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RESUMO 

 
 

Foram isolados de folhas desinfetadas de rabo-de-macaco (Lonchocarpus 

guilleminianus) 36 microrganismos endofíticos, sendo 12 bactérias (9 Gram-

negativas e 3 Gram-positivas) e 24 fungos filamentosos. No ensaio primário  em 

“Bloco de Gelose” as 12 bactérias endofíticas não apresentaram atividade 

antimicrobiana, enquanto 10 (27,8%) fungos endofíticos foram ativos para 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 

Candida albicans, Candida  spp. (isolados de pacientes imunodeprimidos) e 

Aspergillus niger. Os 10 fungos com atividade antimicrobiana neste ensaio primário 

foram testados em 3 diferentes meios (MPE, M1 E SAB) e selecionado o melhor 

meio tempo de fermentação. Da fermentação dos 10 fungos endofíticos testados, 9 

mostraram halo de inibição variando de 7 a 29mm para S. aureus, B.subtilis, E. coli, 

A. niger e Candida spp. (URM 720, URM 2224, URM 4224 e URM 4249). Dentre os 

meios utilizados, o meio MPE revelou-se o melhor para a produção de metabólitos 

bioativos. O fungo endofítico RM-23 apresentou halo de inibição de 29mm para 

Candida  sp. (URM 4249) com 24 horas de fermentação no meio MPE. A 

variabilidade genética dos fungos endofíticos do gênero Colletotrichum sp. foi 

realizada através da técnica PCR-RAPD a qual gerou 2 grupos distintos com cerca 

de 20% de fragmentos comuns entre eles. 
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ABSTRACT 

 

 Endophytes are known as microorganisms that live inside the plant without 

causing damage to the host. This study aimed to isolate microorganisms from 

Lonchocarpus guilleminianus (Tul) Malme (rabo-de-macaco) and investigate whether 

the endophytes produce antimicrobial substance. A total of 36 endophytic 

microorganisms (fungi and bacteria) were isolated and the antimicrobial activity 

evaluated against pathogenic microorganisms. 10 endophytic fungi showed activity in 

the “Plug Agar” test against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans, Candida sp (URM-720, URM-2224, 

URM-4224 and URM-4249 - isolated from immunedepressed) and Aspergillus niger. 

In the fermented broth only nine presented antimicrobial activity. The best zone of 

inhibition was observed with the endophytic fungi RM-23, Colletotrichum sp., against 

Candida sp. (29mm) in the ferment broth (MPE) after 24 hours. The genetic diversity 

of the endophytic microorganisms was demonstrated using the RAPD technique and 

the isolates of Colletotrichum sp. could be grouped into two distinct classes. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os microrganismos endofíticos são conhecidos há mais de um século, 

porém, somente nas últimas décadas despertaram maior interesse em 

decorrência do seu potencial biotecnológico (Araújo et al., 2002). 

São considerados endofíticos quaisquer microrganismos que, pelo 

menos em uma fase de seu ciclo de vida, colonizam o interior de tecidos 

vegetais aéreos sem causar dano aparente à planta hospedeira (Carroll, 

1986). Esse conceito não incluía bactérias fixadoras de N2, fungos 

micorrízicos e microrganismos que colonizam o interior da raiz. 

Em geral, os endofíticos vivem em associação neutra com a planta e, 

com o passar do tempo, podem ajudar no desenvolvimento da mesma, 

proporcionando uma associação benéfica através da sua presença nas 

raízes, folhas ou caule. 

Em todas as espécies de plantas estudadas até o momento foi 

encontrada a presença de microrganismos endofíticos, sugerindo íntima 

relação entre os endófitos e as plantas, o que evidencia a co-evolução dos 

microrganismos com seus hospedeiros, apresentando uma íntima relação 

mutualística, através da qual os endófitos recebem nutrientes e proteção da 

planta hospedeira (Saikkonen et al.,1998; Misaghi & Donndelinger, 1990). 

O acúmulo de informações sobre essa interação planta-endofítico tem 

tido uma atenção especial, uma vez que, algumas espécies de 

microrganismos endofíticos são produtoras de fármacos, como por exemplo, 
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antitumorais e antibióticos, além do seu importante papel no controle 

biológico de doenças bacterianas e fúngicas (Azevedo et al., 2000; Salermo 

et al., 2000). Esta interação também possibilita, em alguns casos, resistência 

contra patógenos (Lemanceau & Alabouvette,1993; Hallmann et al.,1997; 

M’piga et al., 1997). 

O mundo dos microrganismos possui uma ampla diversidade 

biológica e bioquímica e representa um recurso ainda pouco explorado e de 

enorme valor para o futuro (Bull, 1991; Labeda, 1990). 

O estudo da produção de substâncias antimicrobianas por 

microrganismos endofíticos em conjunto com a utilização da biologia 

molecular neste trabalho poderá facilitar o entendimento destas interações. 

Este trabalho teve como objetivo geral, verificar a presença de 

microrganismos endofíticos isolados de folhas de Lonchocarpus 

guilleminianus (Tul.) Malme (rabo-de-macaco) envolvidos na produção de 

substâncias bioativas, e como objetivos específicos: 

• Isolar bactérias e fungos de folhas de Lonchocarpus guilleminianus 

(Tul.) Malme rabo-de-macaco. 

• Identificar os microrganismos isolados. 

• Determinar a atividade antimicrobiana dos microrganismos isolados, 

usando como microrganismos teste, bactérias Gram-negativas, Gram-

positivas, leveduras e fungos filamentosos. 
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• Verificar por técnicas moleculares – RAPD – a diversidade e 

similaridade dos microrganismos isolados. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 
2.1. Microrganismos endofíticos e sua ocorrência  

Os microrganismos endofíticos foram descritos inicialmente por Bary 

em 1866, mas, somente há poucas décadas, foi demonstrado que o interior 

de raízes, folhas e sementes de plantas podem servir como reservatório 

para abrigar estes microrganismos.  

         Pela ausência de conhecimento sobre o papel biológico destes 

microrganismos, alguns termos foram utilizados para definí-los. Sturdy & 

Cole (1974) os denominaram de microrganismos endógenos, enquanto 

Gardner et al (1982) os consideraram como bactérias residentes do xilema. 

Segundo Kloepper & Beauchamp (1992), o termo mais adequado é 

“endofítico”, que pode ser definido como “microrganismos que ocorrem no 

interior dos tecidos de plantas e aparentemente não causam sintomas de 

doenças ao hospedeiro”. 

 Wilson (1995) definiu microrganismos endofíticos como “fungos ou 

bactérias que, durante o seu ciclo de vida, invadem o tecido de plantas vivas 

e causam infecção inaparente ou assintomática, mas, não causam sintomas 

de doenças”. 

 Hallmann et al. (1997) sugeriram uma definição mais ampla, 

considerando microrganismos endofíticos aqueles isolados de tecidos 

vegetais desinfectados que não causam aparentemente dano às plantas. 
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 Segundo Azevedo (1998), os microrganismos endofíticos são distintos 

dos fitopatogênicos, que causam doenças nas plantas, e também diferem 

dos microrganismos epifíticos, que vivem na superfície dos órgãos e tecidos 

vegetais. Estas distinções são apenas didáticas, uma vez que, pode ocorrer 

sobreposição entre estes grupos microbianos dificultando sua separação. 

