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RESUMO

Endofiticos sdo micro-organismos que passam uma parte ou todo o ciclo de vida no
interior de vegetais. Sob condi¢des de estresse, tais como déficit hidrico, invaséo por
fitopatdgenos ou contato com substancias toxicas, eles geram diversas biomoléculas
que auxiliam na protecao vegetal. O atual estudo visou isolar e avaliar o potencial
enzimatico e antimicrobiano de micro-organismos endofiticos de Hyptis suaveolens
(L.) Poit., uma espécie vegetal amplamente empregada em fitoterapia brasileira. Um
total de 39 isolados microbianos foram selecionados de diferentes partes da planta.
Apés identificacdo, constatou-se que a maior parte dos micro-organismos isolados
eram bactérias pertencentes aos géneros Pseudomonas sp. (23,1%), Bacillus sp.
(23,0%), Streptomyces sp. (20,5%), Alcaligenes sp. (17,9%), Micrococcus sp.
(5,1%), Comamonas sp. (2,6%), Acinetobacter sp. (2,6%) e Staphylococcus sp.
(2,6%), e uma levedura do género Rhodotorula sp. (2,6%). Pelo menos um tipo de
acdo de uma exoenzima (amilase, lipase, esterase, pectinase ou protease) foi
observada para 25 isolados (64,1%). Quanto a triagem da atividade antimicrobiana
in vitro, verificou-se que 15 isolados (38,5%) exibiram capacidade de inibir o
crescimento de algum dos 16 micro-organismos-alvo, com destaque as amostras
Pseudomonas aeruginosa MC 7B e Pseudomonas fluorescens MC 15, as quais
apresentaram o maior grau de acdo antibittica contra 15 (93,8%) e 9 (56,2%) das
cepas bacterianas indicadoras, respectivamente. Em conclusdo, a pesquisa
evidencia que a comunidade endofitica dessa planta medicinal exibe um proficuo
potencial para a geracao de enzimas de interesse industrial e antimicrobianos.
PALAVRAS-CHAVE: micro-organismos endofiticos, Hyptis suaveolens (L.) Poit.,
enzimas, atividade antibacteriana, bioprospeccéo.
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND EVALUATION OF THE ENZ YMATIC AND
ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF ENDOPHYTIC MICROORGANIS MS FROM
Hyptis suaveolens (L.) Poit.

ABSTRACT

Endophytic are microorganisms that spent part or all the life cycle inside vegetal
tissues. Under stress conditions, as hydric deficit, phytopathogen invasion or contact
with toxic substances, they generate diverse biomolecules that aid in the vegetal
protection. The actual study aimed to isolate and evaluate the enzymatic and
antimicrobial potential of endophytic microorganisms from Hyptis suaveolens (L.)
Poit., a vegetal species broadly applied in the Brazilian phytotherapy. A total of 39
microbial isolates were selected from different parts of the plants. After the
identification, it was found the most part of the isolated microorganisms were bacteria
belonging to the genera Pseudomonas sp. (23,1%), Bacillus sp. (23,0%),
Streptomyces sp. (20.5%), Alcaligenes sp. (17,9%), Micrococcus sp. (5,1%),
Comamonas sp. (2,6%), Acinetobacter sp. (2,6%) and Staphylococcus sp. (2,6%),
and a yeast from the genus Rhodotorula sp. (2.6%). At least one type of a
exoenzyme action (amylase, lipase, esterase, pectinase or protease) was observed
for 25 isolates (64,1%). Concerning the in vitro screening of the antimicrobial activity,
it was observed 15 isolates (38,5%) exhibited capacity to inhibit the growth of some
of the 16 target microorganisms, especially the strains Pseudomonas aeruginosa MC
7B and Pseudomonas fluorescens MC 15, which presented the highest level of
antibiotic action against 15 (93,8%) and 9 (56,2%) of the indicator bacterial strains,
respectively. In conclusion, the study highlights the endophytic community from this
medicinal plant exhibits a profitable potencial for the generation of enzymes of
industrial interest and antimicrobials.

KEYWORDS: endophytic microorganisms, Hyptis suaveolens (L.) Poit., enzymes,
antibacterial activity, bioprospecting.

INTRODUCAO

Endofiticos (do grego, “endon”, dentro; “phyton”, planta) sdo micro-
organismos que passam parte ou toda a vida colonizando tecidos vegetais (SCHULZ
& BOYLE, 2005; HARDOIM et al., 2015). A associacdo desses organismos com 0
vegetal € ubiqua, pode ser obrigatoria ou facultativa, sem causar danos ao vegetal.
De modo a manter essa relagdo simbidtica estavel, endofiticos sintetizam varios
compostos que promovem o crescimento das plantas e as auxiliam a melhor se
adaptarem o ambiente (NAIR & PADMAVATHY, 2014).

Endofiticos também s&o responsaveis pela geracdo de compostos com
funcdo de auxinas, impulsionando a producdo e germinagdo de sementes e 0
desenvolvimento apical, e de metabdlitos secundarios, moléculas que ativam a
resposta do sistema de estresse na planta hospedeira e acarreta em uma maior
resisténcia a invasdo por fitopatdgenos. Dentre algumas das funcdes valiosas
dessas bactérias e fungos, pode-se citar a remocao de contaminantes, solubilizacao
de fosfato, assimilacdo de nitrogénio e fornecimento de vitaminas essenciais e
outros micronutrientes para o vegetal. Alguns outros efeitos consequentes da
colonizacdo por esses micro-organismos também incluem o ajuste osmatico,
regulacdo da funcdo do estoma, alteragcdo da morfologia das raizes, elevacdo da
captacdo de minerais e modificacbes do acumulo e metabolismo de nitrogénio
(DUDEJA et al.,, 2012). H& aproximadamente 300.000 espécies de plantas no
planeta, e todas, sem excecdo, sdo hospedeiras de um ou mais endofiticos, estando
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presentes ao longo de toda a estrutura do vegetal e em diferentes niveis
populacionais (STROBEL & DAISY, 2003; STEPNIEWSKA & KUZNIAR, 2013).

Enzimas sdo potenciais biocatalisadores de um amplo nimero de reacdes,
sendo amplamente aplicadas em iniumeros processos de significancia industrial,
meédica e biotecnoldgica, como aditivos detergentes, na geracdo de produtos
farmacéuticos e terapéuticos, agroquimicos, alimentos, detergentes e tecidos, e na
biorremediacdo e reutilizacdo de rejeitos industriais. Particularmente, enzimas
microbianas s&o mais ativas e estaveis que as derivadas de plantas e animais. Além
dessas vantagens, 0S micro-organismos representam uma fonte alternativa atraente
de enzimas uma vez que podem ser obtidas em altas concentracbes em um curto
periodo de tempo por fermentacdo, a diversidade quimica e suscetibilidade a
manipulacdo génica, o que é vantajoso, considerando a atual demanda dessas
proteinas frente a crescente necessidade de solucdes sustentaveis (ANBU et al.,
2013; ADRIO & DEMAIN, 2014).

