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RESUMO

A Biodiversidade Amazonica representa um grande potencial para descoberta
de novas linhagens bacterianas produtoras de biomoléculas ativas de
importancia biotecnolégica, como os antimicéticos que podem ser produzidos
por microrganismos endofiticos cujo o alvo pode ser a levedura Candida
albicans. Esta levedura esta presente no corpo humano de forma comensal,
sendo capaz de ocasionar graves infec¢des, principalmente em individuos com
o sistema imunolégico debilitado por doencas como cancer, AIDS e diabetes.
Ela apresenta resisténcia aos antifiUngicos disponiveis na atualidade. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi encontrar, a partir de bactérias da
Amazo6nia, uma bactéria capaz de produzir moléculas ativa contra a levedura
C. albicans afim de fazer a producdo de um extrato ativo que fosse possivel
fracionar e purificar a substancia ativa. Na busca desta substancia anti-candida,
apos a analise de bactérias de diversos habitats como aguas dos Rios Negro e
Solimbes e de cepas oriundas de colecdo de trabalho de bactérias endofiticas
do Laboratério de Genética Aplicada a Saude e a Biotecnologia da UEA
tiveram inicialmente seu potencial antimicrobiano testado frente a diferentes
microrganismos patogénicos (Micobacterium smegmatis, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus) por estrias cruzadas. Os microrganismos
com potencial foram selecionados e identificados por morfolégia e pelas
sequéncias da regido 16S do rDNA. Fez-se o cultivo em dois meios de cultura
diferentes para producédo do extrato bruto. A verificacdo da acdo anti-candida
foi por testes de difusdo em &gar e a quantificacdo desta através da
Concentracdo Minima Inibitoria (CIM). O extrato produzido foi pré-purificado por
cromatografia em coluna aberta e aplicou-se cromatografia em camada
delgada (CCD) para acompanhamento das fracBes obtidas. Ao total seis
bactérias endofiticas foram selecionadas por apresentarem atividade
antimicrobiana contra ao menos um dos patdgenos testados, porém, somente a
bactéria 229 apresentou-se ativa contra C. albicans sendo cultivada para
producdo do extrato e tentativa de identificacdo da substancia anti-candida. O
meio de cultura que apresentou melhor producdo da biomolécula foi o ISP2,
conforme avaliacdo do tamanho dos halos a partir do extrato produzido. A
colénia cultivada foi identificada como Bacillus amyloliquefaciens e
caracterizada morfologicamente como bacilos Gram positivo. A pre-purificagéo
resultou em duas fracBes ativas com CIM de 0,25 e 0,5 ug.mL™. Conclui-se
desta maneira que na Amazonia é possivel a identificacdo de bactérias com
atividades farmacolégicas a partir das quais pode-se produzir moléculas
antimicoticas.

Palavras chave: biodiversidade, antimicético, bactéria endofitica, Amazo6nia.



ABSTRACT

The Amazon Biodiversity symbolize Is a great potential to Discovery of new
bacterial straight producer of active biomolecules with importance
biotechnological as antimycotics that can be producing by endophytic
microorganisms whose the object may be the yeast Candida albicans. This
yeast is present in the human body as commensally, being able to cause
serious infections, especially in individual immune depressed by diseases as
cancer, AIDS and diabetes. It is resistant to antifungal available actually. This
way, the object this study was find, from the Amazon bacteria, a bacteria able of
produce actives molecules against the C. Albicans yeast, with a purpose to
make the production of a active extract that make possible to fractionate and
purify the active substance. In the search this anti-candida substance after a
analysis of bacteria from different habitats as Waters of the Rio Negro and
Solimbes and strains derived from endophytic bacteria work collection of
Applied Genetics Laboratory Health and Biotechnology of UEA, initially had
their potential antimicrobial tested against different pathogenic organisms
(Mycobacterium smegmatis, Pseudomimonasae ruginosa and Staphylococcus
aureaus) by cross streaking. The potentials microorganisms were selected and
identified by morphology and for sequences of the 16S rDNA region. The
growth was made in two different culture media to production of crud extract.
The verification the anti-candida action was by diffusion tests in Agar and the
quantification was through the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The
extract produced was pré-purified by chromatography in open column and was
applied thin layer chromatography (TLC) to check the fractions obtained. In total
six endopthytic bacteria were selected because they had antimicrobial activity
against at least one of pathogens tested, but only the bacteria 229 presented
active against C. albicans being cultivate to produce of extract and possibility of
identified of anti-candida substance. The culture media that showed better
production of biomolecules was the ISP2, according to analysis of size of the
halos from of the extract produced. The colony growth was identified as B.
amyloliquefaciens and morphologically characterized as Gram positive bacilli
The pré-purification resulted in two actives fractions as MIC of 0,25 and 0,5
ug.mL™ . This way, conclude that in Amazon is possible the identify of bacteria
with pharmacological activities from which can be produce antimycotic
molecules.

Key words: biodiversity, antifungal, endophytic bacteria, Amazon.
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1 INTRODUCAO

A Amazbnia é considerada a maior reserva de diversidade bioldgica do
mundo (DELABONA, 2011) e destaca-se como um vasto campo a ser
explorado em busca de microrganismos possiveis de serem utilizados em
processos biotecnoldgicos.

Segundo Morais (2004), apenas 1% desta mega biodiversidade
amazonica pode ter sido estudada do ponto de vista quimico ou farmacoldgico,
fato que realgca a importancia de estudos aprofundados da rica microbiota deste
local.

A busca de novos agentes antimicrobianos vem sendo ponto crucial de
varios setores do campo farmacéutico. Estudo dessa natureza € o ponto de
partida para a descoberta da atividade farmacolégica de novos agentes,
analises extremamente importantes, principalmente em um pais como o Brasil
com toda a sua grande biodiversidade (TEIXEIRA et al., 2013).

Os compostos bioativos em microrganismos de interesse industrial podem
ser estruturas pertencentes ao metabolismo secundarios das células
microbianas e possuem alta relevancia para o desenvolvimento de novas
drogas, além de proteinas, mais corretamente inferindo as enzimas, podem
também ser de grande valor biotecnoldgico na area farmacéutica e médica.
Estes sdo capazes de produzir uma grande e diversificada quantidade de
metabdlitos primarios e secundarios que sao divididos em moléculas
fundamentais para a sobrevivéncia e crescimento desses organismos e em
moléculas ndo essenciais produzidas na fase estacionaria de crescimento
como por exemplo os antibidticos.

Os microrganismos endofiticos sdo descritos, em maioria, como fungos e
bactérias que vivem no interior das plantas sem causar-lhe mal algum,
colonizando suas folhas, caule e partes aéreas (AZEVEDO, 1998). Sao
diferentes dos microrganismos epifitos e fitopatogénicos, que vivem na
superficie dos oOrgdos e tecidos vegetais e que causam doencas
respectivamente.

Existe uma relacdo complexa entre enddfitos e suas plantas hospedeiras.

Acredita-se que o0s enddfitos beneficiam indiretamente e diretamente o
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crescimento das plantas através da producdo de substancias especiais como
metabdlitos secundérios, principalmente, para impedir o crescimento ou
atividade de agentes patogénicos de plantas (YU et al., 2010).

Microrganismos endofiticos, sao fontes relativamente pouco estudadas e
representam uma fonte de alto potencial para obtencdo de novos produtos
naturais para exploragdo na medicina, agricultura e industria (STROBEL e
DAISY, 2003).

O numero de farmacos disponiveis para o tratamento de infeccdes
fungicas sistémicas € limitado e nao satisfazem a necessidade médica
completamente, devido a problemas relacionados a espectro, poténcia,
seguranca e propriedades farmacocinéticas dos agentes disponiveis
(BERGOLD e GEORGIADIS, 2004). Além disso, ha o problema da resisténcia
de linhagens patogénicas aos medicamentos disponiveis. Esses fatos exaltam
a necessidade de pesquisas direcionadas a descoberta de novos de principios
ativos.

A C. albicans é uma levedura de forma oval, com brotamento, que produz
pseudo-hifas tanto em culturas quanto em tecidos e exsudados. Trata-se de um
microrgnaniso comum a microbiota humana coexistindo nas mucosas, pele e
trato genital feminino. De acordo com Jawetz e colaboradores (1998), a C.
albicans pode provocar doenca sistémica e progressiva em pacientes
debilitados ou imunossuprimidos, podendo também causar invasdo na corrente
saguinea e ser transportada para muitos orgaos.

Valle e colaboradores (2010), relatam que a candidiase invasiva tornou-se
uma das principais causas de mortalidade associada a micose em todo o
mundo e que C. albicansé a espécie mais frequentemente descrita em casos
de infeccBes hospitalares em varios paises. Por este motivo, esta espécie vem
despertando cada vez mais o interesse de pesquisadores.

O presente estudo caracteriza-se pela detecgdode uma biomolécula com
acdo antifungica, produzida por bactéria endofitica englobando, desta forma, a
utilizacado de técnicas de pré-purificacdo de biomoléculas presente no extrato
bruto celular produzido.

A pesquisa visou também, contribuir com a descoberta uma nova
alternativa de terapia antifingica, tendo em vista as restricbes dos

medicamentos existentes e a relevancia clinica da levedura C. albicans.



16

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Identificar uma ou mais bactérias endofiticas que produzam substancia
com efeito antagbnico a Candida albicans, produzir extrato ativo e franciona-lo

na tentativa de purificar a (s) substancia (s) ativa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Reativar bactérias de origem endofiticas isoladas de plantas para

verificar seu potencial de inibicao frente a levedura Candida albicans.

- Efetuar a identificacdo taxon6mica das sequéncias da regido 16S do

rDNA das linhagens com atividade antimicrobiana;

- Realizar cultivo com as bactérias previamente selecionadas para
obtencdo de extrato bruto contendo a substancia inibidora da levedura C.
albicans;

- Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato bruto produzido pela
linhagem endofitica selecionada e determinar sua concentracdo minima

inibitéria (CMI) frente a levedura confrontada.

- Proceder o fracionamento do extrato no sentido de purificar o principio

ativo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A AMAZONIA E A DIVERSIDADE MICROBIANA

A Floresta Amazobnica ou floresta equatorial da América do Sul é a
regido mais diversa em numero de espécies bioldgicas e em area territorial.
Segundo Silva et al. (2005), estima-se que na Amazonia Brasileira exista o
equivalente a 40.000 espécies de plantas, 427 mamiferos, 1294 aves, 378
répteis, 427 anfibios.

Somente em territério brasileiro, a regido amazbnica ocupa cerca de
59,1% e 42% de area correspondente a regido norte do Brasil (BOREM &
GIUDICE, 2008). Essa regido concentra mais de um terco das disponibilidades
globais da diversidade biologica perfazendo uma das ultimas extensdes
continuas de florestas tropicais umidas da Terra sendo, uma fonte inestimavel
de matérias-primas nos mais variados setores (ALBAGLI 2001, SOUZA et al.,
2004; VISENSTIN, 2011).

Fora essa diversidade citada, ainda se pode contar com indmeras
espécies microrganismos, entre eles, bactérias e fungos com enorme potencial
para a elaboracdo de novos bioprodutos e descoberta de novos principios
ativos para elaboracdo de medicamentos. Porém, as espécies que a compdem
essa megabiodiversidade e suas relagdes filogenéticas sdo pouco conhecidas,
muito menos seus microrganismos e suas interacdes com outros seres
(SOUZA et al., 2004) ou o potencial que estes possam ter para producédo de
moléculas inéditas e Uteis ao homem.

