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Resumo: Moringa oleifera Lamarck é uma planta pertencente a Familia das Moringaceae,
caracterizada como uma planta arbdrea. Os vegetais possuem uma microbiota caracteristica que tem
importancia para a sua sanidade e manuten¢do. Sendo esses micro-organismos denominados de
endofiticos. Destaca-se a presenca das actinobactérias, como produtores de metabolitos bioativos. O
presente trabalho teve por objetivo a bioprospeccdo, através do isolamento e identificacdo de
actinobactérias endofiticas de folhas da M. oleifera. As folhas foram coletadas no campus Recife da
Universidade Federal de Pernambuco, no Jardim Botanico do Recife do Recife e na cidade de Caruaru
no Estado de Pernambuco, Brasil. Sendo processadas no prazo de 24 horas, através da metodologia de
desinfeccdo. O isolamento foi realizado por maceracdo. A observacdo macroscopica foi realizada
através da observacéo de caracteristicas das coldnias. A caracterizagdo micromorfoldgica foi realizada
através da técnica de microcultivo em placa. Testes fenotipicos para classificagdo taxonémica foram
realizados. Foram isolados 33 actinobactérias endofiticas, sendo 21 (63,6%) linhagens provenientes
das folhas coletadas da M. oleifera no Jardim Botéanico do Recife; 8 (24,2%), no campus Recife da
UFPE; e 4 (12,2%), na Cidade de Caruaru. A analise macroscopica verificou-se que ndo houve
diversidade em relacdo aos aspectos observados. A andlise microscopica permitiu inferir que em
apenas 13 (39,4%) isolados foi possivel determinar o género, sendo eles: Streptomyces e
Actinomadura. Nao houve a identificagdo dos demais isolados devido a caracteristicas inerentes a mais
de um género. Os ensaios fenotipicos foram inconclusivo devido a grande quantidade de testes
requeridos para uma correta identificacdo taxonémica e os diferentes géneros pertencentes ao Filo
Actinobacteria. Conclui-se que a analise através de instrumentos da Biologia Molecular é necessaria
para a determinacdo da diversidade de micro-organismos endofiticos presentes nas folhas de M.
oleifera.
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INTRODUCAO

A moringa (Moringa oleifera Lamarck) pertence ao género Moringa, a familia
Moringaceae, ordem Capparidales, classe Magnoliophyta, subclasse Dilleniidae. Das quatorze
espécies pertencentes a este género, onze sdo originarias da Africa, uma da Arabia e duas da
india, estando a M. oleifera dentre essas Gltimas. E uma planta de porte arboreo e pode crescer
até 10 al2 metros de altura. As folhas sdo bipenadas com sete foliolos pequenos em cada
pina. Sdo verdes palidas, deciduas alternadas, pecioladas e compostas. Os foliolos laterais
possuem formas elipticas enquanto que os terminais sdo ligeiramente maiores que os laterais
(PATERNIANI et al., 2009). A moringa é bastante cultivada pela sua importancia econémica,

com multiplicidade de uso alimentar, agricola, medicinal e industrial (PAIVA et al., 2011).
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As plantas possuem uma microbiota caracteristica que tem importancia para a sua
sanidade e manutencdo. Novos micro-organismos endoliticos estdo sendo constantemente
descritos na literatura mundial atestando ser essa diversidade ainda ndo explorada
convenientemente. S&o considerados micro-organismos endofiticos, aqueles que vivem pelo
menos um periodo de seu ciclo de vida no interior de uma planta, sem causar, aparentemente,
quaisquer danos aos seus hospedeiros, podendo ser encontrados em folhas, sementes, ramos e
raizes de vegetais (AZEVEDO, 2013).

