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RESUMO

A utilizacdo de micro-organismos antagonistas e seus metabdlitos secundarios no
controle de fitopatdgenos é alvo de grande interesse, j& que pode constituir uma
alternativa de menor impacto no ambiente em relacdo aos quimicos sintéticos. O cultivo
de novos isolados de bactérias antagonistas, além dos géneros Streptomyces e Bacillus,
0s quais sdo fontes da ampla maioria dos antibidticos conhecidos, amplia a possibilidade
de descobrir novas moléculas com potencial antimicrobiano. Desse modo, 0 presente
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de extratos extracelulares
de culturas de actinobacteérias do solo e de suas fragdes organicas contra 0s organismos—
alvo Xanthomonas campestris 629, Bacillus cereus ATCC14579 e Saccharomyces
cerevisiae V200. Neste estudo foram utilizados cinco isolados de actinobacterias do solo
(isolados TC42, TC44, TC70, TC105 e TCX, da Embrapa Tabuleiros Costeiros).

Palavras-chave: actinomicetos, controle biolégico, vidveis mas nao-cultivaveis.

ABSTRACT

The use of antagonistic microorganisms and their secondary metabolites in the control of
phytopathogens is a target of great interest, since it may constitute an alternative of less
impact on the environment in relation to synthetic chemicals. The cultivation of new
isolates of antagonistic bacteria, in addition to the genera Streptomyces and Bacillus,
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which are sources of the vast majority of known antibiotics, increases the possibility of
discovering new molecules with antimicrobial potential. Thus, the present work aimed to
evaluate the antimicrobial potential of extracellular extracts from cultures of soil
actinobacteria and their organic fractions against the target organisms Xanthomonas
campestris 629, Bacillus cereus ATCC14579 and Saccharomyces cerevisiae V200. Five
isolates of soil actinobacteria (isolates TC42, TC44, TC70, TC105 and TCX, from
Embrapa Tabuleiros Costeiros) were used in this study.

Key-words: actinomycetes, biological control, viable but not cultivable.

1 INTRODUCAO

Atualmente, a utilizacdo de micro-organismos para solucionar problemas
relacionados a producdo de alimentos € uma area bastante explorada, e os metabolitos
microbianos utilizados como produtos agroativos sdo de extrema importancia ecologica
e econdmica, tendo em vista a reducao dos efeitos ambientais causados pelos compostos
quimicos sintéticos. O uso indiscriminado de defensivos agricolas prejudica a microbiota
natural do solo, além de acarretar graves problemas a salde do homem e ao meio
ambiente.

Neste contexto, uma alternativa viavel para atenuar essa problematica é a
utilizacdo de actinobactérias produtoras de antibidticas, de enzimas e de fitotoxinas. As
actinobactérias sdo micro-organismos Gram-positivos, com alto conteddo de G+C
(Guanina + Citosina) em seu DNA, com crescimento vegetativo na forma de micélio e
com hifas ramificadas.

Geralmente, essas bactérias formam coldnias pequenas e bem aderidas ao
substrato, com esporos disseminados, 0s quais podem ser encontrados na parte aérea do
micélio ou nas hifas aderidas ao substrato, ou em ambos; podendo ainda se agrupar em
conidios com diferentes formas ou em esporangios ou apresentar mobilidade em algumas
espécies.

Esses micro-organismos sdo amplamente distribuidos na natureza, comumente
encontradas no solo, onde atuam na reciclagem de material organico, como lignocelulose
encontrada no subsolo, em ambientes marinhos e a maioria das espécies sdo:
qguimiorganotroficas, aerdbias, meséfilas, e de crescimento préoximo a pH neutro. No
entanto, existem actinobactérias termofilicas, acidofilas e alcalifilicas.

Além da sua importancia na ciclagem de nutrientes, essas bactérias sdo conhecidas

pela producdo de substancias de alto potencial biotecnoldgico, tais como vitaminas do
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complexo B, enzimas (e.g. xilanases, lipases, quitinases, fosfatases), agentes
antitumorais, cardiovasculares, imunomoduladores e, principalmente, antibidticos.