Sabe-se que endofiticos sao prolificos produtores de exoenzimas que
contribuem para o catabolismo de varios biopolimeros de maior complexidade, o que
se deve a modo de nutricdo absortiva desses organismos e da variedade de
substratos que aproveitam para o0 crescimento, gerando celulases, quitinases,
amilases, lipases, proteases e etc. (SURYANARAYANAN et al., 2012). A liberacéo
extracelular dessas enzimas também estd relacionada com o processo de
estabelecimento do endofitico no vegetal, via hidrélise de componentes da parede
celular vegetal, e como um mecanismo de defender a planta hospedeira de
invasores microbianos (CORREA et al., 2014; ZHOU et al., 2014).

A resisténcia aos agentes antimicrobianos por patégenos humanos e
fitopatdgenos esta aumentando em uma proporcdo alarmante. Os endofiticos
constituem um nicho particularmente rico de metabdlitos secundarios com acéo
antibidtica e herbicida, incluindo alcaloides, peptideos, terpendides, quinonas,
flavonoides, compostos alifaticos e fenois, e ja foram isoladas de organismos
residentes em plantas medicinais, graos, e espécies vegetais de ambientes
extremos. Assim, esses micro-organismos formam uma opgao segura para a procura
de produtos farmacologicamente bioativos, considerando que ainda podem ser
manipulados nos aspectos fisico-quimicos e genético para elevar a sintese das
biomoléculas de interesse e gerar analogos inéditos de compostos ja existentes. A
origem desses metabdlitos se deve estritamente a co-evolugdo da simbiose planta-
micro-organismo, a qual ainda ndo € plenamente compreendida. A investigacdo por
esses produtos naturais derivados de endofiticos é valida, jA que ha muito a ser
explorado quanto ao possivel potencial terapéutico dessas moléculas. (OWEN &
HUNDLEY, 2004; STROBEL, 2006; YU et al., 2010; GUTIERREZ et al., 2012).

Hyptis suaveolens (L.) Poit. (Lamieaceae), popularmente conhecida no Brasil
como “malva-do-campo”, “bambuzal’, “erva canudo”, ou “tapera velha’, € uma
espécie vegetal nativa das Américas, encontrada em solos drasticamente alterados
pela acdo humana e distribuida em regifes tropicais e subtropicais, podendo se
desenvolver também em condi¢des de clima semiarido. Essa erva € empregada na
medicina popular no tratamento de infeccOes respiratorias e gastrointestinais,
indigestédo, resfriados, dores, espasmos, doencas dermatolégicas e em Ulceras
gastricas e em condi¢cfes envolvendo exacerbacao inflamatéria (MARTINS & POLO,
2009; JESUS et al.,, 2013; PADALIA et al.,, 2015). Extratos e 0Oleos essenciais
derivados dessa planta exibem uma ampla gama de atividades biologicas, com
destaque a antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, anti-helmintica e até
mesmo uma otima acao repelente a mosquitos (ABAGLI et al., 2012; NGOZI et al.,
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2014). Recentemente, varios compostos ativos de Hyptis suaveolens (L.) Poit. vém
sendo caracterizados, especialmente da classe dos diterpenos, como o isolamento
do suaveolol, a substancia responsavel pelo acentuado e ja conhecido efeito
gastroprotetor dessa espécie vegetal (VERA-ARZAVE et al., 2012), e do relacionado
acido suavedlico, o qual possui propriedades fitotoxicas (ISLAM et al., 2014).

Considerando o potencial vasto de aplicagbes desses micro-organismos, e
de modo a acrescentar as pesquisas na area, 0 objetivo do presente estudo foi o
isolamento, identificacdo e avaliacdo da capacidade de producdo de enzimas de
interesse biotecnologico e de compostos com atividade antibacteriana de endofiticos
de Hyptis suaveolens (L.) Poit.,, uma planta medicinal comumente empregada na
medicina popular goiana.

MATERIAL E METODOS

Isolamento de micro-organismos endofiticos

Amostras de caule, folha e peciolo de Hyptis suaveolens (L.) Poit. foram
coletadas na horta medicinal da Faculdade de Farmacia (FF) da Universidade
Federal de Goids (UFG) e transportadas imediatamente ao Laboratério de
Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LAMAB) Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica da UFG. O material foi lavado com agua corrente e sabao e, apos
secagem sobre papel toalha a temperatura ambiente, submetido a desinfecgéo
superficial de acordo com a metodologia proposta por ARAUJO et al., (2002). A
sequéncia de desinfeccéo foi a seguinte: etanol 70% (v/v) por 1 minuto; hipoclorito
de sédio a 2,0% (v/v), por 4 minutos; trés lavagens em agua destilada esterilizada;
banho de ultrassom (40 kHz) por 10 minutos; duas lavagens com agua destilada
esterilizada, novo banho de ultrassom por 10 minutos; trés lavagens com agua
destilada esterilizada; tratamento com etanol 70% por 30 segundos, seguido de duas
lavagens com agua destilada esterilizada. O controle desse processo foi realizado
inoculando trés aliquotas de 1,0 mL da ultima agua de lavagem das amostras em
tubos contendo caldo nutriente e caldo BHI e incubadas a 30<C, por 72 horas; apos
esse periodo essas amostras foram inoculadas em placas de Petri contendo agar
nutriente e incubadas a 30C, por 48 horas. A ausén cia de crescimento microbiano
foi indicativa da eficiéncia da desinfeccéo.

