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RESUMO - O bioma semiarido do Brasil, a caatinga, possui condi¢cdes extremas que favorecem a
adaptacdo a temperaturas e escassez hidrica. Muitas plantas da familia combrataceaes estao
adaptadas a essas condic¢des, e em relacao simbibtica com essas plantas vivem fungos endofiticos
também adaptados a essas condi¢gfes. Visando avaliar o potencial para producdo de substancias
antimicrobianas, de amostras obtidas da familia combretaceaes no semiarido do Brasil, foram
isolados 32 linhagens de fungos, das quais foram provenientes de diferentes partes amostradas,
sendo 80% das colbnias de fragmentos foliares, 20% de fragmentos caulinares. Os fungos isolados

foram testados com seis microrganismos, Staphylococcus equis CCMA1189, Bacillus coaqulsis

CCMA183, Acromobacter xylosoxidans CCMA561, Bacillus equis e uma linhagens fangicas

fiopatogénicas Pythium aphanidermatum CCMA 243 e Candida sp. CCMA 224. 16% dos extratos

apresentaram atividade antifingica contra o fungo filamentoso fitopatogénico P. aphanidermatum e

apenas um extrato apresentou atividade contra linhagem leveduriforme Candida sp.. Para as

linhagens bacterianas patogénicas humanas, apenas Staphylococcus equis foi sensivel 21% dos

extratos testados.
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ABSTRACT- The semi-arid biome of Brazil, Caatinga, has extreme conditions for adaptation to high

temperatures and water scarcity. Many family combrataceaes plants are adapted to these
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conditions, and symbiotic relationship with these plants live endophytic fungi also adapted to these
conditions. To evaluate the potential for production of antimicrobial substances in samples obtained
family combretaceaes in semiarid Brazil, were isolated 32 strains of fungi, which were sampled from
different parties, with 80% of colonies of leaf fragments, 20% of fragments stem. The isolates were

tested with six microorganisms, Staphylococcus equis CCMA1189, Bacillus coagulsis CCMA183,

Acromobacter xylosoxidans CCMA561, Bacillus equis e uma linhagens flngicas fiopatogénicas
Pythium aphanidermatum CCMA 243 e Candida sp. CCMA 224. 16% dos extratos apresentaram

atividade antifangica contra o fungo filamentoso fitopatogénico P. aphanidermatum e apenas um

extrato apresentou atividade contra linhagem leveduriforme Candida sp.. Para as linhagens

bacterianas patogénicas humanas, apenas Staphylococcus equis foi sensivel 21% dos extratos

testados.
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1 INTRODUGAO

A regido semiarida do Nordeste do Brasil ocupa uma area de 844.453 km2 (10% do
territorio nacional) (Brasil, 2010). E considerado um bioma com grande déficit hidrico, cujas plantas
gue vivem neste local possuem grande potencial de adaptacdo, pois estdo expostas a escassez

hidrica e temperaturas elevadas.

Planta do género Combretum leprosum, podem ser encontradas em cinco estados da
regido de Semiéarido (Bahia, Piaui, Ceard, Paraiba e Rio Grande do Norte). (Santos et al., 2012).
Nessas plantas s&o encontradas uma grande variedade de microrganismos, que sdo de grande
interesse para a Ciéncia. Os micro-organismos endofiticos, tais como os fungos, podem colonizar
folhas, ramos e raizes, sem causar prejuizos aos hospedeiros, habitando de forma sistémica o
apoplasto, vasos condutores e em alguns casos o interior da célula. Dessa relacao simbidtica, os
fungos podem desempenhar fungdes relevantes para sanidade vegetal, protegendo as plantas
contra pragas e patdgenos, aumentando o crescimento, enraizamento, resisténcia a estresses,
além de produzir compostos quimicos como enzimas, alcaléides, horménios e antibiéticos (Peixoto
Neto et al., 2002).