Atualmente, a ordem Actinomicetales é a principal fonte de antibidticos,
contribuindo com cerca de 3000 moléculas, a maioria (>90%) produzida por
representantes do género Streptomyces. No entanto, o potencial biotecnoldgico de outras
Actinobacteria é amplamente desconhecido. Portanto, alternativas de cultivo bacteriano
que permitam ampliar a base genética destes organismos produtores de moléculas com
acao antimicrobiana sdo essenciais para a descoberta de novos produtos com potencial
biotecnologico.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial
antimicrobiano de fracGes de isolados de actinobactérias do solo (TC42,TC44, TC70,
TC105 e TCX) contra Xanthomonas campestris 629, Bacillus cereus ATCC14579 e
Saccharomyces cerevisiae V200, como uma abordagem preliminar para a busca de novas
moléculas com potencial biotecnoldgico. Os isolados utilizados foram do banco de

bactérias de solo da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju - SE.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ACTINOBACTERIAS

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas com alto teor de G+C (guanina +
citosina), taxonomicamente classificadas na divisao Actinobacteria, classe Actinobacteria
e ordem Actinomycetales (GARRITY; BELL; LILBURN, 2003).

As actinobactérias sdo encontradas em diversos habitats como solos, desertos,
ambientes aquaticos, plantas, dentre outros, caracterizando-se pela sua capacidade de
crescimento em diversos substratos (MCCARTHY; WILLIAMS, 1990; HUANG et al.,
2012; MOHANDAS et al., 2013; VICENTE et al., 2013).

Estes organismos apresentam um crescimento micelial em uma parte do ciclo de
vida, e exibem uma grande variedade de formas, tais como cocoide ou cocobacilo
(GOODFELLOW, 1989; HOLT et al., 1994). As caracteristicas morfologicas como
ramificagdo do micélio sobre o substrato, formacdo de micélio aéreo e sua fragmentagdo
ou producdo de esporos sdo fatores que auxiliam na identificacdo das actinobactérias.
(VENTURA et al., 2007). Em muitos géneros ha diferenciacéo posterior com a formacao
de esporos e esporangios. Na maioria dos casos, 0S esporos sdo utilizados para a
dispersdo, mas alguns produzidos por Micromonospora spp. tém sua resisténcia

aumentada especialmente na estiagem. Muitas espécies sintetizam moléculas bioativas,
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particularmente as espécies Streptomyces e Micromonospora, produtoras de compostos
comerciais (CUESTA et al., 2012).

Os actinomicetos tém sido isolados de uma ampla variedade de tipos de solo em
diferentes regides geograficas, sob condi¢cGes Umidas e secas, e faixas de pH entre 4 e 10
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A taxonomia de Actinobacteria, com base nas andlises de sequéncias de RNAr
16S, compreende 130 géneros e 39 familias neste filo (VENTURA et al., 2007). Embora
diversos representantes cultivados deste filo sejam conhecidos, a obtencdo recente de
novos isolados pertencem a familias até entdo ndo descritas representa uma oportunidade
para a busca e descoberta de novas moléculas de importancia biotecnoldgica
(CAVALCANTE, 2012). Neste sentido, Hughenholtz et al. (1998) ressaltam que
diferencas filogenéticas entre divisdes bacterianas podem refletir diferencas fisioldgicas
substanciais. A capacidade de obtencdo de novos representantes cultivados de
Actinobacteria mediante a utilizacdo de métodos alternativos simples de isolamento foi
bem descrita por Joseph et al. (2003), que mostraram que de 350 isolados de bactérias do
solo, 25 pertenceram a quatro novas familias da subclasse Actinobacteridae.

Membros desta subclasse, representada por pelo menos 129 géneros reconhecidos
e nomeados em 40 familias distintas, sdo importantes fontes de antibi6ticos e outros
compostos bioativos, o qual tem motivado as buscas intensivas por novas estirpes
(GARRIT et al., 2001, JOSEPH et al., 2003).

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS DE MICROORGANISMOS COM ATIVIDADE
ANTAGONISTA

Todos os organismos vivos crescem e se reproduzem utilizando rotas metaboélicas
muito semelhantes, ou até idénticas, para gerar energia, através do metabolismo primario.
H&, porém, outras rotas metabdlicas que possibilitam aos organismos produzirem
diversos metabdlitos, alguns dos quais restritos a certos géneros ou espécies. Essas rotas
constituem o metabolismo secundario, ou seja, produtos ndo essenciais para a vida do
organismo e que sao normalmente sintetizados na fase estacionaria, e também durante o
seu crescimento (VINING, 1986; HECK, 2007).