 Certos endofíticos são provavelmente descendentes de patógenos de 

plantas, como sugerido por White et al. (1990). Além disso, alguns 

endofíticos podem não produzir sinais, mas, sob certas condições, podem 

tornar-se patogênicos em plantas hospedeiras (Sardi et al., 1992). 

 Outros grupos microbianos, como fungos micorrízicos e bactérias 

fixadoras de nitrogênio também vivem associados aos seus hospedeiros e 

podem ser considerados endofíticos. Entretanto, os fungos micorrízicos são 

diferentes de outros endofíticos da raiz porque possuem estruturas externas, 

como hifas. Igualmente, bactérias fixadoras de nitrogênio como Rhizobium, 

também apresentam estruturas externas, os nódulos, sendo possível 

distinguí-los de outras bactérias endofíticas da raiz. Estes dois grupos 

microbianos são bastante estudados e sua associação com as plantas é 

bem conhecida (Azevedo et al., 2000). 

Os endofíticos, da mesma forma que os fitopatógenos, apresentam a 

capacidade de penetrar na planta e se disseminar sistemicamente, 

habitando de forma ativa o apoplasto do hospedeiro (Mahaffee et al., 1997; 

Quadt-Hallmann et al., 1997b; Salermo et al.,2000). 
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A disseminação pode se fazer por vários caminhos e, o mais comum, 

é através de feridas e aberturas naturais da raiz (Sprent & James, 1995). 

Segundo Azevedo (1998), a disseminação pode ocorrer durante o 

próprio crescimento das raízes que, ao penetrar no solo, sofre abrasões que 

facilitam a entrada dos microrganismos, através das aberturas naturais como 

os estômatos e hidatódios; pelas aberturas causadas por insetos e por 

estruturas de fungos patogênicos, como os apressórios. 

A disseminação também pode ocorrer dentro de estruturas fúngicas 

como mostrado por Paula et al. (1991), que identificaram a bactéria 

endofítica Acetobacter diazotrophicus dentro do fungo micorrízico Glomus 

clarum. Através destas vias, os microrganismos atingem diversos órgãos e 

tecidos das plantas. 

 Em decorrência da associação entre endofíticos e espécies vegetais, 

estes microrganismos co-evoluíram com os seus hospedeiros apresentando 

uma íntima interação mutualística, através da qual os endofíticos recebem 

nutrientes e proteção do hospedeiro e a planta apresenta vantagens 

decorrentes dessa interação (Araújo et al., 2000). Em conseqüência, a 

planta pode se tornar resistente aos patógenos (M’Piga et al., 1997; 

Hallmann et al., 1997) e aos diversos fatores bióticos e abióticos (Clay et al, 

1993). 

A ocorrência de microrganismos endofíticos é muito ampla e vem 

sendo observada em diferentes plantas, algas marinhas (Cubit, 1974), 

musgos e pteridófitas (Petrini, 1986), coníferas (Bernstein & Carroll, 1977; 
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Carroll & Carroll, 1978; Sieber, 1988), palmeiras tropicais (Rodrigues & 

Samuels, 1990; Dreyfuss & Petrini, 1984) e folhas largas (Fisher & Petrini, 

1990; Sieber et al., 1991) apresentando uma certa preferência por certos 

órgãos da planta, principalmente em partes do hospedeiro que encontra-se 

sadias. 

A maior concentração de endofíticos ocorre durante o verão quando 

as folhas estão mais envelhecidas. Do ponto de vista evolucionário pode-se 

supor que os microrganismos endofíticos sejam originalmente derivados de 

fitopatógenos que perderam a virulência em conseqüência de um 

prolongado período de crescimento dentro da planta, ou que estes 

endofíticos sejam patógenos em potencial, incapazes de expressar genes 

específicos da doença (Hallmann et al.,1998). 

Recentemente, Huang et al. (2001) isolaram 172 fungos endofíticos 

do interior da casca de Taxus mairei, Cephalataxus fortunei e Torreya 

grandis, plantas medicinais na China. Dos fungos isolados, 13,4% e 52,3% 

apresentavam, respectivamente, atividade antitumoral e atividade 

antifúngica, indicando o grande potencial desta micobiota endofítica. 

Segundo Fisher et al. (1986), a incidência de fungos endofíticos é 

maior à medida que aumenta a idade do tecido hospedeiro. Petrini & Fisher 

(1986) isolaram 32 espécies de endofíticos do caule da planta Salicornia 

perenis e observaram maior concentração destes microrganismos nos 

tecidos com maior tempo de cultivo (Petrini e Fisher, 1986). 
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Vários fungos endofíticos desempenham uma função nas plantas que 

os abrigam, como é o caso do Acremonium coenophialum, um endofítico de 

gramíneas, que tem efeito inibitório contra vários patógenos (Fisher et al., 

1986). Além dos fungos, existem bactérias de grande importância que 

interagem com as plantas. 

Glienke et al. (1995) isolaram vários fungos de Citrus entre os quais 

predominaram os gêneros Glomerella sp. (56,5%) e Phyllosticta sp. (27%). 

Bussabam et al. (2001) isolaram de folhas de rizomas do gengibre 

(Amomum siamense), durante a estação seca e úmida, várias espécies de 

fungos endofíticos: sete Ascomycetes, vinte e seis Colletotrichum, além de 

Glomerella spp., Xylaria e Phomopsis spp., bem como duas novas espécies 

de Ascomycetes – Gaeumannomyces amoni e Leiosphaerella amoni – e três 

novas espécies de Pyricularia. 

Erwinia sp. e Xanthomonas sp. foram isolados de raízes, caule e 

flores de plantas de algodão (Gossipium hirsutum) oriundas de casa de 

vegetação e do campo (Misaghi & Donndelinger, 1990). 

McInroy & Kloepper (1991) isolaram de raízes e caules sadios, 822 

bactérias endofíticas de milho e algodão, uma microflora bacteriana bastante 

diversificada, sendo que 27% eram da família Enterobacteriaceae, 26% 

Pseudomonadaceae e 11% pertenciam ao gênero Bacillus. 

Fisher et al. (1992) isolaram bactérias e fungos endofíticos de três 

tipos de tecidos (epiderme, córtex do caule e folha) de plantas do milho 



Pinto, L.D  Atividade antimicrobiana e caracterização molecular de microrganismos endofíticos isolados de folhas de 
Lonchocarpus guilleminianus (Tul.) Malme (rabo-de-macaco). 
 

 

 

11

 
 

sadias, e verificaram que as partes das plantas mais próximas do solo eram 

mais colonizadas por bactérias do que a parte mais superior das plantas.  

Souza e Azevedo (1995) obtiveram 189 bactérias  endofíticas de 

folhas de plantas sadias de milho, sendo que 55% pertenciam ao gênero 

Bacillus e as demais aos gêneros Pseudomonas, Clavibacter, Micrococus  e 

Erwinia. 