Entre os micro-organismos endofiticos identificados tém se dado um maior destaque
as actinobactérias devido a sua importancia biotecnoldgica como produtores de dois ter¢os de
compostos antibidticos. As actinobactérias séo classificadas como bactérias gram-positivas,
podendo ser aerobias estritas, microaerdfilas, anaerdbias estritas ou facultativas. Apresentam
um crescimento seco, com formacado de micélio aéreo e vegetativo, velocidade de crescimento
variavel (entre 48 e 120h) e apresentam uma alta relagdo guanina—citosina (G-C) na
constituicdo do &cido desoxirribonucleico (DNA) (STACKEBRANDT & SCHUMANN,
2006; VENTURA et. al., 2007). Esses micro-organismos exibem morfologias variadas,
podendo apresentar-se nas formas cocdides ou cocobacilos, formas variadas de fragmentacéo
de hifas ou com micélio diferenciado e altamente ramificado (VENTURA et. al., 2007).

Esse trabalho teve por objetivo isolar e identificar, através da taxonomia cléssica,
actinobactérias endofiticos de folhas de M. oleifera Lam., determinar a densidade
populacional referentes ao sitio de coleta do material, bem como quantificar esses micro-
organismos em trés localidades do Estado de Pernambuco, Brasil.

METODOLOGIA

Coleta das Folhas de M. oleifera

Folhas de M. oleifera foram coletadas no campus Recife da Universidade Federal de
Pernambuco, no Jardim Boténico do Recife e na cidade de Caruaru no Estado de Pernambuco,
Brasil. Amostras do material ja se encontram arquivadas sob o0 niumero de especime 63184,
IPA, no herbario “Dardano de Andrade Lima” (Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuéria, Recife, Brasil).

Isolamento das Actinobactérias Endofiticas

O material botanico coletado foi processado no prazo de 24 horas, apés a coleta, tendo
sido lavado abundantemente com agua corrente e detergente neutro para retirar 0 excesso de
epifiticos e outros residuos. Em seguida, em camara asséptica, 0 material foi submetido ao
processo de desinfeccdo, sendo imerso em alcool 70% por 1 minuto, em hipoclorito 2,6% por

4 minutos e novamente em alcool 70% por 30 segundos, para retirar o excesso de hipoclorito,
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as folhas foram lavadas duas vezes consecutivas em agua destilada por 30 segundos, sendo a
ultima agua de lavagem utilizada para controle do processo de desinfeccdo, através de semeio
em placa de Petri com diferentes meios de cultura utilizados no isolamento das actinobactérias
(ARAUJO et al., 2002). O isolamento foi realizado por maceracdo utilizando a solucéo
Tampéo Fosfato Salina (PBS) na proporcdo de 1 g de folhas para 3 ml de tampéo, as quais
foram maceradas e em seguida o0 homogenato foi colocado na mesa agitadora durante 1 h e 30
min, processo que ajuda na liberacdo dos micro-organismos. Nas placas foram colocados 100
uL da solugdo de folhas maceradas, nas diluigdes 102, 102 e sem diluicdo, sendo semeadas
com a alca de Drigalski sobre o meio de cultura e incubadas em temperatura ambiente,
durante 20 dias. O ensaio foi realizado em triplicata. Para o isolamento das actinobactérias
endofiticas foram utilizados cinco meios de cultura: Nutriente Agar (NA), Triptic Soy Agar (TSA), L-
Arginina Agar (ALA), Meio Completo (MC) e o meio Inorganic Salt Starch (ISP-4), todos contendo o
antifangico nistatina a 100 pg/mL.

Identificacdo Classica - Analise Macroscépica

O aspecto macromorfoldgico da colbnia dependente do meio de cultura foi verificado
através da observacdo da cor dos micélios aéreo e vegetativo, da presenca ou auséncia de
bordas com cores diferentes, bem como de pigmentos produzidos pelos micro-organismos.

Identificacdo Classica — Analise Microscopica

A visualizacdo de varias caracteristicas micromorfoldgicas das actinobactérias, como a
ramificacdo do micélio sobre o substrato, a formacdo de micélio aéreo e a sua fragmentacédo
ou a formacdo de esporos foram observadas em microscépio Optico, através da técnica de
mirocultivo em placa (SHIRLING & GOOTTLIEB, 1966).

