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RESUMO

O Cerrado é segundo maior bioma brasileiro
constituido por um conjunto de ecossistemas com
varias espécies endémicas. Contidos nessa grande
biodiversidade  estdio  0os  microrganismos
endofiticos, isolados de tecidos vegetais, que
podem proporcionar diversos beneficios para a
planta hospedeira, através da producdo de
metabdlitos secundarios bioativos. Além da
promogdo de crescimento vegetal, aumento da
resisténcia da planta a estresses bidticos e abi6ticos,
esses metabdlitos secundarios possuem aplicacoes
diversas, entre elas antibi6ticos, inseticidas,
antioxidantes naturais, agentes antitumorais, entre
outros. Avaliou-se o potencial antibacteriano e
antiflngica de Paenibacillus terrae e também em co-
cultivo com Bacillus thuringiensis e Bacillus

1 INTRODUCAO
1.1 CERRADO

megaterium, buscando uma maior atividade acerca
da producdo de Dbioatividade. Para 0s
microrganismos testados, detectou-se halos de
inibicdo (mm) de 8,6, 9,4 e 11,4 para Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans,
respectivamente. Contra Bacillus thuringiensis e
Bacillus megaterium, ndo detectou-se inibigdo
devido, provavelmente, a inibicdo seletiva.
Paenibacillus terrae apresentou resultados melhores
guando em co-cultivo com Bacillus megaterium,
contra E. coli e S. aureus, com halos de 10,6 e 9,5
mm, respectivamente. Em contrapartida, o co-
cultivo com B. megaterium, contra C. albicans, ndo
houve inibigdo. O mesmo aconteceu com os testes
de co-cultivo de P. terrae com B. thuringiensis,
contra todos o0s microrganismos testados. Esses
resultados obtidos devem sinalizar para um maior
presséo seletiva entre os microrganismos testados,
gerando a presenca de halos de inibicdo. Dentre
todos os antibioticos testados contra Paenibacillus
terrae AK, AMP, CA, CFL, CM, CI, CLO, El, GE,
NT, OX, SUT, TE e TT, os maiores potenciais
inibitorios foram contra SUT, CLO e AK, com 37,3,
31,0 e 22,25 mm de inibi¢do. CA, CFL, Cl e OX
ndo inibiram. Os dados obtidos s&o similares a
outros trabalhos e indicam ainda a permanéncia de
susceptibilidade microbiana a maioria dos
antibioticos testados. A  bioprospeccdo de
endofiticos € essencial para a busca por metabolitos
bioativos visto que a produgdo de biomoléculas
podem contribuir como agentes de biocontrole,
inibicdo microbiana e parasitaria, como anti-
inflamatorios e na indUstria, farméacia, medicina e
biotecnologia.

Palavras-chave: Cerrado, Endofiticos, Atividade
antimicrobiana, Co-cultivo, Paenibacillus terrae,
Bacillus thurigienses, Bacillus megaterium.

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro localizado na regido central do Brasil e

~ contempla um conjunto de ecossistemas, entre eles savanas, matas, campos e matas de galeria.

’b Ocupando cerca de 21% do territério nacional, compde parte dos estados da Bahia, Goiés, Piauf, S&o ‘

Paulo e Tocantins, e também o Distrito Federal [1,2]. Esse bioma apresenta trés formacGes vegetais,

Tecnologia avancadas e suas abordagens

ioprospeccao da atividade antimicrobiana do caldo de fermentacéo produzido pelo endofiti
aenibacillus terrae em co-cultivo com Bacillus thuringiensis e Bacillus megateri



mailto:prokarya@ufscar.br

sendo elas florestais, formando dosseis continuos ou descontinuos, com o predominio de espécies
arboreas (cerraddo e mata seca); savanicas, contendo areas com arbustos e arvores sobre um estrato
graminoso porém sem a formacao de dossel (cerrado sentido restrito e cerrado ralo); e campestre, onde
sdo predominantes espécies herbaceas com a presenca de algumas espécies arbustivas, sem arvores na
paisagem (campo sujo, campo-cerrado e campo limpo) [1,3].