Os metabdlitos secundarios estdo presentes em diversos organismos. As plantas,
por exemplo, os produzem como uma forma de protecdo contra predadores e para a
reproducdo, enquanto em insetos estes metabolitos sdo utilizados para sua comunicagdo
ou protecdo (VINING, 1986; HECK, 2007).
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Os fatores que desencadeiam a sintese de metabolitos secundarios geralmente
estdo associados a escassez de algum nutriente essencial, como carbono, nitrogénio ou
fosfato (VINING, 1986; OCHI, 2007; HECK, 2007). Contudo, ndo se conhece a funcéo
de muitos produtos do metabolismo secundéario; porém, cada organismo responde de
maneira diferente a deplecdo de um ou de outro nutriente. Portanto, na producédo de um
dado metabdlito secundario é necessario estudar cada espécie em particular, pois uma
mudanca nas condi¢des de cultivo pode inibir a sintese ou, ainda, levar & producédo de
outras moléculas (HECK, 2007).

Sabe-se que a ordem Actinomicetales ¢ a principal fonte de antibioticos,
contribuindo com cerca de 3000 moléculas, a maioria (>90%) produzidas por
representantes do género Streptomyces (CLARDY et al.,, 2006). Além disto,
aproximadamente 65% de mais de 6000 antibioticos descritos sdo sintetizados por
Streptomyces (ARAUJO, 1998).

Assim, para o controle biolégico de fitopatdgenos disponiveis no mercado, ha
diversos produtos bacterianos, sendo a maioria baseada em isolados do filo
Actinobacteria; principalmente, do género Streptomyces, como por exemplo,
Actinovate® e Mycostop® obtidos de S. lydicus e de S. griseoviridis, respectivamente.
Esta alta concentracdo de produtos derivados de Streptomyces deve-se a facilidade de
isolamento e de cultivo destas bactérias em condi¢des de laboratério (CAVALCANTE,
2012).

Com isto, o potencial biotecnoldgico de outras Actinobacterias é desconhecido
(CLARDY et al., 2006; van WEZEL et al., 2006), sendo preciso alternativas para o
cultivo bacteriano que permitam ampliar a base genética de organismos produtores de
compostos com acgdo antimicrobiana ou seja, a descoberta de novos produtos com
potencial biotecnologico. Dentre as moléculas com este potencial, destacam-se 0s
policetideos e os peptideos ndo-ribossomais (PARSLEY et al., 2011)

Policetideos e peptideos ndo ribossomais, produzidos por diversos organismos,
incluindo bactérias (e.g. Pseudomonas fluorescens, Bacillus licheniformis, B. brevis, e
diversos actinomicetos, como Streptomyces griseus e S. coelicolor), sdo moléculas com
elevado potencial antimicrobiano contra um amplo espectro de patogenos (COMPANT
et al., 2005).

Dentre os peptideos ndo-ribossomais com agéo antimicrobiana, podem ser citados
a gramicidina S de B. brevis; a bacitracina de B. licheniformis; a vancomicina, de S.

orientalis e pioverdina de P. aeruginosa (Marahiel et al, 1997). Embora o filo
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Actinobacteria seja o principal alvo em estudos de prospeccdo de novos agentes
antimicrobianos, (PARSLEY et al., 2011) identificaram em uma biblioteca
metagendmica do solo, rotas para policetidio sintases no filo Acidobacteria. Este filo
possui raros representantes cultivados, podendo ser uma fonte expressiva de novos
policetideos, estruturalmente diversos e com atividade antimicrobiana.

O género de actinobactéria Micromonospora produz alcaloides manzaminas, cujos
testes pré-clinicos indicaram ser potentes agentes antimalaricos (RAO et al., 2004),
enquanto que Micromonospora sp. M39 isolada da rizosfera de manguezal produz
substancias com acdo antifungica (ISMET et al., 2004).

Assim, de acordo com Tuntiwachwuttikul (2008), Streptomyces s&o micro-
organismos promissores com alta capacidade de produzir actinomicinas biologicamente
ativas, tendo, ainda, sido isolados e identificados estruturalmente quatro novos compostos
com atividades antifangicas e antineoplasicos. A geldanamicina, pertencente a familia
das ansamicinas, provenientes do metabolismo secundario de actinobactérias, € um
agente anticancerigeno produzido por S. hygroscopicus (TUNTIWACHWUTTIKUL ,
2008)

Recentemente, estudos com actinobactérias marinhas foram associados aos
géneros Streptomyces, Micromonospora, Nocardia, Nocardiopsis, Pseudonocardia,
Verrucosispora, Rhodococcus, Agrococcus, Saccharomonospora, que atuam protegendo
0S corais contra trés bactérias comuns e contra trés bactérias marinhas patogenicos, sendo
entdo verificadas atividades antimicrobianas de actinobactérias em seus diferentes
habitats (ZHANG et al., 2013).