Os enddfitos sdo potencialmente Uteis na agricultura e na industria alimenticia e
farmacéutica. Podem ser utilizados como vetores para introducdo de genes de interesse nas
plantas (FAHEY, et al., 1988;), como agentes inibidores de pragas e patdgenos, e também como
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fontes de metabdlitos primarios (STAMFORD et al., 1998) e secundarios. Nas Ultimas décadas, a
comunidade cientifica vem pesquisando dentro da area da quimica, farmacologia e microbiologia,
compostos para a descoberta de novos agentes antimicrobianos (CECHINEL FILHO, 2000;
MACIEL et al., 2002; SOUZA et al., 2003).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de extratos brutos

obtidos de fungos endofiticos isolados de planta da familia Combretaceae do semiarido brasileiro.

2 MATERIAL E METODOS
2.1  Areade coleta

Os locais de coleta de plantas da espécie vegetal Combretum leprosum, foi delimitado pela
regido de caatinga do semiarido nordestino, nos estados de Bahia e Piaui. Nestas areas foram
coletadas partes das plantas (caule e folhas) segundo os padrdes internacionais de coleta incluindo
as coordenadas geogréficas. A identificacdo das espécies botanicas foi realizada no Herbéario da
Embrapa Semiarido, uma exsicata encontra-se depositada neste herbéario. As coletas foram
realizadas durante o periodo de chuva (em funcdo do estado fenologico da espécie da planta
incluido a coleta de flores, frutos e sementes, quando presentes). As amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos e submetidas a vacuo e transportadas para o laboratério de
Microbiologia Ambiental da Embrapa Meio Ambiente, onde foi realizado o isolamento dos micro-

organismos endofiticos.

2.2 Isolamento e preservagéo dos micro-organismos e ndofiticos

Os materiais botanicos coletados foram processados imediatamente ap0s a coleta para
isolamento de micro-organismos endofiticos. Para desinfeccdo superficial e retirada de possiveis
micro-organismos epifiticos das amostras coletadas, as folhas, caules e raizes foram lavados com
agua destilada e detergente. Em seguida, em camara asséptica, foram submetidos a uma
sequéncia de desinfeccdo em alcool a 70% (5 min para folhas e 10 min para caule e raiz) e
hipoclorito (NaClO) 3% (3 min para folhas e 5 min para caule e raiz). Apos a assepsia, foram
cortados fragmentos de 8 a 12 cm e plaqueados em placas de Petri em meio de cultura agar batata
dextrose (BDA), meio de Martin, agar agua (AA) para isolamento de fungos (ARAUJO, 2001),
como representado na figura 5.1. Como controle de efetividade do processo de desinfeccéo, foram
realizados controles com aliquotas de 0,1mL da ultima agua destilada esterilizada (Ultima etapa do

processo) em BDA. Para cada parte da planta (raiz, caule e folha) e para cada planta, foram feitas
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trés placas de cada meio de cultura, cada um com sete pedacos do tecido vegetal. As culturas
foram incubadas em estufa a 28C por um periodo de 60 dias. (COLLADO at al., 1996)

Apbs o crescimento das hifas dos fungos endofiticos nas extremidades dos fragmentos,
foram realizados repiques de todos os isolados para novas placas de BDA. Apds purificacdo, as

culturas foram incubadas por 15 dias a 28°C para crescimento.

Folhas, Caule e Raiz

Desinfecgao do material vegetal: Meio de cultura:

(1)Alcool a 70% . (2)Hipoclerito, (3) Alcool a - Meio de Martin
T0%., (4) agua destilada esterelizada - Agar batada dextrose
- Agar dgua

Controles: 28 * C, ate 60 dias

Controle do processo de desinfecco
100 pL da agua da ultima lavagem

Figura 1 - Esquema com as etapas do isolamento dos micro-organismos endofiticos
Para preservacao dos isolados, discos de meio de cultura de 5 mm de didmetro de todos os
isolados fora submersos em 5 mL de agua destiladas em frascos lacrados, & temperatura ambiente
e em triplicata e depositados na Colecdo de Cultura de Micro-organismos do Laboratério de

Microbiologia Ambiental, Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritiina, SP/Brasil.

