraud, 30° C por 72 horas.

Para os ensaios de cultivo em meio sélido, o teste de atividade
antimicrobiana foi feito segundo a metodologia descrita por Ichikawa, Ishikura e
Ozaki (1971). A metodologia também conhecida como “Método do Bloco de Gelose”
consistiu em inocular 1 mL da suspens&o do actinomiceto, na concentragéo de 10° a
10" UFC/mL, pela técnica de “spread-plate”, adicionando-se 15 mL do meio de
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cultura ISP 2A na placa de Petri. Apos cinco a sete dias de incubagéo a 30° C,
blocos de gelose circulares de 6 mm de didmetro foram transferidos para as placas
de ensaio de atividade previamente inoculadas com 0s microrganismos-teste,
utilizando uma suspensao de células padronizadas na concentracdo aproximada de
1,2 x 10° UFC/mL, semeados pela técnica de “spread-plate”. As placas foram
incubadas respeitando-se as caracteristicas fisiol6gicas de cada microrganismo-
teste, conforme descrito anteriormente. O teste foi realizado em triplicata para todas
as linhagens. Apds o periodo de incubacédo, a média dos didametros dos halos de
inibicdo de cada bloco foi determinada.

Os ensaios em meio liquido foram realizados conforme a metodologia
descrita por Waksman e Woodruff (1941). As linhagens foram cultivadas sob
agitacdo a 180 rpm em 50 mL meio de cultivo liquido M1 (Apéndice, item 8.1.12) em
Erlenmeyers de 250 mL com tamp&o de algoddo, por 120 horas a 30° C. A
concentragao de células inoculada por frasco foi de 10° a 10” UFC /mL.

Ap6s o periodo de crescimento, 10 pL do liquido metabdlico foram
inoculados em um disco de papel de filtro estéril com seis mm de diametro e este foi
colocado sobre a superficie de placas de Petri previamente inoculadas com os
microrganismos-teste (1,2 x 10° células/mL) por “spread-plate”. Apds o periodo de
incubacdo dos microrganismos-teste, a média do didmetro dos halos de inibicao, de

ensaios em triplicata foi determinada.
4.4 Caracterizacao taxonémica convencional

As linhagens foram crescidas nos meios ISP 2, ISP 3 (Apéndice, item 8.1.4),
ISP 4 (Apéndice, item 8.1.9) e incubadas a 30° C por até 21 dias e visualmente
determinou-se a cor do micélio aéreo. A cor do micélio vegetativo foi determinada

pela observacao do verso da coldnia.

A produgdo de pigmentos melanoides foi avaliada nos meios ISP 6
(Apéndice, item 8.1.6) e ISP 7 (Apéndice, item 8.1.11), apds incubadagéo a 30° C por
2 e 4 dias.
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A determinagdo das caracteristicas micromorfolégicas das linhagens foram
realizadas de acordo com a metodologia descrita em Shirling e Gottlieb (1966), Cross
(1994) e Lechevalier (1989). As linhagens foram cultivadas nos meios ISP 2A, ISP 3
e ISP 4, sendo incubadas a 30° C por até 21 dias.

4.5 Caracterizacao molecular

4.5.1 Extracao de DNA genémico

A extracdo do DNA genbémico das linhagens isoladas foi realizada segundo
Massana et al. (1997), com algumas modificagdes. Utilizou-se cerca de 50 mg de
biomassa lavada com 1,5 mL de tampao NaCl 0,1 M + EDTA 0,1 M. O micélio foi
desagregado mecanicamente com auxilio de um pistilo em 900 pL de tampao de lise
(EDTA 40 mM; Tris-HCI 50 mM pH 8,0; sacarose 0,75 M; lisozima 1 mg/mL).
Posteriormente, foi adicionado SDS 10% (concentracao final de 1%) e proteinase K
(concentracgéo final de 0,5 mg/mL), incubando-se a 37 °C durante 30 minutos apos
adigéo do primeiro reagente e a 55 °C por 2 horas apds adi¢cdo do segundo reagente.
O DNA foi extraido duas vezes com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e
centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos e a fase aquosa transferida para um novo
tubo. Precipitou-se o DNA genémico com 0,1 volume de NaCl 5 M e 2 volumes de
etanol 96% gelado, com incubagéo overnight a -20 °C. Centrifugou-se a 12.000 rpm
por 15 minutos, lavou-se o sedimento e paredes do tubo com etanol 70% gelado e
aplicou-se pulsos curtos de centrifugacdo. Secou-se o sedimento a temperatura

ambiente. Ressuspendeu-se o sedimento em 20 a 50 pL de tampao TE pH 8,0 e

estocou-se a —20° C.
4.5.2 Amplificacao do rDNA 16S

Fragmentos de rDNA 16S foram amplificados a partir do DNA gendmico pela
reacdo em cadeia de polimerase (PCR), utilizando-se os primers p27f (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3; LANE, 1991) e p1401r (5-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAGG-3’; HEUER et al., 1997). As reagbes de PCR
continham 100 ng de DNA genbmico, 0,2 mM de dNTP, 0,2 uM de cada primer, 2 U

de Taq polimerase (Amersham Biosciences), 1X tampao de Taqg polimerase
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(Amersham Biosciences), em volume final de reacdo de 50 pL. As condi¢cbes de
amplificagao consistiram de uma etapa inicial de desnaturagdo com um ciclo a 95°C
por 2 minutos, seguido de uma etapa de anelamento e extensdao com 30 ciclos a 94°
C durante 1 minuto, 55° C por 1 minuto e 72°C por 3 minutos € um ciclo final de
extensdao a 72C durante 3 minutos, em termociclador da marca Perkin Elmer,
modelo GeneAmp 2400. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,2%, corados com brometo de etidio (10 pg/mL) e fotografados sob
luz ultra-violeta (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1989). Produtos de amplificacao

foram armazenados a —20 °C.
4.5.3 Analise de restricao do rDNA 16S (ARDRA)

Cerca de 1 pg de produtos de amplificacdo de rDNA 16S foram clivados com
as seguintes enzimas de restricdo: Alu | (Amersham Biosciences), Dde | (Amersham
Biosciences), Hae Il (Amersham Biosciences) e Rsa | (Gibco BRL), segundo o
protocolo dos fabricantes. Os perfis que congregaram um grande numero de isolados
foram novamente digeridos utilizando-se as enzimas Msp | (Amersham Biosciences),
Sau3A | (Amersham Biosciences) e Taqg | (Amersham Biosciences), conforme
protocolo do fabricante. A eletroforese dos produtos de restrigdo foi realizada em gel
de agarose 2,5% (1,5% agarose Low Melting Point e 1% agarose NA) a 80 V por
duas horas e meia, corando-se com brometo de etidio (10 pg/mL) e fotografados sob
luz ultravioleta (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1989).