Crescimento e Fermentacdo em Unica Fonte de Carbono

A avaliacdo da capacidade das actinobactérias endofiticas de crescer em meio de
cultura basal de sais (para 1.000 mL, 2,64g de (NH,4).SO4; 2,389 de KH,PQO,; 5,659 de
K2HPO,4.3H,0; 1g de MgSO,4.7H,0; 1mL de solucdo de trago de sais, com 0,64g de
CuS04.5H,0, 0,11g de FeS0,.7H,0, 0,79g de MnCl,.4H,0, 0,159 de ZnS0O,.7H,O em
100mL de agua destilada; 15¢g de agar; pH 6,8), contendo apenas uma unica fonte de carbono,
como recurso nutricional, adicionado na proporcao de 1,0% p/v, além do indicador vermelho
de fenol, foi realizada. Foram utilizadas as seguintes fontes de carbono: D-glicose, D-
sacarose, D-xilose, D-lactose, D-manitol, D-sorbitol, D-arabinose, D-maltose, L-ramnose, L-
arabinose, trealose, meso-inositol, dextrina e adonitol.

A semeadura foi realizada em estrias com o auxilio de uma alca bacteriologica em
“O”. Posteriormente, as placas foram incubadas a temperatura de 30°C por 14 dias. Foi
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analisada a utilizagdo ou ndo da fonte de carbono comparando-se o crescimento das bactérias,
bem como a fermentacdo dos carboidratos pelas linhagens testadas, através da verificacdo da
mudanca de cor do meio de vermelho para amarelo ou alaranjado, indicativo da producédo de
acido.

Crescimento em Diferentes Concentragdes de Cloreto de Sodio

A habilidade das actinobactérias endofiticas de crescerem em diferentes concentragoes
de NaCl foi realizada semeando os micro-organismos em meio Glicose Extrato de Levedura
Agar (para 1.000mL, 10g de peptona; 3g de extrato de carne; 10g de extrato de levedura; 10g
de glicose; 15g de agar; pH 6,9-7,1), com a adi¢do de NaCl nas seguintes concentracdes: 1%,
3%, 5% e 7 %. As linhagens foram semeadas em estrias com o auxilio de al¢ca bacterioldgica
em “O”. Apoés 7 dias de incubagdo a 30°C, foram consideradas positivas as placas que
apresentaram algum tipo de crescimento.

Crescimento em Diferentes pH

A avaliacdo da capacidade das actinobactérias endofiticas de crescerem a diferentes
pHs foi realizada semeando os micro-organismos em meio Glicose Extrato de Levedura Agar,
com concentracdo dobrada dos constituintes. Apos autoclavado, foi adicionado para cada
200mL de meio de cultivo, 200mL de solucdo tampdo (Tampdo Fosfato de Potéssio a 0,2M).
Sendo esta solugdo composta de diferentes proporgdes de Solugdo A (KH,PO, — 0,2M) e
Solucéo B (K HPO4 — 0,2M), devidamente autoclavadas. Utilizou-se as seguintes proporcoes
para 0 pH 4,0, 199,7mL de Solucdo A:0,3mL de Solucdo B; para o pH 5,0, 197,3mL de
Solucdo A:2,7mL de Solucdo B; para o pH 9,0, 1,4mL de Solucdo A:198,6mL de Solucdo B;
e para o pH 10,0, 0,21mL de Solugédo A:199,9mL de Solucdo B. As linhagens foram semeadas
em estrias com o auxilio de alca bacteriologica em “O”. Apds 14 dias de incubacdo a 30°C
foram consideradas positivas as placas que apresentaram algum tipo de crescimento.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia utilizada para o isolamento das actinobactérias endofiticas das folhas de
M. oleifera, oriundas das trés localidades no Estado de Pernambuco, mostrou-se eficiente,
visto que os tempos utilizados nos processo de desinfeccdo com o hipoclorito de sddio ndo
acarretaram oxidacdo dos tecidos foliares, corroborando com o trabalho de Dhanalakshmi e
colaboradores (2013), no qual utilizando folhas e caules de M. oleifera, para o isolamento de
fungos endofiticos, ndo observou oxidacao desses tecidos durante a desinfecgéo.
A escolha de cinco meios de cultura diferentes para a realizacdo do isolamento das