Os microrganismos fazem parte da historia evolutiva da Terra ha 3-4
bilhdes de anos iniciando quando detectou-se os primeiros fésseis desses
seres vivos (PAN et al.,, 2010). Por aproximadamente 1,5 bilhdo de anos,
procariotos foram as unicas formas de vida na Terra (EVERT e EICHORN et
al., 2014) desenvolvendo ao longo do tempo, a capacidade de sobreviver e se
adaptar ao ambiente, bem como a de utilizar diversos meios e estratégias
competitivas para sua existéncia (PAN et al., 2010).

Tratam-se de seres microscopicos definidos como fungos, bactérias, virus
e protozoarios amplamente distribuidos pela Terra que, em geral, sao

associados as doencas que eles podem causar em humanos, animais e
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lavouras (BARBOSA & TORRES, 2010). Porém, também s&o potenciais
produtores de moléculas essenciais na producdo de medicamento que ajudam
a salvar milhares de vida como os antibidticos, e outros que prestam grande
auxilio na saude humana CONTI et al., 2012).

Estimativas do Ministério do Meio Ambiente déo conta que, em nivel
global, a diversidade de microrganismos exceda, em algumas ordens de
magnitude, a diversidade de plantas e animais sendo que para procariotos,
incluindo bactérias e arqueas, sdo conhecidas 4.314 espécies, alocadas em
849 géneros, correspondendo entre 0.1 a 12% da diversidade do grupo.

O papel dos microrganismos na manutencdo dos processos biol6gicos
ainda € pouco conhecido, contudo, a participacdo destes nos processos
ecologicos bastante importantes, tais como a fotossintese oxigénica, ciclagem
de matéria organica, ciclos biogeoquimicos e manutencdo da fertilidade e
estrutura de solos (HAWKSWORTH, 1991).

O conhecimento da diversidade microbiana gera inUmeros beneficios
cientificos e econdmicos e quando micrébios potencialmente exploraveis séo
descobertos e passiveis de uso nos processos biotecnolédgicos, surgem novos
antibiéticos, agentes terapéuticos, probioticos, produtos quimicos, enzimas e
polimeros para aplicacbes industriais e tecnoldgicas, biorremediacdo de
poluentes e biolixiviagdo e recuperacdo de minérios. (CANHOS e MANFIO,
2001).

O aproveitamento dos recursos genéticos amazoOnicos, a partir de seus
usos pelas novas biotecnologias, embora seja uma questao emergente, € ainda
pouco compreendida, mensurada e principalmente incorporada as politicas
governamentais e as estratégias empresariais direcionadas para a regiao
(ALBAGLI, 2001).

Estudos feitos na regido, apontam que a partir dos substratos amazonicos
€ possivel encontrar muitos microrganismos capazes de inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos, como o0s realizado na pesquisa de Carneiro
(2007) que avaliou a atividade citotoxica, antitumoral e antimicrobiana de
espécies vegetais conseguindo produzir 75 extratos vegetais que mostraram
potencial antimicrobiano contra patdgenos como Mycobacterium smegmatis,
Escherichia coli, Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Staphylococcus

aureus e Candida albicans. E também no estudo de Silva (2008) que ao testar
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71 isolados de actinomicetos associados a liqguens verificou que 80% destes
apresentaram potencial antimicrobiano.

Outros exemplos desse potencial microbiolégico sdo demonstrados na
pesquisa de Morais (2004), que isolou 27 cepas endofiticas da andiroba das
quais, 56% apresentaram antagonismo a Staphylococcus aureus. E também
na pesquisa de Souza e colaboradores (2004) que verificaram a atividade
antimicrobiana de fungos endofiticos isolados de plantas toxicas da Amazonia,
encontrando 79 linhagens destes fungos dos quais 19 (24,05%) apresentaram
atividades antagbnicas contra um ou mais microrganismo-teste (Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aspergillus flavus e Bacillus

sp.) utilizados nos ensaios biolégicos de antagonismo.

3.3 PRODUQAO DE MOLECULAS BIOATIVAS POR MICRORGANISMOS

Uma das propriedades mais importantes dos microrganismos esta
associada a sua capacidade metabdlica de produzir uma grande diversidade de
micromoléculas bioativas. A busca de principios bioativos de microrganismos €
uma das &reas em que mais se investe nos paises desenvolvidos,
principalmente nas pesquisas de bioprospeccado realizadas pelas industrias
farmacéuticas (PINTO et al., 2002).

A extraordinaria atividade dos microrganismos esta baseada em sua
notavel diversidade metabdlica e adaptabilidade genética, o que os torna uma
importante fonte de recursos genéticos para o avanco biotecnolégico e para o
desenvolvimento sustentavel (BURKE, 2011; DELABONA, 2011).

Sendo importante parte dos produtos naturais, o grupo de metabdlitos
secundarios de microrganismos geralmente apresenta metabdlitos bioativos
(BERDY,2005), sendo substancias com peso molecular limitado (normalmente
<3.000 Daltons) e de grande variedade estrutural (WILLIAMS et al., 1989).

Produtos derivados de metabdlitos secundérios tém sido usados nas
areas meédica, industrial e agricola, como o0s antibidticos, as drogas
anticarcinogénicas, agentes imunossupressores, e polimeros para as
aplicagbes industriais e tecnoldgicas, dentre outros (TEIXEIRA 2013;
GUIMARAES et al., 2010).

Os metabdlitos secundarios sdo as moléculas ndo essenciais para o

crescimento celular. Geralmente s&o produzidos por algumas linhagens de uma
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espécie e a producgéo geralmente ocorre quando a taxa de crescimento diminui
e durante a fase estacionaria. Sdo exemplos de metabdlitos secundérios:
antibioticos, pigmentos, ferormonios, certas toxinas, agentes
imunomoduladores, agonistas e antagonistas normais que se ligam a
receptores celulares e estimuladores de crescimento em animais e plantas
(MORAIS, 2004).

A maioria dos metabdlitos secundarios sdo moléculas organicas
complexas, que requerem um grande numero de reacdes enzimaticas
especificas para a sua sintese, sendo seus compostos iniciais originarios das
principais vias metabolicas (MADIGAN et al., 2010).

A producdo de compostos bioativos, através do metabolismo esta inter-
relacionada com as condi¢cdes de cultura, com periodo de incubacéo, pH do
meio, nutrientes e temperatura. Tais condi¢cdes permitem adequacOes para

otimizacao dos processos de producao.

3.2.1 Técnicas utilizadas na pesquisa de moléculas bioativas

A purificacdo de biomoléculas é importante para determinacao das suas
caracteristicas Unicas como tamanho, carga, forma, funcéo. A extracdo destas,
a partir de coldnias microbianas € o passo inicial para esse processo (TAN e
YIAP, 2009). Durante muito tempo o processo de elucidacao estrutural era
empirico, onde se empregavam processos degradativos e obtencdo de
derivados, o que muitas vezes induzia a erros (STEFANI e NASCIMENTO,
2007).

No século XVIII houve um despertar dos quimicos para o0s
componentes produzidos por células, levando-os ao desenvolvimento de
técnicas para separar, purificar e analisar as moléculas celulares. A partir de
entdo, métodos de separacdo foram desenvolvidos e aprimorados como 0s
diferentes métodos cromatograficos (cromatografia em papel, eletroforese,
troca idnica, entre outros), havendo mudancas também para a elucidacéo
estrutural destas moléculas que passou a ser mais precisa com O
desenvolvimento das técnicas espectroscopicas, 0 que ocasionou avango na
descoberta de substancias bioativas (RATTI, 2009).

No decorrer dos anos foram desenvolvidas técnicas aprimoradas de

elucidacdo estrutural de compostos organicos como a espectrometria de
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massas (EM), espectroscopia no infravermelho (IV), no ultravioleta (UV) e
ressonancia magnética nuclear (RMN) o que permitiu maior precisdo e
confiabilidade dos resultados na elucidacdo de estruturas. O infravermelho é
um meétodo espectroscopico de analise que fornece informacgcdes quanto aos
grupos funcionais que podem estar presentes na estrutura das substancias. A
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 indica a disposicéo
do esqueleto hidrocarbdnico, ou seja, as diferentes situacbes de ambientes
quimicos dos atomos de hidrogénio e carbono na estrutura (RIBEIRO e
SOUZA, 2007).

A espectroscopia de massas, por sua vez, além de fornecer dados que
permitam determinar a formula, pode contribuir na elucidacéo estrutural através
dos padrées de fragmentacado inerente as diferentes funcdes organicas.Esses
métodos constituem hoje 0s principais recursos para a identficacdo e
elucidacéo estrutural de substancias organicas. Sao também, de alta relevancia
na determinacdo da pureza e quantificacdo destas substancias, bem como no
controle e acompanhamento de reacdes e processos de separacdo (LOPES e
FASCIO, 2004).

O processo de purificacdo de biomoléculas proveniente da fermentacdo
envolve uma série de etapas, muitas das quais com elevado valor, devido a
dificuldade de se recuperar compostos celulares muito diluidos. Dentre estas
etapas, destacam-se inicialmente, a filtracdo do fermentado para separacdo
dos sélidos e células presentes, seguido do isolamento do produto, o qual pode
ser por extracdo liquido-liquido (LLE), extracdo em fase sélida (SPE) ou por
técnicas de separacdo cromatografica (MAYER et al., 1996, YONAMINE,
2009).

A extracao liquido-liquido (LLE) foi muito utilizada no preparo e eliminagéo
de interferentes da amostra ha pouco tempo atras. E uma técnica que baseia-
se na solubilidade seletiva por parte dos analitos encontrados numa
determinada matriz, mais que caiu em desuso por apresentar desvantagens
como procedimento lento, dispendioso, que exige grandes volumes de
solventes organicos e por praticamente inviabilizar um possivel processo de
automacado (LANCAS, 2004, RODRIGUES, 2007).

Separacdo em fase solida (SPE) € uma das técnicas de extracdo mais

utilizadas. Foi introduzida e meados da década de 1970, sendo utilizada para
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analise de diversos tipos de compostos e amostras, para a pré- concentracao e
extragdo dos analitos (MACEDO, 2012). Nesta técnica, os analitos contidos
numa matriz aquosa Sao extraidos, juntamente com 0S compostos
interferentes, apos passarem por um cartucho contendo adsorvente. Um
solvente organico seletivo é geralmente utilizado para remover os interferentes
e entdo, outro solvente é usado para lavar os analitos de interesse. Apesar da
SPE apresentar vantagens com relacdo aos métodos mais classicos, tais como
praticidade e maior sensibilidade, esta técnica tem algumas limitagcdes. Uma
delas refere-se a etapa de dessorcdo do analito aprisionado no cartucho de
SPE que requer geralmente, o uso de solventes toxicos (BARRIONUEVO e
LANCAS, 2001).

Entre os varios processos de separacdo de biomoléculas estdo a
cromatografia de troca ibnica, a filtracdo em gel e a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC ou CLAE) que propicia mais rapidez e eficiéncia ao
processo de separacao de misturas biomoleculares.