Para o isolamento dos micro-organismos endofiticos foram utilizadas as
técnicas de fragmentacdo e maceracdo. A fragmentacéo foi realizada cortando-se as
amostras previamente desinfetadas com o auxilio de um bisturi esterilizado, obtendo
fragmentos de 1,0 cm?® Os fragmentos foram entdo macerados em 9,0 mL de caldo
BHI e transferidos para Erlenmeyer de 125 mL; e incubados a 30C, 150 rpm, por
duas horas. Os fragmentos e 100 pL da suspensédo do macerado foram semeados
em placas de Petri individualmente. Foram empregados para o isolamento de
bactérias: agar nutriente, TSA (do inglés, Tryptone Soya Agar), Meio de King, agar
nutriente com agua peptonada. O agar amido-caseina e o0 agar ISP-2 (extrato de
malte-extrato de levedura) acrescido de 1,0% de amido (m/v) foram utilizados para o
isolamento de actinobactérias. Foram acrescidos de nistatina e cicloheximida (50
pHg/mL) a todos os meios para a inibicdo do crescimento de fungos. Os meios de
cultivo para o isolamento de fungos consistiram em agar batata-dextrose (BDA)
acidificado e meio Sabourad-dextrose, todos suplementados com penicilina (75
ng/mL), tetraciclina (50 pg/mL) e cloranfenicol (100 pg/mL) (ARAUJO et al., 2002).

A incubacéo das placas de Petri foi a 30°C durante um periodo de 30 dias. O
material foi diariamente monitorado para o isolamento e purificacdo dos micro-
organismos. Os micro-organismos crescidos foram purificados pela técnica de
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esgotamento em meio soélido, em até cinco vezes. Apés a purificacdo as bactérias
foram mantidas em &gar nutriente, as actinobactérias em agar ISP-2 com 1,0% de
amido e os fungos em BDA acidificado, sendo armazenados em geladeira a 4C. Os
isolados também foram preservados em estoques de glicerol a 50% (v/v) em freezer
a—-20cT.

Identificacdo dos micro-organismos endofiticos

As bactérias isoladas foram inicialmente caracterizadas pelo aspecto das
colénias e a morfologia celular pela coloragdo de Gram. A identificacdo das espécies
dos micro-organismos isolados foi realizada utilizando o sistema automatizado
MicroScan-4 da Dade Bering, o qual consiste de placas de microtitulagéo
descartaveis, de tamanho padronizado, nas quais estao incluidos até 32 substratos
reativos. Os microtubos foram inoculados com uma suspensdo dos micro-
organismos em estudo e incubados a 35T durante 15 a 18 h. Os painéis
inicialmente foram interpretados visualmente e, em seguida, foi utilizado um leitor
automatico de placas do aparelho. Através de um software que compara padrbées de
reacdes com um programa interno de probabilidade, os isolados foram identificados.

As actinobactérias foram identificadas por analises morfolégica e quimico-
celular, pela determinacdo do &cido diaminopimélico (DAP). A caracterizacao
morfologica foi realizada de acordo com o descrito por SHIRLING & GOTTLIEB,
1966. Aliquotas de 5,0 pL das culturas de isoladas foram inoculadas sobre a
superficie do Agar ISP-2, espalhadas com alga microbioldgica e incubadas a 30C
por 21 dias. As observagfes das caracteristicas morfologicas macroscoépicas foram
feitas com 7, 14 e 21 dias de cultivo. As caracteristicas microscopicas foram feitas
inserindo-se laminulas (esterilizadas) num angulo de aproximadamente 45° sobre a
superficie do agar, com observagdo consecutiva ao microscopio optico de luz na
objetiva de imerséo apdés 21 dias de crescimento.

A andlise do DAP das actinobactérias endofiticas foi realizada conforme a
técnica de hidrolise de células totais de BECKER et al., 1964. Os esporos dos
isolados foram inoculados em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de caldo
ISP-2 e incubadas sob agitacdo a 30C, a 180 rpm por 7 dias. A porgédo micelial foi
filtrada em filtro de papel (Whatman n°l) e lavadas cinco vezes com agua destilada
esterilizada. A massa celular obtida foi seca em estufa a 60-70C até peso constante
e armazenada em tubos tipo Eppendorf a —20C até a utilizacdo. Uma massa seca
de 30-40 mg de células foi hidrolisada em tubos com tampa rosqueavel de 13x100
mm com 1,0 mL de HCl a 6 M a 100C por 20 horas. Ap 0s esse periodo, 0s
hidrolisados celulares foram filtrados em papel de filtro (Whatman n°1) e o residuo
lavado com agua destilada esterilizada. A fracdo liquida resultante foi concentrada
em evaporador rotativo a 50C, para a remocdo do excesso de HCI e o residuo
ressuspenso em 400 uL de agua destilada esterilizada. Um total de 2,0 a 4,0 pL da
suspensao dos hidrolisados foram aplicados em placas de TLC Merck 5716
(20x18cm). Paralelamente, foram aplicados também entre 2,0 a 4,0 pL de um
hidrolisado de Streptomyces DAUFPE 5622 como padrdo de L-DAP e Nocardia
asteroides como padrédo de meso-DAP. A cromatografia foi desenvolvida com o
sistema solvente metanol/H20O/HCI 10N/piridina, na proporc¢éo 80: 17,5: 2,5: 10 (v/v),
e a revelacdo realizada borrifando uma solucdo de ninhidrina a 0,1% em acetona
sobre a placa, seguida de aguecimento a 100C por 5 minutos para visualizagdo dos
isdmeros de DAP.

O fungo endofitico isolado foi inicialmente caracterizado pelas caracteristicas
macro e microscopicas da colénia e a morfologia celular pela coloracdo de azul-de-
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lactofenol (azul-de-algodéo). A identificacdo da espécie foi realizada com o sistema
automatizado MicroScan-4 da Dade Bering, da mesma forma citada anteriormente
para bactérias.

Avaliacdo da atividade enzimética dos isolados micr ~ obianos endofiticos

Foi analisada a capacidade de sintese das seguintes enzimas de interesse
biotecnolégico: amilase, lipase, esterase, pectinase, protease e celulase. A
determinacdo da atividade enzimatica foi realizada inicialmente crescendo os
isolados em caldo BHI a 30°C por 24 horas. Apds esse tempo, aliquotas de 100 pL
foram inoculadas com o auxilio de um inoculador de Steers em meios de cultura
sélidos especificos para cada enzima. O Indice Enzimatico (IE) foi determinado pelo
método de HANKIN & ANAGNOSTAKIS (1975), pelo célculo da relacdo entre o
didmetro médio do halo de degradacao e o diametro médio da colénia apos 96 horas
de incubacdo. Foram realizadas cinco repeticbes para cada enzima e micro-
organismo testado. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste de
analise de variancia comparados pelo teste de t, com um nivel de tolerancia de 95%,
utilizando o programa Statistica versao 10.0 (StatSoft®).

Para a determinacdo da producéo de amilases, foi usado o método descrito
por HANKIN & ANAGNOSTAKISS (1975). O meio usado foi o &gar nutriente
contendo 0,2% de amido soluvel (pH 6,0). Apés 96 horas de incubacéo a 30°C, as
placas foram reveladas com vapores de iodo metalico. A acdo amilolitica foi
visualizada pela presenca de halo claro ao redor da colbnia.