A variacdo dos solos e de suas caracteristicas contribui para a heterogeneidade espacial do
Cerrado, sendo influenciada também pela proximidade ou isolamento em relag&o a regides vizinhas
[3].

Por mais que o Cerrado possua uma grande extensdo e seja classificado como um "hot spot”
com varias espécies endémicas, sua biodiversidade ainda é pouco conhecida. Nesse bioma se
encontram diversas paisagens, com diferentes fisionomias de vegetacdo que estdo atreladas a
elementos fisicos e fisiograficos, e esta diversidade compreende uma diversidade floristica, com
aproximadamente 6.429 espécies ja catalogadas, tornando a flora do Cerrado a mais rica entre as
savanas [4].

Segundo Machado (2016), foram coletados dados indicando que a porcentagem de espécies
brasileiras contidas no Cerrado pode representar entre 20% e 50%, variando com o grupo taxonémico.
Constata também que o endemismo em grupos como plantas herbaceas, pode ultrapassar os 70% [5].

Apesar de apresentar tamanha biodiversidade e espécies endémicas, somente 5,2% da area que
constitui o Cerrado é protegida como unidades de conservacao, mesmo estando tao sujeito a aceleradas
taxas de destruicdo com o avanco das monoculturas de soja, algoddo e pastagens para gado. Estas
condicdes podem afetar o bioma, ocasionando a perda da biodiversidade pela extingcdo de espécies; a
fragmentacdo de habitats; a invasdo de espécies exoticas; a degradacdo de servicos do ecossistema,
tais como a recarga de aquiferos, ciclagem de nutrientes e fluxo de aguas; a erosao dos solos e também
possiveis alteragdes climaticas na regido [1,2,4].

Em termos numeéricos, aproximadamente 33.000km?2 sdo &reas para conservacao, enquanto
aproximadamente 2 milhdes de km? ja foram transformados em culturas, pastagens e outros. Outro
estudo relata que 55% do Cerrado ja foi desmatado ou transformado pela humanidade. A preocupacéo
com a preservacao do Cerrado levou ao surgimento de iniciativas de conservacgéo advindas do governo,
setor privado, organiza¢Ges ndo governamentais e pesquisadores, trazendo a tona os desafios de
demonstrar a ligagdo entre os ecossistemas e a biodiversidade, e sua importancia para o melhor

desempenho do bioma [2].
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1.2 ESPECIES VEGETAIS DO CERRADO

O Cerrado possui uma vegetacao rasteira caracteristica, que contempla gramineas e arbustos,
arvores baixas com troncos retorcidos e folhas rigidas [6]. As plantas vasculares estdo presentes em
grande nimero nesse bioma, somando mais 7.000 espécies, estando entre elas plantas herbaceas,
arbustivas, arboreas e cipos [7]. Sendo considerada a mais diversificada savana tropical do mundo, o
Cerrado possui quarenta e quatro por cento da flora endémica, mas também uma grande diversidade
de habitats e espécies [8].

Algumas espécies comuns de arbustos folhosos e semiarbustos do Cerrado sdo Aegiphila,
Anacardium, Banisteria, Byrsonima, Casearia, Cordia, Diospyros, Jacaranda, Lantana, Miconia,
Mimosa, Myrcia, Salacia, dentre outros [9].

Ja espécies de arvores comuns do Cerrado sdo Anadenanthera, Andira, Byrsonima, Caryocar,
Cassia, Copaifera, Diospyros, Eriotheca, Hymenaea, Myrcia, Styrax, Sweetia, Tabebuia (as vezes as
espécies do cerrado sdo tratadas como Tecoma; recentemente transferido para um novo género,

Handroanthus), entre outras [9].

