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ANALISE DE GENES RELACIONADOS AO METABOLISMO DE
UREIA EM AZOSPIRILLUM AMAZONENSE

Tiago Ebert Fritsch; Ricardo Cecagno®; Irene Silveira Schrank?®*
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Resumo - O género Azospirillum compreende bactérias diazotroficas que estdo associadas
com gramineas como arroz, trigo, milho e cana-de-agUcar. Espécies deste género tém sido
estudadas devido a uma série de caracteristicas que as tornam importante para 0s seres
humanos como a capacidade de promover o crescimento vegetal através da producdo de
fitormonios e fixacdo bioldgica do nitrogénio. A. Amazonense demonstrou a capacidade de
utilizar uréia como fonte de nitrogénio, apesar disso os genes codificantes para urease e
proteinas acessdrias nunca foram estudadas. Este trabalho tem como objetivo a caracterizacéo
do cluster da urease de A. amazonense e a atividade da enzima em diferentes condicOes de
crescimento.

Palavras chaves: Azospirillum, fixacdo de nitrogénio, urease.

Introducéo

O género Azospirillum compreende bactérias diazotréficas que estdo associadas com
gramineas de importancia econdmica como arroz, trigo, milho e cana-de-aclcar. Espécies
deste género tém sido estudadas devido a uma série de caracteristicas que as tornam
importante para 0s seres humanos como a capacidade de promover o crescimento vegetal
através da producdo de fitorménios como acido indol acético e giberelinas, sintese da enzima
ACC desaminase, que fornece ao microrganismo a capacidade de utilizar o 4cido
aminociclopropano carboxilico como fonte de nitrogénio (gene acdS), diminuindo os efeitos
do etileno e pela fixacdo bioldgica do nitrogénio. Estudos de regulacdo da expressdo génica
demonstraram que a fixacdo do nitrogénio ocorre apenas em condicdo especiais devido ao
grande gasto energético por parte do microrganismo. Uma das condi¢des necessarias para a
expressdo da nitrogenase é a baixa disponibilidade de nitrogénio intracelular, portanto a
utilizacdo de fertilizantes nitrogenados como a uréia, inibe a fixacdo biologica além de possuir
altos custos financeiros e causar danos ambientais. O sequenciamento dos genomas de A.
brasilense e A. B510 ocorridos no ano de 2010 demonstrou que esse género possui a
capacidade de utilizar uréia como fonte de nitrogénio, diferente de Rhodospirillum que é
conhecido por possuir um genoma bastante parecido com Azospirillum e ndo possui a enzima
urease, apesar disso 0s genes codificantes para urease e proteinas acessorias nunca foram
estudadas neste género. Este trabalho tem como objetivo a caracteriza¢do do cluster da urease
de A. amazonense além de estudos de transcri¢cdo e atividade da enzima na presenca do
herbicida Gramoxone(paraquat).

Metodologia

A sequéncia dos genes das espécies estudadas foram obtidas no NCBI, com exce¢édo
de Azospirillum amazonense que foi sequenciado em nosso laboratério. A construgdo dos
oligonucleotideos para 0 RT-PCR foi realizada utilizado o site primer3.
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A construcdo do cluster da urease nas diferentes bactérias foi realizada com o auxilio do
programa Artemis. Figura 1.

Para o crescimento de Azospirillum amazonense foi utilizado o meio definido AAM
descrito por Fabiano E. e colaboradores em 1985, modificando a fonte de nitrogénio que era
de cloreto de aménio por uréia. Foram realizados testes com diferentes concentracGes de uréia
que variavam entre 100mM e 1mM para definir a melhor condic¢do de crescimento quando
comparado com cloreto de amonio. A purificacdo do RNA para a realizagdo do RT-PCR foi
realizada utilizando reagente TRIZOL em diferentes tempos de indugéo.

Resultados

A anélise do cluster da urease mostra diferenca na organizagdo dos genes nas
diferentes espécies de bactérias analisadas - Figura 1. A. amazonense possui uma proteina de
membrana denominada HupE/UreJ (Tabela 1) que ndo ocorre no mesmo contexto génico nas
outras espécies, além de ndo possuir genes para outras proteinas dentro do cluster, semelhante
ao que ocorre em Klebsiella. Em A. brasilense e A. B510 diferentemente, possuem um gene
codificante para glutamato racemase entre os genes ureC e urek o que néo é encontrado em A.
amazonense. A padronizagdo do PCR para os oligos sintetizados foi realizado e
demonstraram especificidade.

Klebsiella pneuimoniae #¢¢¢“¢.}¢E>

i
Azospirillum ammazonense @M#“# w»
Azospirillum brasilense E>»¢ME>¢.}¢ E>

Azospirillum B510 @##M@#»#
Bracdvrhizobiuin sp. ORS27S8 E>»¢ @m%»*@
10 11 1

Rhizobium sp. NGR234 wéw?ﬁbﬂg '2 #w@

1Kb

Figura 1- Organizago do cluster de urease em diferentes bactérias. As setas pretas referem-se aos genes que
estdo envolvidos na expressdo da urease, sendo que cada letra se refere a proteina da tabela acima. As setas
brancas representam as proteinas que ndo estdo envolvidos com a urease mas se encontram inseridas neste
cluster, e sdo elas: 1- proteina hipotética; 2- sistema de dois componentes histidina quinase; 3- regulador
transcricional gstR; 4- xantina desidrogenase; 5- glutamato racemase; 6- proteina hipotética; 7- regulador LuUxR;
8- proteina hipotética; 9- transportador ABC; 10- fosfohidrolase; 11- conservada hipotética; 12- conservada
hipotética; 13- histidina quinase; 14- cloroperoxidase; 15, 16, 17- proteinas acessorias de urease; 18- proteina
hipotética; 19- transposase; 20- peroxiredoxina; 21- proteina hipotética; 22- regulador transcricional familia Crp.