A atividade celulolitica foi averiguada empregando-se o método sugerido por
STAMFORD et al., (1998). O meio de triagem enzimatica consistiu de (g/L): KH,PO,
7,0; MgS0,4.7H,0 0,1; (NH4)2SO, 1,0; extrato de levedura 0,6; Avicel 10; agar-agar
15,0, pH 7,2 £ 0,2. Depois de um periodo de incubacédo de 96 horas a 30°C, as
placas foram incubadas a 50°C por mais de 12 horas para melhor visualizacdo do
halo claro ao redor das col6nias.

Foram utilizadas duas metodologias para determinacdo da atividade
proteolitica. Na primeira foi aplicado o meio de cultura contendo (g/L): caldo nutriente
8,0; glucose 1,0; leite desnatado 15,0 mL; agar-agar 18,0. Seguidamente a 96 horas
de incubacédo a 30T, as placas foram reveladas com solucdo de acido acético a
5,0% (v/v) (VIEIRA, 1999). A presenca de halo claro ao redor da colbnia foi indicativa
de positividade. Na segunda metodologia foi determinada a hidrélise da gelatina
segundo SMIBERT & KRIEG (1994). Nesta metodologia foi empregado o agar
gelatina de Frazier, constituido de agar nutriente adicionado de 4,0 g/L de gelatina
bacteriol6gica. As coldnias foram incubadas por 72 horas a 30°C. ApGs esse tempo,
as placas foram recobertas pelo revelador de Frazier (HCI 20,0 mL; HgCl, 15,0 g em
100 mL de agua destilada). A presenca de halo claro ao redor da colénia evidenciou
resultado positivo.

O método proposto por SIERRA (1957) foi aplicado para andlise da geracao
de lipase e esterase pelos isolados endofiticos. Foi empregado o meio de cultivo
constituido de (g/L): Bacto peptona 10,0; NaCl 5,0; CaCl,. H,O 0,1; 4gar-agar 18,0,
pH 7,2 £ 0,2. Apés a esterilizacdo, o meio foi suplementado com 1,0 mL de Tween
80 e Tween 20 a uma concentracéo final de 1,0% (v/v) para determinacdo das
atividades lipolitica e esterasica, respectivamente. As placas foram incubadas por 96
horas a 30°C, e a liberacdo dessas enzimas foi avaliada pelo aparecimento de uma
regido opaca ao redor da colonia.

A metodologia descrita por HANKIN et al., (1971) foi adotada para
determinacao da atividade pectinolitica. Os isolados foram inoculados em placas de
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Petri contendo meio de cultivo formado de (g/L): Solugédo A: KH,PO4 4,0; Na,HPO,4
6,0; H,O 200 mL; Solucao B: pectina 5,0; H,O 200 mL; Solucdo C: (NH4).SO4 2,0;
FeS0O,.7H,0 0,001; MgS0O,.7H,0 0,2; CaCl, 0,001; extrato de levedura 1,0; pH7,2 +
0,2. As trés solugdes foram esterilizadas separadamente e reunidas no momento da
utilizacdo. Apos 96 horas de incubacao a 30°C, as placas foram recobertas com uma
solucéao de brometo de hexadeciltrimetil amonio (CTAB) a 1,0% (m/v) e incubadas a
temperatura ambiente por uma hora. As placas foram entdo lavadas com agua
destilada esterilizada e a degradagcao da pectina constatada pela presenca de zona
clara envolvendo a colbnia.

Avaliacao da atividade antibacteriana dos isolados microbianos endofiticos

A atividade antibacteriana dos micro-organismos endofiticos foi avaliada
qualitativamente pelo método de difusdo em &gar de Kirby-Bauer (BAUER et al.,
1966), em agar de Mueller-Hinton. Foram utilizadas as seguintes cepas bacterianas
indicadoras: bactérias gram-positivas: Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus
luteus ATCC 9341, Staphylococcus aureus ATCC 29737, Bacillus cereus ATCC
14579, Rhodococcus equi CCT 0541, Staphylococcus epidermidis ATCC 1488,
Corynebacterium glutamicum e bactérias gram-negativas: Enterobacter aerogenes
ATCC 13048, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Serratia marcescens ATCC 14756, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella choleraesuis ATCC 10708, Agrobacterium tumefaciens A6,
Agrobacterium tumefaciens ATCC 33970/C58, Agrobacterium tumefaciens Achb.

Para a determinacdo da presenca de atividade antimicrobiana das
actinobactérias isoladas, 10 pL de uma suspensao de esporos dos isolados foram
inoculadas em toda a superficie do agar ISP-2 e incubadas a 30°C por 15 dias.
Consecutivamente a esse periodo, discos de 7,0 mm do agar foram cortados e
colocados sobre placas de Petri contendo meio agar Mueller-Hinton, previamente
semeadas com as cepas indicadoras cuja concentracao foi ajustada para a escala
0,5 de MacFarland. As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas e o
aparecimento de zonas de inibicdo ao redor do cilindro de agar com diametro
superior a 10 cm indicou a presenca da atividade antimicrobiana.

A acao antibacteriana para as demais bactérias foi conduzida pelo método
de sobrecamada, utilizando-se o meio 523 de Kado e Heskett (KADO & HESKETT,
1970). Aliquotas de 10 pL das bactérias isoladas, previamente crescidas em caldo
nutriente, foram inoculadas em placas de Petri contendo o meio 523 e incubadas a
30°C por 48 horas. Apés este periodo as placas foram expostas a luz UV (A =
254nm) por 30 minutos para inativacdo do crescimento bacteriano. Em seguida as
placas receberam uma sobrecamada com 5,0 mL de agar BHI semi-sdlido (0,6% de
agar bacteriologico tipo I) contendo uma suspensao das bactérias indicadoras
padronizadas para metade da turbidez do tubo n°l da escala de MacFarland. As
placas foram novamente incubadas a 30°C e os halos de inibicdo de crescimento
dos indicadores foram determinados apos 24, 48, 72, 96 e 120 horas de crescimento
(ROMEIRO, 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e identificacdo dos micro-organismos end ofiticos isolados

Foram isolados 39 micro-organismos dos diferentes 6rgdos vegetativos
(caule, folha e peciolo) de Hyptis suaveolens (L.) Poit. Apds a identificacdo
morfoldgica e bioquimica, 0s micro-organismos foram agrupados em oito géneros de
bactérias e um de levedura. Dos isolados, ocorreu um predominio de bactérias dos
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géneros Pseudomonas sp. (23,1%), Bacillus sp. (23,0%), Streptomyces sp. (20,5%),
Alcaligenes sp. (17,9%), Micrococcus sp. (5,1%), Comamonas sp. (2,6%),
Acinetobacter sp. (2,6%) e Staphylococcus sp. (2,6%), e o fungo leveduriforme
Rhodotorula sp. (2,6%) (Tabela 1). Depois da analise do perfil da atividade
enzimatica, quatro isolados foram reagrupados, um como Pseudomonas aeruginosa,
um como Bacillus sp., e dois como Alcaligenes sp.