Hinton & Bacon (1995) relataram o isolamento de Enterobacter 

cloacae em raízes de plântulas de milho (Zea mays), e constataram que a 

natureza endofítica desta bactéria tem um potencial significativo no 

biocontrole de fitopatógenos do milho, particularmente Fusarium moniliforme. 

Silva et al. (1995) verificaram a ocorrência de 53 actinomicetos 

endofíticos dos quais 31 foram isolados das folhas e 22 das raízes de milho 

(Zea mays L.). O gênero Microbispora foi o mais freqüente (62%), seguido 

de Streptomyces  e Streptosporangium.  

Maitan (1998) isolou sete actinomicetos endofíticos da planta 

medicinal  Solanum lycocarpum,  que ocorre no Estado de Góias. Alguns 

actinomicetos apresentaram atividade antibiótica e foram identificados como 

pertencentes aos gêneros: Streptomyces, Rhodococcus, Microlunatus e 

Luteococcus. 

Matsuura (1998) isolou de folhas e raízes do feijão Caupi (Vigna 

unguiculata) 31 linhagens de actinomicetos endofíticos, entre os quais 

predominou o gênero Streptomyces (39%) seguido de Nocardiopsis (25%).  
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Brito (1998) também isolou de folhas e raízes de feijão (Phaseolus 

vulgaris) trinta e dois actinomicetos endofíticos, dos quais 78% foram 

isolados da raiz. 

Araújo et al. (1999) isolaram 53 actinomicetos de folhas e raízes de 

milho (Zea mays L.) cultivado no Campus da UFPE, e cerca de 43% dos 

isolados apresentam atividade antimicrobiana contra algumas bactérias 

Gram-positivas e Candida albicans.  

A exploração de micro-nichos ecológicos pode promover um maior 

conhecimento da diversidade microbiana endofítica e, através de técnicas 

moleculares, pode-se comparar esta biodiversidade nos diversos micro-

nichos, relacionando-os aos produtos biotecnológicos de importância 

econômica. 

 

2.2. Isolamento de Microrganismos Endofíticos 

Os endofíticos podem ser isolados dos mais diferentes tecidos e 

órgãos vegetais. Este isolamento é realizado a partir de folhas, ramos, 

caules, raízes e estruturas florais como pólen, ovário, anteras e estames 

(Araújo et al., 2002). 

Em decorrência da dificuldade de se isolar microrganismos 

endofíticos, que crescem mal ou não crescem in vitro, nos últimos anos 

foram descritas várias técnicas que facilitam o crescimento dos 

microrganismos mais exigentes, fornecendo condições de cultivo 
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semelhantes ao seu habitat natural. Além disso, é necessário eliminar os 

microrganismos epifíticos que vivem na superfície da planta hospedeira 

(Fisher et al., 1992; Pereira et al., 1993; Quadt-Hallmann et al., 1997a; 

Hallmann et al., 1997). 

As principais técnicas utilizadas no isolamento de microrganismos 

endofíticos são: fragmentação (Pereira et al., 1993), extração a vácuo (Bell 

et al., 1995), centrifugação (Dong et al, 1994) e maceração (Hallmann et al, 

1995), porém todas essas metodologias promovem uma ruptura ou 

fragmentação no tecido vegetal, o qual contém o microrganismo endofítico. 

A técnica de fragmentação é a mais utilizada e baseia-se no corte dos 

diferentes órgãos vegetais (folhas, raízes, ramos, etc), podendo ser utilizada 

para o isolamento de bactérias e fungos (Pereira et al., 1993).  

O processo de desinfestação é a etapa mais importante durante o 

isolamento de microrganismos endofíticos. A literatura relata a utilização de 

vários desinfetantes como: hipoclorito de sódio (Fischer et al., 1992; Quadt-

Hallmann et al., 1997a), etanol (Dong et al., 1994; Fischer et al., 1992), 

peróxido de hidrogênio (McInroy & Klopper, 1994), cloreto de mercúrio 

(Sriskandarajah et al., 1993) ou uma combinação de dois ou mais destes 

desinfetantes (Pleban et al., 1995).  

A concentração do hipoclorito de sódio assim como o tempo 

empregado podem variar de acordo com a textura do material a ser utilizado, 

pois esta etapa tem como finalidade eliminar apenas os microrganismos 

epifíticos sem destruir os endofíticos (Pereira et al., 1993). 
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Para eliminar a possibilidade de isolar contaminantes é importante 

monitorar a eficiência da desinfecção da amostra através da imersão da raiz 

em caldo nutriente (Gagné et al., 1987), ou transferir 0,1ml da água de 

lavagem final para meio sólido (McInroy & Kloepper, 1994). 

Para verificar a ocorrência de microrganismos endofíticos não 

cultiváveis a estratégia, segundo Hallmann et al. (1997), é realizar a 

coloração vital in situ  para enumeração e localização desta comunidade 

microbiana. A coloração vital em combinação com a microscopia, constitui 

um método rápido para detectar bactérias dentro da planta e realizar a sua 

quantificação. 

Como relatado por Hallmann et al. (1997), estes procedimentos 

associados à utilização de meios nutritivos específicos, permitem conhecer a 

colonização interna e assim estimar a densidade populacional endofítica. 

Outro fator bastante importante para o isolamento de microrganismos 

endofíticos é a composição do meio de cultura que vai estimular o 

crescimento da comunidade microbiana da planta estudada e a produção de 

compostos bioativos. A utilização dos meios Água Ágar, Arginina Glicerol 

Ágar e Caseína Amido Ágar tem como finalidade oferecer condições 

nutritivas diversificadas para observar a presença de actinomicetos 

endofíticos, como realizado em gramíneas (Sardi et al., 1992), folhas e 

raízes do milho (Zea mays L.) (Silva et al., 1995; Araújo et al., 1999), folhas 

e raízes do feijão Caupi (Vigna unguiculata) (Matsuura, 1998). Galvão (2002) 

utilizou, sem sucesso, a mesma diversidade de meios de cultura para isolar 

actinomicetos endofíticos da planta medicinal Capraria biflora L., embora 
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tenha isolado uma grande diversidade de fungos e outras bactérias 

endofíticas. 

 

2.3. Aplicações Biotecnológicas 

 Com o surgimento de bactérias patogênicas resistentes a agentes 

antimicrobianos, várias investigações vêm sendo desenvolvidas para a 

obtenção de antibióticos mais efetivos. 

 As plantas medicinais utilizadas pelas diversas populações indígenas 

em todo o mundo constituem uma fonte promissora de substâncias com 

atividade antimicrobiana, imunossupressiva e antitumoral. 