2.3 Obtencao dos metabdlitos secundarios: cultivo, filtracdo e obtencdo dos extratos

brutos dos isolados endofiticos

Como ponto inicial para avaliacdo do potencial biolégico dos endofiticos isolados foram
obtidos extratos brutos em pequena escala e para avaliacdo do potencial de suas biomoléculas na
determinacdo da atividade antimicrobiano para diversos micro-organismos testes. As linhagens
foram inoculadas em 200mL de caldo Czapec (Himedia, India), incubada a 28<C, por 15 dias, com
auséncia de agitacdo. Apés o crescimento fangico, os caldos de culturas foram submetidos ao
sistema de filtragdo a vacuo (Sartorius), com membrana de celulose de 0,45um (Milipore), e
centrifugacéo a 9000rpm por 30 min a 4C para retir ada das células fungicas. Os filtrados foram
submetidos, por trés vezes, ao processo de extracdo liquido-liquido em sistemas de duas fases
(SDF), com o solvente diclorometano na proporgéo de 1:1(v/v) em multiplos pHs (4cido 3,0; basico
11,0) onde houve a formacao de duas camadas: uma aquosa, na parte inferior e outra organica, na
parte superior. Foi adicionada a fase organica 5% de sulfato de sodio anidro, filtrada em papel
Whatman n°4 e concentrada no evaporador rotativo (Quimis) a temperatura de 45°C, a presséo
reduzida (KILIKIAN; PESSOA Jr., 2001). Os extratos brutos obtidos foram pesados em balanca
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analitica e armazenados em freezer a -20°C. O extrato bruto seco do controle negativo foi obtido

por meio da extracdo do caldo de cultura sem inoculo.

2.4  Avaliagédo do potencial antimicrobiano
2.4.1 Os micro-organismos testes:

Os microrganismos testados foram linhagens bacterianas patogénicas humanas:
Staphylococcus equis CCMA1189, Bacillus coagulsis CCMA183, Acromobacter xylosoxidans
CCMA561, Bacillus equis e uma linhagens fangicas fiopatogénicas Pythium aphanidermatum
CCMA 243 e Candida sp. CCMA 224. Os microorganismos testes foram obtidos a partir da colecéo
de cultura de micro-organismos do laboratério de microbiologia Ambiental, EMBRAPA Meio
Ambiente Jaguaritna, Sao Paulo, Brasil. Todas as linhagens bacterianas e fungicas cresceram em
meio de cultura respectivamente em agar nutriente (NA) e Agar dextrose batata (BDA), a 28T por

24h para linhagens bacterianas e ate 4 dias para linhagens fangicas.

2.4.2 Avaliagdo da suscetibilidade in vitro aos antimicrobianos

A atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de difusdo em disco de acordo com a
metodologia de Bauer et al. (1960) com adaptacdes. Com auxilio de uma alga bacterioldégica foram
colhidas coldnias bacterianas isoladas e ressuspendida em solugéo salina a 0,85%, a fim de se
obter uma turvagdo correspondente com a concentracdo de 1,5 x 10° UFC/mL. Para tanto, foi
utilizado um aparelho espectrofotométrico (A-Just TM- Abbot, Chicago, EUA) em absorbancia de
625nm. Apdés a homogeneizacdo do inéculo foram retiradas 100 pL da suspensdo bacteriana,
plagueadas em NA e semeadas com auxilio de um swab estéril. Para as linhagens fungicas foram
repicado parte do micélio com didmetro de 5 mm e com auxilio de uma pinga estéril foram
colocados no centro de placas com meio BDA. Em discos de papel estéreis foram impregnados 5
pL da suspensdo dos extratos brutos ressuspendidos em DMSO (dimetilsulfoxido) a aplicagéo
destes foi efetuada com auxilio de pinca estéril para evitar contaminacdo. Apds o periodo de
incubacao, foi realizada a leitura com o auxilio de um halémetro, utilizando fonte de luz refletida

para iluminar a placa invertida sobre um fundo preto e opaco dos halos de inibicéo.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

Um total de 32 isolados fungicos foram obtidos dos 6rgdos vegetais de C. leprosum

coletados na caatinga do semiarido brasileiro. As linhagens foram provenientes de diferentes
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partes amostradas, sendo 80% das coldnias de fragmentos foliares, 20% de fragmentos caulinares,
tabela 1. Além disso, as linhagens isoladas neste trabalho ndo representam a diversidade total de
fungos endofiticos de C. leprosum, principalmente devido a selecdo de linhagens capazes de
crescer nos meios de cultivos utilizados. Os isolados obtidos neste estudo representam uma
amostra da diversidade total dos endofiticos associados ao C. leprosum, uma vez que o isolamento
€ limitado por meio das técnicas tradicionais de cultivo e representa menos de 5% da diversidade
total associada, quando comparados com estudo de diversidade dos microrganismos nao
cultivaveis obtidos por ferramentas de bioinformatica e biologia molecular (OLIVEIRA, 2006;
SETTE, GARBOGGINI et al., 2006).