actinobactérias endofiticas possibilitou a obtencdo de melhores resultados, com um nimero

maior de isolados, ratificando a diversidade presente na microbiota dessas folhas, o que,
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também, é corroborado pelo estudo de Randall e colaboradores (2009), que afirmam que a
escolha do meio de cultivo é essencial para o sucesso do processo de crescimento e
metabolismo microbiano, bem como para o aumento na frequéncia dos micro-organismos
isolados (QIN et al., 2012)..

Para a selecdo e separacdo das actinobactérias dos demais micro-organismos
endofiticos isolados durante o processo, foram observadas as caracteristicas macroscopicas
intrinsecas desse grupo de bactérias (GOODFELLOW, 2012). Foram isoladas 33
actinobactérias endofiticas, sendo 21 linhagens provenientes das folhas coletadas da M.
oleifera no Jardim Boténico do Recife; 8, no campus Recife da UFPE; e 4, na Cidade de
Caruaru.

Observou-se que uma maior densidade de isolamento de actinobactérias pertencente as
folhas oriundas do Jardim Botanico, isso se deve em parte pela grande diversidade e interacdo
da fauna e da flora encontrada nesse local. Outro fator responsavel pela grande diferenca na
densidade no nimero de isolados pode ser devido a exposicao da folha a luminosidade, pois
as espécies vegetais encontradas no Jardim Botanico do Recife estdo dentro da mata,
protegida da radiacdo solar, 0 mesmo nao ocorrendo com aqueles vegetais presentes numa
area urbanizada, como no campus Recife da UFPE, nem aquelas espécies vegetais cultivadas
na Cidade de Caruaru, as quais estdo sujeitas a uma maior exposicao a luz. Essa diferenca de
intensidade e periodo de exposicdo podem repercutir diretamente na populacdo das
actinobactérias. A umidade do ambiente é outro fator que pode afetar diretamente essas
densidades. Sob a mata, existe um ambiente mais Umido, mais propicio a sobrevivéncia desse
grupo de micro-organismos, enquanto que, a pleno sol, a umidade tende a ser menor,
ocorrendo o ressecamento da folha, inviabilizando a sobrevivéncia de um ndmero maior de
endofiticos.

Estudos relatam que a interacdo existente entre 0 micro-organismo e a planta pode ser
influenciada por diversos fatores, como o clima, a concentracdo de 0O, CO,, pH,
disponibilidade de nutrientes, tipo de solo, estrutura do solo, susceptibilidade a diferentes
adversidades ambientais, afinidade com o hospedeiro, estagio de desenvolvimento da planta
hospedeira, distribuicdo geografica, condi¢Bes ecoldgicas, sazonalidade, altitude, precipitacéo,
umidade, entre outros. Consequentemente, a presenga, a distribuicdo, a densidade e a
diversidade desse grupo microbiano estardo relacionadas a essas variaveis (BERG &
SMALLA, 2009; PROCOPIO et al., 2009; MATSUMURA & FUKUDA, 2013).

Convém salientar que os numeros encontrados provavelmente ndo revelam a realidade,

pois foram “selecionados” as actinobactérias capazes de se desenvolverem nos meios de
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cultura utilizados. Tais limitacOes estdo presentes na maioria dos estudos baseados em
métodos de cultivo, entretanto, essas metodologias fornecem indicacGes relativas da
densidade e distribuicdo da populacdo de micro-orrganismos endofiticos (KAEWKLA &
FRANCO, 2013).

Lechevalier (1989) afirma que na identificacdo das actinobactérias é importante levar
em consideracdo diferentes caracteristicas dessas bactérias filamentosas, o que implica na
utilizacdo de varias técnicas diferentes para esse fim. Em relacdo a morfologia deve-se
observar a cor do micélio aéreo e o tipo de esporo. Para tanto € importante utilizar um meio de
cultura que possibilite uma boa esporulacéo e diferenciacdo da cor do micélio aéreo.

