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RESUMO

Bacteriocinas sado antibibticos classificados como produtos naturais, ou seja,
metabdlitos secundarios produzidos por bactérias. Endofiticos, micro-organismos
gue possuem a planta como hospedeira em pelo menos uma etapa de vida, sao
bons exemplos de produtores de bacteriocinas. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a atividade antimicrobiana pela provavel producdo de bacteriocinas por
bactérias endofiticas isoladas de Jacarranda decurrens Cham. frente a diferentes
cepas indicadoras e a sensibilidade esses metabolitos bioativos a temperatura (75-
80°C) e a tripsina em dois meios de cultura diferentes. Foram utilizadas 10 isolados
bacterianos endofiticos previamente isolados a partir de Jacaranda decurrens Cham.
Destes isolados, 70% apresentaram atividade antimicrobiana, evidenciada pela
formacao de halos de inibicdo em placas de agar com dupla camada frente a no
minimo uma ou mais das 15 cepas bacterianas indicadoras utilizadas. Os compostos
antimicrobianos gerados pelos isolados CAR 4, CAR 5 e CAR 7 foram termolabeis e
resistentes a tripsina. Os metabdlitos produzidos pelo isolado CAR 6 foram sensiveis
ao calor e a enzima e os isolados CAR 2, CAR 4, CAR 5 e CAR 7 também
produziram substancias sensiveis para essas condicfes. A producdo dos compostos
SO ocorreu no meio de cultura 523 e néo foi observada a presenca de bacteriéfagos.
Substancias com atividade bacterioginogénica e com largo espectro de acao contra
organismos patogénicos foram geradas pelas bactérias endofiticas da planta
medicinal, assim apresentando interessante potencial para serem aplicados como
antimicrobianos e em controle biolégico.

PALAVRAS-CHAVE :bactérias, endofiticos, potencial bacteriocinogénico.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ENDOPHYTIC BACTERIA ISOLA TED FROM
Jacaranda decurrens Cham. (CAROBINHA-DO-CAMPO)

ABSTRACT

Bacteriocins are antibiotics classified as natural products, in other words, secondary
metabolites produced by bacteria. Endophytic, micro-organisms that have plants as
hosts in at least one life stage, are a good example of bacteriocin producers. The aim
of this work was to evaluate the antimicrobial activity probably due to bacteriocin
production by endophytic bacteria isolated from Jacarranda decurrens Cham. against
different indicator strains and the bioactive metabolites sensibility to temperature (75-
80°C) and to trypsin in two different media. It was used 10 endophytic bacterial
isolates previously isolated from Jacaranda decurrens Cham. 70% of the isolated
presented antimicrobial activity, evidenced by inhibition halos in agar plates against
at least one of the 15 indicators strains. The antimicrobial compounds generated by
the isolates CAR 4, CAR 5 and CAR 7 were thermolabile and resistant to trypsin. The
metabolites produced by CAR 6 were sensible to the heat and the enzymatic
treatment and the isolates CAR 2, CAR 4, CAR 5 and CAR 7 also produced
substances sensible to these conditions. The production of the antimicrobial
compounds just happened in media 523 and it was not observed the presence of
bacteriophages. Substances with bacteriocinogenic activity and with broad spectrum
of action against pathogenic organisms was produced by the endophytic bacteria
from the medicinal plant, thus exhibiting interesting potential to be applied as
antimicrobials and in biological control.

KEYWORDS: bacteria, endophytic, bacteriocinogenic potential.

INTRODUCAO

Produtos naturais sdo metabdlitos derivados e/ou subprodutos do
metabolismo de plantas, animais e micro-organismos (OLIVEIRA et al., 2013). Estes
produtos tém sido explorados para uso humano a milhares de anos, sendo os
vegetais 0os mais estudados na producdo destas biomoléculas empregadas na
medicina (CRAGG & NEWMAN, 2013). Cerca de 40% de todos os medicamentos
disponiveis no mercado, foram desenvolvidos a partir de fontes naturais (WHO,
2011). Na sociedade moderna existe uma necessidade urgente na descoberta de
novas biomoléculas com potencial antimicrobiano, antitumoral e de aplicacdo na
agricultura (RUTLEDGE & CHALLIS, 2015).