Existem poucos relatos na literatura de pesquisas de micro-organismos
endofiticos de plantas do género Hyptis. VITORINO et al., (2012a) efetuaram o
isolamento e caracterizacdo de bactérias e fungos em dois tipos de raizes de Hyptis
marrubioides Epling. As bactérias eram, em sua maior parte, bacilos gram-positivos
e catalase-positivos, e a maioria dos fungos desenvolviam miceélios esporulantes.
Em um estudo consecutivo, VITORINO et al., (2012b) avaliaram a producao de
acido indolacético (AlIA) e capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio e ferro
por essas mesmas cepas previamente isoladas, com varias amostras se
apresentando como potenciais produtoras desses fatores de crescimento vegetal,
assim como no aproveitamento das fontes de fosfato.

Com base nessa prospeccao inicial, VITORINO et al., (2013) efetuaram
testes de inoculacéo in vito em explantes de Hyptis marrubioides Epling., analisando
o comportamento dos isolados microbianos na planta com a concomitante
identificacdo dos metabdlitos produzidos pelos mesmos. Os autores observaram que
certos isolados ndo exibiam endofitismo e, sim parasitismo em certo ponto dos
testes, e que 0s mesmos empregados como elicitores induzem diferentes respostas
metabdlicas nos propagulos, dependendo das condicdes experimentais.

TABELA 1 Ocorréncia e identificagdo de micro-organismos isolados de Hyptis suaveolens (L.) Poit.

Micro-organismos isolados Numero de isolados Ocorré ncias (%)
Pseudomonas fluorescens 04 10,3
Pseudomonas stutzeri 02 51
Pseudomonas aeruginosa 02 51
Pseudomonas sp. 01 2,6
Comamonas acidovirans 01 2.6
Alcaligenes sp. 07 17,9
Acinetobacter lwoffii 01 2,6
Staphylococcus warneri 01 2,6
Micrococcus sp. 02 51
Bacillus sp. 09 23,0
Streptomyces sp. 08 20,5
Rhodotorula sp. 01 2,6
Total 39 100

Atividade enzimatica dos micro-organismos endofitic os isolados

Os resultados da triagem da producdo de enzimas estdo apresentados na
Tabela 2. Com excecédo das amostras Streptomyces MC 31 e MC 41 e da levedura
Rhodotorula sp. (dados ndo mostrados), os demais micro-organismos endofiticos
apresentaram a capacidade de produzir pelo menos uma das enzimas
prospectadas, pela metodologia de obtencédo do IE. Esse indice € uma ferramenta
pratica e rapida de selecdo e comparacdo da sintese de diferentes enzimas por
diferentes micro-organismos, uma vez que relaciona o diametro do halo de
degradacgédo e o diametro da colbnia do micro-organismo estudado. Valores de IE
maiores que 1.0 sédo sugestivos da excrecdo das enzimas. Essa razdo fornece uma
nocao qualitativa importante da atividade enzimatica microbiana (LIN et al., 1991;
FUNGARO & MARCCHERONI, 2002).
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TABELA 2 Atividades enzimaticas dos micro-organismos endofiticos isolados de Hyptis suaveolens (L.) Poit’.

indice Enzimatico (IE) *

Micro-organismos isolados Identificacédo do isolado na Amilase Esterase Lipase Proteolitico Proteolitico Pectinolitica
bacterioteca do laboratério (Tween 20)  (Tween 80) (Caseina) (Gelatina)
Pseudomonas fluorescens MC 52 0.0 1.3° 1.2¢ 32° 1.8°9 0.0
Pseudomonas fluorescens MC 15 0.0 0.0 1.3¢ 2.3° 2.4° 0.0
Pseudomonas stutzeri MC 2B 0.0 0.0 1.2¢ 3.3° 2.1" 0.0
Pseudomonas aeruginosa MC 7B 0.0 0.0 0.0 2.5% 21" 0.0
Pseudomonas acidovirans MC 5B 0.0 1.7° 0.0 0.0 0.0 0.0
Alcaligenes sp. MC 2D 0.0 1.4° 2.7% 4.4° 3.6 0.0
Alcaligenes sp. MC 9B 35° 2.4° 20° 0.0 0.0 0.0
Alcaligenes sp. MC 9D 0.0 252 2.9° 2.7° 3.1° 0.0
Alcaligenes sp. MC 10 0.0 1.5 0.0 3.8° 3.9° 0.0
Acinetobacter lwoffii MC 29 0.0 1.5 0.0 0.0 0.0 0.0
Micrococcus sp. MC 21 0.0 25° 0.0 0.0 0.0 0.0
Micrococcus sp. MC 38 1.6° 0.0 25" 33° 0.0 0.0
Bacillus sp. MC 12 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Bacillus sp. MC 1B 0.0 0.0 0.0 2.8¢ 3.4° 0.0
Bacillus sp. MC 3 0.0 0.0 0.0 35" 0.0 0.0
Bacillus sp. MC 8B 1.8°¢ 1.3°¢ 0.0 3.7° 3.0 0.0
Bacillus sp. MC 22 2.8 0.0 0.0 2.0° 0.0 0.0
Bacillus sp. MC 23 2.2° 0.0 0.0 2.2°¢ 25°¢ 0.0
Bacillus sp. MC 32 16° 1.7° 0.0 169 1.69 0.0
Streptomyces sp. MC 18 31° 25° 1.3¢ 15° 2.9% 3.4
Streptomyces sp. MC 30 1.9° 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Streptomyces sp. MC 382 0.0 22% 0.0 1.9% 0.0 0.0
Streptomyces sp. MC 43 0.0 0.0 0.0 2.3° 0.0 0.0
Streptomyces sp. MC 44 23° 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Streptomyces sp. MC 45 29%® 1.3° 0.0 3.8° 47°% 0.0