A andlise macroscopica das col6nias de actinobactérias isoladas atarvés da observacao
da cor do micélio aéreo e do micélio vegetativo e a producdo de pigmentos. Verificou-se que
ndo houve diversidade em relacdo aos aspectos observados, apresentando como coloracédo do
verso, que corresponde ao micélio aéreo, as cores cinza, branco, amarelo e marrom; para o
reverso, 0 micélio vegetativo, as seguintes cores, bege, branco e marrom. Apenas o isolado
“CC4” produziu um pigmento de coloracdo amarelada, o que pode inferir ser algum tipo de
composto quimico, esses resultados podem ser observados nas Tabelas 1, 2 e 3,
correspondentes a cada sitio de coleta do material boténico.

Tabela 1 — Anilise macroscipica e determinacio do género pelo microcultive das
actinobactérias isoladas de folhas de M. oleifera do Jardim Botanico do Recife

Cor do Micelio | Cor do Micelio | . -
Isolado Aéreo Vesetativo Pigmento Genero
JB1 Cinza Bege Nio Actinemadura ou Sirepfomyces
B2 Cinza Bege Nio Actinomadura
JB3 Branco Bege Nio Actinemadura ou Sirepfomyces
B4 Cinza Branco Nio Actinemadura ou Strepfomyees
IB3 Cinza Bege Nio Actinemadura ou Sirepfomyces
IB6 Cinza, com bordas Cinza Niao Actinemadura ou Strepfomyces
brancas -
JB7 Branco Branco Nio Actinomadura ou Strepioniyces
JBS branco Cinza Nio Actinomadura ou Streptomyces
JBY Cinza Bege Nio Actinomadura ou Strepioniyces
IB10 Cinza Branco Nio Actinomadura ou Streptonyces
JB11 Branco Branco Nio Actinomadura ou Strepioniyces
IB12 Clnza_.‘mc’ggl:aburdas Bege Nio Actinomadura ou Sirepioniyces
JB13 Amarelo Bege Nio Nocardiopsis ou Sireptomyces
IB14 sza:uigrg;;:mrdas Bege Nio Actinemadura ou Sirepfomyces
JB15 Branco Bege Nio Actinomadura ou Strepioniyces
IB16 Branco Branco Nio Actinemadura ou Strepiomyces
JB17 Amarelo Marron Nio Streptoniyces
JB18 Branco Bege Nio Actinemadura ou Strepiomyces
JB19 C‘ﬂéﬁfﬂm@&w Branco Nio Actinemadura ou Sirepfomyces
JB20 Cinza Bege Nio Streptoniyces
JB21 sza.,] com bordas | Bege Nio Actinomadura ou Sirepioniyces
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actinobactérias isoladas de folhas de M. oleifera do campus Recife da UFPE

Cor do Micélio | Cor do Micélio | 4.
Isolado Aéreo Vegetativo Pigmento Geénero
UFPE1 Cinza Bege Nio Sireptomyces
UFPE2 Cinza Bege Nio Actinomadura ou Streptoniyces
UFPE3 Cinza Bege Nio Actinomadura ou Streptonnices
UFPE4 Marrom Branco Nio Strepiomyces
| Marrom, com = :
UFPE> bordas branca Branco Nio Strepionnyces
Marrom, com - i
UFPEG bordas branca Branco Nio Streptonpyces
UFPE7Y Cinza Marrom Nio Sireptomyces
UFPESR Cinza Bege MNio Streptomyces

Tabela 3 — Analise macroscopica e determinacio do género pelo microcultive das

actinobactérias isoladas de folhas de M. olrifera da Cidade de Caruaru

Isolado Cor i%;ﬂmlm Ci‘:ﬂi:;ﬁﬁ““ Pigmento Género
CCl1 Marrom Bege Nio Strepiomyces
cCc2 Cinza Bege Mio Streptomyces
CC3 Cinza Bege Nio Sireptonices
CC4 Branco Bege Sim Streplonyces