Endofiticos sdo micro-organismos que habitam, em pelo menos uma fase do
seu ciclo de vida, o interior de vegetais sem causar danos aos mesmos (PANDEY et
al.,, 2012; CHEBOTAR et al.,, 2015). Estes micro-organismos sao comumente
associados a producdo de muitas biomoléculas de interesse biotecnoldgico, tais
como antibioticos e outros farmacos, enzimas, moléculas promotoras de crescimento
vegetal, controle de patdgenos, além de exercerem outras fun¢des de importancia
para a sobrevivéncia do hospedeiro (CHEBOTAR et al., 2015).

Bacteriocinas sdo compostos de natureza geralmente proteica produzidos
por bactérias, que em baixas concentracdes possuem acdo bactericida ou
bacteriostatica frente a espécies bacterianas sensiveis (MARTINEZ et al., 2013).
Sao por definicdo “antibidticos”, diferenciando-se dos mesmos pela natureza
protéica e especificidade (COTTER et al., 2013; MESSAOUDI et al., 2013). Estas
biomoléculas participam do sistema de defesa de algumas bactérias, que incluem
outros metabdlitos como antibidticos, agentes liticos, diversas exotoxinas protéicas,
bacteriéfagos ou produtos do metabolismo primario (SHARMILA & VIDYA, 2015).
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Estas caracteristicas facilitam a competicdo por nichos ecolégicos no ambiente em
gue vivem, frente a estirpes taxonomicamente afins (ZHENG et al., 2015; GHOUL et
al., 2015).

As bacteriocinas sdo estudadas desde 1925, quando Gratia constatou a
producdo de colicina, uma proteina altamente especifica e inibitoria produzida por
Escherichia coli frente a outros isolados de E. coli e outras espécies
taxonomicamente afins, assim como bacteriocinas produzidas por bactérias acido-
laticas (LAB). As moléculas produzidas por LAB sdo amplamente estudadas devido
ao potencial como bioconservantes aplicaveis aos alimentos desde que apresentem
grau de seguranca GRAS - generally recognized as safe (UDHAYASHREE et al.,
2012; MESSAQOUDI et al., 2013). O mecanismo de agao esta relacionado a geracéo
de poros na membrana celular ou inibicio da sintese do peptideoglicano,
interessantes e bem explorados alvos para novos agentes antibacterianos, tornando
esses peptideos candidatos potenciais para novas drogas (CAVERA et al., 2015).

Este trabalho teve como objetivo detectar a capacidade inibitoria de
bactérias endofiticas isoladas de Jacaranda decurrens Cham. (carobinha-do-
campo), planta medicinal de uso popular na regidao do Cerrado, frente a diferentes
bactérias, incluindo importantes micro-organismos patogénicos e deteriorantes, além
de determinar a sua estabilidade frente ao calor e a enzimas proteoliticas.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismos endofiticos e condi¢des de crescim ento

Foram utilizados 10 isolados bacterianos endofiticos (Quadro 1) previamente
isolados a partir de folhas e caules de Jacaranda decurrens Cham. (CARRIM et al.,
2006). Os isolados pertencem a cole¢do de micro-organismos do Laboratorio de
Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LAMAB) da Universidade Federal de Goias
(UFG). As bactérias empregadas no ensaio de producdo de bacteriocinas foram
cultivadas em Caldo Nutriente (CN), e as cepas indicadoras foram crescidas em
caldo BHI (Brain Heart Infusion). Os micro-organismos foram incubados sob agitacéo
mecanica a 180 rpm, 30, por 24-48 horas.

QUADRO 1 - Isolados bacterianos endofiticos de
Jacaranda decurrens Cham.