1.3 MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

A definicdo de microrganismos endofiticos foi proposta por alguns autores, como qualquer
microrganismo que tenha sido isolado do interior de uma planta ou da superficie do tecido vegetal
desinfectado, e que ndo cause danos visiveis para a mesma [24]. Esses microrganismos endofiticos,
podem ocasionar diversos beneficios para a planta hospedeira, como promogéo de crescimento vegetal,
pela producdo de metabdlitos secundarios, podendo aumentar a resisténcia da planta a estresses
bioticos e abidticos. Podem ser capazes de biossintetizar produtos naturais de importancia na medicina.
Entre as possibilidades de aplicacfes de metabolitos secundarios isolados de endofiticos de plantas
estdo, antibidticos, inseticidas, antioxidantes naturais, agentes antitumorais, etc [26].

A habilidade de vérios endofiticos bacterianos de promover o crescimento vegetal pode ocorrer
por mecanismos diretos e indiretos. Um exemplo de mecanismo direto seria quando o endofitico

facilita a aquisicao de nutrientes essenciais para a planta ou modula o nivel de hormonios [25].

1.3.1 Paenibacillus terrae

Paenibacillus terrae é uma bactéria anaerdbica facultativa, Gram-variavel, formadora de
endosporos, produtora de xilanase e catalase, geralmente presente no solo e se apresenta como col6nias
cor de creme e formato irregular, finas e transltcidas [10, 11].

Foi relatado em diversos estudos, o potencial da Paenibacillus terrae como possivel agente de

biocontrole e também caracteristicas de promocdo do crescimento das plantas.
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Foram descobertas atividade contra Brusone no Arroz causada por M. oryzae [12], Podriddo
cinzenta causada por Botrytis cinerea em Solanum lycopersicum e em P. polyphylla [13,17],
Campylobacter jejuni pela produgdo de tridecaptina A [14], Podriddo-de-Fusarium e Podriddo
radicular do tomateiro [15], é inibidora de muitos outros patdgenos de plantas, incluindo R. solani, E.
turcicum e X. campestris pv. Glycines [12].

Quanto a producdo de CMCase, P.terrae produziu atividade de 2,08 U/mL sob condicdes de
cultivo otimizadas, um rendimento maior do que a maioria das cepas de bactérias aerdbias, mas menor
do que vérias cepas de bactérias anaerdbias. Maior também que as cepas de fungos anaerobicos, e
menor que a maioria das cepas de fungos aerobicos [16].

Apontada como uma rizobactéria promotora do crescimento de plantas, Paenibacillus terrae,
demonstrou promocéao no crescimento do arroz, aumentando o nimero e 0 comprimento da raiz em
34,2% e 34,1%, respectivamente, e também, que pode aumentar a resisténcia ao estresse regulando a
expressao génica [18].

Foram constatados também a producéo de bioativos contra Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Candida albicans, atividade citotoxica contra células tumorais e atividade anti-Leishmania,
mostrando o grande potencial dessa bactéria [19].

1.4 MICROORGANISMOS UTILIZADOS NO CO-CULTIVO
1.4.1 Bacillus thuringiensis
O Bacillus thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporos que produz
simultaneamente com a esporulacdo um cristal protéico parasporal conhecido como 8-endotoxina [20].
Os produtos advindos do Bacillus thuringiensis, estdo entre os melhores inseticidas
microbianos encontrados. Os diferentes tipos de proteinas produzidas por ele possuem toxicidade
comprovada contra uma grande variedade de insetos das ordens nematdides, acaros, protozoarios e

também contra células cancerigenas humanas [21].

1.4.2 Bacillus megaterium

O Bacillus megaterium também € uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporos,
encontrada em diversos habitats como solo, mel, peixe, entre outros. Como exemplos de seus produtos
temos, proteinas como penicilina acilase, amilases, glicose desidrogenase, também é usada para a
producéo de piruvato, vitamina B12, toxinas fungicidas [22].

Foi descrita a tolerancia ao metal associada a biossorcao e producéo de sideréforos, em Bacillus

megaterium, para metais como Ni, Cd, Pb, Cu e Zn. Estudos também revelaram que o B. megaterium
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HgT21 pode ser usado como modelo para o estudo de multirresisténcia a metais em bactérias Gram-

positivas, com aplicacdo para fitoimobilizacdo e restauracdo de locais contaminados por metais [23].