4.5.4 Sequenciamento de rDNA 16S

Para o seqlienciamento direto do gene rDNA 16S, foram utilizados 800 ng de
produtos de PCR, purificados com o kit de purificagdo GFX™ (Amersham
Biosciences) e eluidos em 30 pL de agua deionizada. Os fragmentos de rDNA 16S
foram sequenciados pelo sistema automatizado ALF Express Il (Amersham
Biosciences), utilizando o kit de seqlenciamento Thermo Sequenase 7-deaza-dGTP
com primer fluorescente marcado (Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os primers utilizados no sequtienciamento do gene rDNA
16S foram: p10f (5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; Lane et al.,, 1985); p1100r (5’-
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AGGGTTGCGCTCGTTG-3’; Lane, 1991), e p782r (5-
ACCAGGGTATCTAATCCTGT-3’; Lane, 1991).

4.5.5 Analise filogenética

As seqliéncias obtidas, de aproximadamente 1100 pb, foram inicialmente
comparadas com sequéncias de rDNA 16S de microrganismos presentes em base
de dados publica (Genbank, http://www.ncbi.nih.gov) e alinhadas com as de maior
similaridade utilizando o software Clustal X. As sequéncias foram editadas utilizando
o software BioEdit versdo 5.0.9 e as andlises filogenéticas foram efetuadas
utilizando-se o software PAUP versao 4.0b10 (SWOFFORD, 1998), com o0 método de
distancia e algoritmo de construcao de arvores Neighbour-Joining (NJ).

A robustez dos grupos foi avaliada por meio de bootstrap com 1000
repeticoes (FELSENSTEIN, 1989) no software PAUP. As arvores foram construidas
utilizando-se o software TREEVIEW versao 1.6.6 (PAGE, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de actinomicetos endofiticos

O processo de esterilizacdo de superficie das plantas é um ponto critico no

isolamento dos actinomicetos endofiticos. A utilizagdo do hipoclorito de calcio

mostrou ser eficiente na esterilizagdo da superficie de folhas e raizes de Theobroma

grandiflorum, uma vez que nao se detectou o crescimento de microrganismos apos o

plagueamento da agua de lavagem destes 6rgaos.

Apdés um periodo de até 30 dias de incubagdo, coldénias emergiram dos

fragmentos de folhas e raizes, foram plaqueadas e purificadas. Os resultados deste

isolamento séo observados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Isolamento dos actinomicetos conforme material amostrado e condicao

de isolamento.

ORGAOS DA PLANTULA

(Idade em dias)

MEIO DE CULTIVO ] TOTAL
Folha Raiz
15 30 45 60 15 30 45 60
ISP 2A 1 1 0 1 1 0 3 5 12
AC 2 0 0 1 1 5 4 2 15
RH 0 0 1 0 1 7 5 11 25
SUB-TOTAL 3 1 1 2 3 12 12 18
52
TOTAL 7 45
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De acordo com estes dados, verificou-se uma variacao no numero total de
isolados nos trés meios testados, sendo que o meio RH se apresentou como o
melhor para o isolamento de actinomicetos endofiticos em plantulas de cupuagu,
com 25 (48,1%) isolados. Os meios ISP 2A e AC também mostraram eficiéncia para
o isolamento, obtendo-se 12 (23,1%) e 15 (28,8%) actinomicetos endofiticos,

respectivamente.

A escolha correta dos meios de cultivo € um dos principais critérios para o
isolamento de actinomicetos endofiticos. Apesar de Holt et al. (1994) terem
observado que os meios de cultivo contendo amido sdo mais eficientes no

isolamento dos actinomicetos em geral, isto n&o foi observado neste trabalho.

Pode-se observar também que a freqiéncia de isolamento de actinomicetos
endofiticos das raizes foi maior do que das folhas. E que o fator idade da planta foi
um fator preponderante no isolamento de actinomicetos endofiticos da raiz de
cupuacuzeiro. De um modo geral, verifica-se que quanto mais jovem a planta, menor
a freqiéncia de isolamento de actinomicetos endofiticos na raiz, mas que na folha
nao ocorre alteracdes significativas. No entanto, Mclnroy e Kloepper (1995)
verificaram que ocorria uma diminuicdo na populacdo de bactérias endofiticas
encontradas em hastes de milho com a maturidade da planta. Segundo estes
autores, estas variagbes podem estar relacionadas com fatores ambientais, tais
como variagdes sazonais e caracteristicas do solo onde foram crescidos, e/ou fatores
intrinsecos da planta, que podem estar relacionados a mecanismos fisiol6gicos que
ocorrem com a maturacdo da planta, os quais podem viabilizar ou inviabilizar a

colonizagcao dos actinomicetos.
5.2 Caracterizacao de atividade antimicrobiana

Convencionou-se a classificacao da atividade antimicrobiana como:

» Inerte (-): auséncia de halo de inibi¢ao;

» Baixa (+): diametro do halo de inibicdo entre 7 a 10 mm;

* Moderada (+ +): diametro do halo de inibicao entre 11 a 14 mm;
* Alta (+ + +): didmetro do halo de inibigao superior a 14 mm.
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A atividade antimicrobiana em meio so6lido e em meio liquido foi testada nas

52 linhagens e a Tabela 5.2 mostra somente o resultado das linhagens que

apresentaram atividade antimicrobiana para os microrganismos-teste utilizados.