Espécies Bacterianas Identificacdo dos Isolados
Actinomyces pyogenes CAR 1
Bacillus circulans CAR 2
Bacillus coagulans CAR 3
Bacillus licheniformis CAR 4
Bacillus megaterium CARS5
Corynebacterium aquaticum CAR 6
Corynebacterium renale CAR 7
Pseudomonas stutzeri CAR 8
Bacillus sp. CAR 9
Staphylococcus sp. CAR 10

Determinacgéo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de sobrecamada,
utilizando o meio 523 (10 g L™ de sacarose, 4 L™ de extrato de levedura, 8,0 g L de
caseina hidrolisada, 0,3 g L™* de MgSO, , 2,0 g L de K,HPO,4 e 15 g L™ de &gar) de
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KADO & HESKETT (1970) e o meio NYA (8,0 g L™ de caldo nutriente, 2,0 g L™ de
extrato de levedura, 2 g L de K;HPO,, 0,5 g L™ de KH,PO, , 2,5 g L™ de glucose e
15 g L™ de &gar, pH 7,4) descrito por VIDAVER (1967). Aliquotas de 10 pL dos
isolados bacterianos, previamente crescidos em CN, foram inoculadas em placas
com os diferentes meios avaliados. As placas foram mantidas a 30 por 48 horas,
apos este periodo, as mesmas foram expostas a luz ultravioleta (UV, microbicida,
A=254 nm) por 30 minutos para a inativagao do crescimento bacteriano (ROMEIRO,
1989).

Apbs a exposicdo a luz ultravioleta as placas foram recobertas com uma
sobrecamada de meio BHI semi-sélido (agar a 0,6%; m/v), inoculado com 50 uL da
suspensao bacteriana indicadora padronizada para metade da turvacédo do tubo N°1
da escala de MacFarland. Esta padronizacédo foi utilizada para in6culo dos micro-
organismos nos demais experimentos realizados. As placas foram incubadas a 30C
e 0s halos de inibicdo determinados ap0s 24, 48, 72, 96 e 120 horas de crescimento.
Foram utilizadas as bactérias indicadoras: Enterobacter aerogenes ATCC 13048,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus subtilis 008, Bacillus cereus ATCC 14578,
Rhodococcus equi CCT 0541, Staphylococcus aureus ATCC 29737, Micrococcus
luteus ATCC 9341, Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Salmonella choleraisuis ATCC 10708, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Serratia marscecens ATCC 147565, Escherichia coli ATCC
25922, Agrobacterium tumefaciens Ach5 e Agrobacterium tumefaciens ATCC
33970/C58.

A atividade antimicrobiana também foi avaliada por ensaio com
sobrenadante do crescimento em meio liquido. Para este ensaio 0,5 mL de uma
suspensao bacteriana dos diferentes isolados foram inoculadas em frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL dos dois meios de cultivo. Os frascos foram
mantidos sob agitacdo a 130rpm, 30°C por 48 horas. ApOs este periodo, as culturas
bacterianas foram centrifugadas durante cinco minutos a 10.000 rpm, 4°C. O
sobrenadante obtido foi armazenado em tubos Eppendorff a —20°C. Para o ensaio,
as bactérias indicadoras previamente padronizadas foram inoculadas com o auxilio
de um swab em placas de Petri contendo agar Miller-Hinton (MH). Em seguida,
pocos de 5 mm de diametro foram perfurados e 20 ul do sobrenadante das culturas
foram transferidos para os mesmos. As placas foram incubadas a 30C por 48
horas, apds este tempo a formacgéo de halos de inibicdo determinada.

Deteccéao de bacterioéfagos

Para a deteccdo de bacteridfagos, foi utilizada metodologia adaptada de
PUGSLEY & OUDEGA (1987). Inicialmente as bactérias supostamente produtoras
de bacteriocinas (produtoras de halo de inibigéo) foram crescidas em placas de Petri
contendo agar 523 por quatro dias a 30C. ApoGs este periodo, os meios de cultura
foram fragmentados com o auxilio de um estilete esterilizado e os fragmentos
transferidos individualmente para tubos de ensaio contendo 5,0 mL de caldo Miiller-
Hinton (Difco). Os frascos foram agitados em vértex por cinco minutos e em seguida
centrifugados a 13.500 g por cinco minutos, a 4C. Aproximadamente um volume de
1,0 mL do sobrenadante foi transferido para tubos Eppendorf e 2-5 gotas de
cloroféormio foram adicionadas aos mesmos. Os tubos foram mantidos sob
refrigeracao a 4°C.