 Algumas vezes, microrganismos associados às plantas, oferecem 

materiais com elevado efeito terapêutico mais do que a própria planta, 

rendendo novos compostos farmacologicamente ativos (Strobel & Long, 

1998) 

Segundo Azevedo (1998) a planta proporciona nutrientes e proteção 

para os microrganismos, os quais, por sua vez, protegem a superfície das 

folhas de insetos (inseticida natural), promovem resistência, liberam 

subprodutos de interesse biotecnológico como fitohormônios, enzimas, 

antibióticos e antitumorais. Alguns endofíticos aumentam a tolerância das 

plantas à seca, enquanto outros promovem a fixação não simbiótica do 

nitrogênio atmosférico e produzem fatores de crescimento vegetal, toxinas e 

enzimas. 
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 Atualmente, está demonstrado que esta associação planta–

microrganismo desempenha um papel fundamental para o hospedeiro. 

 Muitos microrganismos endofíticos podem produzir substâncias 

bioativas que podem estar envolvidas na relação hospedeiro-endofítico.  

Segundo Strobel et al. (1997), estes metabólitos secundários desempenham 

um importante papel na natureza, possuindo uma grande aplicabilidade para 

a medicina humana e para a agropecuária. 

As infecções causadas por fungos constituem um grande problema 

para a saúde do homem, especialmente aidéticos e imunocomprometidos, 

necessitando de novos antimicóticos para solucionar este problema. 

Estudos realizados por Schutz (2001) mostraram que 51% de 

compostos bioativos isolados de fungos endofíticos, possuem estrutura 

química desconhecida, tratando-se, portanto, de novos compostos bioativos. 

 Até 1990 nenhum fungo endofítico tinha sido isolado de plantas 

medicinais. Árvores da família taxácea (Taxus spp) produtoras de taxol, um 

diterpenóide utilizado no tratamento do câncer mamário e de útero, possui 

elevado custo operacional da sua extração. 

 O isolamento do fungo endofítico Taxomyces andreanae a partir da 

casca da árvore Taxus brevifolia abriu uma nova etapa para a produção do 

taxol permitindo a sua produção por fermentação (50ng/litro), comprovando 

a importância dos endofíticos na produção de metabólitos bioativos (Stierle 

et al. 1993). 

 Posteriormente Li et al. (1996) isolaram Pestalotiopsis microspora de 

plantas do Nepal, Taxus wallichiana, e observaram que este fungo endofítico 
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produz taxol em nível próximo a sua utilização comercial, especialmente 

quando inibidores da síntese de esteróis são adicionados ao meio de 

fermentação, mudando o fluxo do carbono do ergosterol para taxol. 

 Diversos fungos endofíticos produzem comumente mais taxol do que 

diversas plantas superiores. A distribuição destes endófitos em outras 

plantas mostra que o taxol é de distribuição mundial e não confinada 

simplesmente a endofíticos de árvores da família taxáceas (Strobel e Long, 

1998). 

 A diversidade genética e bioquímica de fungos endofíticos é enorme. 

Strobel & Long (1998) obtiveram de uma única árvore cipreste (Taxodium 

distictuns) 20 isolados  de P. microspora e apenas dois apresentaram 

características fenotípicas idênticas. Enquanto alguns destes isolados 

produzem quantidades significativas de taxol, outros são incapazes de 

sintetizar este agente terapêutico. 

 Strobel et al. (1999) isolaram de uma planta medicinal (Tripterigium 

wilfordii) nativa da Eurasia, o fungo endofítico Cryptosporiopsis quercina, 

produtor de um potente antimicótico – criptocandin – que apresenta elevada 

atividade contra Candida albicans e Trichophyton spp., sendo importante 

para o tratamento de dermatoses. 

Lee et al. (1995) isolaram, da mesma planta medicinal (T. wilfordii),  o 

fungo endofítico Fusarium subglutinams que produz um agente 

imunossupressivo denominado subglutinol, tão eficiente quanto  a 

ciclosporina, um imunossupressivo já comercializado. 
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 Da mesma planta (T. wilfordii) Wagenaar et al. (2000) obtiveram um 

novo alcalóide denominado de citochalasina, produzido pelo fungo endofítico 

Rhinocladiella  sp. Este composto apresenta elevada atividade antitumoral e 

foi identificado como 22-oxa-12 citochalasina. 

 Antibióticos voláteis também são produzidos por fungos endofíticos. 

Worapong et al. (2001) e Strobel et al. (2001) isolaram uma nova espécie de 

fungo, Muscador albus, de ramos da árvore Cinnamomum zeylanicum. Este 

fungo produz cinco compostos voláteis e entre eles o éster isoamil acetato 

que inibe vários fungos e bactérias patogênicas de humanos, além de vários 

fitopatógenos. 

Endofíticos são importantes no controle biológico de doenças 

bacterianas, fúngicas ou causadas por nematóides em plantas ou ainda 

controlam insetos-pragas. Isso fez com que os pesquisadores voltassem sua 

atenção para o seu isolamento e caracterização visando não apenas 

estudos acadêmicos, mas também aplicações biotecnológicas (Araújo et al., 

2002). 

Endofíticos de plantas perenes são prováveis antagonistas de insetos 

fitopatogênicos (Carroll, 1988, 1991; Clark et al., 1989; Claydon et al., 1985; 

Webber, 1981). 

Microrganismos endofíticos isolados da superfície desinfectada de 

tecidos de plantas exibem elevado potencial como agentes de biocontrole 

contra microrganismos patogênicos (Pleban et al., 1995; Sturz & Matheson, 

1996; Sharma & Nowak, 1998; Duijff et al., 1997; Sturz et al., 1998; Vilich et 
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al., 1998), insetos (Petrini et al., 1989; Azevedo et al., 2000) e nematóides 

(Hallmann et al., 1998). 

Da associação entre endófitos e espécies vegetais, destaca-se uma 

maior resistência dos vegetais em ambientes com intenso estresse causado 

por fatores bióticos ou abióticos como, temperatura, umidade, luz, etc 

(Saikkonen et al., 1998; Clay et al., 1993), e/ou aumento do crescimento 

vegetal (Hallmann et al., 1997; Bent & Chanway, 1998; Shishido et al., 

1999). 

Sardi et al. (1992) isolaram 499 actinomicetos endofíticos, dos quais 

31 mostraram atividade antibacteriana para Micrococcus luteos e 23 

apresentaram ação antifúngica para Fusarium oxysporum. 

Das 243 linhagens de bactérias endofíticas isoladas de pecíolos e 

raízes do algodão por Chen et al. (1993), nove Pseudomonas sp. e duas 

Phyllobacterium  rubiacearum reduziram expressivamente os sintomas da 

doença causada pelo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum. 

Kisuka et al. (1998), encontraram novas substâncias químicas 

produzidas por Microbispora sp. e Streptomyces sp., endofíticos isolados de 

folhas de gramíneas. Esse novo antibiótico – herbimicina -  apresenta 

atividade contra ervas daninhas. 

Azevedo (1998), observou que fungos endofíticos produzem fatores 

de crescimento, como giberelina produzida por Fusarium moniliforme, a qual 

promove modificações morfológicas nas plantas hospedeiras. 
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Brady & Clardy (2000) isolaram de plantas da Área de Conservação 

Guanacaste da Costa Rica, o fungo endofítico Fusarium sp.CR377, dotado 

de potente atividade contra Candida albicans. 