Tabela 5.2. Caracterizagao da atividade antibidtica apresentada pelos actinomicetos

endofiticos, em meio sélido e em meio liquido.

ISOLADO

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
(Meio Sadlido)

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

(Meio Liquido)

S. aureus | B. cereus

E. coli

C. albicans

A. flavus

C. albicans

™ 3

++

+

™ 8

™9

™ 14

™ 16

™ 19

™™ 20

™ 22

™™ 23

™ 24

™ 26

T™ 33

T™ 40

T™ 42

T™ 47

T™ 49

T™ 50

T™ 52

T™ 54

™ 62

T™ 65

T™ 68

T™ 70
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Nenhuma das linhagens testadas foi capaz de inibir o crescimento de Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e Mycobacterium smegmatis. NO meio
solido foi detectada atividade antimicrobiana baixa a moderada, mas com um amplo
espectro de agao, ou seja, atividade sobre bactérias e fungos. Vinte e trés (44,2%)
linhagens mostraram antibiose contra os microrganismos-teste utilizados, dos quais
nove (39,1%) mostraram atividade contra Staphylococcus aureus, cinco (21,7%)
contra Bacillus cereus, quatro (17,4%) contra Escherichia coli, sete (30,4%) contra
Candida albicans e quatro (17,4%) contra Aspergillus flavus. Vale ressaltar que, de
um modo geral, estes actinomicetos endofiticos apresentaram mais atividade

antifingica (Figura 5.1) que antibacteriana.

Figura 5.1. Ensaios de atividade antifungica contra

Candida albicans (A) e Aspergillus flavus (B).

Observou-se também que 10 (43,5%) dos actinomicetos isolados de plantas
com 60 dias de idade foram o grupo bioativo de maior deteccdo da atividade
antimicrobiana em meio sélido (Bloco de Gelose), seguido das linhagens isoladas de
plantas com 30 dias, 45 dias e 15 dias, com 30,4%, 17,4% e 8,7% das atividades
antimicrobianas, respectivamente. De um modo geral, estas linhagens sao
produtoras de antibiéticos com atividade antimicrobiana contra bactérias (Gram-
positiva e Gram-negativa) e fungos testados.

O fato das outras 29 linhagens nao apresentarem atividade antimicrobiana
detectavel, nao significa que estas sejam incapazes de produzir antibioticos. Novos

ensaios utilizando outros meios de cultivo para o crescimento dos actinomicetos e
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outros microrganismos-teste poderéo ser utilizados posteriormente, visando melhorar

a deteccao de antibiose.

Na caracterizacao de atividade antimicrobiana em meio liquido, observou-se
que apenas 6 (11,5%) linhagens apresentaram atividade antagonista. As linhagens
bioativas mostraram apenas atividade antifungica, que variaram de baixa a

moderada, contra a levedura Candida albicans (Tabela 5.2).

Na Tabela 5.2, observa-se que apesar das linhagens TM3, TM22, TM26,
TM33 e TM68 terem apresentado atividade moderada no ensaio em meio sélido para
Candida albicans, estas linhagens se mostraram com baixa atividade quando
ensaiada em meio liquido. Detectou-se uma atividade antifungica moderada para
Candida albicans no ensaio em meio solido pela linhagem TM65, mas esta se
mostrou inerte no ensaio em meio liquido. A linhagem TM24 foi a Unica que manteve
uma atividade antimicrobiana moderada para Candida albicans por esta técnica.

Observou-se que a maioria dos isolados produziu compostos bioativos com
atividade antifungica e isto pode ser devido as condicées da planta com o meio
ambiente, haja vista que a maioria das doencas do cupuaguzeiro é causada por
fungos e pode estar relacionado a susceptibilidade da planta a estes microrganismos
(BENCHIMOL, 2000).

Estes resultados podem sugerir que a composicao do meio liquido utilizado
ndo tenha estimulado a biossintese do antibi6tico antifungico ou que haveria a
necessidade de aumentar o tempo de cultivo sob agitagédo, pois Sardi et al. (1992)
isolaram actinomicetos endofiticos de diferentes plantas e observaram atividade
antimicrobiana para Fusarium oxysporum apds 10 dias de cultivo sob agitagcdo em
caldo PGC. Os actinomicetos endofiticos isolados por Araujo, Silva e Azevedo (2000)
relataram atividade antifungica para C. albicans com 72 horas de cultivos sob
agitacdo em caldo ISP 3. No caso da linhagem TMG65, pode-se sugerir que a
formacado de esporos pelo actinomiceto pode ser uma condi¢do importante para
producdo do composto bioativo, j& que se sabe que determinados antibidticos sdo
produzidos somente quando o actinomiceto esta em fase de esporulagdo. Sugerimos
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que sejam testados outros meios liquidos para producdo do antibiético antifungico

biossintetizado.

Normansell (1986) relatou que o método de Ichikawa, Ishikura e Ozaki
(1971), utilizando blocos de &gar, apresentava baixa resolugdo na deteccao de
antibiéticos produzidos em pequenas concentracées. No entanto, no presente
trabalho observou-se um amplo espectro de atividade antimicrobiana sobre os
microrganismos-teste utilizados, contrario aos dados de Normansell (1986). Desta
forma, ndo se recomenda o desuso deste método de triagem inicial de atividade,

quando a utilizagdo de métodos mais sensiveis de analise ndo for uma opgao viavel.