Para a deteccdo de bacteriéfagos os sobrenadantes foram diluidos até 10
Em seguida, 100 pL das diferentes diluicdes foram adicionados a 5,0 mL de agar
semi-solido Muller-Hinton (adgar a 0,5%; m/v) contendo 100 pyL de suspensao das
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bactérias indicadoras, previamente padronizadas. Os tubos foram entdo vertidos em
placas de Petri contendo agar Miiller-Hinton solidificado. O material foi incubado a
30°C por 48 horas e o desenvolvimento de placas de lise foi indicativo da presenca
de bacteriofagos.

Avaliacdo da estabilidade térmica e susceptibilidad e a tripsina dos compostos
antimicrobianos

Para avaliar a estabilidade dos compostos de provavel natureza
bacteriocinogénica frente ao calor, os micro-organismos produtores foram crescidos
em meio agar 523 a 30°C por 48 horas. Apos este periodo, as placas de Petri com o
crescimento foram expostas a luz ultravioleta (UV, microbicida, A=254 nm) por 30
minutos (ROMEIRO, 1989) para inativacdo das bactérias. As placas foram entdo
incubadas a 75-80°C durante 25 minutos e resfriadas a temperatura ambiente por 30
minutos. Apos este tempo as mesmas foram recobertas com 5,0 mL de agar Miiller-
Hinton contendo 100 pL do crescimento da cepa indicadora previamente
padronizadas. As placas foram incubadas por 24 horas a 30°C e os halos de inibicao
do crescimento foram comparados com o controle negativo sem tratamento térmico.

Para a determinacdo da suscetibilidade a tripsina pancreatica bovina
(Calbiochem, California/USA) (5,0 mg ml™). Cerca de 5,0 pL da solucdo enzimatica
foram inoculados na borda das colbnias bacterianas, previamente crescidas em
meio solido. As placas foram incubadas por 4 horas a 30°C e recobertas com 5,0 mL
de agar Miuller-Hinton contendo 100 pL de suspensdo da bactéria indicadora
previamente padronizada. As placas foram incubadas por 24 horas a 30°C, e os
halos de inibicAo do crescimento foram comparados com um controle sem
tratamento enzimatico (IACOBELLIS et al., 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sete (70%) dos isolados testados produziram substancias com atividade
antimicrobiana frente a pelo menos uma ou mais das bactérias indicadoras utilizadas
(Quadro 2). Esta atividade foi observada somente quando as bactérias foram
crescidas em meio agar 523 de KADO & HESKETT (1970), ndo sendo observada
em meio agar NYA. A atividade antimicrobiana dos isolados testados para o
crescimento nos meios liquidos néo foi observada em nenhum dos meios utilizados
frente as bactérias testadas.

Observou-se que a atividade antimicrobiana apresentada pelos isolados foi
maior frente as bactérias indicadoras gram-positivas, exceto para o isolado CAR4 (B.
liqueniformis) quando testado em relacdo ao Agrobacterium tumefaciens Ach5. Na
determinacao da presenca de bacteriofagos ndo foi observada a formacéao de placas
de lise para nenhuma das quatro diluicdes testadas. Esta atividade de inibicao,
entretanto, foi predominante somente frente as bactérias gram-positivas e
taxonomicamente diferentes dos isolados. Em vista do método adotado para
avaliacdo da acado antimicrobiana dos isolados endofiticos, a provavel natureza dos
metabdlitos com agéo inibitéria é bacteriocinogénica, o que necessita ser confirmado
por outras etapas experimentais de caracterizagao.