Rodrigues et al. (2000) isolaram compostos bioativos produzidos 

pelos fungos endofíticos Guignardia sp., Phomopsis sp. e Pestalotiopsis 

guepinii isolados de Spondias mombin. A atividade dos endofíticos foi 

testada contra 14 microrganismos, incluindo actinomicetos, bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas, leveduras e fungos filamentosos. O fungo 

Guignardia sp. inibiu Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Saccharomyces cerevisae, Geotrichum sp. e Penicillium canadensis. 

Pestalotiopsis guepinii apresentou atividade contra S. cerevisae, enquanto 

que Phomopsis sp. apresentou atividade antifúngica contra Cladosporium 

elatum, Mycotypha sp. e S. cerevisae. 

As perspectivas de utilização de microrganismos para  solucionar 

problemas nas áreas da saúde, da agricultura e do meio ambiente, estão 

sendo potencializadas pelo rápido desenvolvimento da engenharia genética. 

Avanços nas técnicas de triagem e isolamento, associados ao 

desenvolvimento da computação e instrumentação, permitirão que novas 

linhagens se tornem disponíveis para as mais diversas aplicações (Bull, 

1991; Hall, 1989; Matsuura,1998). 
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2.4.  Biologia Molecular 

Inúmeras investigações vêm mostrando que microrganismos 

endofíticos produzem moléculas bioativas que são iguais aos compostos 

isolados de suas plantas hospedeiras. Estudos genéticos vêm sendo 

realizados para explicar como estes genes de produção de metabólitos da 

planta foram adquiridos pelo fungo endofítico. 

Long et al. (1998) verificaram que Pestalotiopsis microspora Ne32 

pode ser transformado pela adição de DNA exógeno junto a telômeros 

repetidos, promovendo a formação de DNA extracromossomal com 

replicação autônoma e expressão da informação do DNA. Segundo estes 

autores, a fácil transformação deste fungo ajuda a entender a adaptação 

destes endofíticos às condições ambientais da planta hospedeira, sugerindo 

que o DNA da planta pode ser absorvido pelo próprio genoma do fungo. Este 

resultado confirma que vegetais e fungos transgênicos podem ocorrer 

naturalmente pela transferência de genes entre espécies pertencentes a 

diferentes reinos. 

Como relatado nas diversas investigações, numerosos compostos 

químicos de origem vegetal são produzidos por microrganismos que habitam 

vegetais. Segundo Azevedo (1998) ocorre uma transposição de genes entre 

plantas e fungos em uma verdadeira engenharia genética in vivo. 

A introdução de genes exógenos em bactérias possibilita a  aquisição 

de novas  características utilizadas no controle de doenças e pragas. 

Clavibacter xyli subsp. cynodontis, um endófito colonizador do xilema de 
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várias espécies vegetais, foi modificado para expressar o gene cryA(c), de 

Bacillus thuringiensis, que codifica uma proteína com atividade inseticida 

contra a broca (Ostrinia nubilalis) do colmo do milho (Fahey et al., 1991; 

Lampell et al., 1994). O gene cryA(c) foi inserido em um vetor suicida que 

não se replica em C. xyli. Um fragmento genômico de C. xyli  foi utilizado na 

construção para induzir recombinação do vetor com o cromossomo da 

bactéria. Os transformantes resultantes apresentaram grande estabilidade 

do gene inserido no cromossomo bacteriano. 
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RESUMO 

Fungos e bactérias foram isolados da superfície desinfetada de folhas de 

Lonchocarpus guilleminianus (Tul.) Malme (rabo-de-macaco). Os 36 

microrganismos, isolados foram testados quanto à sua atividade 

antimicrobiana, dos quais 12 bactérias e 14 fungos endofíticos foram 

inativos. Apenas 10 fungos apresentaram atividade no ensaio em “Bloco de 

Gelose” para Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans, Candida spp. (URM-720, 

URM-2224, URM-4224 e URM-4249 - isolados de imunodeprimidos) e 

Aspergillus niger. Da fermentação dos 10 fungos, o único que não 

apresentou atividade antimicrobiana, foi o RM-35 identificado como 

Colletotrichum sp. O fungo endofítico RM-23, identificado também como 

Colletotrichum sp., destacou-se com halo de 29mm de diâmetro para 

Candida sp. (URM-4249), com 24h de fermentação em meio MPE. Entre os 

fungos endofíticos Colletotrichum sp. analisados foi observado, através da 

técnica PCR-RAPD, uma grande variabilidade genética, gerando 2 grupos 

distintos com cerca  de 20% de fragmentos comuns entre eles.  
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INTRODUÇÃO 

São considerados microrganismos endofíticos bactérias e fungos que 

habitam pelo menos em um período do seu ciclo vital, o interior de plantas 

sem causar danos aparentes, colonizando rapidamente outras áreas da 

planta à medida que o tecido hospedeiro envelhece (Timothy et al., 1993; 

Bacilio-Jiménez et al., 2001). 

Em geral, estes microrganismos vivem em associação com a planta 

podendo ajudar no seu desenvolvimento, proporcionando efeito benéfico 

através da sua presença nas raízes, folhas ou caule, como relatado por 

vários autores (Scott & Schardl, 1993; Hallmann , 1997; Herd et al., 1997). 

Determinadas plantas apresentam propriedades medicinais que 

podem estar relacionadas com os metabólitos secundários produzidos pelos 

microrganismos endofíticos (Azevedo et al. 2002). Entre estes, destacam-se 

os fungos e os actinomicetos, devido à sua capacidade de produzir uma 

variedade de compostos biologicamente ativos, tais como antibióticos, 

antitumorais, enzimas, alcalóides e hormônios de crescimento (Lu et al., 

2000; Brady et al., 2000; Li et al., 2001; Bacon & Hinton, 2002; Galvão 

2001). 

 Atualmente, a utilização destes microrganismos como agentes 

antimicrobianos vem abrindo novas perspectivas no campo da biotecnologia. 

Lu et al. (2000) isolaram o fungo Colletotrichum sp. de Artemisia annua , 

erva medicinal chinesa, o qual exibiu grande atividade in vitro contra 

bactérias e fungos. Já Araújo et al. (2001) isolaram do interior de folhas 
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sadias de citrus, o fungo Guignardia citricarpa, capaz de inibir o crescimento 

de espécies de Bacillus. Galvão (2001) isolou e raízes de folhas de Capraria 

biflora L. 32 fungos dos quais 41% apresentaram atividade para diferentes 

espécies de Candida. 

 Investigações com microrganismos endofíticos de plantas medicinais 

constituem uma área de grande interesse biotecnológico, que visa a busca 

da biodiversidade microbiana e o seu potencial de utilização para produção 

de metabólitos bioativos. 