Neste contexto, se insere um estudo recente com a actinobactéria S. arenicola, de
cujo do caldo de cultivo foi obtida a arenimicina, um novo antibidtico, com potente
atividade antimicrobiana contra estafilococos resistentes a medicamentos. Sua estrutura
molecular foi identificada como pertencente a classe de antibidticos rifamicina
(ASOLKAR et al., 2010).

Ainda, as bactérias marinhas da ordem Actinomycetales oferecem uma rica fonte
de moléculas bioativas com potencial para o desenvolvimento de novos farmacos
(ZHANG et al., 2013). Os estudos do isolamento de actinobactérias provenientes da
interacdo com formigas (Atta spp.) permitiram a descoberta dos antifngicos
dentigerumicina, mycangimycin e sceliphrolacta (GUO et al., 2013), enquanto que da
actinobactéria isolada do intestino de gafanhoto Amycolatopsis sp. HCal, (Oxya

chinensis) foram descobertos sete diferentes metabdlitos (GUO et al., 2013).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ISOLADOS DE ACTINOBACTERIAS

Neste estudo foram utilizados cinco isolados de actinobacterias do solo
(TC42,TC44, TC70, TC105 e TCX), previamente selecionadas quanto a atividade
antimicrobiana quando em co-cultivo com os fitopatdgenos X. campestris e T. paradoxa
(BARRETO, 2013). Todos os isolados pertencem a colecdo de bactérias do Laboratério
de Microbiologia do Solo da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju — SE.

Desses isolados, 0os TC42 e TC70 foram afiliados as familias Pseudonocardiaceae
e Micrococcaceae, com maximo de similaridade do 16S rDNA observado com
Pseudonocardia sp. e Sinomonas sp. (CAVALCANTE, 2012), enquanto os TC44 e
TC105 ndo foram afiliados a familias descritas, de acordo com andlise filogenética
proposta por (JOSEPH et al. 2003), embora apresentem méaxima similaridade do 16S
DNAr com sequéncias de Corynebacterium e Micromonospora, respectivamente
(CAVALCANTE, 2012). A manutencdo dos isolados é feitaem meio inclinado com 6leo

mineral a 4°C e em meio liquido com glicerol a -20°C e -80°C.

3.2 ISOLADOS DE MICRO-ORGANISMOS ALVO

Para os testes de atividade antimicrobiana foram utilizadas os seguintes
microorganismos alvos: X. campestris 629 IBSBF, da Colecdo de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Bioldgico, Campinas - SP, B. cereus ATCC 14579, e S.
cerevisiae V200, do banco de fungos do Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Federal de Sergipe. Estes organismos foram selecionados como alvos representantes de
modelos celulares procariotos (Gram-negativos e positivos) e eucariotos,

respectivamente.

33 MEIOS DE CULTURA PARA CULTIVO E AVALIACAO DE
ACTINOBACTERIAS

Os meios de cultura utilizados foram ISP2 (PRIDHAM et al., 1957), agar
nutriente e meio caseina-amido (WELLINGTON e TOTH, 1994).

O meio ISP2 foi constituido por agar bacteriologico (18,0 g L), acrescido de
extrato de levedura (4,0 g L), extrato de malte (10,0 g L) e dextrose (4,0 g L) e pH
ajustado para 6,0. O meio agar nutriente é composto por extrato de levedura (1,5 g L),
extrato de carne (1,5 g L), peptona bacterioldgica (5,0 g L), com pH 6,0. O meio

caseina-amido foi composto por amido soltvel (10,0 g L) caseina hidrolisada (0,3 g L
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1), KNO3 (2,0 g L), NaCl (2,0 g L), KoHPO4 (2,0 g L), MgS04.7H,0 (0,05 g L™,
CaCOs3 (0,02 g L), FeS04.7H,0 (0,01 g L), agar bacterioldgico (20,0 g L), com pH
7,0. Apos esterilizagdo (121°C/20 min), os meios foram dispensados em placas de Petri
estéreis de 90 mm (HAYNES et al., 1955), inoculados com as culturas ativadas em meio
de cultura liquido com composicdo quimica idéntica a dos meios de isolamento de cada
bactéria (CAVALCANTE, 2012). As placas foram incubadas a 30°C por uma semana e
inspecionadas quanto ao crescimento das actinobactérias.