As bacteriocinas de bactérias gram-positivas sao mais abundantes e mais
diversas do que as de bactérias gram-negativas, geralmente exibindo toxicidade
para bactérias gram-positivas, o que pode ser explicado pela pressao evolutiva no
ambiente (RILEY & WERTZ, 2002). As bacteriocinas mais estudadas até hoje sao
aguelas produzidas por bactérias do género Bacillus, geralmente pertencentes a
classe dos lantibioticos e especialmente as de origem animal, extensivamente
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visadas para uso como probidticos e na preservacao de alimentos (ABRIOUEL et al.,
2011). Analisando os resultados obtidos no presente trabalho, a maior parte dos
isolados endofiticos desse género exibiram acdo antimicrobiana frente a algum dos
micro-organismos indicadores, principalmente gram-positivos, evidenciando uma
provavel producdo desses derivados peptidicos. Outro fato que pode previamente
corroborar que essas sao as substancias responsaveis por essa atividade biolégica
€ a auséncia de lise provocada por bacteriéfagos quando o teste de deteccédo dos
mesmos foi empregado para analisar se esses seres seriam 0s responsaveis pela
acao biocida frente as bactérias indicadoras.

QUADRO 2 - Producdo de bacteriocinas pelas bactérias
endofiticas em meio agar 523 de KADO & HESKETT
(1970).

Bactérias indicadoras
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Isolados Endofiticos
A. pyogenes CAR 1 - - - - - -
B. circulans CAR 2 - - - - - +
B. coagulans CAR 3 - - - - - +
B. licheniformis CAR 4 + - - - + +
B. megaterium CAR 5 - - - + + -
C. aquaticum CAR 6 - + - - - -
C.renale CAR 7 - - + + +

P. stutzeri CAR 8 - - - - - -
Bacillus sp. CAR 9 - - - - - -
Staphylococcus sp. CAR 10
+ = atividade antibacteriana; - = auséncia de atividade antibacteriana.

1
+

Existem poucos trabalhos na literatura de avaliacdo e caracterizagdo de
bacteriocinas por isolados bacterianos endofiticos. GRAY et al., (2006)
caracterizaram a turicina 7, uma bacteriocina de alto peso molecular de um isolado
endofitico de Bacillus thuringiensis que promovia 0 crescimento vegetal. A
bacteriocina possuia um alto peso molecular, ampla atividade antimicrobiana, a qual
era mantida apos exposicao por 15 min a 100°C e em condi¢cdes de pH variando de
1,0 a 9,25. Em outro estudo, diferentes gendtipos de isolados de diversos
hospedeiros vegetais do género Gluconacetobacter foram testados quanto a
atividade antibacteriana contra isolados do mesmo género e de outros em meios de
cultura sélido, liquido e na planta. Aléem de ter sido observado um relativo grau de
iso-antagonismo em ambas as formas de meios de cultivo e também no vegetal, os
autores purificaram e caracterizaram a substancia bioativa quanto a estabilidade e
verificaram a presenca de uma substancia proteica de pequeno peso molecular,
relativamente resistente a uma ampla faixa de pH, e viavel por pelo menos 10 meses
a baixa temperatura, salientando inclusive o aproveitamento da produgcéo dessas
moléculas semelhantes a bacteriocinas em controle biologico vegetal (MUNOZ-
ROJAS et al., 2005).
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ELDEEN (2014) efetuou o isolamento de amostras de bactérias endofiticas
de diversas plantas nativas do manguezal malasiano, com uma fragcéo significativa
desses isolados demonstrando atividade antimicrobiana frente as cepas indicadoras
pelo teste de difusdo em agar e com 0s extratos brutos proteicos avaliados por teste
de microdiluicdo em placa. No trabalho, as espécies de Bacillus foram as que se
sobressairam quanto a atividade antibacteriana de amplo espectro contra as cepas-
teste, o que foi visto também no presente estudo. YIN et al., (2011) isolaram e
identificaram bactérias endofiticas de arvores de alamo e avaliaram sua atividade
frente a diversos fitopatdogenos bacterianos e fungicos, observando uma ampla acéo
antagonista frente a todos os organismos indicadores de um isolado de Bacillus
amyloliquefaciens tanto pelo método de difusdo em pog¢o quanto com 0s extratos
livres de células do cultivo em fermentacdo. Também foi realizada a deteccéo
molecular de genes importantes para a colonizacao, formacéo de biofilmes e que
estdo associados com a acao biocida de endofiticos nesse isolado de Bacillus, o
qual se mostrou com proficuo potencial de aplicagdo para biocontrole de
fitopatégenos.