Apesar do ensaio de atividade antimicrobiana em meio liquido ser o mais
comumente utilizado na determinacdo de atividade antimicrobiana, neste
experimento esta estratégia mostrou-se limitada e de baixa sensibilidade. Fatores
diversos podem afetar a biossintese de metabdlitos em condi¢ées de cultivo, tal
como a producdo sincronizada de metabdlitos secundarios durante a fase de
esporulacdo, a qual é mais dificil de ocorrer em meio liquido, e a composi¢céo do
meio de cultivo, além de outros. Os trabalhos de Bieber et al. (1998), Castillo et al.
(2002) e Castillo et al. (2003) descrevem que Streptomyces spp. endofiticos sao
bons produtores de antibiéticos antibacterianos. Enquanto que, Shimizu et al. (2000),
Nishimura et al. (2002) e Ezra et al. (2004) isolaram Streptomyces endofiticos que
sdo produtores de antibidticos antifungicos. Nestes trabalhos, foram utilizados o
Caldo Batata-Dextrose, Caldo soja-caseina, Caldo nutriente, entre outros. Observa-
se que, em geral, ndo ocorre a utilizagdo de um meio de cultivo liquido padrao para a
deteccao de atividade antimicrobiana entre os pesquisadores. Provavelmente, esta
escolha se baseia em critérios como disponibilidade ou baixo custo dos reagentes,
desta forma, resultados similares dificilmente serdo alcangados.
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5.3 Caracterizacao taxonémica e identificacao dos actinomicetos

Visualmente determinou-se a cor do micélio aéreo dos actinomicetos
endofiticos que variou de branco, bege e cinza, e do micélio vegetativo, de amarelo a

preto.

A maioria das linhagens apresentou pigmento melandide com coloracao que
variou de marrom a preto, enquanto que outras nao produziram pigmento nos meios

utilizados.

Dez linhagens (TM22, TM35, TM40, TM43, TM44, TM52, TM54, TM55, TM58
e TM69) ndao apresentaram estruturas tipicas para identificagdo, necessitando a

utilizacéo de outros meios de cultivo para o seu crescimento.

A coloragédo apresentada pelo micélio aéreo, a pigmentacédo e a forma da
cadeia de esporos dos actinomicetos endofiticos isolados é apresentada na Tabela
5.3.

Tabela 5.3. Caracteristicas macro e micromorfolégicas dos actinomicetos isolados.

ISOLADO COLORAGAO DO PRODUGAO DE CADEIA DE

MICELIO AEREO PIGMENTOS ESPOROS*
T™ 1 Cinza Ausente RA
™ 3 Branco Ausente RA
™ 4 Cinza Ausente S
T™M 5 Bege Ausente S
™7 Cinza Ausente S
™ 8 Cinza Marrom S
™9 Cinza Marrom S
T™ 10 Cinza Marrom S
™ 11 Cinza Marrom S
™ 12 Branco Marrom S
™ 13 Cinza Marrom S
™ 14 Cinza Marrom S
T™M 15 Bege Marrom S
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Tabela 5.3. Continuagéo.

ISOLADO COLQRAC}AO DO PRODUCAO DE CADEIA DE
MICELIO AEREO PIGMENTOS ESPOROS*
™™ 16 Cinza Marrom S
™ 17 Cinza Preto RF
™™ 19 Cinza Marrom S
T™ 20 Cinza Marrom S
™ 23 Cinza Marrom S
™ 24 Branco Ausente RF
T™ 25 Branco Ausente RF
™ 26 Branco Ausente RF
™ 27 Branco Ausente S
™ 28 Branco Ausente S
™™ 29 Cinza Ausente S
T™ 30 Branco Ausente S
T™ 31 Cinza Ausente S
T™ 32 Cinza Ausente S
T™ 33 Branco Ausente RF
™ 34 Cinza Marrom S
T™ 42 Cinza Ausente S
™ 47 Branco Ausente S
T™ 49 Branco Ausente S
T™M 50 Cinza Marrom S
T™M 56 Cinza Marrom S
T™ 57 Cinza Marrom S
T™M 59 Cinza Marrom S
™ 62 Cinza Ausente S
T™ 63 Cinza Marrom S
™ 64 Branco Ausente RF
T™ 65 Branco Ausente RF
T™ 68 Branco Marrom S
T™M 70 Cinza Marrom S

(*) RA (retinaculiaperti) = enlagado ; RF (rectiflexibiles) = reto flexivel; S (spirales) = espiral
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A caracterizagcdo da micromorfologia, acompanhada durante 21 dias,
mostrou diversos tipos de cadeias de esporos. As linhagens observadas
apresentaram micélio ramificado ndo fragmentado, o micélio aéreo apresentou
esporoforos espiralados, enlagados, retos e/ou flexiveis. Estas caracteristicas macro
e micromorfolégicas sao sugestivas para o género Streptomyces.

5.3.1 Analise de Restricao do rDNA Amplificado (ARDRA)

O ARDRA apresentou 0s seguintes perfis de restricdo com as enzimas Alu |,
Dde |, Hae lll e Rsa | para as 50 linhagens de actinomicetos analisados (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Perfis de ARDRA de linhagens selecionadas obtidos com as
enzimas Alul (A), Dde | (B), Hae lll (C) e Rsal (D).
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Quando estes perfis foram analisados em conjunto (fase 1), observou-se 13
diferentes ribotipos dentre os actinomicetos analisados. Destes, dez formaram um

perfil de restricdo Unico e trés perfis tiveram varios representantes.

Fragmentos de rDNA 16S de linhagens alocadas nos grupos de ARDRA que
congregaram um grande numero de isolados foram novamente digeridos utilizando-
se as enzimas Msp |, Sau3A | e Taq | (fase 2), visando maior diferenciacao interna

destes grupos e os resultados sdo observados na Figura 5.3.
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Figura 5.3. Perfis de ARDRA de linhagens representantes dos perfis majoritarios
obtidos com as enzimas Msp | (A), Sau3A | (B) e Taq | (C).
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A Tabela 5.4 mostra o resultado da compilagdo dos perfis de restricdo e os

respectivos dados de isolamento das linhagens.

Tabela 5.4. Compilacdo dos perfis de restricdo apresentados pelos actinomicetos
endofiticos testados.