A analise microscopica, através da metodologia do microcultivo, permitiu observar os
esporos e estruturas relacionadas e inferir que 12 isolados pertencem ao género Streptomyces,
pois foram observados esporos espiralados, 1 isolado, o JB13, apresentou caracteristicas
morfologicas referentes ao género Nocardiopsis, devido a observacdo de hifas longas com
esporos ao longo de toda a hifa. Contudo, em 20 actinobactérias endofiticas ndo foi possivel
determinar o género, pois apresentaram semelhanca entre os géneros Actinomadura e
Streptomyces, por apresentarem esporos curtos ao longo da hifa. Sendo assim, € necessario o
estudo molecular do rRNA 16S para uma identificagdo mais precisa quanto ao género e
possivel espécie desses micro-organismos endofiticos isolados.

A analise da micromorfologia das actinobactérias isoladas de folhas de M. oleifera
permitiu inferir, de modo preciso, que 36,3% pertencem ao género Streptomyces. (Isso pode
ser explicado por ser um micro-organismo de crescimento rapido, que esporula facilmente e
ndo apresenta muitas exigéncias nutricionais VELHO-PEREIRA & KAMAT, 2012). Verma e
colaboradores (2009) isolaram actinobactérias, das folhas e hastes de Azadirachta indica A.
Juss., e 0 género Streptomyces (49,09%) também foi predominante. Sonashia e colaboradores
(2011) isolaram 30 actinobactérias, das quais 53,33% se classificaram como sendo do género
Streptomyces, 10% como Actinomadura e 13,33% como Micromonospora. As caracteristicas
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comuns a esses géneros sdo, por ordem: cadeia de esporos com enrolamento espiral, e em
loop; cadeias de esporos retas e abertos, e aglomerados de conidios Unicos em micélio.
Gangwar e colaboradores (2014) isolaram 40 actinobactérias endofiticas de trés
especies vegetais medicinais: Aloe vera, Mentha arvensis e Ocimum sanctum, sendo o género
Streptomyces 0 mais isolado, correspondendo a uma taxa de 60%, seguido do género
Micromonospora com 25% , Actinopolyspora e Saccharopolyspora com 7,5%, cada.

Passari e colaboradores (2015) isolaram 42 actinobactérias endofiticas de sete plantas
medicinais, presentes em parques plblicos na india, entre todos os isolados, o género
Streptomyces foi 0 mais abundante em todos os vegetais com 66,6% do total de micro-
organismos endofiticos.

Nos ensaios fenotipicos, quanto a fermentacdo dos acucares foi observado que as
actinobactérias endofiticas do Jardim Botanico do Recife apresentam certa similaridade no
padrio de fermentacdo dos aglcares. E interessante salientar que o D-Sorbitol ndo foi
fermentado por nenhum dos micro-organismos. D-Maltose e 0 D-Manitol os mais facilmente
fermentados. A linhagem JB17 apresentou certa dificuldade na utilizacdo desses agucares.

Esses resultados podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4 - Fermentago de carboidratos por actinobactérias endofiticas isoladas de folhas de M. oleifera provenientes do jardim Botanico do Recife

ACUCARES |JB1|JB2|JB3|JB4|JB5|JB6 | JB7 | JBS | TBO 7B10|3B11|1B12|1B13|1B14|7B15|IB16|7B17|1B18]|3B19]1B20]7B21
Adonitol + + + + + + + + + + + NC + + + + NC + + + +
D-Arahinose + + + + + + + + + + + + + + MNC - - + |+
L-Arabinose +H | ++ + + + + + + + + + | NC + + + ++ + + + +
Destrina + + + + + + + + - + + + NC + + + NC + + + ++
Glicose - - - + + + +H + + + NC + + + NC + +H | ]
Meso-Inositol + + + + + + + NC - - - NC - - + NC | NC + ++ +
D-Lactose + + ++ el B I IR B B + +++ |+ |+ | e ] NC | | | |
D-Maltose + + + el B B B B B B B B e e B B IR B (ol I B I s
D-Manitol tanad Banad Ransd Bas sy Beasd Eaaad Basad Rased Razad Rasad Baasd Eansd BTSN IEZ B B B ol Bxesd Exncd Exaad Basas
L-Raminose + + + + - - - - - - NC - NC + + + + ++ +
Sacarose NC = - - - - + + + - - NC + + NC + + + +
D-Sorbitol NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
Trealose + + + ++ |+ | | e | | e | e | e | ] NG| | e | ] NG| e | e | e
D-Xilose + + ++ + + + + +H |+ | ] + NC | ++ | +++ | +++ + + + + ++