Os meios liquidos foram preparados com a mesma composic¢ao quimica descrita
para 0s meios ISP2, agar-nutriente e caseina-amido, porém isentos de agar, dispensando
60 mL desses meios em Erlenmeyers de 125 mL, autoclavados e inoculados com os
isolados das actinobactérias e incubados a 30°C, por 48 h e a 160 rpm. Ap0s este periodo,
as suspensdes bacterianas foram centrifugadas a 14000xg e o pH do sobrenadante foi
medido (marca do pHmetro modelo, cidade,pais).

Para evitar a interferéncia da acidificacdo do meio de cultura sobre o crescimento
de microorganismos alvo, os referidos meios foram preparados em tampéo fosfato de
sodio 50 mM e 100 mM, pH 6,0 e analisados quanto a acidificacdo, ap6s crescimento das

actinobactéria, sob as condi¢des e tempo de incubacéo ja descritos.

3.4. CURVAS DE CRESCIMENTO DE ACTINOBACTERIAS E OBTEN(}AO DE
EXTRATOS EXTRACELULARES

Os isolados das actinobactérias foram inoculadas em ISP2, com tampdo fosfato
50 mM (ISP2 TF50). Este meio de cultura foi selecionado na etapa anterior para permitir
o crescimento dos isolados e resistir a variacao de pH ap6s 48 h de incubacao.

O in6culo desta etapa foi preparado a partir de culturas mantidas a 4°C sob 6leo
mineral, que foram inoculadas em Erlenmeyers de 125 mL contendo 60 ml de meio ISP2
TF50 e incubadas sob agitacdo (160 rpm/30°C). Durante a fase exponencial de
crescimento, aliquotas de 2 mL foram retiradas, centrifugadas (14000 rpm/ 4°C por 5
minutos) e as células lavadas duas vezes em NaCl a 0,85% para remover 0 excesso de
meio de cultura. O pellet celular foi ressuspendido em NaCl a 0,85% até densidade Optica
(D.0O.) de 0,5 (A = 500 nm), para padronizar o indculo a ser utilizado.

Em seguida, volumes de 250 uL de indculos padronizados de actinobactérias
foram inoculados em 60 mL de meio ISP2 TF50 em Erlenmeyers de 125 mL, enquanto
para TC42 foi utilizado o meio ISP2 TF100. Os indculos foram feitos em triplicatas,

sendo o contetudo dos frascos imediatamente homogeneizado, antes da retirada de
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aliquotas de 2 mL, que foram centrifugadas (14000 rpm/ 4°C por 5 minutos) e o
sobrenadante armazenado a -20°C para posterior analise de inibi¢&o dos organismos alvo
pelos extratos extracelulares.

Ainda, aliquotas de 1 mL foram retiradas de cada frasco para determinar a D.O.
inicial das culturas (A = 500 nm). Em seguida, 0s frascos foram incubados (160 rpm,
30°C), retirando-se amostras a cada 1 h, seguido de centrifugacdo para avaliar a D.O até
atingir leitura > 2,5 e armazenamento dos extratos. A coleta de extratos para TC105 e
TCX foi feitas até um periodo de 8 h, enquanto para os demais isolados esta coleta foi
realizada por 11 h. Os meios de cultura sem inoculacdo com as actinobactérias (controle
negativo) também foram incubados sob as mesmas condi¢cBes experimentais para

amostragem e armazenamento de extratos.

3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS EXTRACELULARES

A andlise da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos de culturas de
actinobactérias incubadas em diferentes tempos de incubacdo foi realizada contra X.
campestris, B. cereus e S. cerevisiae utilizados como microorganismos-alvo. As
bactérias-alvo foram cultivadas e mantidas em meios de cultura YM, e a levedura em
meio Sabouraud dextrose (SANDVEN e LASSEN,1999). Para reativar estes organismos,
seu cultivo foi feito até a fase exponencial. Para as culturas em fase exponencial foram
utilizados in6culo padronizados ap6s centrifugacdo e lavagem de células em NaCl a
0,85%. Volumes de 250 pL dos indculos padronizados foram inoculados em 60 mL de
meios YM e Sabouraud dextrose, até atingir D.O. de 10° células mL™ para as bactérias e
de10* mL para a levedura (COS et al., 2006).