ISOLADG| AGRUPAMENTO | AGRUPAMENTO ORIGEM
(Fase 1) (Fase 2) Planta / Orgao Idade l\(/l)eiol de
ultivo
T™ 1 AAAA — P1 - Folha 2 15 dias AC
T™M 5 CBBA — P3 - Folha 1 15 dias AC
T™ 16 BCCA — P5 - Raiz 1 30 dias RH
T™ 17 DBBA — P6 - Raiz 1 30 dias RH
T™ 22 ACAA — P4 - Raiz 2 30 dias AC
T™ 35 EEEC — P7 - Raiz 1 45 dias AC
TM 40 FFFD — P9 - Folha 2 45 dias RH
TM 50 GBAA — P10 - Raiz 2 60 dias RH
T™M 54 HDDB — P11 - Raiz 2 60 dias RH
T™ 68 BBBA — P10 - Raiz 1 60 dias ISP 2A
™ 3 ABAA(O) aaa P2 - Folha 2 15 dias ISP 2A
™ 24 O aaa P7 - Raiz 1 45 dias AC
T™ 25 O aaa P7 - Raiz 2 45 dias AC
TM 33 O aaa P9 - Raiz 2 45 dias RH
™ 64 0 aaa P12 - Raiz 2 60 dias ISP 2A
T™ 65 0 — P11 - Raiz 2 60 dias RH
™ 4 BBAA( ) aab P1 - Raiz 2 15 dias ISP 2A
™7 aab P3 - Raiz 1 15 dias RH
™ 11 aab P4 - Raiz 1 30 dias RH
T™M 15 abb P4 - Raiz 2 30 dias RH
T™ 23 aab P4 - Raiz 1 30 dias AC
T™ 26 ach P8 — Raiz 1 45 dias RH
™ 27 aab P8 - Raiz 2 45 dias RH
T™ 28 aab P9 - Raiz 1 45 dias AC
T™ 29 aab P9 - Raiz 1 45 dias ISP 2A
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Tabela 5.4. Continuagéao.

1SoLADG| AGRUPAMENTO | AGRUPAMENTO ORIGEM
(Fase 1) (Fase 2) Planta/Orgao | Idade l\éeio. de
ultivo
T™ 30 aab P9 - Raiz 1 45 dias ISP 2A
T™ 31 aab P9 — Raiz 1 45 dias RH
T™ 32 aab P9 — Raiz 1 45 dias RH
™ 34 aaa P7 - Raiz 2 45 dias ISP 2A
TM™M 42 aab P10 - Raiz 1 60 dias ISP 2A
T™M 43 aab P12 - Raiz 1 60 dias RH
T™ 44 aab P12 - Raiz 2 60 dias AC
T™ 47 aaa P10 - Raiz 2 60 dias ISP 2A
T™ 49 aab P10 - Raiz 2 60 dias RH
TM 56 a-a P12 - Raiz 2 60 dias RH
T™ 57 aab P12 - Raiz 2 60 dias RH
TM 59 aaa P11 - Folha 2 60 dias AC
T™ 62 aab P12 - Raiz 1 60 dias RH
T™ 63 — P12 - Raiz 1 60 dias RH
TM 70 aab P12 - Raiz 2 60 dias RH
™ 8 BBCA(-) bac P3 - Raiz 2 15 dias AC
™ 9 . bac P4 - Folha 2 30 dias ISP 2A
T™M 10 . bbc P4 - Raiz 1 30 dias AC
™ 12 . bac P4 - Raiz 1 30 dias RH
T™M 13 . bac P4 - Raiz 2 30 dias AC
™ 14 . bac P4 - Raiz 2 30 dias RH
™ 19 . bac P6 - Raiz 2 30 dias RH
T™ 20 . bac P6 — Raiz 2 30 dias AC
TM 55 . bac P12 - Raiz 2 60 dias AC
T™ 69 . bac P11 - Raiz 2 60 dias ISP 2A

- = digestao nao realizada
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Segundo os resultados apresentados nesta tabela, a nova digestdo dos
grupos majoritarios forneceu um total de 17 perfis. De acordo com estes dados,
verifica-se que a maioria das linhagens que apresentou perfil Unico foi isolada de
raizes no meio de cultivo RH. Estas informagdes permitem inferir que as raizes de
cupuaguzeiro apresentam maior diversidade de actinomicetos, comparado com as
folhas, e que o meio RH é o mais propicio para o isolamento. A principio, observa-se
que a idade da planta ndo € um parametro que afeta a ocorréncia de linhagens de

perfil Unico.

Podemos observar que os ribotipos com perfil ABAA, tendo 6 isolados, nao
mostraram diferenca mesmo com as enzimas Msp |, Sau3A | e Taq |, e por isso
infere-se que representam um mesmo isolado. Este resultado ndo pode ser
estendido para a linhagem TMG65, pois a mesma nao foi digerida com estas novas

enzimas.

Por outro lado, as linhagens com perfil BBAA, com 24 isolados,
apresentaram quatro novos ribotipos frente as novas enzimas testadas, onde se
pode sugerir que existem pelo menos quatro grupos taxonomicamente distintos.
Assim sendo, as linhagens TM28, TM29, TM30, TM31 e TM32 sdo um mesmo
isolado, pois sao originados da mesma planta e do mesmo 6rgéao. O mesmo pode ser
extrapolado para as linhagens TM42 e TM49, e para as linhagens TM43, TM44,
TM57, TM62 e TM70 que também foram isoladas das raizes da mesma planta.
Embora as linhagens restantes deste perfil tenham sido isolados de plantas
diferentes ainda assim sao possivelmente um mesmo isolado. Seguindo-se este
raciocinio, as linhagens TM34, TM47, TM56, TM59 sdao um mesmo isolado, mas
distinto dos demais. O mesmo ocorrendo para a linhagem TM15 e para linhagem
TM26.