O sistema cromatografico é o conjunto formado pela mistura a ser
analisada (M), pela fase fixa (FF) e pela fase mével (FM). A fase fixa € o meio
constituido por um soélido poroso, cuja funcao é reter os solutos, a fase mével é
o eluente que flui através da fase fixa e tem como funcéo deslocar solutos.
Nesse sistema, a mistura de solutos é levada a migrar através da fase fixa, por
meio de fluxo constante da fase mével, sendo a diferenca de velocidade de
migracdo provocada por processo de competicdo pelo soluto, entre as duas
fases, em funcédo de uma dada propriedade (MATOS, 2009).

A cromatografia de troca ibnica para a separacdo de biomoléculas foi
introduzida na década de 1960 e continua a desempenhar um papel importante
na separacdo e purificacdo de biomoléculas sendo uma das técnicas mais
frequentemente utilizadas para a purificacdo de proteinas, peptideos, acidos
nucléicos e outras biomoléculas, oferecendo separacdes de alta resolugédo e
com alta capacidade de adsorcdo. Seu principio basico baseia-se na
competicdo entre ions de interesse e contaminantes pelos grupos carregados
da matriz ou da fase estacionaria. A técnica € capaz de separar espécies
moleculares com apenas pequenas diferencas em suas propriedades de carga,
por exemplo, duas proteinas (PESSOA Jr, 2005).
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A filtracdo em gel € a mais simples e mais suave de todas as técnicas de
cromatografia podendo ser utilizada diretamente apds a troca idnica, interacao
hidrofdbica, ou de afinidade, uma vez que a composicao do tampéao nao afetara
a separacao final das moléculas (AMERSHAM BIOSCIENCES, 2002).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia € uma técnica de separagéo
que, em menos de trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e quantitativos, requerendo somente que a
amostra seja soltuvel na fase movel sendo um método ideal para a separacao
de espécies ibnicas ou macromoléculas de interesse biolégico e produtos
naturais labeis, bem como uma imensa variedade de outros compostos de alta
massa molecular e/ou baixa estabilidade térmica. (TONHI et al., 2002).
Conforme Quintdo (1991), se comparada com outros métodos de
cromatograficos a HPLC caracteriza-se por utilizar colunas menores em que as
particulas soélidas constituintes da coluna sao também mais pequenas e
esféricas e por haver alta pressdo no interior do sistema, 0 que aumenta a
velocidade da fase movel contribuindo para a manutencdo de um fluxo
constante e uma velocidade linear do fluxo. Essa técnica pode utilizar um
sistema isocratico, em que a composicdo do solvente € constante, ou um
sistema de gradientes em que a composicao do solvente € variavel ao longo do
tempo.

Todas essas técnicas sao de grande importancia para a pesquisa de novos
antibioticos e antifiungicos. Bachiega et al. (2005) utilizando-se de técnicas
espectroscopicas (UV — VIS, espectrometria Infravermelha e espectrometria
RMN 1H) elucidaram a estrutura de um antibiético contra a C. albicans. A
mesma técnica foi utilizada por Ujikawa (2003) em seu estudo de metabdlitos
farmacologicamente ativos produzidos por microrganismos da microbiota nativa

utilizando espectrofotometro UV-VIS.

3.2 MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

Os microrganismos endofiticos, geralmente fungos e bactérias, vivem
sistematicamente no interior das plantas, sem causar aparentemente dano a
seus hospedeiros (AZEVEDO, 2000; ASSUNPCAO, 2009; EMBRAPA, 2015).

Esses microrganismos podem ser isolados de tecidos desinfectados das
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plantas, como as flores, frutos, folhas, caules, raizes e sementes, podendo ser
isolados de varias espécies vegetais (ESPOSITO-POLESI, 2011; CHAGAS,
2013).

Das cerca de 300 mil espécies de plantas superiores que existem na
Terra, cada planta individual, dos bilhdes que existem, é anfitrid de um ou mais
endofitos (STROBEL,2004).

Esses microrganismos podem adentrar plantas hospedeira por aberturas
naturais como as emergéncias de raizes naturais secundarias laterais que
sempre é acompanhada de um rompimento do tecido vegetal, assim como por
abrasdes decorrentes do crescimento da raiz no solo. Também podem ser vias
de entradas aberturas naturais como estdbmatos e hiadatddios, aberturas
ocasionadas por insetos e até por fungos patogénicos como 0s apressorios
(AZEVEDO, 1998).

Muitos microrganismos nao patogénicos da rizosfera podem ativar
mecanismos de defesa da planta e induzir uma resposta sistémica ativando
vias de sinalizacdo que levam a maior resisténcia ao patdégeno do hospedeiro,
chamada inducdo & resisténcia sistémica quando s&o introduzidos em seu
interior (MARELA, 2014). Estudos apontam que durante essa colonizagdo do
hospedeiro os microrganismos endofiticos se adaptam ao microambiente
vegetal e assimilam parte do DNA da planta em seu genoma adquirindo a
capacidade de biossintese de compostos bioativos (ESPOSITO-POLESI,2011;
KOUR et al.,, 2008). Dessa forma esses microrganismos podem produzir
compostos naturais como toxinas, antibidticos e antitumorais, alcaléides e
terpendides (AZEVEDO, 1998; ESPOSITO-POLESI, 2011; QUIN et al.,2011), o

gue os torna fonte potenciais de novos produtos biotecnolégicos .

3.4 ASPECTOS GERAIS DA ESPECIE Candida albicans

C. albicans é uma levedura oportunista de amplo habitat, sendo
encontrada no em todas as espécies primatas existentes (SIDRIM e ROCHA,
2004) e no homem.

Microscopicamente, apresenta elementos arrendondados gemulantes
como os blastoconidios, hifas e pseudo-hifas (Figura 1), conforme Mezzari e

Cauduro (1996), sendo considerada um microrganismo dimorfico.
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Figura 1-Estados morfologicamente distintos da C. albicans que é capaz de transitar
da forma levedurdide para a forma de hifas representados em esquemas e imagens
microscopicas (adaptado de http://hdl.handle.net e Cardoso, 2013).

Este microrganismo foi denominado 111 vezes por diferentes nomes no
decorrer do tempo. Foi observado pela primeira vez por Langenbeck em 1839
na boca de pacientes com tifo, descrita por Gruby em 1842, perante a
Academia de Ciéncias de Paris como agente causador do sapinho em
criancas, porém com denominagdo errdbnea. Somente foi adequadamente
classificada em 1923 (Tabela 1), quando Christine Berkhout criou a
denominacdo Candida albicans aceita até hoje (SIDRIM e ROCHA, 2004;
Oliveira, 2014).

Tabela 1: Classificagcdo taxondmica da levedura Candida.
Fonte: GIOLO e SVIDZINSKI, 2010.

Filo Deuteromycota
Classe Blastomycetes
Familia Cryptococcaceae
Género Candida

Espécie Candida albicans

C. albicans é um microrganismo comensal que ndo apresenta qualquer
infecc@o prejudicial em pessoas saudaveis (BASTOS et al., 2003; HOLANDA,

2007; De Rossy et al., 2011), colonizando mucosas do trato gastroentestinal
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(50 a 70%), boca (30 a 50%), vagina (5 a 30%) e pele (4 a 7%), (SILVA et al.,
2002).

Aproximadamente 80% a 90% da parede celular de C. albicans é
composto por hidratos de carbono, que séo representados basicamente pelos
polissacarideos b-glucanas, quitina e manoproteinas associados com outras
constituintes como proteinas e lipidios (SIQUEIRA Jr e SEN, 2004). Além de
fornecer rigidez e protecdo para a célula, a parede da célula fungica
desempenha um papel essencial em praticamente todos os aspectos da
biologia e patogenicidade de C. albicans(CHAFFIN et al, 1998).

3.4.1. A candidiase

Candidiase (com sinonimia de candidose, moniliase e sapinho) € uma
doenca causada por leveduras do género Candida e € considerada a mais
universal das infeccdes oportunistas (FALCAO et al., 2004), atingindo as
mucosas oral e vaginal de forma superficial ou sistémica (CARDOSO, 2013).

Numerosas doencas graves podem desencadear o desenvolvimento da
candidiase tais como leucoses, cancer, tuberculose, cirrose hepatica, hepatite
epidémica, mieloma multiplo. Mas as alteracbes mais importantes que
favorecem a candidiase € o diabetes mellitus e a AIDS (OLIVEIRA, 2014).
Outros fatores também contribuem para as infeccfes fungicas, dentre os quais
destacam-se: o rompimento das barreiras cutanea e mucosa, disfuncdo dos
neutrdfilos, defeito na imunidade mediada por células, desordem metabdlica,
exposicao direta aos fungos, desnutricdo aguda, longo tratamento com
antibioticos, quimioterapia, transplantes, resisténcia a antifangicos, dentre
outros (PFALLER MA e DIEKEMA, 2007).

A doenca causada por essa levedura também produz invasdo da
corrente sanguinea do hospedeiro. Alvares (2007) e Oliveira (2014) relatam
que a introducdo da Candida no sanguese da por acessos intravenosos,
cateteres, dialise peritoneal, cirurgia cardiaca ou uso de drogas intravenosas.

Essa infeccdo, atinge principalmente criancas e pessoas idosas. Seu
aparecimento na mucosa oral em individuo anteriormente saudavel sem fatores
de risco conhecidos € mencionado como motivo de suspeita de infeccdo por
HIV (WEINDL, 2010; PEIXOTO et al.,2014).

A C. albicans é a espécie mais frequentemente descrita em casos de

infeccdes hospitalares em varios paises (VALLE, 2010), e a mais conhecida do
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género por ser considerada a de maior interesse clinico por ainda corresponder
ao principal agente de infecgbes fungicas em humanos. Em casos de
septicemia causada por candidemia nosocomial ha estudos que apontam
mortalidade em torno de 40% a 60% de pacientes, sendo a Candida albicans a
espécie mais isolada nesses casos (GUDLAUGSSON, 2003; FRANCA et al.,
2008; GIOLO e SVIDZINSKI, 2010).

Do ponto de vista taxondmico, sédo reconhecidas cerca de 200 espécies
de leveduras pertencentes ao género Candida, das quais 10% podem causar
infecgbes em seres humanos. Segundo Adrioli e colaboradores (2009), embora
a C. albicans seja a espécie mais isolada em casos infecciosos (principalmente
em pacientes com candidiase vulvovaginal- CVV), outras espécies, tais como
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei também podem
desencadear processos infecciosos.

3.4.2 Manifestacdes clinicas da doenca

Conforme Peixoto e colaboradores (2014), as manifestacfes clinicas da
doenca séo variadas (Figura 2), podendo gerar infeccdo nas mucosas
(candidiase orofaringea, esofagite, candidiase vulvovaginal e balanite),
infeccdo cutanea e em érgaos internos de forma sistémica.