Aliquotas de 180 uL dos indculos alvo foram adicionadas aos pogos de placas de
titulacdo de 96 pogos. Em seguida, 20 pL dos sobrenadandes do meio fermentado pelas
actinobactérias foram adicionados aos pocos. Como controles negativos, utilizaram-se
volumes de 20 pL das aliquotas coletadas dos frascos ndo inoculados com actinobacérias.
Pocos contendo meios de cultura YM e Sabouraud sem inoculagdo dos micro-organismos
alvo foram utilizados nas placas como controle de ndo contaminacdo durante a avaliagédo
da atividade antimicrobiana. Cada uma das aliquotas coletadas durante o crescimento das
actinobacteérias, assim como dos controles ndo inoculados, foram avaliadas em triplicatas
nas placas.

O crescimento das culturas nos pogos foi avaliado por meio das leituras de D.O.,

as quais foram realizadas imediatamente ap6s a inoculagdo dos microorganismos alvo
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(tempo zero) e apds 9 h de incubacdo para S. cerevisiae e para B. cereus e de 16 h para X.
campestris .

A inibicdo do crescimento dos organismos alvo pelos extratos extracelulares de
actinobactérias foi expressa em termos relativos ao crescimento nos controles negativos,

de acordo com a equacao:

DOE,, — DOE,,
DOCt_x - DOCtO

IRC (%) =1 —

Nesta equacdo IRC indicou a inibicdo relativa do crescimento; DOE e DOC,
representam a D.O. na presenca do extrato de actinobactérias e nos controles negativos,
respectivamente, e 0s subscritos tx e to, os tempos de avaliacdo da DO em fase

exponencial e no tempo zero.

3.6 OBTENCAO DOS EXTRATOS AQUOSOS E ORGANICOS DE CULTURAS DE
ACTINOBACTERIAS

As actinobacteérias foram crescidas em 500 mL de meio ISP2 TF50 a 160 rpm por
48 h até uma D.O. >2,5. As culturas foram homogeneizadas com 20 mL de metanol e 50
mL de cloroférmio e as fases organicas e aquosas separadas em funil de decantacdo. O
contetdo organico obtido com a destilacdo do cloroférmio foi concentrado em um
evaporador rotativo a 40°C (OEM, China). A fase aquosa foi liofilizada.

O extrato organico foi pesado, diluido em DMSO até 20 mg ml™ e armazenado a

-20°C, até avaliacdo.

3.7 AVALIACAO DA Clsy DOS EXTRATOS AQUOSOS E ORGANICOS DE
CULTURAS DE ACTINOBACTERIAS

A concentragdo inibitéria média (Clso) dos extratos orgénicos e aquosos foi
determinada através de leituras de D.O. em microplacas empregado na avaliacdo dos
extratos extracelulares. Resumidamente, aliquotas de 180 uL. meio de cultura previamente
inoculados com os organismos alvos foram adicionadas aos pocos. Os extratos organicos
(20 mg mL™) foram seriadamente diluidos em fatores de 4 vezes. Aliquotas de 20 pL
destas dilui¢des foram misturadas aos 180 puL adicionados previamente aos pogos, de
modo que as concentragdes finais de extrato nos testes fossem de 100, 25, 6,25, 1,56, 0,39

ug mL?. Controles foram utilizados conforme descrito na secdo 4.5. A Clso foi
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estabelecida em relagdo ao controle inoculado com os organismos alvos misturados aos

extratos organicos de meios de cultura ndo inoculados com as actinobactérias.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Médias de IRC entre os extratos de diferentes tempos de incubacdo de cada uma
das actinobactérias foram comparadas pelo teste de Bonferroni (p < 0,05).

As Clso das fragcdes organicas das culturas dos diferentes isolados antagonistas
foram comparadas estatisticamente pelo mesmo teste (p < 0,05), para cada organismo

alvo separadamente.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO:

4.1. SELECAO DO MEIO DE CULTURA E VARIACOES NO PH APOS
CRESCIMENTO DAS ACTINOBACTERIAS NOS MEIOS COM TF 50 mM e 100
mM.

Dos trés meios de cultura testados, somente o ISP2 permitiu o crescimento de
todas as bactérias avaliadas, sendo, portanto, selecionado para as etapas experimentais
deste estudo. A utilizacdo de um meio comum ao crescimento de todas as bactérias foi
importante para permitir a comparacdo direta do potencial antimicrobiano entre 0s
isolados incluidos neste estudo.