O perfil BBCA representado por 10 isolados, apresentou dois novos ribotipos
apds a segunda digestao (fase 2), sendo a linhagem TM10 a unica diferente dentre

0s outros nove ribotipos.
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5.3.2 Sequenciamento do rDNA 16S e Analise filogenética

Foram escolhidas 26 linhagens, com os ribotipos mais distintos, para o
sequenciamento e analise filogenética de rDNA 16S. Foram obtidas seqiéncias de
aproximadamente 1000 pb. A similaridade destas sequéncias com as depositadas

em bancos de dados séo apresentadas na Tabela 5.5.

Tabela 5.5. Similaridade das seqiéncias de rDNA 16S obtidas para os isolados
selecionados com seqléncias de organismos relacionados da base de dados
GenBank.

ISOLADO SEQUENCIAS DE rDNA 16S SIMILARIDADE

RELACIONADAS (%)

Streptomyces somaliensis 97

S. albidoflavus 97

T™M 1 S. canescens 97
S. odorifer 97

S. felleus ... 97

S. somaliensis 99

S. albidoflavus 99

T™ 3 S. canescens 99
S. odorifer 99

S. felleus ... 99
Streptomyces sp. Z2 98

T™ 4 S. echinatus 97
Streptomyces sp. KN-0647 ... 96
Streptomyces sp. KN-0647 99

T™M 5 Streptomyces sp. S78 97
S. capoamus ... 97

S. cinnabarinus 98
Streptomyces sp. SS 98

™™ 8 S. panayensis 98
S. griseoruber 98

S. galbus ... 98
Streptomyces sp. SS 98

™9 S. panayensis 98
S. cinnabarinus 98

S. galbus ... 98
Streptomyces sp. SS 98

S. panayensis 98

T™ 10 S. galbus 98
Streptomyces sp. LS-1 98

S. capoamus ... 98

S. fimbriatus 97

S. avermitilis 97

™ 11 S. ciscaucasicus 97
S. viridochromogenes 97

S. griseochromogenes ... 97
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Tabela 5.5. Continuagao.

ISOLADO SEQUENCIAS DE rDNA 16S SIMILARIDADE

RELACIONADAS (%)

Streptomyces sp. SS 98

™ 12 S. panayensis 97
S. galbus ... 97
Streptomyces sp. SS 98

S. panayensis 98

T™ 13 Streptomyces sp. LS-1 98
S. lincolnensis 98

S. galbus ... 98
Streptomyces sp. SS 99

™ 14 S. panayensis 98
S. galbus ... 98

S. fimbriatus 98

T™ 15 S. avermitilis 98
Streptomyces sp. GE90852 ... 97
Streptomyces sp. SS 97

™™ 16 S. panayensis 97
S. galbus 97
Streptomyces sp. LS-1 ... 96
Streptomyces sp. YNUCC0233 99

™ 17 Streptomyces sp. 050642 99
Streptomyces sp. NT322 ... 96

S. fimbriatus 98

™ 23 S. avermitilis 97
S. ciscaucasicus ... 97

S. somaliensis 99

S. albidoflavus 99

™ 24 S. canescens 99
S. odorifer 99

S. felleus ... 99

S. seoulensis 98

™ 25 S. argillaceus 97
S. kathirae ... 97

S. somaliensis 98

S. albidoflavus 98

™ 26 S. canescens 98
S. odorifer 98

S. felleus ... 98
Streptomyces sp. KN-0647 97

™ 27 S. capoamus 97
Streptomyces sp. S78 ... 96

S. fimbriatus 98

T™ 28 S. avermitilis 97
Streptomyces sp. GE90852 ... 97

S. fimbriatus 98

T™ 34 S. avermitilis 98
Streptomyces sp. GE90852 ... 97
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Tabela 5.5. Continuagao.

ISOLADO SEQUENCIAS DE rDNA 16S SIMILARIDADE

RELACIONADAS (%)

Streptomyces sp. GE90852 96

S. capoamus 96

T™M 50 S. galbus 96
S. fimbriatus 96

S. hygroscopicus ... 95

S. fimbriatus 98

T™ 56 S. avermitilis 98
Streptomyces sp. GE90852 98

S. ciscaucasicus ... 97

S. fimbriatus 98

T™ 57 S. avermitilis 98
Streptomyces sp. GE90852 ... 97
Streptomyces sp. GE90852 98

S. capoamus 98

T™ 63 S. panayensis 98
S. galbus 98

S. fimbriatus ... 98
Streptomyces sp. GE90852 98

T™ 68 S. galbus 97
S. capoamus 97

Para a andlise filogenética foi utilizado o segmento de posicdo 60 a 1040.

Kitasatosporia setae foi utilizada como outgroup. A arvore filogenética resultante do

método de distancia (Neighbour-Joining) esta apresentada na Figura 5.4.
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94 Isolado TM 4
_,_E Streptomyces sp. Z2 (AF068055)
S. echinatus ISP 5013 (AJ399465)
73 99— Isolado TM 5
ﬂyces sp. KN 0647 (AY029696)
Isolado TM 27

Isolado TM 25
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88 S. galilaeus JCM 4757" (AB045878)
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—100]
89

Kitasatosporia setae DSM 43861 T (M55220)

0.01

Figura 5.4. Relagao filogenética entre Streptomyces endofiticos de plantulas de
cupuaguzeiro baseada na analise de sequéncias de rDNA 16S (método de distancia,
Neighbour-Joining; valores de bootstrap >70% indicados nos ramos).
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Na Figura 5.4, observa-se que as linhagens com perfil de restricdo unico que
foram sequenciadas (TM1, TM5, TM16, TM17, TM50 e TM68) ndo agruparam com
nenhuma das espécies conhecidas do género Streptomyces utilizadas. Esta figura
ainda mostra que as linhagens com perfil de restrigdo ABAA analisadas nao
formaram um agrupamento muito consistente, por outro lado, as linhagens com perfil
BBAA e BBCA analisadas formaram grupos muito mais consistentes, com valores de
bootstrap de 91 e 86%, respectivamente. As excec¢des sao para as linhagens TM4,
TM26, TM27 e TM63 (todas com perfil BBAA) que acabaram formando um grupo
bem distinto daquele determinado no ARDRA.