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PREPARO DOS INOCULOS BACTERIANOS

As coldnias teste forma compostas pelas cepas ATCC de bactéria G — Escherichia coli - ATCC
25923; G + Staphylococcus aureus — ATCC 25922 e Fungo leveduriforme: Candida albicans — ATCC
10231. Foram reativadas a partir da transferéncia de 100uL de cepas contidas em estoque, suspensas
em uma solucdo de meio de cultura com glicerol a 20%, mantidas a uma temperatura de -80°C, em 5
mL de caldo triptona de soja (TSB) e incubadas a 37°C por 24h [30,31].

Os isolados, Paenibacillus terrae, Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, foram
reativados a partir da transferéncia de 100uL de cepas contidas em estoque, suspensas em uma solugéo
de meio de cultura com glicerol a 20%, mantidas a uma temperatura de -80°C, em Agar Triptona de
Soja (TSA) para Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, e meio YPM para Paenibacillus terrae
e incubadas a 37°C por 24h e a 28°C por 7 dias, respectivamente [30,31].

As colbnias foram repicadas antes de cada teste em duas placas e dois tubos para cada
microrganismo, placas contendo o meio Agar Triptona de Soja (TSA) e tubos de 5 mL de caldo triptona
de soja (TSB) para Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, e para Paenibacillus terrae, placas e

tubos contendo o0 meio YPM, caldo e &gar [30,31].

2.1.1 Padronizacao

Todas as culturas foram padronizadas através de analise por espectrofotometria (DO 530 nm)
em que a escala esperada estava contida entre 0,8 e 1; caso a medic¢do da turvacao fosse superior a 1,
as culturas foram diluidas em solucéo salina 0,85% [30,31].

2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA PELA METODOLOGIA DE DIFUSAO
EM AGAR

Para o teste de difusdo em agar por poco, os trés microrganismos teste, E. coli, S. aureus e C.
albicans, foram inoculados separadamente em placas contendo meio de cultura agar BHI com o auxilio
de swabs esterilizados buscando uma cobertura uniforme dos indculos. Em seguida, foram feitos trés
pocos equidistantes de 9mm de diametro cada em todas as placas. Posteriormente, foram pipetados
100uL de cada isolado, Paenibacillus terrae, Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, em

triplicata para cada um dos microrganismos teste. Totalizando vinte e sete placas, trés contra E. coli
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para os trés isolados, trés contra S. aureus para os trés isolados e trés contra C. albicans para os trés
isolados [30,31].

Ap0s o tempo de espera de absor¢do do liquido pelo meio de cultura, as placas foram incubadas
a 37°C, por 48 horas.

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM CO-CULTIVO PELA
METODOLOGIA DE DIFUSAO EM AGAR POR POCO

Para o co-cultivo, os indculos foram preparados e os isolados foram incubados em co-cultivos.
Assim, foram adicionados em 5mL de YPM liquido, 125uL de P. terrae juntamente com 125uL de
Bacillus thuringiensis em dois tubos, e 125uL de P. terrae juntamente com 125uL de Bacillus
megaterium, para outros dois tubos, sendo incubados a 28°C por 48 horas [30,31].

Ap0s o crescimento, o procedimento de montagem das placas se deu igual ao item 4.2, contando
com um total de dezoito placas, trés contra E.coli para os dois co-cultivos, trés contra S. aureus para
os dois co-cultivos e trés contra C. albicans para os dois co-cultivos [30,31]. As placas foram incubadas
a 37°C, por 48 horas.

2.4 PERFIL DE RESISTENCIA A AGENTES ANTIBACTERIANOS PELA METODOLOGIA DE
DIFUSAO EM AGAR EM DISCO.

Para o teste de disco-difuséo, o isolado P. terrae, foi inoculado em placas contendo o meio
Agar MH, com o uso de um swab esterilizado para uma cobertura uniforme do indculo. Posteriormente
a semeadura, foram colocados sobre a superficie de 4 a 6 discos de antibidticos por placa, com o auxilio
de uma pinca esterilizada, em triplicata [30,31].