A candidiase mucocutanea acomete a cavidade oral e o canal vaginal,
sendo a forma mais comum nos seres humanos. A candidiase cutdnea pode
acometer areas Umidas do corpo como: espacos interdigitais, regibes das
mamas, axilas, pregas das virilhas, debaixo de unhas. Na forma sistémica, a
infeccdo pode atingir diversos orgaos (pulmdes, rins, bexiga, coracéo, olhos)
causando candidias pulmonar, candidemia, endocardite, nefrite e outros
atingindo principalmente em pacientes terminais com doengas debilitantes,
neoplasicas, doencas imunossupressivas e apo0s transplantes de 0rgaos
(BARBEDO e SGARBI, 2010; PEIXOTO et al., 2014).
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Fonte:http:/www forumsau  Fonte: //www.moreirajr.com.br Fontehttp://www.drleonardoribeiro.
de24 com/candidiase/

Figura 2. Aspecto clinico de infeccdes causadas pela C. albicans.l: Candidiase
desenvolvida na mucosa oral. 2: Balanite em 6rgdo genital masculino. 3:candidiase

cutanea na regiao das mamas.

Infecgcbes invasivas causadas por essa levedura associam-se a
internacao prolongada (trés a 30 dias), alta taxa de mortalidade (10% a 49%) e
elevado custo hospitalar. Em casos de infeccdo grave e sistémica, a melhora
ou até a sobrevivéncia do paciente depende da rapida identificacdo do
patégeno e, consequentemente, da introducdo precoce da terapia antifungica
(MIMICA et al, 2009).

Essas infeccfes sdo as manifestagcdes usuais da doenca e, embora
normalmente ndo apresentem ameaca a vida, podem representar um problema
de consideravel importancia socioecondémica (ALVARES et al., 2007) em
decorréncia da distribuicdo do microrganismo em todas as camadas sociais.

A levedura pode atingir os 0Orgdos genitais masculinos e femininos,
causando infec¢cdes como a balanite e a vulvovaginite. A vulvovaginite pode ser
caracterizada clinicamente por sintomas que causam grande desconforto para
a paciente, como prurido intenso, ardor, eritema, fissuras na pele, odor
malcheiroso, disuria (dor, ardor ou sensacdo de queimacdo ao urinar),
dispareunia (dor durante o ato sexual) e corrimento esbranquicado,
consistente, semelhante a “leite talhado” (CARVALHO, 2007). Estima-se que
aproximadamente 75% das mulheres adultas apresentem pelo menos um
episoddio em sua vida, sendo que destas, 40% a 50% vivenciardo novos surtos
e 5% atingirdo o carater recorrente (MARDH, 2002, ALVARES et al., 2007)

Para as candidoses vulvovaginais séo relacionadas varias causas. As
principais sdo o uso de antibiéticos que alteram a microbiota bacteriana vaginal

normal ocasionando o aparecimento do microrganismo patogénico, o uso de
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contraceptivos orais com elevada concentragdao de estrogénio predispondo
desenvolvimento de candida, a gravidez, o diabetes mellitus descompensado, a
imunossupressdo, 0 uso de roupas sintéticas ou apertadas diminuindo a
ventilacdo vulvar, adeficiéncia de ferro e zinco e a quantidade anormal de
lactobacilos na vaginite (BASTOS et al., 2003).

A balanite (ou balanopostite, inflamacéo aguda ou crbnica da glande do
pénis) pode ser assintomatica, com apenas um leve prurido, ou sintomatica,
iniciando-se com vesiculas no pénis que evoluem nos casos intensos, gerando
placas pseudomembranosas, eritema generalizado, prurido intenso, dor,
fissuras, erosdes, pustulas superficiais na glande e no sulco balanoprepucial
(PEIXOTO et al.,2014). Leveduras de Candida presentes na genitalia
masculina, numa funcdo saprobia, nutrem-se de restos celulares e tem a sua
proliferacdo favorecida por ambientes quentes e Umidos, como ocorre na
regido do prepucio e microtraumatismo peniano que resulta de uma atividade
sexual pode ser suficiente para desencadear o processo de instalacdo de uma
balanopostite por Candida (RIBEIRO et al., 2014).

3.4.3 Fatores de viruléncia

C. albicans pode desencadear um processo infeccioso grave por
desequilibrios relacionados ao organismo do hospedeiro e a mecanismos de
transformacdo da levedura, que pode passar da forma comensal para agente
de infecgdes invasivas (SILVA,2011).

A capacidade da levedura em aderir, infectar e causar doenca, em
conjunto é definida como potencial de viruléncia ou patogenicidade. Os fatores
de viruléncia sdo determinados geneticamente, porém expressos pelos
microrganismos quando submetidos a condi¢des ambientais ideais de pH,
temperatura e disponibilidade de soro (NAVARRO-GARCIAet al. 2000;
TAMURA et al., 2007).

A C. albicans é capaz de crescer em diferentes formas morfoloégicas e
utiliza-se da capacidade de alternéncia entre levedura para ter capacidade de
viruléncia. Ambas as formas morfolégicas sdo importantes durante a infecgao.
A forma levedurdide provavelmente dissemina-se através da corrente

sanguinea, espalhando o organismo para diferentes nichos do hospedeiro,
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enquanto que a forma de hifas € invasivo e permite que o organismo escape
das células fagociticas (GIL-BONA et al., 2015).

Os fatores relacionados ao hospedeiro, que propiciam a proliferacdo do
microrganismo ocasionando infeccbes, em geral estdo relacionados aos
avanc¢os na medicina, como o grande namero de procedimentos invasivos, que
guebram as barreiras de protecdo natural do organismo, como a utilizacao de
cateteres intravenosos e sondas (CASTRO et al.,, 2006). Também estdo
relacionados a estes fatores, uso de antibiotico de amplo espectro (que
suprimem a microbiota natural) e a diminuicdo acentuada do numero de
neutréfilos causada por doencas como a Sindrome de Imunodeficiéncia (SIDA)
e neoplasias (CASTRO et al., 2006; SILVA, 2011).

Os principais fatores de viruléncia que a C. albicans (Figura 3) expressa
durante o processo infeccioso incluem dimorfismo (capacidade para crescer em
qualquer forma micelial ou levedura), factores de adesdo, a mudanca
fenotipica, tigmotropismo (capacidade de identificar juncdes intercelulares na
superficie da mucosa em contato com a deteccao e a sua penetracdo no alvo),
e a secrecdo das enzimas hidroliticas, tais como lipase, fosfolipase e
proteinase (WEINDL, 2010; SILVA, 2011).
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Fonte: Adaptado de MAYERet al., 2003.

Figura 3. Uma visdo dos mecanismos de patogenicidade de C. albicans. 1. Adeséo das
células da levedura pela expressao de adesinas; 2. Contato com as células hospedeiras
através das juncbes celulares pela expressdo de invasinas; 3. Fixacdo da levedura em
elementos abioticos ou bidticos.
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Espécies de Candida tém moléculas de superficie que propiciam sua
adesd@o ao tecido hospedeiro. Essas moléculas sdo manoproteinas que tem
atividade enzimatica e funcdo de receptores homoélogos que promovem a
adesao em células hospedeira e tecidos (SIQUEIRA Jr e SEN, 2004).

Essas moléculas receptoras podem ser uma lectina ou uma integrina
CR3. A primeira liga-se a agucares nas células epiteliais e a segunda ao acido
arginina-glicina-aspartico (RGD) em grupos iC3b, fibrinogénio, fibronectina,
laminina, vitronectina (CALDERONE e BRAUN,1991).

3.5 ANTIMICROBIANOS DISPONIVEIS CONTRA C. albicans

Apesar do aumento no numero de antimicéticos comercialmente
disponiveis nos ultimos anos, estes ainda encontram-se em desvantagem
quando comparados as drogas antibacterianas. Além disso, resisténcia aos
antifngicos tem representado um grande desafio para a clinica (BATISTA et
al., 1999).

Agentes antifingicos sdo substancias ativas contra fungos. Em geral séo
classificados como antimicrobianos, que sao usualmente definidos por Davies e
Davies (2010) como qualquer classe de moléculas organicas que inibem ou
matam microbios por interacdes especificas com alvos bacterianos, sem

qualquer consideracdo da fonte do composto ou classe em particular.

Os fungos patogénicos, por serem eucariontes, possuem uma estreita
relagdo com seus hospedeiros mamiferos. Desta forma, muitas vias
bioquimicas existentes em fungos que poderiam atuar como alvos sao
partilhadas pelo hospedeiro mamifero, o que justifica a dificuldade em se usar
muitos antifngicos potenciais por causarem toxicidade ao hospedeiro
(JAWETZ et al., 1998). O antifungico ideal do futuro deve apresentar um largo
espectro de atividade fungicida, possuindo um mecanismo de acao que limite a
toxicidade. Para se encontrar um novo antifungico de referéncia, € necessario
encontrar um alvo eficaz, que elimine as células flngicas sem atacar ou
prejudicar as células humanas (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).

Os antifungicos tém caracteristicas especiais quanto ao mecanismo de
acdo, via de administracdo, acdo em micoses superficiais e, ou sistémicas,
podendo ser classificados com base no sitio-alvo e estrutura quimica, sendo

que estes atuam em sua maioria na membrana celular (azois, anfotericina e
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nistatina), excetuando-se a fluocitosina (1) e a griseofulvina (2), que atuam no
nacleo celular impedindo a sintese de &cido nucléico (LACAZ & NEGRO,
1991).

No que concerne ao modo de acdo da flucitosina sabe-se, conforme
Nobre et al. (2002), que este medicamento é convertido em 5-fluorouracil na
célula fungica, pela enzima citosina desaminase, que € metabolizado em &cido
5-fluorodesoxiuridilico, o qual inibe a timidilato sintetase. O 5-fluorouracil é
incorporado ao RNA em substituicdo ao uracil, alterando a sintese protéica na
célula fangica. JA& o modo de acdo da gliseofulvinando € totalmente
compreendido. Contudo, supde-se que esta droga causa interferéncia
nosistema de desenvolvimento microtibulos das células, perturbando
aestruturado fusomitético e consequentemente inibindo a sintese de
acidonucleico (FINKELSTEIN et al., 1995).

Os principais agentes antifiungicos utilizados na terapia de infeccdes
causadas por C. albicans sao azoles tais como fluconazol e itraconazol, e os
polienos, compostos tais como anfotericina B e nistatina (NAVARRO-GARCIA
et al., 2000), descriminados no Quadro 1. Esses medicamentos atuam na
inibicdo da biossintese do ergosterol da membrana do fungo resultando na sua

fluidez.

Quadro 1: Estrutura quimica dos principais antifingicos utilizados contra C. albicans.

Fluocitosina (1) Griseofulvina (2) Fluconazol (3)
OH N
HSC\O O O-CHj F(J/l‘[m—cn j-\cn;—miﬁj
Hsc‘o 0 Ll‘r 0
cl HG F
Anfotericina B (5) Nistatina (6)
. OH O OH OH  OH OH 0 m"(]/\g/\]/\g/\)\EN[/\

g I//\/\/\Vé\z v

Os azlis sdo antimicoticos, quimicos, de largo espectro, atuando sobre
leveduras e fungos filamentosos, apresentam um anel imidazol livre unido a

outros anéis aromaticos por meio de uma unido N-C em posi¢cdo 1. Os
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imidazoéis foram descobertos em 1949, sendo que o nitrato de imidazol foi
utilizado experimentalmente pela primeira vez em 1967.