A diferenca no espectro inibitério pode variar segundo o meio de cultivo
utilizado para a etapa de producdo (ROMEIRO, 1989). Dos dois meios de cultivo
empregados somente o meio sélido 523 de KADO & HESKETT (1970) mostrou-se
adequado para a producéo de bacteriocinas pelos isolados ndo sendo detectada
atividade em meio liquido 523 e em meio sdlido ou liqguido NYA. VIDAVER et al.,
(1972) testando a producdo de Dbacteriocinas contra diferentes estirpes
fitopatogénicas de Pseudomonas sp. sugeriram que a peptona presente no meio de
cultura NYA possa ter inibido a producdo de biocinas pelos diferentes isolados
testados. Por sua vez, ABO-AMER (2011) em uma pesquisa de otimizacdo das
condi¢cbes de producao de bacteriocinas por um isolado de Lactobacillus acidophillus
observou que o extrato de levedura constituiu na melhor fonte de nitrogénio, com a
atividade antimicrobiana duas vezes superior quando o extrato foi empregado em
comparagcdo com as demais fontes desse elemento. O extrato de levedura foi
justamente a fonte de nitrogénio no meio NYA, selecionado no atual trabalho e para
o qual ndo foi verificada posterior agcdo antimicrobiana, e o meio 523 de KADO &
HESKETT (1970).

A sintese de bacteriocinas ocorreu espontaneamente ndo sendo necessaria
a inducdo por mitomicina C ou a luz ultravioleta, uma vez que a producdo de
substancias antagbnicas ocorre apenas durante o processo de crescimento do
micro-organismo. ECHANDI (1975) e IACOBELLIS et al.,, (1995) relataram fato
semelhante quando determinaram a producéo de bacteriocinas por Corynebacterium
michiganense e Pseudomonas syringae subsp. savastonoi, respectivamente.

Na Tabela 1, estdo demonstrados os resultados dos testes de resisténcia ao
calor e tripsina dos diferentes isolados endofiticos quando cultivados em meio agar
523 de KADO & HESKETT (1970). Os metabdlitos antimicrobianos gerados
apresentam uma larga variedade de espectro. A maioria dos halos de inibicéo,
independente do produtor e da bactéria indicadora, variaram de 1 a 5 mm a partir da
margem da colénia do isolado. Os compostos antimicrobianos produzidos pelos
isolados demonstraram sensibilidade a temperatura e a tripsina. Apenas CAR 4
(Bacillus licheniformis) e CAR 5 (Bacillus megaterium) produziram bacteriocinas com
resisténcia ao tratamento enzimético.
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TABELA 1 - Teste de resisténcia para os compostos antimicrobianos produzidos em
meio agar 523 por diferentes bactérias endofiticas isoladas de Jacaranda
decurrens Cham.

Halo” Sensibilidade
(mm)
Bactérias Endofiticas Cepas Indicadoras CALOR TRIPSINA
Bacillus circulans R. equi CCT 05410 2 S S
(CAR 2)
Bacillus coagulans R. equi CCT 05410 5 S S
(CAR 3)
M. luteus ATCC 9341 3 S R
Bacillus licheniformis .
(CAR 4) R. equi CCT 05410 5 S S
A. tumefaciens Ach5 2 S S
Bacillus megaterium M. luteus ATCC 9341 4 S R
(CAR 5) )
C. glutamicum ATCC 13032 2 S S
Corynebacterium aquaticum B. cereus ATCC 14578 2 S S
(CAR 6)
B. subtilis LABO0O8 3 S S
Corynebacterium renale )
(CAR 7) C. glutamicum ATCC 13032 3 S S
M. luteus ATCC 9341 4 S S
Staphylococcus sp. R. equi CCT 05410 5 S S
(CAR 10)

* Medido a partir da margem da col6nia até a borda do halo; ** S = sensivel, R = resistente.