As placas foram incubadas a 28°C, por 24 horas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA PELA METODOLOGIA DE DIFUSAO
EM AGAR POR POCO

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos isolados com o uso de trés microrganismos
teste, foi verificada a formacdo de halos de inibi¢cdo nas placas de cultivo, e feita a medi¢do dos
mesmos. Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata, dessa forma, a Tabela 1, apresenta a
média dos valores obtidos na mensuracao dos halos.

Os microrganismos teste escolhidos estéo listados abaixo:

o Escherichia coli - ATCC 25923

o G + Staphylococcus aureus — ATCC 25922
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o Fungo leveduriforme: Candida albicans — ATCC 10231

\ Tabela 1: Medida dos halos de inibi¢do (Dwaio-inibicso MM) por Paenibacillus terrae contra microrganismos teste.

Paenibacillus terrae
¢
I
F Escherichia coli 8,6
Staphylococcus aureus 9,4
Candida albicans 114
Fonte: Autoria propria
Observa-se nas Figuras 1, 2 e 3 que houve a formacéo de halos de inibi¢do tanto para as E. coli,
(Gram -) e S. aureus, (Gram +), apesar de se apresentarem menores e menos Visiveis para E coli.
Também observou-se positividade em Candida albicans, com medida dos halos maior que os demais,
podendo indicar uma maior inibicdo ocasionada pelo Paenibacillus terrae. Esses resultados sao
condizentes com dados obtidos por Romano et al., (2014) e Cruz et al., (2021).
Figura 1: Inibicdo de Escherichia coli pelo microrganismo Paenibacillus terrae.
Fonte: Autoria prépria
b P’r’
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Figura 2: Inibi¢do de Staphylococcus aureus pelo microrganismo Paenibacillus terrae.

Fonte: Autoria propria

Figura 3: Inibicdo de Candida albicans pelo microrganismo Paenibacillus terrae.

Fonte: Autoria propria

Os outros isolados testados, Bacillus thuringiensis e Bacillus megaterium, ndo obtiveram resultados
positivos, ndo apresentando halos de inibi¢do. Este resultado pode ser, provavelmente, devido a

inibicdo seletiva.

3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM CO-CULTIVO PELA
METODOLOGIA DE DIFUSAO EM AGAR POR POCO

Para o co-cultivo o teste foi realizado da mesma forma, buscando avaliar a atividade
antimicrobiana do Paenibacillus terrae, quando em co-cultivo com Bacillus thuringiensis e Bacillus
megaterium. Fazendo o uso dos mesmos trés microrganismos teste anteriores, e verificacdo da

] S |
\*5 formacéo de halos de inibicdo nas placas de cultivo, com posterior medicdo dos mesmos, caso 4{
’/ N

| f
. /
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presentes. Novamente, todos os experimentos foram realizados em triplicata, constando na Tabela 2,

a média dos valores obtidos na medicdo dos halos.

Tabela 2: Medida dos halos de inibi¢&o (Dwao-inibicio mmM) por Paenibacillus terrae em co-cultivo com Bacillus megaterium
contra microrganismos teste.

Paenibacillus terrae em co-cultivo com Bacillus megaterium

Escherichia coli 10,6

Staphylococcus aureus 9,5

Fonte: Autoria prépria

Notou-se que Paenibacillus terrae apresentou resultados melhores em co-cultivo com Bacillus
megaterium, porém somente contra E. coli e S. aureus. Podemos observar também que os resultados
foram mais significativos contra E. coli, apresentando um aumento de 2mm no tamanho do halo de
inibicdo formado, enquanto para S. aureus, essa diferenca foi de 0,1mm. Estes resultados podem ser
explicados pela diferenca de parede de E. coli.

Em contrapartida, o co-cultivo de Paenibacillus terrae com Bacillus megaterium, contra
Candida albicans, demonstrou o resultado inverso, ndo apresentando a formacéo de halos de inibicéo,
possivelmente porque o potencial de inibicdo de P. terrae contra C. albicans, foi suprimido. O mesmo
aconteceu com os testes de co-cultivo de P. terrae com Bacillus thuringiensis, contra E. coli, S. aureus
e C. albicans, ndo havendo a formac&o de halos de inibig&o.