A acao fungistatitica ou fungicida € dependente da concentracdo da
droga. Recentemente os triazélicos tém recebido maior destaque, sobretudo o
fluconazol e o itraconazol, ambos com largo espectro de acéo e efeitos toxicos
bastante reduzidos. E pela sua frequente utilizacdo, tem-se observado
resisténcia entre os fungos, principalmente por espécies de Candida (LACAZ e
NEGRO, 1991; FRANCA, et al., 2008). A resisténcia cada vez maior de fungos
a substancias derivadas de azoles como resultado de tratamentos de longo
prazo podem limitar o uso destas drogas no futuro (OLIVEIRA, 2011,
NAVARRO-GARCIA et al., 2000).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

A pesquisa seguiu com a analise de seis cepas endofiticas pertencentes
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a colecdo de trabalho do Laboratorio de Genética Aplicada a Saude e

Biotecnologia (Tabela 02) gentilmente cedidos pela Dra. Antonia Queiroz Lima
de Souza (FCA/UFAM).

Tabela 02: Linhagens bacterianas endofiticas usadas neste trabalho.

NUmero da

Colecao

39

50

73
74
164

229

Cddigo de

Isolamento

GhcR3 2.1

GhcCl1 2.1a

Ma06C1 2.1
MaO6C2 4.1
PpC1 2.2b

DfGal 1.2

Planta Hospedeira

Gustavia eliptica

Gustavia eliptica

Macrofita aquatica (N.I.)
Macrofita aquética (N.I.)
Photomorfa peltata

Duguetia flagellaris

Tecido de

Isolamento

Casca da

Raiz

Casca do

Caule

Caule

Caule

Caule

Galho

Resultado do

Gram

4.2 REATIVACAO E PURIFICACAO DAS BACTERIAS

As bactérias preservadas foram reativadas nos meios agar ISP2 e no

agar Sabouraud (Anexo A) para realizacdo da pesquisa. Nas linhagens que

apresentaram necessidade, realizou-se purificagdo por estrias cruzadas. Apos

a realizagdo dos repiques as placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica
por 24 h a 30°C.
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4.3 AVALIA(;AO PRIMARIA DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Utilizando-se uma colbnia de cada microrganismo reativado, realizou-se
o teste de estrias pareadas também chamado de culturas pareadas, conforme
metodologia de Christensen (1996), para verificacdo do seu potencial
antagbnico frente a levedura C. albicans e a outros microrganismos

patogénicos (Tabela 3) por meio de observacdo da zona de inibigéo.

Tabela 3. Microrganismos utilizados no teste inicial para deteccdo da atividade

antimicrobiana presente nas bactérias endofiticas contra C. albicans.

Microrganismo ATCC
Candida albicans 10231
Staphilococus aureus 6538
Micobacterium smegmatis -
Pseudomonas aeruginosa 9027

Neste cultivo, repicou-se em meio de cultura apropriado (Sabouraud e
ISP2) de modo diamentral na placa de Petri o0 microrganismo a ser testado,
incubou-se por 48h a 30°C e posteriormente repicou-se o patdbgeno de modo

horizontal incubando-se por mais 24 h a 30°C.

4.4 IDENTIFICAQAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DAS CEPAS
BACTERIANAS COM PRINCIPIO BIOATIVO

Para se ter conhecimento das caracteristicas morfolégicas das linhagens
estudadas foi aplicada a coloragdo de Gram (HARLEY, 2005) e para
identificacdo taxondmica foi realizado o método de amplificacdo e
sequenciamento do 16S rDNA (SANGER et al., 1975). Para essa identificacédo

foram executadas as etapas que seguem.

4.4.1Coloracao de Gram

Em todas as bactérias testadas, aplicou-se a coloracdo de Gram para
verificagdo da pureza e forma das colonias. Nesta andlise, preparou-se o
esfregaco em uma lamina de vidro limpa com uma gota de agua onde
emulsionou-se o microrganismo retirado do cultivo em meio semi-solido
espalhando-se até formar uma pelicula fina a ser fixada rapidamente na chama

do bico de Bussen.
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A técnica de coloracéo foi realizada cobrindo-se o esfregaco fixado com
corante cristal violeta e solugcdo aquosa de iodeto de potassio (Lugol) por um
minuto respectivamente e retirando-se o0 excesso lavando com agua corrente.
Descolorindo-se a lamina com etanol 95% por 30 seg. eretirando-se com agua
corrente. E por dltimo, cobrindo-se o esfregaco com solucao de fucsina por 30
seg. e removendo-se 0 excesso do corante lavando-se a lamina com agua
corrente. ApOs as etapas de coloracao retirou-se o excesso de agua da lamina
deixando-a secar a temperatura ambiente para posterior observacdo em
microscopio Optico, utilizando-se objetiva de maior aumento (imersédo 100X)

utilizando-se 6leo de imerséo.

4.4.2 ldentificacdo taxonémica das cepas com principio bioativo pela
sequéncia do rDNA 16S

As linhagens estudadas foram identificadas pelo método de amplificacédo
e do DNA (PCR) e sequenciamento da regido 16S do rDNA Para essa

identificacdo foram executadas as etapas que seguem.

4.4.3 Extracao do DNA cromossomal

A extracdo do DNA genémico foi realizada com o kit comercial Purelink™
(Invitrogen) e o material gendmico extraido foi e armazenado a 4°C. O DNA
extraido foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 0,8% preparado
com tampao TEB 1X e corado com 2uL (10ug/mL) de brometo de etidio na

concentracéo final de 1,6 ug/mL e submetido a corrida eletroforética.

4.4.5 Amplificacdo da regido 16S do rDNA

Para a amplificacdo da regido 16S do rDNA sequéncias de cerca de
1000 pb foram amplificadas a partir do DNA cromossomal, utilizando os primers
530F (5- TGACTGACTGAGTGCCAGCMGCCGCGG-3') e 1492R (5-
TGACTGACTGAGAGCTCTACCTTGTTACGMYTT -3’). A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi feita em um volume final de 25 yL contendo os reagentes
descritos na Tabela 4.
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Tabela 4: Reagentes da PCR juntamente com suas respectivas concentracoes e

quantidade utilizados para amplificar o DNA cromossomal extraido.

COMPONENTE (uL) /x 1 uL/ x7
H,0 MILI-Q 11.95 83.65
MGCL, (25 mM) 1,25 8,75
TAMPAO 10X 2,5 17,5
DNTP’S (2,5mM) 2,5 17,5
PRIMER F (5,0 PMOL/uL) 2,0 14
PRIMER R (5,0 PMOL/uL) 2,0 14
TAQ POLIMERASE (5U/uL) 0,3 2,1
DNA 5,0 35,0
VOLUME FINAL 25,0 175

Foi utilizado o termociclador da marca BIO RAD (modelo T100™
Thermal Cycler) programado para gerar uma desnaturagdo inicial de 3 min. a
95 °C, 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 seg., anelamento a 59°C por
15 seg., extensdo a 72°C por 45 seg. e extensdo final a 72°C por 7 min. Os
produtos das amplificagcdes foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 0,8% preparado com tampéo TEB 1X e corado com 2uL (10mg/mL)
de brometo de etidio na concentracao final de 1,6 ug/mL. Cinco microlitros de
amplicons foram misturado em 5uL do tampéo de amostra TBE 5X. O
marcador de peso molecular a ser utilizado para confirmacdo do tamanho dos
fragmentos foi o delKb (Athermo cientific). O gel de eletroforese sera
submetido a uma corrida eletroforética em tampao TEB1X iniciando a 85V para
saida das amostras dos poc¢os e seguindo a 100V para a separacdao das

bandas.

4.4.6 Purificacédo dos produtos de PCR e sequenciamento
O produto amplificado foi purificado com o kit comercial llustraGFX™

(GE) e submetido ao sequenciamento pelo método de Sanger et al. (1975)
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utilizando-se o sequenciador da Applied Biosystems/ HITACHI, modelo 3130
Genetic Analyzer.

As sequéncias obtidas através do procedimento de sequenciamento
foram comparadas com as depositadas no Gene Bank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) utilizando-se o programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Toll).

4.5 PRODUCAO PRELIMINAR DA SUBSTANCIA BIOATIVA

Toda a etapa de producdo da substancia foi realizada no Laboratério de
Tecnologia do DNA, enquanto que a parte de preparagdo e purificagcdo do
extrato bruto, assim como os ensaios de atividade biologica foram realizados

no Laboratorio de Microrganismos e Bioensaios - UFAM.

4.5.1 Producdo de moléculas com atividade antimicrobiana a partir das
linhagens endofiticas

O cultivo inicial foi realizado com todas as linhagens avaliadas no teste de
culturas pareadas em dois meios de cultura diferentes: ISP2 e sabouraud
liquidos.

As cepas endofiticas foram reativadas em estrias cruzadas em placas
contendo o meio &agar ISP2 e sabouraud sélidos e incubadas em estufa
bacterioldgica por 24 h a 30°C. Colénias dos respectivos microrganismos foram
transferidas com o auxilio de uma al¢ca de platina para tubos contendo o meio
ISP2 liquido que foram incubados a 30°C em agitador orbital por 18 h sob
agitacao de 150rpm.

A producédo do metabdlito em meio liquido foi realizada em erlemeyers de
500mL, contendo 100 mL dos meios ISP2 e sabouraud e 100 uL do pré -
indculo referente a cada endofitico. Apos a inoculacao, todos os frascos foram
incubados em agitador orbital por 60 h a 30°C e o liquido metabdlico produzido
foi recuperado. Todo o experimento foi conduzido em duplicata e como
controle negativo utilizou-se 100 mL dos meios de cultivo isento de
microrganismos.

Na recuperacdo do liquido metabdlico correspondente a cada linhagem
adicionou-se 50mL do mesmo em tubos falcons e centrifugou-se o material

duas vezes em centrifuga refrigerada a 4°C a 4.000rpm para retirada das
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células bacterianas. O sobrenadante também foi filtrado sob presséo a vacuo
em sistema de filtracdo (CORNING) composto por membranas de poliestireno

(PES) com poros de 0,22uM e armazenado a 4°C.

4.5.2 Preparacgao do extrato bruto

Foram gerados extratos originados das células precipitadas apés a
centrifugacéo e do sobrenadante separado.

As células obtidas a partir da centrifugacao foram transferidas para potes
de vidro pequenos, nos quais foi adicionado 2mL de metanol (MeOH) para
rompimento das células e liberagcdo de seus componentes intracelulares e
deixado a temperatura ambiente por 24 h. Em seguida, este material foi
centrifugado, o sobrenadante foi coletado e neste, adicionou-se mais 2mL de
metanol deixou-se reagindo por mais 24 h. Ao final da reacao, o sobrenadante
foi centrifugado novamente e filtrado com membranas Millipore de 0,22uM e
levado a estufa de secagem para evaporacao do solvente a 35-40°C.

Ao liguido metabdlico recuperado adicionou-se 3% de MeOH e
submeteu-se a uma coluna de SPE/C18 (Stracta) de acordo com as
orientacdes do fabricante. A vazao dos liquidos ocorreu sob presséo a vacuo.

O material concentrado foi colocado em vidros e vedado com papel de
filtro. Para secagem primeiramente deixou-se 0s vidros a temperatura ambiente
para evaporacao do excesso do solvente, depois sob fluxo de N, (nitrogénio) e
por ultimo estes foram inseridos em um dessecador contendo silica para

absorcdo da umidade restante.