Outro aspecto importante a ser considerado na analise da atividade antimicrobiana
deste trabalho foi a avaliacdo do poder tamponante do pH do meio ISP2 durante o cultivo,
pois a diminuicdo do pH pode resultar na inibicdo do crescimento dos micro-organismos
alvos. Este fato pode levar a uma interpretacdo errdnea da inibicdo como uma resposta a
producdo de metabolitos secundarios (ZHAO et al., 2011).

No meio ISP2 ndo tamponado, o crescimento microbiano em meio liquido por 24
a 48 h provocou a reducao do pH em cerca de 1,0 unidade quando foram utilizados os
isolados TC105, T42 e TCX. O pH, no entanto, foi mantido estavel no meio em que
foram cultivados o TC70 e TC44. Por outro lado, quando o ISP2 foi preparado em tampéo
fosfato 50 mM, apenas TC42 reduziu o pH do meio. Esta redugédo, no entanto, foi

suprimida quando o tampéo utilizado foi o fosfato 100 mM.
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4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM EXTRATOS DE DIFERENTES TEMPOS
DE INCUBACAO.

O filtrado extracelular da cultura de TC105 apresentou inibi¢do do crescimento
de S. cerevisiae e B. cereus, utilizados como alvos. Assim, o inicio da atividade contra S.
cerevisiae foi observado apds 700 min de incubacdo com o isolado TC105 (Figura 1A),
enquanto para B. cereus a inibi¢do aconteceu em um tempo menor, aproximadamente aos
550 min do teste, como mostrado na Figura 1B.

Os sobrenadantes dos meios fermentados por TC44 e TC42 apresentaram
atividade contra B. cereus, mas ndo contra Xanthomonas campetris e Saccharomyces
cerevisiae. De acordo com a Figura 2, a inibicdo a Bacillus cereus se iniciou em torno
dos 500 e 800 min, respectivamente. O efeito inibitério de TC42, no entanto, foi
dependente do tampéo utilizado no meio de cultura, ja que, diferentemente do ISP2 TF50
mM, filtrados derivados de culturas crescidas no meio ISP2 TF 100mM n&o inibiram o
crescimento de B. cereus (Figura 3). Esta observacédo € importante, ja que a atividade de
TC42 pode em grande parte ser relacionada a queda de pH, e ndo a metabdlitos
secundérios. Estes resultados estdo de acordo com RASANAYAGAM e JEFFRIES
(1992) que indicaram que a forte inibicdo de Pythium ultimum por diversos fungos
ectomicorrizicos observada em meio de cultivo ndo tamponado foi suprimida em meio
tamponado. Estes autores sugerem que a acidificacdo do meio e ndo a a¢cdo de metabdlitos
secundarios seja o principal efeito inibidor do crescimento deste fitopatdgeno. O efeito
positivo do uso de meios de cultura tamponados sobre a longevidade de células
microbianas também foi claramente comprovado para leveduras (MURAKAMI et al.,
2011).
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Figura 1. Crescimento relativo de Saccharomyces cerevisiae (A) e Bacillus cereus (B) cultivados na
presenca de extratos extracelulares do isolado TC105 coletados em tempos crescentes de incubagdo. Médias
de crescimento relativo seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni
(p<0,05). Barras de erros indicam = 1 D.P.
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Figura 2. Crescimento relativo de Bacillus cereus cultivados na presenca de extratos extracelulares do
isolado TC44 obtidos em tempos crescentes de incubagdo Médias de crescimento relativo seguidas de uma
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni (p < 0,05). Barras de erros indicam + 1 D.P.

1,2 -
a a

1,0 A * & a

0,8 A {

0,6

(o
(o

0,4 A

Crescimento relativo

0,2 A

O’O T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Tempo de incubagéo das culturas de actinobactérias (min)

Nas situacbes acima relatadas, foi observado que o inicio de atividade
antimicrobiana coincidiu com o fim da fase exponencial das actinobacterias, de acordo
com curva de crescimento, monitorada mediante densidade Optica das culturas. Estes
resultados sé&o condizentes com relatos anteriores de que a producdo de compostos
secundario bioativos ocorre especialmente em condicdes de estresse microbiano, como
por exemplo, déficit nutricional, como os que ocorrem na fase estacionaria (HECK, 2007;
OCHI, 2007).