Um fato curioso para estas linhagens endofiticas de cupuacguzeiro € que a
grande maioria dos isolados ndo teve similaridade conclusiva com as espécies
utilizadas nesta analise. As linhagens que apresentaram uma similaridade mais
significativa parearam com linhagens ainda desconhecidas contidas na base de
dados do GenBank, tais como o isolado TM4 e Streptomyces sp. Z2 (94%); o isolado
TM5 e Streptomyces sp. KN 0647 (99%); o isolado TM68 e Streptomyces sp.
GE90852 (71%); o isolado TM17 e Streptomyces sp. YNUCC0233 (100%), e desta
forma, infere-se que sejam novas espécies (Figura 5.4). Entretanto, estudos
complementares de hibridizagdo DNA-DNA precisam ser realizados para que o

isolamento de novas espécies possa ser confirmado.

A linhagem TM1 no sequenciamento apresentou similaridade de 97% com
algumas espécies de Streptomyces, no entanto, ndo mostrou nenhuma similaridade
na arvore filogenética com as espécies sugeridas no sequenciamento, valor de

bootstrap abaixo de 70%, 0 que pode indicar que seja uma nova espécie também.

Neste experimento, o sequenciamento do rDNA 16S nao foi um método
eficiente para a identificagdo de espécies do género Streptomyces isolados de
plantulas de cupuacguzeiro, sugerimos a utilizacao de outros marcadores moleculares

COMo 0 gene gyr ou rpo.

Todas as linhagens que apresentaram ribotipos Unicos pelo ARDRA (fase 1),
quando seqlienciadas, a principio, sugerem ser novas espécies. As quatro linhagens
deste grupo (TM22; TM35; TM40 e TM54) que nao foram seqlenciadas, devem ser

38



MATSUURA, T. Caracterizagdo taxonémica de actinomicetos endofiticos...

identificadas e analisadas filogeneticamente para obter o posicionamento taxonédmico

adequado, pois também podem ser novas espécies.

A principio, observa-se que a caracterizacao classica dos actinomicetos foi
corroborada pelo sequenciamento do rDNA 16S das linhagens testadas, onde

verificou-se que as mesmas pertenciam ao género Streptomyces.

Destaca-se a grande ocorréncia do género Streptomyces, onde neste estudo
foi isolado tanto de folhas quanto de raizes de plantulas de cupuaguzeiro. Outros
trabalhos mostram que este actinomiceto ja foi isolado de outras plantas como
género majoritario também, dentre os quais destaca-se o trabalho de Sardi et al.
(1992), onde descrevem o isolamento de 499 actinomicetos, dos quais 482 isolados
eram Streptomyces, de raizes de 28 espécies de plantas, e mais recentemente,
Coombs e Franco (2003) observaram que 88% dos actinomicetos endofiticos de

centeio (Triticum aestivum L.) pertenciam ao género Streptomyces.

A elevada incidéncia do género Sireptomyces nos isolamentos de
actinomicetos endofiticos pode ser devido a sua grande diversidade no solo, sua
baixa exigéncia nutricional e sua capacidade em crescer mais rapidamente e
abundantemente do que os demais actinomicetos nos meios de cultura. Enghusen
(1956 apud WAKSMAN, 1959) explica que a ampla distribuicdo das espécies de
Streptomyces se da devido aos pequenos esporos (1 a 1,5 por 0,5 a 0,8 um) e pela

sua resisténcia a seca (3 anos ou mais).

Sugere-se que estudos sobre as caracteristicas fisiologicas e metabdlicas do
cupuacuzeiro sejam incentivados para determinar a existéncia de substancia(s) que
permita(m) esta grande inter-relagcdo entre os actinomicetos endofiticos e a planta.
Deve-se, desta forma, fomentar as pesquisas em areas basicas como fisiologia,
nutricdo, genética, relagao planta/hospedeiro, e realizar mais experimentos utilizando

os actinomicetos endofiticos devido seu grande potencial biotecnolégico.

39



MATSUURA, T. Caracterizagdo taxonémica de actinomicetos endofiticos...

6 CONCLUSOES

A estratégia adotada para o isolamento de actinomicetos endofiticos de
cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) foi bem sucedida, permitindo o isolamento

de 52 isolados;

Para o isolamento de actinomicetos endofiticos de raizes de plantulas de
cupuacuzeiro o meio de cultivo Rafinose-Histidina Agar (RH) mostrou-se muito
eficiente, enquanto que os meios contendo amido na sua composi¢cdo, Caseina-
Amido Agar (AC) e ISP 2 acrescido com Amido (ISP 2A), mostraram-se melhores no
isolamento de actinomicetos endofiticos das folhas;

A incidéncia de actinomicetos endofiticos nas raizes de plantulas de
cupuaguzeiro sofre um aumento significativo durante o crescimento da planta,
enquanto que nas folhas nao ocorre alteragao significativa;

Os actinomicetos endofiticos de plantulas de cupuaguzeiro apresentaram
atividade antifungica e antibacteriana;

Os actinomicetos endofiticos presentes em folhas e raizes de plantulas de
cupuaguzeiro, até 60 dias de germinagdo, que foram sequenciados, sao
pertencentes ao género Streptomyces;

O isolado TM1 pode representar uma nova espécie do género Streptomyces,
assim como os isolados TM4, TM5, TM17 e TM68 que alinharam com espécies de
Streptomyces ainda desconhecidas.
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8 APENDICE

8.1 Meios de Culturas

Todos os meios de cultura foram preparados utilizando componentes de qualidade
certificada (Difco e Merck) e foram esterilizados em autoclave a 121° C durante 15

minutos.