4.6 SELECAO DA LINHAGEM ENDOFITICA PRODUTORA DE MOLECULA
ATIVA CONTRA C. albicans

A atividade da molécula antimicrobiana contida nos extratos obtidos a
partir das linhagens endofiticas foi verificada através do teste de difusdo em
agar (BAUER, et al., 1966) descrito no item 4.8.2. A partir dos resultados
observados a linhagem 229 foi selecionada para o prosseguimento do objetivo
geral deste trabalho que era encontrar um microrganismo que inibisse o
crescimento da levedura C. albicans. Assim, realizou-se novamente o cultivo

como descrito nos itens anteriores e utilizando-se somente o meio de cultura
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ISP2, no qual observou-se a melhor inibicdo dos patégenos avaliados em

relacdo ao meio de cultura sabouraud.

Todo o procedimento realizado seguiu conforme o seguinte organograma
do processo de obtencdo de extratos com atividade antagonica a C. albicans

produzidos pela bactéria 229:

Cultivo celular

!

Centrifugacao
k4 k
Precipitado celular Sobrenadante
Extracde comMECH Extracdo em SPE

Torta || Extrato MeOH-1 || Exirato MeOH-2

!

Evaporacao do solvente

|

Extrato bruto

|

Solubilizacdo em DMSO (10%)e H20 (90%)

!

Verificacao da atividade bioldgica
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4.7 PURIFICAGAO DA SUBSTANCIA BIOATIVA

Realizou-se uma cromatografia em coluna aberta, para pré- purificar a (s)
molécula (s) bioativa (s) da mistura e também uma cromatografia de camada
delgada (CCD) para visualizacdo do nivel alcancado de pureza da (S)
substéancia (s) produzida (s).

4.7.1 Cromatografia em coluna

O extrato metandlico foi fracionado em coluna cromatografica de vidro
previamente empacotada com 48g de silica gel fase normal (60- 200 um)
umedecida com acetato de etila e metanol (7:3; v/v). Para esse fracionamento,
foi utilizada a mistura seca de 1.200g do extrato bruto com 13,2 g de silica
homogeneizada previamente com metanol. Foram utilizados 100mL dos 4
gradientes preparados (6:4, 1:1, 4:6, 2:8, 100; v/v) com o0s eluentes acetato de
etila e metanol na coluna. Essas fracbes foram levadas para secagem como
acima descrito e utilizada no teste de difusdo em agar para verificacdo de sua
atividade. O fluxo dos gradientes ocorreu com o auxilio de uma bomba a vacuo

e a analise foi realizada em capela de exaustao de gases.

4.7.2 Cromatografia de camada delgada (CCD)

O extrato metandlico, obtido conforme descrito anteriormente, foi
submetido a um fracionamento em placas de silica gel 5 x 1,5 (com indicador
de fluorescéncia UV 254 nm).

Para o fracionamento dos extratos utilizou-se como fase movel os
solventes acetato de etila (AcOEt) e metanol (1:1; v/v) para separacdo das
substancias.

O extrato foi solubilizado com metanol e inserido com capilar de vidro na
demarcacao inicial da placa que foi adicionada a uma cuba previamente
saturada.

A revelagéo da placa foi feita em revelador fluorescente (254 nm) e com
um composto das solugbes acidas vanilina A e B para visualizacdo das
substancias nao reveladas em luz ultravioleta (UV) que poderiam fazer parte do

extrato. ApOs a aplicacao desta solucéo, a placa foi adiciona em chapa quente
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elétrica para secagem e posterior manuseio e avaliagdo da migragéo diferencial

das substancias.

4.8 BIOENSAIOS COM O EXTRATO BRUTO OBTIDO
4.8.1 Teste de avaliacdo da concentragcdo minima inibitoria (CIM)

Para verificagdo da menor concentracdo do extrato com potencial para
inibir C. albicans utilizou-se o teste de Concentracdo Minima Inibitéria (ELLOF,
1998), muito utilizado na pesquisa de novos antimicrobianos por apresentar
boa sensibilidade, ser barato devido a quantidade minima de reagentes
utilizados, possuir maior reprodutibilidade e apresentar com isso maior
confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al, 2008).

Na efetivacdo deste bioensaio primeiramente fez-se a reativacdo dos
microrganismos- teste em placas contendo os meios sélidos adequados
através da técnica de esgotamento em estrias cruzadas que foram incubadas
em estufa bacterioldgica a 30 °C. Destas placas retirou-se com o auxilio de
uma alca de platina uma colénia do patdégeno transferindo-a para um tubo com
tampa contendo 5 mL do meio liquido sabouraud a ser incubado a 30°C sob
rotacdo de 150 rpm’s por 24 h. A partir desse cultivo, fez-se a diluicdo
correspondente o nivel 1 da escala de McFaland para bactérias e nivel 5 para
leveduras a partir da leitura da densidade de crescimento (OD) dos
microrganismos, em espectrofotdometro em 600nm.

Para montagem do experimento utilizou-se microplacas com fundo em U
estéreis com tampa e em cada poco designado para teste do extrato adicionou-
se 100uL de meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) para bactérias e
sabouraud para fungos (todos na concentracdo dobrada) 100uL da amostra e
10uL do patdégeno em triplicata. Para o controle negativo adicionou-se 100ul do
meio, 100uL do solvente utilizado (DMSO e H20) e 10uL do patégeno. Para o
controle positivo 100uL do meio, 100uL de solugéo antifungica ou antibiotica e
10uL do patégeno.

Apo6s o preenchimento, as placas foram incubadas em BOD (Demanda
Bioldgica de Oxigénio) a 30°C por 24h e apds esse periodo adicionou-se 10uL
de reagentes reveladores. Para bactérias utilizou-se solucdo aquosa de CTT
(Triphenyltetrazolium chloride- Trifenil de tretazélico) a 1 % e para leveduras

utilizou-se o NBT (Nitroblue Tetrazolium Chloride- Nitroazul de Tetrazolico) na
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concentracédo de 1%. A atividade antimicrobiana foi verificada diante conforme
a mudanca de coloracéo dos poc¢os na presenca do revelador.

Os extratos a serem testados foram solubilizados na concentracdo de
2mg/mL*. Para prepara-los pesou-se 4,0 mg do extrato seco, adicionou-se
10% de DMSO (Dimetilsufoxido- p/v) correspondente a 200uL, agitou-se
vigorosamente até a sua completa diluicAo e completou-se o volume (2mL)
com agua destilada estéril.

A concentracdo minima inibitéria dos extratos que apresentaram resultado
bactericida ou bacteriostatico também foram realizada em microplacas. Nos
trés primeiros pogos foram adicionados 100ul do meio de cultura (em
concentracdo dobrada), 100uL do extrato diluido, homogenizou-se com a
pipeta e transferiu-se de forma sucessiva 100uL para os poc¢os abaixo e no
altimo poco descartou-se 100uL. Por ultimo adicionou-se 10uL da suspenséo
do patégeno a ser analisado. Os mesmos procedimentos foram utilizados para
0 controle positivo e negativo. Para o controle positivo foi utilizado o fluconazol
na concentracdo 2mg/mL* e para o controle negativo a mistura dos solventes
dos extratos (DMSO e H,0). A placa preparada foi incubada em BOD por 24h a
h& 36°C e posteriormente adicionou-se as solucdes reveladoras, incubou-se

por 30 min e fez-se o registro fotografico das placas.

4.8.2 Teste de difusdo em agar
Para a realizacédo deste teste, seguiu-se as recomendacdes estabelecidas
em norma do CLSI (Instituto de Manuais Clinicos e Padrdes Laboratriais)
IANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria com pequenas
modificacdes. Desta maneira, 0s microrganismos patogénicos utilizados (C.
albicans, S. aureus, M. smegmatis e P. aeruginosa) foram cultivados em tubos
contendo meio LB (Luria Bertani) liquido e incubados a 30°C sob rotacédo a 150
rpm. Deste cultivo retirou-se aliquotas para ajuste da densidade de crescimento
(O.D.) do in6culo entre 0,08 a 0,1UFC (Unidade Formadora de Col6nia) /mL o
que corresponde ao numero de turvacdo 0,5 (1,5x108 UFC/mL) da escala de
McFaland conforme norma regulamentadora (M2-A8-Vol. 23, n°1).
A semeadura dos inéculos preparados foi realizada introduzindo-se
um swab estéril na suspensdo bacteriana ajustada, comprimindo-ocontra a

parede interna do tubo para retirar o excesso do inéculo e semeando-se a
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superficie das placas contendo o &agar Mueller-Hinton em trés direcles
diferentes. A partir desse procedimento perfurou-se o agar com ponteiras
estéreis, esvaziando-se os furos para adicdo de 100uL do extrato bacteriano
diluido a 2mg/mL e dos controles positivo (fluconazol a 2mg/mL) e negativo
(solucdo contendo 10% de DMSO e H,0O destilada) e incubou-se as placas a
30°C por 24 h.

A sensibilidade do organismo-teste foi determinada através da presenca
de um halo de inibicdo formado em torno da cavidade perfurada. Os diametros
das zonas de inibicdo foram medidos em mm com auxilio de régua.Este teste
foi realizado em triplicata, calculando-se ao final a média do diametro dos

halos.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das inibicdes obtidas foram analisados com delineamento
inteiramente casualizado. Os dados referentes ao tamanho (em mm) dos halos
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (P < 0,05) realizados com auxilio do software Assistat 7.7 beta

(Universidade Federal de Campina Grande, Brasil).



45

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIA(;AO PRIMARIA DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Todas as seis colbnias endofiticas foram reativadas nos dois meios de
cultura selecionados e a partir da verificacdo da viabilidade das mesmas, fez-se
o teste de atividade antagonista frente a C. albicans e outras bactérias
patogénicas.Estas analises foram realizadas de modo sucessivo, tendo-se em
vista a necessidade de observacéo e confirmacao frequente da viabilidade das
culturas. Numa primeira andlise, demostrada na Tabela 5, foram utilizados trés
desses microrganismos patogénicos e numa posterior andlise quatro, sendo
eles a C. albicans, S. aureus, M. smegmatis e P. aeruginosa.

Neste procedimento, o meio ISP2 foi o que possibilitou melhores
condicbes da producdo da molécula inibidora pelos microrganismos
endofiticos, uma vez que as zonas de inibicdo observadas nesse meio foram
maiores.

Conforme Sanchez e Demain (2002), a fonte de carbono pode interferir na
producdo de antibidtico através de enzimas biosintéticas, fato que pode estar
relacionado com os melhores resultados de inibicdo no meio ISP2 por possuir
4% de glicose em relacdo ao meio Saboraud que contém 40%, além de ter
amido como fonte de carbono. Salomani et al. (2012), ao fazer um estudo da
atividade antimicrobiana de um isolado de Streptomyces também verificou os
melhores resultados de inibicdo neste meio, 0 que nos leva a considerar a
importancia da disponibilidade da fonte de carbono independente da espécie a

ser cultivada.
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Tabela 5. Resultado da inibicdo das bactérias endofiticas frente a C. albicans e
bactérias de patogénicas utilizando os meios de cultivo ISP2 e sabouraud.

Linhagem S. aureus M. smegmatis C. albicans
ISP2 Sab. ISP2 Sab. [ISP2 Sab.