 Este trabalho tem como objetivo isolar bactérias e fungos endofíticos 

de folhas sadias de Lonchocarpus guilleminianus (Tul.) Malme (rabo-de-

macaco) e selecionar microrganismos que apresentem atividade 

antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e 

leveduras, além de analisar a variabilidade genética dos microrganismos 

isolados através da técnica de RAPD. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Desinfecção e Isolamento 

Foram utilizadas 30 folhas saudáveis de Lonchocarpus guilleminianus 

(Tul.) Malme (rabo-de-macaco) coletadas em Surubim, Pernambuco 

(Janeiro/2002),  e submetidas ao processo de desinfecção, segundo Pereira 

(1993). 

As folhas desinfetadas foram fragmentadas (1cm2) e colocadas sobre 

diferentes meios de cultura. Para o isolamento de bactérias foram utilizados 

os meios Caseína-Amido-Agar (Küster & Williams, 1964); Ágar Nutritivo (AN) 
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à 5%; Czapeck; Arginina Glicerol Ágar e Água Ágar com cicloheximida na 

concentração de 50 µg/mL (Williams & Davies, 1965). Para o isolamento de 

fungos foram utilizados os meios Sabouraud Dextrose Ágar (SAB) e Batata 

Dextrose Ágar, com estreptomicina na concentração de 50 µg/mL. Todas as 

placas foram incubadas em BOD à 300C durante 25 dias. Cada colônia 

isolada foi purificada por plaqueamento seguido do seu cultivo em tubos 

contendo os meios AN (bactérias) e SAB (fungos). Os isolados foram 

preservados em óleo mineral. 

Ensaio primário em meio sólido 

Os microrganismos endofíticos isolados foram submetidos aos 

ensaios antimicrobianos para determinar a atividade antimicrobiana em meio 

sólido, segundo a metodologia descrita por Ichikawa et al. (1971). Cada 

fungo foi cultivado em forma de “tapete” em placas de Petri com meio 

Saboraud Dextrose Ágar, durante 7 dias, a 30ºC; e em seguida, blocos de 

gelose de 6mm de diâmetro foram retirados para o ensaio antimicrobiano. As 

bactérias foram cultivadas em blocos de gelose em meio Ágar Nutritivo, por 

24 horas, a 30ºC, seguido de inativação com clorofórmio segundo Azevedo 

& Costa (1973). Em seguida, os blocos de cada bactéria e de cada fungo 

foram transferidos para placas de Petri contendo 10mL dos meios Ágar 

Nutritivo e Sabouraud Dextrose Ágar, inoculadas com os diferentes 

microrganismos-teste: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Sarcina lutea, Aspergillus niger, Candida 

albicans e Candida spp. (URM-720, URM-2224, URM-4224 e URM-4249 - 

isolados de pacientes imunodeprimidos). Após 24 horas foram realizadas 
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leituras dos halos de inibição. Foram considerados positivos halos com 

10mm ou mais de diâmetro. 

Ensaio secundário em meio líquido 

Este ensaio tem por finalidade selecionar o meio líquido de 

fermentação e o tempo de maior produção do princípio ativo, determinando a 

atividade antimicrobiana através do ensaio de difusão em ágar. O pré-

inóculo foi preparado em Erlenmeyer contendo 50mL de meio Sabouraud 

Dextrose líquido, previamente autoclavado a 121oC por 15 minutos e 

inoculado com uma suspensão de esporos contendo 107-108UFC/mL 

seguido do cultivo sob agitação de 200rpm por 48 horas. Deste pré-inóculo 

foram retirados 5mL (10%) e adicionados a 50mL do meios líquidos M1(Lima 

& Albuquerque,1958), MPE (Hamada et al., 1974) e Sabouraud Dextrose 

líquido, e cultivados sob agitação de 200rpm durante 96 horas. A cada 24 

horas foram retiradas alíquotas para realização do ensaio antimicrobiano, 

como descrito anteriormente. 

Identificação dos microrganismos 

 As bactérias Gram-negativas foram identificadas usando o sistema de 

galerias API 20E (Biomérieux) segundo recomendações do fabricante. Os 

fungos foram identificados no Departamento de Micologia da Universidade 

Federal de Pernambuco. 

Extração do DNA total 

     O DNA dos fungos endofíticos que apresentaram atividade 

antimicrobiana foi extraído segundo a técnica descrita por Raeder & Broda 
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(1985). Suspensões de esporos dos fungos foram inoculadas em 

Erlenmeyer contendo 50mL de Sabouraud Dextrose líquido, previamente 

esterilizado à 121oC por 15 minutos e cultivados sob agitação de 200rpm, 

por 48 horas. Para extração do DNA, 0,5g do micélio foi macerado em 

nitrogênio líquido e incubado em 800µL de tampão de extração de DNA (1M 

Tris-HCl pH 8.0, 0,5M EDTA, 5M NaCl e SDS 10%) à 650C, por 20 minutos. 

A suspensão foi desproteinizada extraindo uma vez com 

fenol/clorofane/clorofil, seguida da precipitação do DNA com 40µl de 3M 

NaCl e lavado com 800µl de etanol absoluto gelado. O precipitado foi 

coletado por centrifugação e, em seguida, o sedimento foi ressuspendido em 

tampão TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA). Para determinar a concentração 

do DNA foi utilizado o DNA de fago λ em gel de agarose.  

     O DNA das bactérias foi extraído utilizando a metodologia de 

Gonçalves e Rosato (2000): na qual 5mL da cultura foi lavada em tampão 

TAS (50 mM Tris HCl pH 8, 50 mM EDTA, 150 mM NaCl) e ressuspendido 

no mesmo tampão. A suspensão foi tratada com proteinase K (150 µg/mL) e 

SDS 2% e incubada por 1 hora à 50ºC. As proteínas foram removidas com 

fenol e fenol/clorofórmio e o DNA foi precipitado com etanol e ressuspendido 

em tampão TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA). A concentração do DNA foi 

estimada por comparação com concentrações conhecidas de DNA do fago λ 

em gel de agarose. 

Análise do RAPD 
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 As reações de amplificação foram realizadas com um volume final de 

25µL para cada linhagem. A mistura  continha 3µL (50ng) de DNA, 1µL 

(100µM) dNTPs (Pharmacia), 1,5µL (50mM) MgCl2 , 14µL de água Milli Q, 

0,4µL (5U/µL) Taq DNA polymerase  (Gibco - Life Techonologies), 2,5 µL 

tampão (100mM Tris-HCl pH 8.3, 500mM KCl e 15mM MgCl2) e 3µL (5µM) 

do primer. Foram utilizados os seguintes primers (www.operon.com): OPQ4 

(5’-AGTGCGCTGA- 3’), OPA9 (5’-GGGTAACGCC-3’), OPX17 (5’-

GACACGGACC-3’) e OPX19 (5’-TGGCAAGGCA-3’). Os controles negativos 

continham água ao invés de DNA. As condições da amplificação foram 1 x 

94ºC/ 3 min, 40 X (94ºC/ 1 min, 37ºC/ 1 min, 72ºC/ 1 min).  As amostras dos 

produtos RAPD foram submetidas à eletroforese em 1,2% de agarose com 

tampão TBE e a corrida eletroforética conduzida à 3V/cm. Os géis foram 

corados com brometo de etídio e fotografados sobre luz UV usando câmara 

fotográfica Polaroid. As bandas de RAPD foram analisadas utilizando 

informação qualitativa (presença ou ausência de bandas). A matriz de 

similaridade foi gerada pelo programa NTSYS (Numerical Taxonomy 

System), pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group with Arithmetic 

Mean) utilizando o coeficiente de Jaccard (Sj) (Sneath & Sokal, 1973). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Isolamento e Caracterização dos Microrganismos Endofíticos 

Das 30 folhas utilizadas (15 folhas jovens do ápice da planta e 15 

folhas adultas da base da planta), foram isolados e purificados 36 

microrganismos endofíticos (Figura 1). O processo de desinfestação utilizado 
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foi eficiente, pois, não foi observado o aparecimento de colônias de fungos 

ou bactérias no plaqueamento da última água da lavagem, como 

recomendado por McInroy & Kloepper (1995). 