8.1.1 Agar Amido-Caseina (AC)

AMIAO..c i 10,0 ¢
(7= 111 o = R 0,3¢g
Nitrato de POtaSSIO .....cceeiiiiiiiiiie e 2,09
Cloreto de SOI0.........ueeeeiiiiiiiiiieeee e 2,09
Fosfato hidrogeno dipotassiCo..... ..ccccevvveeeeerenenneee. 2,09
Sulfato de magneésio........cc. covveeeeieiiiiiiiee e, 0,059
Carbonato de CalCIO..........uunveveeeeieeiieeeeeeeeeeeeeee, 0,029
Sulfato ferroS0 .....eveiveiiiiieeeeeeeee e 0,01 ¢
AGAC oo 25,0 g
Agua destilada.........ccoeveveverereeeeeeee e 1000 mL

pH7,2+0,2

8.1.2 Agar Extrato de Levedura-Extrato de Malte (ISP 2)

Extrato de levedura...........cccooiviiieeiiiiiie 400
Extrato de malte.......cooooiiiiiiiii s 10,0 g
DEXIIOSE .eeeieeieieee e 409
AQA e 20,09
Agua destilada.........coevevevevevreeeeee e, 1000 mL

pH 7,3
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8.1.3 Agar Extrato de Levedura-Extrato de Malte modificado (ISP 2A)

7AYo 1T (o TSR 10,0 ¢
Extrato de levedura.........cccccuviiiiiiieiiiiiiieeeeeee 409
Extrato de malte........coooo s 10,0 g
DEXIIOSE .eeieeeiieee e 409
AQAC . 20,09
Agua destilada..........oevevevevereeeeeeee e 1000 mL

pH 7,3

8.1.4 Agar Farinha de Aveia (ISP 3)

Farinhade aveia.........ccoeeeeeveeiiiiiiiieeeeeeeeee 20,09
Solucao de tragos de SaiS .......cccceeeevevviiiiiieieeeeeenn. 1,0 mL
AQAr .o ———— 18,09
Agua destilada........ccccoooveveveeeeeieeeeeeeeeen 1000 mL
pH 7,2

8.1.5 Agar Miieller-Hinton (MH)

Extrato de care ... 20¢9
Hidrolisado acido de caseina.........cccccoevvuiveeeeeennns 17,5 ¢
AMIAO..cc s 1,5¢
AQA . 17,09
Agua destilada........ccccoveveveveeeeeeceeeeeereens 1000 mL

pH 7,3+ 0,1

8.1.6 Agar Peptona-Extrato de levedura-Ferro (ISP 6)

Agar peptona-ferro.........cooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 36,0 g
Extrato de levedura.........ccccueiiiiiiieiiiiiiieeeee 1,09
Agua destilada........cccoovoveveveeeeeeeeeeeeeeen 1000 mL

pH7,1£0,1
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8.1.7

8.1.8

8.1.9

Agar Rafinose-Histidina (RH)

RafiN0Se...ccvviiiiieeie 10,0 ¢
L-Nistiding .....cooeeeeeiie e 1,09
Sulfato de magnésio........cces cveeeeeeiiiiiiiee e 0,5¢
Sulfato ferroS0 .....uvmiiiiiiiiieee e 0,01 ¢
AGAT .o 25,0 g
Agua destilada........ccccoveveveveeeeeieeeeeeeen 1000 mL
pH7,2+0,2
Agar Sabouraud (SAB)
Peptona .....oooiiiiee 10,0 g
GIlICOSE.. it 40,0 g
AQA . 15,09
Agua destilada..........oeveveverereeeeeeee e 1000 mL
pH 5,6 + 0,2
Agar Sais Inorganicos-Amido (ISP 4)

Solucao de tragos de saiS........cccceecuevrvrririieeeeeeeeenn. 2,0 mL
SOIUGAOD | 500 mL
SOIUGAOD .. 500 mL
AQA . 20,09

8.1.10 Agar Soja-Tripticaseina (CASOY)

Peptona de caseina.......ccccoeieeeeeiiiiiiiieee e 15,0 ¢
Peptona de SOja.........eueeeiiieiiiiiiiiiiiiie e 50¢9
Cloreto de SOI0.......cooeeeeiiieieeeeee e 500
AGAT oo, 15,0 g
Agua destilada.........ccoeveveeeeeeereeceeeeeean 1000 mL

pH7,3+0,2
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8.1.11 Agar Tirosina (ISP 7)

(€1 Te7=T o R 15,0 ¢
L-tirOSING....coe oo 0,59
L-asparaging......ccceeereeeieeeeiiieee e 1,09
(80 o | =4 @ PR =T 1o [ £ ) 0,59
MQOSO4.7H20 oo 0,59
N =T 0,59
FESO4.7H2O ... 0,01 ¢
Solugado de tragos de sais........ccoeeevveeveeeiniicieeennnn. 1,0 mL
AQA .. 20,0 ¢
Agua destilada.........cccoeveveveeeeereeceeeeeean 1000 mL

GlICOSE....coeee e 10,0 g
Farinha de SOja.........cuueeiieiiiiiiiiiii 10,0 ¢
(0167¢=] (o o [<T10 Lo [0 J N 1,09
Carbonato de CAICIO.........coceeeeiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee, 500
Agua destilada............cocoveeeiiceeeeeeeeen, 1000 mL

pH7,2+0,2
8.2 Solucoes

8.2.1 Solugao |
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8.2.2 Solucao I

Fosfato hidrogeno dipotassiCo.......... cooevvveevereeenneee.
Sulfato de magnésio .........ooevuveeeeieiiniiiieeeeeeee,
Cloreto de SOI0.........ueeeieeiiiiiiiee e
Sulfato de amoOnio........cceveiviiiiiieeii e,
Carbonato de CalCIO......cceevviiiiiieeee e

Agua destilada........c.ccovoveveeeeeiieeeeeeeeee e 500 mL

8.2.3 Solucao de tracos de sais

Sulfato ferroS0 ....oeveeieeeeeeee e
Cloreto manganoso ........ccc. coeeeviiiieeiieeeiiiieeeeene

Sulfato de ZINCO ceneeeeeeee e,

Agua destilada...........ccocoeeeiieeeeeeeeeeeen, 100 mL
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