39 - - - - - -

50 . - - - - -

73 - - + + - -

74 + + + + - -

164 + + + + - -

229 + + - + - +

Na média geral dos resultados e comparando-se a afinidade das
linhagens pelos meios de cultura utilizados para producdo da substancia
antimicrobiana, todas as bactérias endofiticas apresentaram pelo menos um
principio de atividade positiva referente a inibicdo do patdégenos testados.

A linhagem 229 foi a Unica a inibir o crescimento da levedura C. albicans
(Figura 4 e 5), o que determinou a escolha desta linhagem para os
procedimentos posteriores. As demais linhagens inibiram o crescimento de pelo
menos dois dos quatro patdgenos testados como pode ser visto na Tabela 5 e
observado nos apéndices B e C, referentes aos testes de estrias pareadas
realizados nos meios de cultura ISP2 e sabouraud. A linhagem 39 foi Unica a
apresentar inibicdo a bactéria P. aeruginosa (Apéndice A) e a 229, além de
inibir a levedura de interesse, também apresentou antagonismo a bactéria
patogénica S. aureus.

A medida que os testes de inibicdo foram repetidos, as linhagens foram
apresentando diminuicdo na zona de inibicdo observada em comparacdo a
andlise inicial. Esta caracteristica surgem provavelmente devido mutacdes
secundarias que ndo contribuem para aumentar a produtividade da biomolécula
ou por condi¢cdes adversas como gradientes bruscos de pH, temperatura, e por
condicoes de estocagem das células (CARBONARO, 2014).



Figura 4: Teste de estrias pareadas realizado com a bactéria
229, no meio ISP2 onde pode-se observar zonas de inibicdo da
levedura C. albicans e da bactéria S. aureus.

Figura 5: Teste de estrias pareadas realizado com a bactéria
229, no meio sabouraud onde é possivel observar zonas de
inibicdo da levedura C. albicans.

a7
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A deteccdo de antagonismo em um grande numero de microrganismo
isolados é bastante facilitada pelo teste aplicado, tendo em vista a economia e
a rapidez para se obter resultados, sendo aplicado em fungo e bactérias.
Cunha-Lima e colaboradores (2010), ao utilizar o mesmo método de analise
para avaliar o potencial de antagonismos contra C. albicans de bactérias
endofiticas isoladas de plantas arbéreas da Floresta Amazobnica também

encontrou resultados significativos para microparasitismo e antibiose.

5.2 AVALIAQAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DAS CEPAS
BACTERIANAS COM PRINCIPIO BIOATIVO

Todas as linhagens estudadas foram submetidas a coloracdo de Gram. O
resultado desta analise indicou que a morfologia dos microrganismos avaliados
apresenta a mesma forma, registrada como bastonete Gram positivo como

mostrado na Figura 6.

\r
""f \ <\
~<7l*f iz

J‘ | <%
) g S g

a ‘ \*{ ‘\’a’

Figura 6: Resultado da coloracdo de Gram realizada para caracterizacao
morfoldgica das cepas com atividade antag6bnica.

A visualizacdo e foto-documentacdo da linhagem 39 indicou
contaminacdo, sendo encontrados células similares as de levedura em
conjunto com bastonetes Gram positivo enquanto que as demais
apresentaram-se puras.

As cinco linhagens que apresentaram atividade antagonista na triagem
inicial por estrias pareadas, foram utilizadas para extragdo de DNA

cromossomal e o resultado € mostrado na Figura 7.
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Figura 7: Perfil eletroforético do DNA cromossomal das bactérias
produtoras de biomoléculas. M-marcador, 1- 50, 2- 73, 3- 74, 4- 164, 5-
229.

O DNA total obtido seguiu para amplificacdo por PCR. Os produtos
amplificados foram analisados em gel de agarose 0,8% por eletroforese. Todas
as bandas obtidas encontravam-se no tamanho esperado de 1000pb e sem
bandas inespecificas como verificado na figura 8. Posteriormente o material

amplificado foi utilizado para efetuacéo da reacao de sequenciamento.

1000 pb
750 pb

500 pb

250 pb

Figura 8: Perfil eletroforético da reagdo de PCR dos DNA"s das bactérias
selecionadas.
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A identificagdo molecular é universal no tocante a identificagdo de
microrganismos como bactérias e fungos baseando-se no estudo das
sequéncias do rDNA que mostram a distancia filogenética entre grupos de
bactérias e de eucaritos, como os fungos. Essa técnica € seguida pela
amplificagcdo dos genes de interesse por PCR e posterior caracterizacéo
através da analise por eletroforese e/ ou de sequenciamento obtendo-se assim,
um perfil da comunidade microbiana (ZIL1,2003; SILVA, 2013).

A analise do DNA ribossomal, uma vez extraido e amplificado pode ser
utilizado na identificagcdo de diferentes comunidades microbianas em diversos
tipos de ambientes, como realizado por Qin et al., (2009) que verificou a
diversidade de actinobactérias endofiticas raras associadas com plantas
medicinais da floresta tropical em Xishuangbanna verificando a relacdo
taxondmica das espécies encontradas.

A reacgéo de sequenciamento foi realizada com os produtos amplificados e
purificados das cepas antagonicas promissoras e tanto o resultado do score
card quanto dos eletroferogramas apresentaram boa qualidade (Anexo C).

Os scores obtidos pelo BLAST seguiram com valores de e-value
significativos prevalecendo na identificagdo taxonOmica realizada o género
Bacillus e duas espécies principais (B. amyloliquefacies e B. subitilis) como
demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6. Resultado da analise do sequenciamento do DNA ribossomal regido 16S

(ss-rDNA) por meio de BLASTn, para cepas bacterianas com atividade anticrobiana.

Cédigo Bactéria Total E- Ident. N°de acesso
identificada Score value

50 B.amyloliquefacies 15535 0.0 98% NC_014551.1

73 Bacillus sp. EGD- 0.0 99% NZ.AVPM1000844.1
AK10

74 Bacillus sp. EGD- 17482 0.0 99%  NZ.AVPM1000844.1
AK10

164 Bacillus sp. EGD- 15569 0.0 99%  NZ.AVPM1000844.1
AK10

229 B.amyloliquefacies 12138 0.0 99% NC_014551.1
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O género bacteriano identificado é compativel com o resultado da
coloracdo de Gram aplicada para observacao damorfologia das bactérias, uma
vez que microrganismos pertencentes a esse género sdo assim caracterizados.

Bactérias do género Bacillus spp. destacam-se por apresentar uma
multiplicidade de mecanismos antag6nicos podendo produzir substancias uteis
como agente de biocontrole em plantas e no caso da espécie B. subitilis,
substancias antifungicas como os lipopeptideos das familias da surfactina,
iturina e fengicina (LANNA-FILHO et al.,2009). Cao e colaboradores (2009) por
exemplo, encontraram um lipopeptidio biosurfactante de B. natto que exibia
actividades tanto antibacteriana quanto antifungica.

Estudos relacionados as propriedades antifingicas e antibacterinas de B.
subitilis sdo antigos, datando desde a descoberta da fengincina até a
investigacao de sua atuacao como agente de biocontrole de fungos causadores
de deterioracdo em frutas (VANITTANAKOMT e LOEFFLER, 1986;
GUELDNER et al.,1988).

B. amiloliquefaciens, codificada como 229 foi a Unica que apresentou
consideravel inibicdo a C. albicans, enquanto as demais apresentaram inibicéo
aos outros microrganismos patogénicos testados. Assim como B. subitilis, esta
espécie possui a capacidade para produzir uma grande variedade de
metabolitos secundéarios destinadas a suprimir as bactérias e fungos
competitivos dentro da rizosfera de plantas entre os quais Bacilisina [L-alanil
[2,3-epoxycyclohexanone-4] -L-alanina) ativo contra uma ampla gama de
bactérias e contra a levedura Candida albicans como especificado no estudo
de Chen et al. (2009).

Diversos relatos tem sido realizados referentes a acdo antifugica de
espécies do género Bacillus, inclusive B. amyloliquenfacies(HUANG et al.,
2010; WANG et al., 2014; YANG et al., 2015).

Lisboa et al. (2006) a partir de isolamento em solo da Mata Atlantica do
estado de Santa Catarina, encontrou uma estirpe deste microrganismo capaz
de inibir bactérias gram-positivas, gram-negativas e leveduras, testando
inclusive a estabilidade da molécula em relacéo ao pH e temperatura.

Zao et al. (2010), isolaram uma linhagem endofitica a partir hastes
saudaveis da planta azevinho (llex latifolia Thunb) de B. vallismortisZZ185 em

Nanjing, China, que apresentou forte atividade de inibicdo do crescimento in
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vitro contra os fitopatdbgenos Fusarium graminearum, Alternaria alternata,
Rhizoctonia solani, Cryphonectria parasitica e Phytophthora capsici.

Os resultados encontrados neste trabalho coincidem também com alguns
relatos na literatura, como por exemplo o estudo de Song et al., (2013), que
isolou uma estirpe de B. amyloliquenfacies em um manguezal que inibiu um
isolado clinico da levedura C. albicans verificando por meio de analises de
purificacdo e espectrometria que a molécula encontrada era um lipopeptideo,
ativo contra outras espécies de levedura como Metschnikowia bicuspidata, C.

tropicalis, Yarrowia lipolytica e Saccharomyces cerevisiae.

5.3 PRODUCAO PRELIMINAR DA SUBSTANCIA BIOATIVA E BIOENSAIOS
COM O EXTRATO BRUTO OBTIDO

A atividade antagoOnica dos extratos produzidos nos dois meios de cultura
e a partir do sobrenadante e células precipitadas de ambos foi verificada por
meio do teste de difusdo em &gar. Este teste de antagonismo permitiu que o
metabdlito secundario produzido pela bactéria endofitica em meio sdlido se
difundisse no meio de cultura inibindo o crescimento do microrganismo teste
formando os halos em volta dos pocgos, caracterizando a presenca da
substancia antimicrobiana como pode ser observado na figura 9. Também foi
verificado a atividade antagbnica dos extratos em relacdo aos microrganismos
teste e nos extratos com resultado positivo verificou-se a Dosagem Minima

Inibitdria dos mesmos.
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Figura 9: Resultado positivo de inibicdo da levedura C. albicans com
primeiro teste de inibicdo por difusdo em &gar aplicado com os
extratos produzidos pela bactéria 229 nos meios ISP2 e sabouraud.

O teste de atividade antimicrobiana aplicado, possibilitou a selecdo dos
extratos ativos no tocante a inibicdo de C. albicans e de outros patdégenos e 0s
resultados foram bastante significativos.

Nas placas com a levedura C. albicans os dois extratos da bactéria 229
produzidos apresentaram um bom espectro de acdo juntamente com o extrato
da linhagem 73 produzido no meio de cultura ISP2.

Para quantificar a atividade antifingica apresentada pelos extratos das
linhagens avaliadas solubilizou-se o extrato e fez-se a analise para
determinacdo do CIM (Concentracdo Minima Inibitéria). Com isso, observou-se
que alguns dos extratos apresentavam atividade antagonista aos
microrganismos (conforme a Tabela 7), usando-se antibiéticos comerciais

como controles positivos.
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Tabela 7. Concentracdo inibitéria minima (CIM) contra Os patégenos testados dos

extratos metandlico das linhagens endofiticas promissoras.