"Média de cinco repeticdes. As médias seguidas de mesma letra néo diferem entre si (teste t de Student, p < 0,05).
%0 IE representa a razdo entre diametro do halo de degradacao e o diametro da coldnia microbiana.
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Os isolados Alcaligenes sp. MC 9B, Micrococcus sp. MC 38, Bacillus sp. MC
1A, MC 8B, MC 22, MC 23, MC 32, Streptomyces sp. MC 18, MC 30, MC 44, MC 45
exibiram acdo amilolitica, correspondendo a 28,2% dos isolados. Observa-se que os
isolados Alcaligenes sp. MC 9B e Streptomyces sp. MC 18 apresentam uma
diferenca significativa ao nivel de p < 0,05 para o teste t de Student quando
comparados com 0s outros isolados quanto a atividade dessa enzima. Amilases
possuem uma grande importancia de aplicacdo biotecnoldgica, nas industrias de
alimentos, fermentacdo, téxtii e de papel, especialmente nos processos de
liquefacdo e sacarificagdo (RANA et al., 2013). Espécies de Streptomyces séo
conhecidos produtores de uma variedade de enzimas hidroliticas de amido, véarias
de fundamental aplicabilidade na industria (KASHIWAGI et al., 2014). A amilase em
Alcaligenes é raramente relatada, entretanto, RUSENDI & SHEPPARD (1995)
propdem a hidrolise enzimatica do amido e a sua posterior utilizacdo para a
producdo de polihidroxibutirato (PHB) por Alcaligenes sp., 0 que sugere que o
isolado Alcaligenes sp. MC 9B possua potencialidades para a realizacdo desta
transformacdo em uma Unica etapa.

A geracdo de esterase foi verificada para os isolados Pseudomonas
fluorescens MC 5A, Comamonas acidovirans MC 5B, Alcaligenes sp. MC 2D, MC
9B, MC 9D e MC 10, Acinetobacter sp. MC 2D, MC 9B, MC 9D e MC 10,
Acinetobacter Iwoffii MC 29, Micrococcus sp. MC 21, Bacillus sp. MC 8B e MC 32,
Streptomyces sp. MC 18, MC 38 e MC 45, equivalendo a um total de 33,3% dos
micro-organismos isolados da planta medicinal. Os isolados Alcaligenes sp. MC 9B e
MC 9D, Micrococcus sp. MC 21, Streptomyces sp. MC 18 demonstraram uma
diferenca significativa ao nivel de p < 0,05 para o teste t de Student com relacdo as
demais amostras endofiticas para a atividade esterasica.

A atividade lipolitica foi observada para os isolados Pseudomonas
fluorescens MC 5A e MC 15, Pseudomonas stutzeri MC 2B, Alcaligenes sp. MC 2D,
MC 9B e MC 9D, Micrococcus sp. MC 38 e Streptomyces sp. MC18, representando
20,5% dos isolados. Os isolados Alcaligenes sp. MC 2D e MC 9D e Micrococcus sp.
MC 38 apresentaram diferenca significativa ao nivel de p < 0,05 para o teste t de
Student em comparacao as outras cepas recuperadas para a producao de lipases.

Ha um especial interesse de emprego de lipases e esterases de origem
microbiana para o processamento de 6leos de gorduras na industria farmacéutica,
alimenticia e de papel, para biorremediacao e na sintese de compostos opticamente
puros (BORNSCHEUER, 2002; VERMA et al., 2012). Os isolados de Alcaligenes sp.
obtidos possuem pelo menos uma das atividades (esterase e/ou lipase) sugerindo o
seu emprego potencial em processos biotecnolégico em conjunto com os demais
isolados com estas atividades. MITSUKURA et al., (2010) verificaram uma excelente
estereoseletividade e uma alta atividade frente a varios substratos de uma esterase
purificada de Alcaligenes sp., revelando a funcionalidade de uma enzima microbiana
ainda ndo manipulada.

Foram empregadas duas metodologias para a determinacdo da atividade
proteolitica (hidrélise da caseina e da gelatina). Foi constatado que 46,1% e 33,3%
dos isolados exibiram capacidade de hidrolisar caseina e gelatina, respectivamente.
Os isolados Alcaligenes sp. MC 2D e MC 10, Bacillus sp. MC 8B e Streptomyces sp.
MC 45 apresentaram diferenca significativa ao nivel de p < 0,05 para o teste t de
Student quando comparados com 0s outros isolados para a degradacdo de caseina.
Apenas o isolado Streptomyces sp. MC 45 exibiu diferenca significativa ao nivel de p
< 0,05 para o teste t de Student em relacédo aos demais para a hidrélise de gelatina.
Protases bacterianas tem especial relevancia comercial como detergentes
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enzimaticos, sendo sua propriedade basica aproveitada para a geracdo de
hidrolisados proteicos de alto valor nutricional (GUPTA et al., 2002). Bactérias do
género Bacillus estdo entre as principais fontes dessas enzimas, com destaque a
Bacillus subtilis (PANT et al., 2015). As proteases de Alcaligenes sao importantes
para o tratamento (pelacdo) de couro e rejeitos de curtumes (THANGAM &
RAJKUMAR, 2000). Proteases derivadas de actinobactérias ndo recebem tanta
atencdo quanto as derivadas de outras bactérias. Todavia, micro-organismos do
género Streptomyces se destacam quanto a sintese dessas enzimas, uma vez que
eles as liberam em meio extracelular, o que € geralmente considerado como seguro
quando aplicadas na administragéo de drogas e nutrientes (GHORBEL et al., 2014).

A atividade pectinolitica foi vista somente para o isolado Streptomyces sp.
MC 18. A atividade celulolitica ndo foi observada nos micro-organismos isolados.
Pectinases sdo empregadas principalmente aplicadas na industria de bebidas e
alimenticia, essencialmente na extracdo e clarificacdo de sumos, na melhora de
propriedades organolépticas do vinho, no aumento da eficiéncia de extracdo de
Oleos vegetais, na aceleragcdo da fermentagcdo do café e cha, como aditivos
alimentares de aves domésticas e ruminantes, e na sacarificacdo de residuos
agricolas ricos em pectina, o que pode ser aproveitado para a geragdo de etanol
(BIZ et al.,, 2014). Existem poucos trabalhos na literatura sobre actinobactérias
produtoras de pectinases. Na maior parte dos relatos existentes, as enzimas
pectinoliticas desses procariotos sdo pectato liases, com a maior fracdo das cepas
investigadas pertencendo ao género Streptomyces. JACOB et al., 2008 isolaram
actinobactérias geradoras dessas enzimas, e uma das amostras, identificada como
Streptomyces lydicus, foi eficaz no tratamento de fibras leves de banana.