Das folhas jovens, foram isolados um total de 12 (33%) 

microrganismos, sendo nove (25%) fungos e três (8%) bactérias, enquanto 

das folhas adultas foram obtidos um total de 24 (66%) microrganismos, dos 

quais 15 (42%) eram fungos e nove (25%) foram bactérias (Figura 1). Estes 

resultados são similares àqueles encontrados por Fisher et al. (1986) os 

quais observaram na leguminosa Ulex europaeus maior frequência de 

fungos endofíticos à medida que aumentava a idade do tecido hospedeiro. A 

habilidade da bactéria estar dentro da planta sem causar doença, foi 

primeiro documentado por Holles (1951) que isolou de tubérculo de batata 

14 bactérias de diferentes grupos morfológicos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Percentual de microrganismos endofíticos isolados de folhas jovens e 

adultas de Lonchocarpus guilleminianus (Tul.) Malme (rabo-de-

macaco). 
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Atualmente, inúmeros trabalhos mostram a presença de bactérias e 

fungos endofíticos em várias plantas medicinais e culturas de interesse 

agronômico. Araújo et al. (2001), isolaram de folhas de citrus 36 bactérias, 

predominando Alcaligenes sp., Bacillus sp., Burkholderia cepacia, enquanto 

Galvão (2001) isolou de Capraria biflora L., uma planta medicinal do 

nordeste brasileiro, 13 bactérias, sendo cinco isoladas de folhas e oito de 

raiz. Estes resultados confirmam mais uma vez que a associação 

microrganismos endofíticos-planta é um fenômeno generalizado, sendo os 

endofíticos simbióticos facultativos que podem crescer in vitro, a partir de 

órgãos vegetais desinfetados (Sieber , 1988). 

As 12 bactérias endofíticas, três Gram-positivas e nove Gram-

negativas, isoladas das folhas não apresentaram atividade antimicrobiana no 

ensaio primário em meio sólido para os microrganismos-testes utilizados. 

Estes resultados são similares aos obtidos por Galvão (2002), com Capraria 

biflora L., que isolou bactérias não portadoras de atividade antimicrobiana e 

fungos com atividade antimicrobiana. 

Neste ensaio primário, os fungos endofíticos RM-13 e RM-15 

apresentaram, respectivamente, halo de inibição de 25 e 17mm para 

Candida sp. (URM-4249), enquanto RM-14 e RM-19 mostraram halos com 

diâmetro entre 10 mm e 13 mm para S. aureus, B. subtilis e E. coli (Figura 

2). 

As fermentações dos 10 fungos endofíticos nos meios M1 e SAB não 

mostraram liberação de substâncias com atividade antimicrobiana, enquanto 

o meio MPE se destacou como o melhor para a produção de metabólitos 
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bioativos para nove destes fungos. O meio de cultura e o tempo de 

fermentação influenciam a produção de metabólitos secundários por 

microrganismos, como enfatizado por Mukhopadhyay et al. (1996). 

Os fungos endofíticos RM-8, RM-22, RM-23 e RM-35 foram 

identificados como Colletotrichum spp., sendo que o fungo RM-35 não 

apresentou atividade. A fermentação no meio MPE das linhagens RM-8, RM-

22 e RM-30 (Penicillium sp.), além do isolado RM-21 (não identificado) 

apresentaram halo de inibição menor que 10 mm para bactérias Gram-

positivas e Candida spp. O endofítico Colletotrichum sp. RM-23 e o isolado 

RM-14 (não identificado) apresentaram os melhores halos de inibição com 

24 horas de fermentação (Figura 3).  

 

 

Figura 2. Diâmetro dos halos de inibição (mm) dos fungos endofíticos RM-13; RM-

14; RM-15 e RM-19 no ensaio em bloco de gelose contra vários 

microrganismos-teste. 
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Nas condições de fermentação utilizadas Colletotrichum sp. RM-23 

destacou-se com halos de inibição de 28mm para Candida spp. (URM 2224 

e URM 4224) e de 29mm para Candida sp. (URM 4249) com 24h de 

fermentação, diminuindo esta atividade ao longo do tempo, como pode ser 

observado na figura 4. 

 

 

 

 

Figura 3.  Diâmetro dos halos de inibição (mm) dos fungos endofíticos RM-14 e de 

Colletotrichum sp. RM-23 para Candida sp. (URM 4249), durante a 

fermentação em meio MPE.  
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Figura 4.  Diâmetro dos halos de inibição (mm) de Colletotrichum sp. RM-23 para 

Candida spp. (URM 2224, URM 4224 e URM 4249), durante a 

fermentação em meio MPE. 
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destacando-se entre estes o gênero Colletotrichum. Lu et al. (2000) isolaram 

da Artemisia annua o fungo Colletotrichum sp. com capacidade de produzir 

compostos bioativos. Araújo et al. (2002) também isolaram o fungo 

Colletotrichum gloesporioides de raízes de citrus. Os nossos resultados 

corroboram com os obtidos por Huang et al. (2001), os quais isolaram de 
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Fungos endofíticos bioativos apresentam uma grande importância 

biotecnológica e ecológica, uma vez que, o fungo produzindo o composto 

bioativo diminui a devastação da floresta minimizando o impacto ambiental.  

 Para a análise de RAPD dos quatro fungos endofíticos pertencentes 

ao gênero Colletotrichum sp. foram testados oito primers para acessar a 

diversidade genética entre os microrganismos. Destes, apenas quatro 

geraram um total de 48 bandas, todas polimórficas. Os fragmentos gerados 

variaram de 0,27 a 2,8 Kb, observando-se o maior número de bandas com o 

primer OPX-19, que produziu 14 bandas. 

A construção do dendrograma baseada na amplificação dos 

fragmentos pode ser observada na figura 5. Foi possível observar dois 

grupos distintos com cerca de 20% de fragmentos comuns entre eles. O 

primeiro grupo é formado pelas linhagens de Colletotrichum spp. RM-8, RM-

22 e RM-35, sendo evidenciado um grau de similaridade  de 35% entre as 

linhagens RM-22 e RM-35 e 30% para a linhagem RM-8. O segundo grupo é 

formado por uma única linhagem, Colletotrichum sp RM-23, com 20% de 

similaridade com o grupo 1.   