Legenda: (+) Pouca Fermentacdo; (++) Boa Fermentacdo; (+++) Otima fermentacdo; (++++)
Excelente Fermentacéo; (-) Ndo fermentou; (NC) Nao cresceu

Os isolados do campus Recife da UFPE, também, apresentaram repeticdes nos padroes
de fermentagdo dos acucares. Novamente, o D-Sorbitol ndo foi fermentado por nenhuma das
linhagens e o D-Maltose e D-Manitol facilmente fermentados. Todas as linhagens
apresentaram algum grau de crescimento atraves da utilizacdo desses carboidratos, como pode

ser observado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Fermentacio de carboidratos por actinobactérias endofiticas isoladas de
folhas de M. oleifera provenientes do campus Recife da UFPE

ACUCARES

UFPEL

UFPE2

UFPE3

UFPE4

UFPES

UFPEG

UFPET

UFPES

Adonitol

D-Arabinose

L-Arabinose

Deestrina

Glicose

Meso-Inositol

D-Lactosa

D-Maltose

D-Manitol

L-Raminose

Sacarose

D-Sorbitol

NC

NC

NC

NC

NC

Trealose
D-Xilose

Legenda- (+) Pouca Fermentacio; (++) Boa Fermentagio; (——) Otima fermentagio; (-
Excelente Fermentacio; (-) MNao fermentou; (NC) Nio crescen

As mesmas observacOes feitas para as actinobactérias do Jardim Botanico do Recife e

com a Tabela 6.

Legenda: (+) Pouca Fermentagdo; (++) Boa Fermentagdo; (+++) Otima fermentacio; (

Tahela

carboidratos

6 -
por

Fermentacio

de

actinobactérias
endofiticas isoladas de folhas de M
oleifera provenientes da Cidade de
Caruaru

ACUCARES

CCl1

cc2

CC3

CC4

Adonitol

D-Arabinose

L-Arabinose

Deestrina

Glicose

Meso-Inositol - ++ |+ 1

D-Lactosa

D-Maltose

D-Manitol

L-Raminose

Sacarose - + + +

D-Sorbitol NC | NC | NC | NC

Trealose
D-Xilose

Excelente Fermentacio; (-) Nio fermentou; (NC) Nio cresceu

do campus Recife UFPE também sdo realizadas nos isolados da Cidade de Caruaru, de acordo

)

Os ensaios para a observacéo da capacidade das actinobacterias endofiticas crescerem

em diferentes faixas de pH e concentracdes de NaCl foram realizado e os resultados podem

ser observados nas Tabelas 7, 8 e 9. Observa-se que a linhagem JB13 néo cresceu em pH 4,0,

(83) 3322.3222

contato@conbracis.com.br
www.conbracis.com.br



Il CONBRACIS

Il Congresso Brasileiro de Ciéncias da Saude

tendo o seu melhor crescimento no pH 5,0. A linhagem JB21 cresceu apenas nos valores de
pH 5,0 e 9,0. A actinobactéria JB2 ndo cresceu na concentracao de 7% de NaCl, assim como a
JB21, que apresentou crescimento apenas na concentracdo de 3% do sal, sendo portanto uma
linhagem sensivel a variacdo desses parametros. Observa-se que as linhagens UFPES e
UFPE6 foram inibidas pela alta concentracdo de NaCl. Contudo, os isolados desse sitio
apresentaram um crescimento sem a formacdo do micélio aéreo. Os micro-organismos
isolados das folhas de M. oleifera da Cidade de Caruaru foram idénticos quanto ao seu

desenvolvimento nos meios de culturas com essas variaveis.