Classicamente, as bacteriocinas tém sido amplamente divididas em trés
grandes classes, principalmente em fungdo do peso molecular: os lantibioticos (<5
kDa) com lantionina; pequenos peptideos, estaveis ao calor e ndo possuem
lantionina ou seus derivados; e peptideos de maior peso molecular, sensiveis ao
calor e ao tratamento enzimatico (PEREZ et al., 2014). Considerando essa
categorizacdo, as moléculas geradas por CAR 2, CAR 3, CAR 4, CAR 5, CAR 6,
CAR 7 e CAR 10 provavelmente seriam aquelas que se enquadrariam na terceira
categoria, pois a atividade antagonista para essas amostras desaparece ap0s serem
submetidos a condi¢cbes de maior temperatura e tratamento enzimatico. Por outro
lado, pode se sugerir que os isolados CAR4 e CAR 5 produziram bacteriocinas de
diferentes naturezas de acordo com essa classificacdo, uma vez que apresentaram
também producédo da substancia antimicrobiana frente a cepa indicadora M. luteus
com provavel peso molecular baixo, ou seja, sensiveis ao calor e resistentes a
enzima tripsina. IACOBELLIS et al., (1995) constataram ser possivel que diferentes
bacteriocinas possam ser produzidas pela mesma cepa bacteriana, fato que pode ter
ocorrido com os isolados CAR 4, CAR 5, CAR 6 e CAR 7.

O interesse na aplicacdo terapéutica de bacteriocinas e moléculas
semelhantes a bacteriocinas geradas por bactérias do género Bacillus tem
aumentado nos ultimos anos, principalmente porque esses Compostos possuem um
amplo espectro de atividade e especificidade quanto a acdo antimicrobiana frente a
varios patogenos de interesse em saude humana e para controle biolégico. Dentre
0s principais metabdlitos bioativos produzidos por micro-organismos endofiticos
estdo esses peptideos de origem ribossomal (BRADER et al.,, 2014; SUMI et al.,
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2015). Assim, o isolamento e avaliacao da atividade antimicrobiana de endofiticos de
uma planta medicinal popularmente empregada na medicina tradicional € uma
alternativa viavel na bioprospeccdo de organismos produtores dessas moléculas.
Esse trabalho representa uma etapa inicial na selecdo desses organismos. As
perspectivas futuras envolvem a selecdo dos isolados que exibiram atividade
antimicrobiana e executar experimentos de otimizacdo da producdo das
bacteriocinas, analise da geracdo das mesmas em funcdo do tempo, avaliacdo de
outras condicdes de estabilidade, teste de suscetibilidade frente a fitopatégenos e,
claro, a purificacdo e caracterizacdo proteica desses compostos, para confirmacéo
de sua natureza bacteriocinogénica.

CONCLUSOES

De um total de 10 isolados de bactérias endofiticas isoladas de Jacaranda
decurrens Cham. (carobinha-do-campo) avaliadas quanto a atividade antimicrobiana
por provavel producéo de bacteriocinas, sete exibiram acédo antagonista frente a pelo
menos um dos micro-organismos indicadores avaliados. A auséncia de lise pelo
teste de deteccdo de bacteriéfagos e os padrdes de sensibilidade e resisténcia ao
tratamento enzimatico sugerem que os metabdlitos bioativos sejam de natureza
bacteriocinogénica, o que sera confirmado por experimentos posteriores a serem
realizados. Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam o potencial desses
micro-organismos endofiticos dessa planta comum conhecida pelas suas
propriedades medicinais para geragcao de novos compostos a serem aplicados como
antimicrobianos frente a patdgenos microbianos ou no controle biolégico vegetal e
fomenta a necessidade de exploracdo do microbioma local dessas plantas quanto a
geracao de produtos e servicos de interesse para a saude humana e ambiental.
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