A producdo de enzimas hidroliticas € um dos mecanismos pelos quais as
bactérias endofiticas entram na planta, ganhando acesso principalmente pelas
raizes. Exoenzimas que degradam polissacarideos de origem vegetal exercem
funcdes importantes em uma série de interagcdes planta-micro-organismo e na
colonizacgdo intracelular dos micro-organismos nas raizes. Contudo, j& foi observado
que a atividade dessas enzimas é maior no estagio de entrada dessas bactérias no
interior da epiderme radicular e nunca depois das mesmas se estabelecerem nos
espacos intracelulares do cértex das raizes. Além disso, a ideia de que essas
bactérias entram na planta primariamente por excre¢do ativa enzimatica é
controversa, ja que bactérias residentes de solo possuem uma maior frequéncia de
enzimas hidroliticas do que as que habitam o xilema. Isso levanta a hipétese de que
a liberacdo dessas enzimas por esses organismos somente se faz necessaria na
fase inicial de invasdo na planta e ndo depois de ja estarem vivendo no tecido
vegetal (HALLMANN et al., 1997; AMARESAN et al., 2014).

Esse pressuposto poderia explicar a baixa frequéncia de atividade
pectinolitica e a auséncia da deteccdo de atividade celulolitica entre os micro-
organismos endofiticos isolados no presente trabalho. Ainda ndo se entende
completamente como funciona esse mecanismo de regulacdo da geracdo dessas
exoenzimas. Todavia, acredita-se fortemente que uma forma de sinalizagdo, como o
guorum sensing, estaria envolvida no controle de qual fase de vida dessas bactérias
gue a expressao dos genes codificantes dessas proteinas cataliticas seria ativada.
Curiosamente, as plantas perceberiam e podem coordenar essas respostas de
sinalizacdo dos endofiticos, participando ativamente no processo de origem da
simbiose (EL-DEEB et al., 2012).

Pesquisas com o objetivo de isolar, caracterizar e determinar
potencialidades biotecnoldgicas de micro-organismos de plantas nativas do Cerrado
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brasileiro sdo raras (MAITAN, 1998) e praticamente nulas aquelas pesquisas
realizadas com plantas medicinais. A exemplo do presente estudo, CARRIM et al.,
(2006), em um trabalho conduzido pelo presente grupo de pesquisa, realizou o
isolamento e triagem da producdo de amilases, lipases, esterases e proteases de
endofiticos de Jacaranda decurrens Cham. (“carobinha-do-campo”). Apés a
identificacdo, os 18 isolados foram agrupados em 10 espécies, com predominio de
bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas, Corynebacterium, Actinomyces e
Staphylococcus, respectivamente. Quase todos os isolados exibiram pelo menos
uma das atividades enzimaticas. Esse foi o primeiro trabalho de varredura da
geracdo de exoenzimas em meio solido por endofiticos de uma planta nativa do
Cerrado brasileiro utilizada em fitoterapia, servindo como base para outros estudos
na area de bioprospecc¢édo de micro-organismos endofiticos.

JALGAONWALA & MAHAJAN (2011) efetuaram o isolamento e avaliacéo da
atividade de varias enzimas extracelulares de endofiticos das plantas medicinais
Aloe vera (L.) Burn. F, Curcuma longa L., Eucalyptus globules Dehnh, Musa
paradiasa L., Pongamia glabra Vent., Vinca rosea (L.) G. Don e Withania somnifera
(L.) Dunal. Foi recuperado um total de 14 isolados bacterianos e 23 fungicos. As
amostras de bactérias endofiticas demonstraram uma maior atividade enzimatica
guando comparado com os fungos selecionados. Foi verificada também uma certa
gradacdo da atividade enzimética, com a maior parte dos isolados exibindo a
capacidade de geracao de proteases e amilases, sendo que na presente pesquisa a
maioria das amostras exibiram atividade para proteases e esterases. E importante
salientar que os autores em questdao aplicaram a mesma metodologia para triar a
producdo dessas enzimas, ou seja, 0 método de difusdo radial em meio sélido com
determinacao do IE.

Atividade antibacteriana dos micro-organismos endof iticos isolados

Dos 39 micro-organismos isolados da planta, observa-se que 15 (38,5%)
inibiram o crescimento de um ou mais dos micro-organismos indicadores avaliados
(Tabelas 3 e 4). Os isolados Pseudomonas aeruginosa MC 7B e Pseudomonas
fluorescens MC 15 apresentaram atividade antibacteriana contra a maioria das
cepas indicadoras testadas, 15 (93,8%) e 9 (56,2%), respectivamente. Quatro
isolados de Streptomyces isolados exibiram atividade antibacteriana frente a
diferentes micro-organismos indicadores. O isolado Streptomyces sp. MC 30
destacou-se entre os demais do mesmo género, principalmente pelo alto grau de
inibicdo contra algumas das cepas testadas, refletido pelo diametro da zona superior
a 20 mm (dados nao mostrados).

E concebivel que as plantas, essencialmente as consideradas medicinais,
alberguem micro-organismos que mimetizam a quimica dos compostos bioativos
geradas pelo vegetal, o que pode levar a produtos naturais com um nivel de
atividade biolégica maior que o original do vegetal (STROBEL, 2003). Sabe-se que
varias moléculas bioativas que se pensavam ser originais do vegetal sdo, na
verdade, produtos metabdlicos exclusivos dos micro-organismos endofiticos.
BRADER et al.,, (2014) comentam que esses organismos ainda podem exercer
influéncia direta sobre a geracdo desses metabdlitos secundarios dos vegetais por
meio de intervencdo no crescimento e tolerancia ao estresse nas plantas, além da
producdo compartilhada dessas substancias entre o vegetal e o micro-organismo.
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TABELA 3 Atividade antibacteriana dos isolados endofiticos de Hyptis suaveolens
(L.) Poit frente aos micro-organismos indicadores gram-positivos.

Micro-organismos isolados

Bactérias indicadoras

B. cereus
ATCC 14579

S. aureus
ATCC 29737

B. subtilis
ATCC 6633

M. luteus
ATCC 9341

R. equi
CCT 0541

S. epidermidis

ATCC 1488

C. glutamicum
ATCC 13032

Pseudomonas fluorescens MC 2A
Pseudomonas fluorescens MC 15
Pseudomonas fluorescens MC 5A
Pseudomonas aeruginosa MC 7B
Pseudomonas stutzeri MC 2B
Pseudomonas sp. MC 33
Comamonas acidovirans MC 5B
Bacillus sp. MC 1A

Bacillus sp. MC 1B

Bacillus sp. MC 3

Bacillus sp. MC 32

Streptomyces sp. MC 30
Streptomyces sp. MC 18
Streptomyces sp. MC 43
Streptomyces sp. MC 44

+ + + + +

+

o+ 01

+

I+ 1+ + +

+

+ o+ + +

+

I+ + + |

+ o+ + + o+

+ I+ |

+ + |

+ = atividade antibacteriana; — = auséncia de atividade antibacteriana.