Figura 3. Crescimento relativo de Bacillus cereus cultivados na presenca de extratos extracelulares do
isolado TC42 obtidos em tempos crescentes de incuba¢do. Simbolos azuis e vermelhos representam
tratamentos com tampdo fosfato de sédio com concentragbes de 50 mM e 100 mM, respectivamente.
Médias de crescimento relativo seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni
(p<0,05) nas comparagdes entre tempos de incubacdo no tratamento com tampdo 50 mM. N&o houve
diferenca entre os tempos de incubacdo quando tampéo 100 mM foi empregado.
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4.3 Clsp DE FASE ORGANICA E COMPARAQAO ENTRE ACTINOBACTERIAS
QUANTO A ATIVIDADE ANTIMICROBIANA.

Em relag&o a concentragdo inibitoria média (Clso), € interessante observar que néo
houve relacdo entre as atividades detectadas com os sobrenadantes dos meios
fermentados filtrados e suas respectivas fragdes orgénicas. De fato, a maioria das
actinobactérias ndo mostrou atividade nesses filtrados contra os organismos alvos,
embora todas tenham apresentado fracGes organicas bioativas a concentragcdes muito
baixas (Clso entre 4 e 16 pug ml™?) contra S. cerevisiae (Figura 4) e baixas a altas (Clso
entre 10 e 140 ug ml™?) contra B. cereus (Figura 5). De acordo com Cos et al. (2006), as
atividades antimicrobianas relevantes de extratos estdo associadas a Clsp menores que
100 ug ml?, e menores que 25 ug ml™, para compostos puros.

Apenas 0 extrato organico da actinobactéria TC42 apresentou atividade contra X.
campestris, com uma Clso média de 107 ug mI™. A menor sensibilidade de bactérias Gram
negativas em comparagao a eucariotos e bactérias Gram positivas a acao de drogas tem
sido relatada (COS et al., 2006).

E interessante ressaltar que o isolado TC42, com alta afiliagio com
Pseudonocardia, foi o mais ativo para todos os modelos alvos testados. No entanto, pelo
fato de o efeito inibitério desta actinobacteria ter sido dependente do tamponamento
utilizado no meio de cultura, a contribuicdo relativa da acdo de metabdlitos secundarios
e da acidificacdo do meio fermentado como mecanismos de controle do crescimento
microbiano necessita ser quantificada.

Os isolados TC44 e TC105, além de ndo inibirem X. campestris, necessitaram de
concentracdes relativamente altas de suas fragfes organicas para inibir B. cereus. No
entanto, estes isolados apresentaram potencial como fonte de compostos antimicrobianos
contra o modelo eucarioto S. cerevisiae empregado neste estudo. A maior atividade destes
dois isolados contra S. cerevisiae, comparativamente aos modelos bacterianos, pode
constituir uma caracteristica interessante, ja que indicaria uma bioatividade contra alvos
mais especificos. De acordo com Brodeur (2012), agentes de controle bioldgico com alta
especificidade podem ser de grande relevancia por permitirem o controle do fitopatégeno

sem causar impactos a organismos ndo-alvos.
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Figura 4. Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento microbiano por extratos da fragdo organica de
culturas de actinobactérias do solo utilizando-se Saccharomyces cerevisiae V200 como organismo alvo.
Barras de médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni a 5% de probabilidade.
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Figura 5. Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento microbiano por extratos da fragdo orgénica de
culturas de actinobactérias do solo utilizando-se Bacillus cereus ATCC 14579 como organismo alvo. Barras
de médias com mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni a 5% de probabilidade.
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5 CONCLUSOES
O tamponamento do meio ISP2, tradicionalmente utilizado para o cultivo de

actinobactérias, permite reduzir a influéncia da acidificagdo meio pelo crescimento
bacteriano sobre o controle de micro-organismos alvo.

A producdo de compostos bioativos pela actinobactérias testadas no controle
microbiana ocorre ao final exponencial do crescimento.

Todos os isolados testados apresentem alta atividade em suas fragdes orgénicas
contra pelo menos um dos organismo alvo estudado, com destaque para os isolados TC42,
afiliado a Pseudonocardia, e TC44, ndo afiliado a familias previamente classificadas.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Avaliar o potencial dos isolados de actinobactérias em produzir novas substancias

antimicrobianas contra diferentes grupos de micro-organismos fitopatogénicos.

¢ Identificar os compostos nas das fracGes ativas dos isolados de actinobactérias e
caracterizar os compostos quimicos presentes nos metabdlitos secundéarios ativos

extraidos dos micro-organismos.
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