Apesar do coeficiente de similaridade não ser tão próximo entre as 

quatro linhagens de Colletotrichum spp. estudadas, este fato pode ser 

explicado pela existência de uma alta variabilidade genética entre elas. O 

uso de marcadores RAPD tem sido muito utilizado na identificação 

taxonômica do gênero Colletotrichum. Vasconcelos et al. (1994) 

diferenciaram isolados de C. truncatum causadores de antracnose em soja. 
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O mesmo foi evidenciado por Guthrie et al. (1992) que verificaram a 

variabilidade das linhagens de C. graminicola na antracnose do sorgo. 

 

 

 

Figura 5. Dendrograma construído pelo coeficiente de Jaccard (J) e pelo 

agrupamento UPGMA, através dos perfis de RAPD obtidos dos 4 fungos 

endofíticos do gênero Colletotrichum sp. com os primers OPQ4; OPX17, 

OPX19 e OPA9. 
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As bactérias endofíticas isoladas de folhas jovens (três) e de folhas 

adultas (nove) da planta Lonchocarpus guilleminianus foram testadas quanto 

a sua atividade antimicrobiana, através do ensaio em “Bloco de Gelose”. 

Neste teste foi utilizado apenas o meio Tryptic Soy-Ágar (TSA), não sendo 

observado atividade antimicrobiana para os microrganismos testados: 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Sarcina lutea, Aspergillus niger, Candida albicans e Candida 

spp. (URM 720, URM 2224, URM 4224 e URM 4249 - isolados de pacientes 

imunodeprimidos). Outros meios sólidos e também meios líquidos precisarão 

ser testados afim de verificar se, em outras condições, genes biossintéticos 

poderão ser ativados para a produção de metabólitos com atividade para 

bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos leveduriformes e 

filamentosos. 

 As bactérias endofíticas isoladas apresentam uma grande diversidade 

genética, indicando o grande potencial das plantas medicinais para o estudo 

da diversidade bacteriana neste micro ambiente. A utilização de métodos 

genéticos mais sensíveis como RAPD, constitui uma estratégia importante 

para o diagnóstico molecular de diferentes níveis taxonômicos como 

enfatizado por Fungaro & Vieira (1998). 

As nove bactérias endofíticas Gram-negativas foram analisadas 

através da técnica RAPD. Apenas os primers OPA-9, OPX-17 e OPQ-4 

foram capazes de produzir bandas bem definidas facilitando a visualização 

do polimorfismo entre as linhagens. 
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Os três primers geraram um total de 32 bandas, das quais 26 

(81,25%) foram polimórficas e cinco (18,5%) monomórficas. Os fragmentos 

gerados variaram de 0,34 a 2,036Kb. O maior número de bandas foi obtido 

com primer OPA-9, que produziu 11 bandas, das quais três foram 

monomórficas, enquanto o primer OPX-17 gerou o maior polimorfismo. 

Dentre as 10 bandas testadas, nove foram polimórficas, sendo portanto um 

primer útil para detecção da diversidade genética destas bactérias 

A análise dos fenótipos moleculares gerados por RAPD permitiu a 

construção do dendrograma (Figura 6). Quatro grupos foram formados; o 

primeiro compreende as linhagens RM-1 e RM-2 com 72% de similaridade e 

RM-4 com 60%. Neste grupo apenas RM-1 foi identificada como Flavimonas 

sp, enquanto as outras duas linhagens  não foi possível realizar identificação 

taxonômica a nível de gênero. O segundo grupo inclui as linhagens RM-3 e 

RM-33 com 65% de similaridade e ambas pertencem à mesma espécie, 

Pseudomonas aeruginosa. O terceiro grupo contêm as bactérias endofíticas 

RM-5 e RM-6 com 56% de similaridade e o quarto grupo com 45% de 

similaridade para as linhagens RM-31 e RM-32. 

No terceiro e quarto grupo, os isolados RM-5 e RM-31, foram 

identificadas com Flavimonas spp. através do sistema de galerias API 20E 

(Biomérieux). Ainda não foi possível concluir a taxonomia dos isolados RM-

2, RM-4, RM-6 e RM-32. 

A detecção da diversidade genética utilizando as bandas geradas por 

RAPD tem sido utilizada em diversos grupos de bactérias, fungos 

fitopatogênicos e microrganismos de importância médica. Duarte (2003) 
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estudou a diversidade genética de linhagens de P. aeruginosa através da 

análise de RAPD, a qual foi capaz de demonstrar um alto nível de 

polimorfismo formando 3 grupos com nível de similaridade de 50%. 

 

 

 

Figura 6. Dendograma construído pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando 

o coeficiente de Jaccard (J) a partir dos perfis de RAPD obtidos de nove 

bactérias endofíticas com os primers OPQ-04, OPX-17 e OPA-09.  
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CONCLUSÕES 

 

• Foram isolados 36 microrganismos endofíticos de folhas de 

Lonchocarpus guilleminianus (Tul.) Malme (rabo-de-macaco), sendo nove 

fungos e três bactérias de folhas jovens, enquanto, de folhas adultas, 

foram obtidos 15 fungos e nove bactérias. 

• Dos 24 fungos endofíticos isolados, dez apresentaram atividade no 

ensaio em “Bloco de Gelose”, para Staphylococcus aureus, Bacillus 

subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans, 

Candida spp. (isoladas de pacientes imunodeprimidos) e Aspergillus 

niger. 

• O meio de fermentação MPE foi o melhor para os nove fungos 

endofíticos que apresentaram atividade antimicrobiana. Os isolados RM-

8, RM-21, RM-22 e RM-30 apresentaram halo de inibição inferior a 10 

mm. 

• O fungo endofítico RM-13 apresentou maior halo de inibição (25mm) 

para Candida sp. (URM 4249) no ensaio em “Bloco de Gelose”, enquanto 

a linhagem RM-23 exibiu maior halo de inibição (29mm) para Candida sp. 

(URM 4249), com 24h de fermentação em meio MPE. 

• A técnica PCR-RAPD utilizada foi capaz de detectar uma grande 

variabilidade genética entre os fungos endofíticos do gênero 
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Colletotrichum spp. RM-8, RM-22, RM-23 e RM-35, gerando 2 grupos 

distintos com cerca de 20% de fragmentos comuns entre eles.  

• A análise dos perfis de RAPD das nove bactérias endofíticas Gram-

negativas mostrou 81,25% de bandas polimórficas e 18,5%  

monomórficas. 

• Dos 10 fungos endofíticos bioativos em “Bloco de Gelose” apenas cinco 

foram identificados taxonomicamente: RM-8, RM-22, RM-23 e RM-35 

pertencem ao gênero Colletotrichum e o RM-30, Penicillium sp. 

• Das 12 bactérias endofíticas isoladas, apenas cinco bactérias Gram-

negativas foram identificadas taxonomicamente: RM-1, RM-5 e RM-31 

como Flavimonas spp., enquanto RM-3 e RM-33 como Pseudomonas 

aeruginosa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 