As Figuras 4 e 5 demonstram a formag&o de halos de inibi¢éo para o co-cultivo de Paenibacillus
terrae com Bacillus megaterium, para bactérias utilizadas como teste que obtiveram um resultado

positivo, Escherichia coli, Gram — e Staphylococcus aureus, Gram +.

Figura 4: Inibi¢do do crescimento de E. coli pelo co-cultivo de Paenibacillus terrae e Bacillus megaterium.

Fonte: Autoria prépria
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Esses resultados obtidos devem sinalizar para um maior pressdo seletiva entre o0s

microrganismos testados, gerando a presenca de halos de inibic&o.

G i
P + (% P

Learia t2/09

Fonte: Autoria propria

3.3 PERFIL DE RESISTENCIA A AGENTES ANTIBACTERIANOS PELA METODOLOGIA DE
DIFUSAO EM AGAR EM DISCO.

A fim de avaliar o perfil de resisténcia do microrganismo P.terrae a agentes antibacterianos,
foi realizado o teste com discos de antibidtico aplicados sobre a bactéria estriada em placas de cultivo
contendo o meio MH, buscando observar a formacéo de halos de inibi¢cdo em volta dos antibidticos
testados.

Posteriormente ao crescimento microbiano, foi observada a formacéo dos halos e a medicéo
dos respectivos, que pode ser encontrada na Tabela 3, apresentada abaixo. Todos os testes foram

realizados em triplicata, estando contido abaixo a média dos valores obtidos.

Tabela 3: Medida dos halos de inibi¢d0 (D wao-inibicio MM) por antibidticos, contra Paenibacillus terrae.

Antibidticos testados contra Paenibacillus terrae

Amicacina (AK-30mcg) 22,25

Ampicilina (AMP-10mcg) 10

Carbenicilina (CA-100mcg) -

Cefalotina (CFL-30mcg) -

Cefepime (CM-30mcg) 14,16

Clindamicina (CI-2mcg) -
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g

Cloranfenicol (CLO-30mcg) 31
Eritromicina (EI-15mcg) 15,3
Gentamicina (GE-10mcg) 12,6

Nitrofurantoina (NT-30mcg) 16,16

Oxacilina (OX-1mcg) -

Sulfazotrim (SUT-25mcg) 37,3
Teicoplanina (TE-30mcg) 8,6
Tetraciclina (TT-30mcg) 18

Fonte: Autoria prépria

Temos abaixo as Figuras 6, 7 e 8 demonstrando a formacdo de halos de inibicdo para os

diferentes antibioticos testados.

Figura 6: Inibigdo do crescimento de Paenibacillus terrae pelos antibiéticos Amicacina (AK), Carbenicilina (CA),
Cefepime (CM), Gentamicina (GE), Nitrofurantoina (NT) e Teicoplanina (TE).

Fonte: Autoria propria
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Figura 7: Inibicdo do crescimento de Paenibacillus terrae pelos antibidticos Ampicilina (AMP), Oxacilina (OX),
- Tetraciclina (TT) e Eritromicina (EI).

Fonte: Autoria propria

Figura 8: Inibicdo do crescimento de Paenibacillus terrae pelos antibiéticos Cefalotina (CFL), Clindamicina(Cl),
Cloranfenicol (CLO) e Sulfazotrim (SUT).

Fonte: Autoria propria

Os dados obtidos sdo similares a outros trabalhos (19, 28) e indicam ainda a permanéncia de

susceptibilidade microbiana a maioria dos antibioticos testados.

4 CONCLUSOES

A bioprospecgdo de endofiticos é essencial para a busca por metabdlitos bioativos (26) é
relevante e essencial, visto que a producdo de biomoléculas (27) podem contribuir como agentes de
biocontrole, inibicdo microbiana e parasitaria, como anti-inflamat6rios e na industria, farméacia,
medicina e biotecnologia (29).
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