Extrato/meio de

cultivo

CIM (Ug.ML™)

39 -Isp2

50 -isp2

73 - isp2

74 - isp2
164-isp2

229 -isp2

39 - Sabouraud
50- Sabouraud
73 - Sabouraud
74 - Sabouraud
164 - Sabouraud
229- Sabouraud
Fracao 2
Fracao 3

--- sem inibic&o

M.smegmatis S. aureus P. aeruginosa

C.albicans

250

500

Para a tentativa de isolar a substancia com atividade antagonica a C.

albicans,deu-se continuidade ao experimento somente com a linhagem 229 por
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apresentar o maior halo de inibicdo a levedura testada e os outros extratos
metanolicos obtidos foram armazenados para avaliages futuras.

Desta maneira, produziu-se o extrato bruto da linhagem selecionada
novamente, com o qual foi iniciada a etapa de purificacdo da substancia
produzida e novos testes de difusdo em agar para verificar a permanéncia da
atividade antimicrobiana anteriormente exibida. A concentracdo minima

inibitoria também foi verificada e os resultados foram descritos na Tabela 4.

5.4 PURIFICACAO DA SUBSTANCIA BIOATIVA

A cromatografia aplicada ao extrato produzido resultou em quatro fracdes
separadas a partir dos gradientes aplicados na fase moével que foram expostas
a temperatura ambiente para evaporacao dos solventes e completa secagem

do extrato cujos rendimentos estao descritos na Tabela 8.

Tabela 8: FragbBes obtidas com o fracionamento do extrato bruto produzido
pela bactéria 229.

Fracao Massa (Q)
F1 -—--
F2 0,04
F3 0,14
F3 0,19

----- sem massa significativa

O extrato resultante de cada fracdo separada foi submetido novamente
ao teste de difusdo em &gar através do qual foi possivel identificar atividade
antifangica somente nas fracbes F2 e F3 através da formacdo de halo de
inibicdo a C. albicans (Figura 10) e aos outros patégenos testados (Apéndice
D).
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Figura 10: Deteccao da atividade antagonista a C. albicans em fra¢des obtidas apés
a aplicacdo de uma cromatografia em coluna aberta no extrato da bactéria 229.

Em comparacdo aos halos formados na primeira andlise, observou-se a
formacao de halos menores, porém com uma irrelevante diferenca de tamanho
gue na andlise estatistica realizada apresentou-se sem diferenca significativa
conforme a andlise pelo teste T p < 0,05.

Essa pequena diferenca visualizada pode ser resultante das condi¢gOes de
aeracao diferente da fermentacdo realizada anteriormente, o que ocasionou
uma menor produgdo da biomolécula.

Na Figura 11 essa diferenca pode ser observada considerando-se a
média dos resultados do extrato bruto inicialmente produzido e o extrato
purificado ativos contra C. albicans.
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Extrato- ISP2 Extrato -saboroud Fragdo 2 Fragdo 3

Figura 11. Comparagdo dos tamanhos dos halos de inibicdo(mm) a C. albicans

apresentados pelos extratos brutos e fragGes purificadas.

Para monitorar a pureza da substancia bioativa produzida pelo endofitico
pesquisado, fez-se a andalise de CCD nas fracBes ativas resultantes da
cromatografia em coluna e a partir da revelacdo da placa (Figura 12) foi
possivel identificar bandas separadas com R¢ de 1,8 para a duas fracdes, o que
indica apresencga de moléculas idénticas nas duas fragdes.

____________
s =~

________

Figura 12. Resultado da Cromatografia em Camada Delgada realizada com as fragfes
ativas apGs a cromatografia em coluna aberta.

A fragBes ativas, resultantes da pré-purificacdo realizada, foram submetidas a
analise por RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) e espectrometria de
massas na tentativa de tracar o perfil quimico da substancia anticandida, porém
a analise dos espectros obtidos indicou a necessidade de uma melhor

purificacdo do material produzido.



58

6 CONCLUSOES

A pesquisa substancias antimicoticas a partir de bactérias existentes no
ambiente amazoénico culmina com a descoberta de espécies capazes de
produzirem moléculas com potencial antimicrobiano capazes de serem

introduzidas na industria farmacéutica.

O indicativo desta constatacdo € comprovado nos resultados preliminares
desta pesquisa nos quais verificou-se que todas as cepas bacterianas de
origem endofiticas estudadas apresentaram capacidade de inibir ao menos um

dos quatro microrganismo patogénico testados.

A identificacdo das bactérias pela coloracdo de GRAM indicou que a morfologia
de todas as colbnias € composta por bastonetes gram positivos, e a
identificacdo taxondmica determinou género e espécies conhecido na literatura

como produtores de moléculas antimicrobianas.

Quando cultivadas em meios de cultura diferenciados, as bactérias endofiticas
apresentaram as melhores inibicdes no meio ISP2 através do teste de difusédo

em agar.

A 229, identificada como B. amyloliquefaciens, foi a Unica cepa que produziu
molécula anticandida verificada em testes preliminares com a qual realizou-se
a producéo de extrato que depois do processo de purificagdo originou fragdes

com CIM de 250 e 0,5 ug.mL™ respectivamente.
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8 ANEXOS

ANEXO A- Meios de cultura utilizados

Foram utilizados meios de cultura no estado liquido e sdlido. Para o preparo
dos meios de cultura no estado liquido, retirou-se o agar bacterioldégico da

composicao.

Uma vez pesados, 0s componentes de cada meio de cultura foram

esterilizados em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

A1l- Agar Extrato de malte e levedura (ISP2) / pH 7,2

EXtrato de 1eVEAUIa .........ovvvviiiiiii e 49
EXtrato de Malte .......ooovvvviiiiiciie e 10g
DEXITOSE ..ot 49
Y = PP 15¢g
AgQUA deSHIAOA .......ccveeeeeeceeee e, 1000mL

A2- Agar saboraud /pH 5,6

PEPIONA ... 49
DEXITOSE ..ot 409
0 - PP 15g
AQUA AESHIATA ...t 1000mL

B8 ittt s 1000mL

325 TR SR SRSRS 1000mL
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ANEXO B- solugoes

B1- Vanilina 4cida

Pesou-se 15g de vanilina e dissolveu-se em 250mL de etanol a 0°C e em
seguida adicionou-se lentamente 2,5mL de acido sulfarico concentrado.

B2- Solugao tampéao TEB 10X (solucado méae)

THS DASE ... 108g
Yol To [0 oo 1 To!c PO 55¢
E D T A 3,35g

AQUA JESHIAOA ...ttt 1000mL

Pesou-se os reagentes, regulou-se o pH para 8,0/8,5 e preparou-se as fracoes
de TEB 1X diluindo-se 100mLda solucdo mae em 900mL de 4gua destilada e
transferindo-se as ambas as solugdes para garrafas ambar.

B3- Gel de agarose a 0,8%

AGAIOSE ...t e 0.5g
TEB L X it aaaaae e e e e e e e aaaar—rarranaes 50mL
EtBr (Btometo de €tidiO) ..........cooviiiiiiiiiiicicce e 0,2uL

Pesou-se a agorose, adicionou-se a solucdo e TEB 1X e levou-se ao micro-
ondas para derretimento. Deixou-se esfriar e inseriu-se a solucdo de EtBr com

0 auxilio de uma pipeta automaética.



ANEXO C- Qualidade das sequéncias das bactérias endofiticas ap6s submissdo no

programa BLAST

> 100 bases]> 200 bases||> 250 bases| > 300 bases|> 350 bases|> 400 bases”

Read number Total of  # Bases with quality > |# Bases with quality > | %  |> 100 bases & quality >
bases 20 30 Vector |20

 yopan L 792 83%) 37 (77)  (ORR

¥

13_15Jul_C2_E08R_14_StdSeq50_POP7x_1.abi 994 841 (85%) 795 (80%) ‘_

¥

10_15Jul_C2_BO8R_05_StdSeq50_POP7x|_1.ab1 1006 609 ( 61%) 566 ( 56%) ‘_

1 3_cotabt H 966 778 ( 81%)| 731 ( 76%)

g
09_15Jul_C2_AD8R_02_5tdSeq50_POP7xl_1.ab1

1ﬂfﬂ_—E_

@ 5_go1Fabn H 982 592 ( 60%)| 535 ( 54%)
I1"_;_15Ju|_(32_D[]8Fl_11_StdSla|]5[]_P(.'iPT:(I_l.ﬂbl 995 845 ( 85%) 795 ( 80%)
1 4_p0tFaby H 938 768 ( 82%)| 724 (77%)
@ 1 a0sFab H 962 786 ( 82%)| 738 ( 77%)
ll? 15Jul_C2_C08R_08_5tdSeqs0_POP7xl_1.abl 1005 844 ( 84%) M ( 79%)




ANEXO D- Contigs formados com as sequéncias das bactérias endofiticas analisadas

50-
GCCCCGGTGCCACTGAAGACACACAGCGTTGTCCGGATTATTGGGCGTAA
A GGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGCCTTTCCCGGCTCAACC
GGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
GAAT TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGT
GGGGAGC GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCAT
TAAGCACTCC GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTT ACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAG
GACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATG TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGA
TCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGG ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCG
AGGTTAAGCCAATCCCACAAA TCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCA
ACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCCT TGTACCCACCCGCCCCGTCACACCCA
CCGAGAGTTTTGTAAACCCCCCGAA AATTCGGGGGGAGGGTAAACCCTTT
TTTTTGGGAAACCCCCCGC

73-
GTTGTCCGGATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGCCCTCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAAC
TGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCC
CTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG
CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTC
TAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA
TCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC
AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCA
GTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCACGAGAGGGTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAAC
CTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGACAGATGATTGGGGGGG
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74-
AGCGTTGTCCGGATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAG
TCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCT
GTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTC
CGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTG
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAC
AGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGT
TCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGGGTGTAACACCCGAAGTCGGTGAG
GTAACCTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGACAGATGATGG

164-
TTGTCCGGTATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA
ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCC
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTC
GCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT
CCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT
CTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
ATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAA
CAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTC
AGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAAC
CTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTG
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229-
CAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCT
GTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTC
CGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTG
ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGC
AGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGT
TCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGC
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGGGTGTAACACCCGAAGTCGGTGAG
GTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAACGGTGGACAGGATGAT
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9 APENDICES

APENDICE A- Teste de estrias pareadas realizado com a bactéria 39 no meio
Sabouraud onde sdo observadas zonas de inibicdo dos patogenos M. megmatis e P.
aeruginosa




APENDICE B- Teste de estrias pareadas realizado com as seis cepas no meio ISP2
onde sdo observadas zonas de inibicao dos patdégenos testados.
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APENDICE C-Teste de estrias pareadas realizado com as seis cepas no meio
sabouraud onde sdo observadas zonas de inibicdo dos patdgenos testados
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APENDICE D- Fotografia de placas referentes ao primeiro teste de inibicio por
difusdo em agar com os extratos produzidos pelos microrganismos endofiticos,
nas quais sao evidenciados os resultados positivos de antagonismo a
microrganismos patogénicos: A e B - Presenca de halos de inibicdo
apresentado pelo extrato das bactérias 73 e 74 contra dos patdgenos M.
smegmatis e S. aureus.