TABELA 4 Atividade antibacteriana dos isolados endofiticos de Hyptis suaveolens
(L.) Poit frente aos micro-organismos indicadores gram-negativos.

Micro-organismos isolados

Bactérias indicadoras

E. aerogenes
ATCC 13048

S. thyphimurium

ATCC 14028
P. aeruginosa

ATCC 9027

E. coli
ATCC 25922

S. cholerasius

ATCC 10708
A. tumefaciens

A6

A. tumefaciens
ATCC 33970/C58

A. tumefaciens

Achb5

S. marcescens
ATCC 14576

Pseudomonas fluorescens MC 2A
Pseudomonas fluorescens MC 15
Pseudomonas fluorescens MC 5A
Pseudomonas aeruginosa MC 7B
Pseudomonas stutzeri MC 2B
Pseudomonas sp. MC 33
Comamonas acidovirans MC 5B
Bacillus sp. MC 1A

Bacillus sp. MC 1B

Bacillus sp. MC 3

Bacillus sp. MC 32

Streptomyces sp. MC 30
Streptomyces sp. MC 38
Streptomyces sp. MC 43
Streptomyces sp. MC 44

o+ + 1+ |

+ + + |

+

+ o+ 4 |

I+ |

=+

I+ + 1 + +

+ + + + |

+ = atividade antibacteriana; — = auséncia de atividade ant|bacter|ana

Com excecdo as actinobactérias, a avaliacao da atividade antibacteriana das
demais bactérias isoladas testadas foi realizada conforme a metodologia de

ROMEIRO (1989), ou seja, analisou-se a capacidade de geracdo de bacteriocinas
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por esses endofiticos. Bacteriocinas sdo peptideos gerados por bactérias que inibem
ou matam outros organismos. A atividade in vitro dessas biomoléculas é
predominante frente a micro-organismos gram-positivos. A acao contra bactérias
gram-negativas ocorre em menor extensao e € mais comumente encontrada quando
o organismo produtor da bacteriocina € gram-negativo (BALCIUNAS et al., 2013;
COTTER et al., 2013). E preciso um aprofundamento do estudo para confirmacdo da
natureza bacteriocinogénica dos compostos com atividade antibacteriana gerados
pelos endofiticos isolados no presente estudo. Analisando-se os resultados obtidos
nessa triagem, observa-se que os isolados do género Pseudomonas se
sobressairam frente as demais quanto a bioatividade. Bacteriocinas de endofiticos
desse género sdo amplamente exploradas para o biocontrole de fitopatégenos
(RAMESH et al., 2009; DONG et al., 2010).

MCCAUGHEY et al., (2014) recentemente comprovaram que 0s receptores-
alvo dessas substancias de natureza peptidica de Pseudomonas sé&o
lipopolissacarideos geralmente contendo D-ramnose, especificidade que possibilitam
gue essas proteinas antibidticas tenham uma toxicidade seletiva de interessante
aplicacdo ndo somente para o controle bioldgico de pragas microbianas como
também no tratamento de infeccbes por cepas multirresistentes de P. aeruginosa,
com um minimo impacto ambiental.

A biossintese de substancias semelhantes a bacteriocinas por diferentes
micro-organismos pode ser, em alguns casos, induzida pelo tratamento das cepas
estudadas por mitomicina C ou a luz ultravioleta. Nas bactérias endofiticas
estudadas, excetuando-se Streptomyces, esse processo ocorreu espontaneamente,
sem a necessidade de adi¢céo desses agentes indutores (IACOBELLIS et al., 1995).

A pesquisa por actinobactérias endofiticas de plantas medicinais comecou a
se desenvolver nos ultimos anos. QIN et al., (2011) argumentam que 0s procariotos
desse filo isolados de vegetais de uso popular na medicina tradicional exibem a
capacidade de produzir metabdlitos de natureza quimica inédita e com multiplas
acOes que se estendem desde a antimicrobiana a imunossupressora. A maior parte
dos isolados endofiticos de actinobactérias de ervas medicinais sao estreptomicetos,
a distribuicdo similar encontrada para actinobactérias habitantes de solos e demais
ambientes terrestres.

No atual trabalho, foram isolados actinobactérias somente do género
Streptomyces. MINI (2012) efetuou o isolamento de 47 actinobactérias endofiticas
de quatro plantas medicinais indianas e avaliou a atividade biocida frente a
diferentes isolados de fungos fitopatogénicos, com dois isolados de Streptomyces se
destacando quanto a acdo antifungica. PASSARI et al., (2015) recuperaram 49
isolados de actinobactérias a partir de sete plantas de emprego comum na medicina
popular indiana, com 66,6% dos isolados identificados como Streptomyces e pelo
menos 22,2% apresentando atividade antagonista frente a, pelo menos, dois dos
quatro patdgenos testados e todos esses positivos para S. aureus e E. coli. Com
base nos resultados adquiridos na varredura da acado antagonista dessas cepas,
almeja-se futuramente realizar a produ¢cdo em maior escala, avaliacdo da atividade
antimicrobiana contra patdogenos gram-positivos multirresistentes e purificacdo dos
metabalitos antibioticos do isolado Streptomyces sp. MC 30.

CONCLUSOES
Um total de 39 micro-organismos endofiticos foram isolados de todas as
partes da planta medicinal Hyptis suaveolens (L.) Poit., com uma ampla diversidade
cultivavel, envolvendo bactérias gram-positivas, gram-negativas e uma levedura. Os
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isolados microbianos endofiticos de Hyptis suaveolens (L.) Poit. exibem potencial
como produtores de exoenzimas de interesse biotecnoldgico, com predominio da
producdo de proteases e esterases, aléem de metabdlitos secundarios e compostos
de natureza bacteriocinogéncia frente a varios micro-organismos indicadores. O
presente trabalho consiste no segundo na area de bioprospeccéo de endofiticos de
plantas nativas do Cerrado brasileiro utilizadas em fitoterapia, e evidencia a
necessidade de uma pesquisa mais ativa na area da exploracdo do potencial
biotecnolégico do microbioma natural desse bioma.
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