Tabela 1. Linhagens fungica endofiticas isoladas de érgéos vegetais do Combretum leprosum, planta coleta no semiarido brasileiro.

Identificagao Origem Orgéo da Atividade antimicrobiana
planta
Phytium aphanidermatum Staphylococcus Candida sp
equis

FO5 C. leprosum Folha +) O] )
FO6 C. leprosum Folha (++) O] )
FO7 C. leprosum Folha (+) ) )
F11 C. leprosum Folha (+++) ) )
F12 C. leprosum Folha (++) 25 mm Q]
F14 C. leprosum Folha () 14 mm )
F20 C. leprosum Galho () 12mm )
F21 C. leprosum Galho ) 12 mm )
F23 C. leprosum Galho () 11 mm Q]
F24 C. leprosum Folha () 11 mm Q]
F27 C. leprosum Folha ) 30 mm 12 mm

(+) atividade moderada; (++) média atividade; (+++) forte atividade inibitéria; (-) auséncia de atividade inibitoria}

De acordo com atividades antimicrobianas dos extratos dos isolados fangicos endofiticos de C.
leprosum, o0s compostos apresentaram potencial atividade antimicrobiana contra os micro-
organismos teste neste estudo. Os extratos avaliados, 16% apresentaram atividade antifungica
contra o fungo filamentoso fitopatogénico P. aphanidermatum e apenas um extrato apresentou
atividade contra linhagem leveduriforme Candida sp.. Para as linhagens bacterianas patogénicas
humanas, apenas Staphylococcus equis foi sensivel 21% extratos testados. Os compostos

produzidos pela linhagem F11, isoladas de folhas de C. leprosum, foram os mais ativos contra o P.
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aphanidermatum, mas ndo apresentou atividade para S. equis e para Candida sp., pois certamente
utiliza mecanismo de acdo modelado para filamentosos. Os extratos das linhagens F14, F20, F21,
F23 e F24, apresentaram atividade exclusivamente para bactéria, com halo de inibicdo com
didmetros entre 11 a 25 mm, variando atividade de fraca a forte inibicdo. Contudo, os compostos
presentes no extrato da linhagem F27 apresentou fortes atividades com o maior halo de inibi¢cao
observado em todo experimento, de 30 mm, além disso, foi o Unico que conseguiu apresentar
algum tipo de inibicdo contra Candida sp.. Os extratos ndo apresentaram nenhuma atividade contra

as linhagens bacteiranas Bacillus coagulases, acromobacter xylosoxidans e Bacillus equis.

De acordo com os dados obtidos, a técnica de obtencdo de produtos do metabolismo
secundario dos microrganismos utilizado neste estudo, foi eficiente para a obtencédo de compostos
com atividade antimicrobiana de amplo espectro, uma vez que foram inibidos microrganismos de
eucariotos e procariotos. Trabalhos com endofiticos de plantas do género Combretum revelam
composto com grande potencial para biomoléculas e moléculas ativas com atividades
antimicrobianas, antioxidante, antimicobacteriana e anticancerigenas (Santos et al., 2012, Santos
et al., 2013), considerando fonte de bioprospecc¢do para uso na agricultura e biotecnoldgica e areas

afins.

4 CONCLUSAO

O estresse ambiental que as plantas e microorganismos estdo submetidas pode induzir o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia e adaptacdo, e com a devida pesquisa avaliou-se
gue as linhagens isoladas de Combretum leprosum, F05, FO6, FO7, F11 e F12 foram as Unicas a
inibirem P.aphanidermatum e as lingens F14, F20, F21, F23, F24 e F27, foram as Unicas a inibirem
Staphylococcus equis. De todas essas linhagens apenas a F27 inibiu a candida sp, e apenas a F11
obteve mais atividade para P. aphanidermatum. Portanto plantas do género Combretum revelam

compostos com grande potencial para a biotecnologia.
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