Tabela 7 - Crescimento de actinabacténias endofiticas folhas de W oleifira do Jardim Botinico do Recife em diferestes coscentracio de pH & NaCl
JEI | JE2 | JE3 | JB4 | TB2 | JB6 | JBT | JBS | JBS [FB16|TB11|TB1 | TB1A|TE14 I8 15| TB 16|01 T IB1E | TR 19| TR 20| IE2]

4.0 clejejejeje e e oo jer et Ncer et et oot et et N

pH 0 " " c o " c" L " o o o L L c" o o = e e L C

a0 c* c* " " " " c* = " " " " c " " & o " &= " C

10,0 c* " c® " " L c* c* c* c* c® c® £ " c® c*® c*® c® c® c® ML

1% cleje e e e e e et e e et et et et jetjet et )N

Hatl 1% c c c® c® " ct C c c c c® c® c" c® c c* c c* c® C C
e " "n "m "m L £ £ " " " 1 L L £ £ L [ " [+ C L

T C ML LT C C C C L C C L* C " C C " [* C NL

C L
Legenda: C* - Crescimento com formagio de micélhio agreo; C— Crescimento sem a formacdo
do micélio agreo; NC — Nio crescen

Tabela § - Crescimento de actinobactérias endofiticas de folhas de M. eleifera do campus
Recife da UFPE em diferentes faixas de pH e concentracoes de NaCl

UFPEL | UFPE2 | UFPE3 | UFPE4 | UFPES | UFPE6 | UFPET | UFPES
4,0 c* c* c* C* c* C c* c*
pH 5,0 c* c c* c* c* c c* c*
9,0 C C C* C C C C C
10,0 - - c* - - - C -
1% C C c* C C C C C
NaCl 3% C C c* C C C C C
3% C C C* C C C C C
7% - - C - NC NC C -

Legenda: C* - Crescimento com formagio de micélio aéreo; C— Crescimento sem a formacdo
do micélio aéreo: NC — Nio crescen

Tabela 9 - Crescimento de actinobactérias
endofiticas de folhas de M. olejfera da Cidade
de Caruaru dem diferentes faixas de pH e
concentracoes de sais

cc1 | ccz2 | cc3 | cca
w|c | | ¢ | &
S N = = =
| c | c| c | c
00| c | c | c | c
1% | c | c | c | C
i % | c | c| c | ¢
MO T c ¢ c | c
7% | c | c | c | C

Legenda: C* - Crescimento com formagdo de micélio agreo; C — Crescimento sem a formagdo
do micelio asreo
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A andlise das caracteristicas fenotipicas através da comparagdo com os dados contidos
nas tabelas presente no Bergey's Manual of Systematic Bacteriology permite inferir que sdo
necessarios outros testes relacionados a fisiologia desses micro-organismos para uma correta
identificacdo em relacdo ao género e possivel espécie desses endofiticos. Portanto, esses
resultados corroboram com a necessidade e importancia de um estudo molecular para a
identificacdo da microbiota presente no interior das folhas de M. oleifera.

CONCLUSOES

A metodologia utilizada para o isolamento das actinobactérias endofiticas de folhas de
M. olefera foi adequada, isolando-se um total de 33 micro-organismos, sendo 21 (63,6%)
isolados do Jardim Botanico do Recife, 8 (24,2%) do campus Recife da UFPE e 4 (12,2%) da
Cidade de Caruaru.

Através da observacdo macroscopica e microscopica foi possivel a determinacdo do
género em 13 (39,4%) isolados, com predominéncia do género Streptomyces sp. Nao foi
possivel a identificacdo dos demais devido a caracteristicas inerentes a mais de um género.

A andlise fenotipica apresentou dificuldade na identificacdo desses micro-organismos
devido a grande diversidade de ensaios requeridos para uma correta identificacdo taxonémica.
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