Tabela 1. Anélise da similaridade entre os genes relacionados & expressdo de urease de Azospirillum
amazonense e 0s dados depositados no Genbank

Gene Tamanho (pb) Produto Maior Similaridade (organismo) Escore E-value
ureD 813 Urease accessory protein UreD Methylobacterium sp. 4-46 208.00 2,00E-52
ureA 303 Urease, gamma subunit Rhizobium leguminosarum bv. trifolii ~ 178.00  5,00E-43
ureB 327 Urease, beta subunit Labrenzia alexandrii DFL-11 170.00 5,00E-41
ureC 1713 Urease, subunit alpha Sinorhizobium meliloti 1021 914.00 0
ureE 483 UreE urease accessory-like protein ~ Roseomonas cervicalis ATCC 49957 128.00 2,00E-28
ureF 611 Urease accessory protein Starkeya novella DSM 506 102.00 1,00E-20
ureG 591 Urease accessory protein Beijerinckia indica subsp. indica 330.00 3,00E-89
hupE/ureJ 455 HupE/UreJ protein Acidovorax avenae subsp. avenae 53.5 9,00E-06

Para os estudos de transcricdo o RNA foi purificado ap6s a inducdo em 2, 4 e 24 horas
na presenca de 10mM de uréia e a sintese de cDNA serd realizada utilizando primers
aleatdrios e a enzima transcriptase reversa Impron-Il. Com o objetivo de estudar o efeito do
herbicida Gramoxone na atividade da urease de Azospirillum serd realizado ensaio segundo
M. W. Weatherburn, 1967.

Conclusdes

Os resultados obtidos demonstraram que a organizacdo dos genes da urease e proteinas
acessorias diferem entre as espécies do género. A. amazonense possui uma proteina de
membrana denominada HupE/UreJ que ndo ocorre no mesmo contexto génico nas outras
espécies além de ndo possuir genes para outras proteinas dentro do cluster da urease,
semelhante ao que ocorre em Klebsiella. A. brasilense e A. B510 diferentemente, possuem um
gene codificante para glutamato racemase entre os genes ureC e urekE o que ndo € encontrado
em A. amazonense.
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Resumo - Objetivo do trabalho foi avaliar a atividade enzimética da arilsulfatase, f-
glicosidase e fosfatase acida durante o processo de vermicompostagem em residuos de
frigorifico denominados de linha verde (LVD) e linha vermelha (LVM) adicionados de casca
de arroz “in natura” (CAN) e carbonizada (CAC). Para analise da atividade das enzimas foi
retirado 10g de cada tratamento, constituidos de: T1-100% LVD, T2-100% LVM, T3-50%
LVM e 50% CAC, T4-50% LVD e 50% CAN, T5-50% LVM e 50% CAC, T6-50% LVD e
50% CAC, T7-50% de LVM e 50% LVD, T8-75% LVD e 25% CAN, T9-75% LVM e 25%
CAC e T10-esterco bovino (testemunha). Nos tratamentos T1, T4, T6 e T8, os quais
continham LVD e CAN, a atividade das enzimas arilsufatase e p-glicosidase foi favorecida.
Nos tratamentos T2, T3, T5 e T9, os quais eram compostos de LVM e CAC, ocorreu
decréscimo na atividade enzimatica.

Palavras-chave: enzimas; metais pesados; residuos.

Introducéo

A disposicdo de residuos domésticos e industriais no meio ambiente pode se tornar um
grande problema ambiental em funcdo de sua composicdo, das doses aplicadas e das
condi¢cdes ambientais. A atividade enzimatica (AE) € um componente critico de todos 0s
ecossistemas naturais ou manipulados pelo homem, sendo um agente regulador da taxa de
decomposicdo da matéria organica e da ciclagem dos elementos nos solos, constituindo-se
como um indicador sensivel para avaliar a qualidade (DICK, 1994) e o efeito negativo dos
contaminantes sobre a atividade microbiana do solo (MALLEY et al., 2006). Dentre as
enzimas utilizadas no monitoramento da qualidade do solo pode-se citar a arilsulfatase, -
glicosidase e a fosfatase &cida. A arilsulfatase € uma enzima de atividade hidrolitica,
responsavel pela mineralizacdo do S orgéanico, a B-glicosidase é responsavel pela clivagem da
celobiose & glicose e as fosfatases sdo responsaveis pela mineralizacdo do fosforo
(TABATABAI, 1994). O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade enzimatica da
arilsulfatase, B-glicosidase e fosfatase acida em residuos de frigorifico estabilizado, casca de
arroz natural e carbonizada.

Materiais e Métodos
O trabalho foi realizado no Laboratorio de Microbiologia do Solo do Departamento de
Solos da Universidade Federal de Santa Maria, RS. Os residuos séo provenientes da Estacéo
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de Tratamento de Efluentes (ETE) do Frigorifico Silva e denominados de linha verde (LVD) e
linha vermelha (LVM). O residuo da linha verde é composto de resto ruminal e da linha
vermelha é composto de sangue, gorduras, resto ruminal, visceras e outros materiais
resultantes da lavagem interna dos bovinos apds o abate. Para a composic¢ao dos tratamentos,
foram utilizadas casca de arroz “in natura” (CAN) e casca de arroz carbonizada (CAC). Os
tratamentos consistiram de: T1-100% LVD, T2-100% LVM, T3-50% LVM e 50% CAN, T4-
50% LVD e 50% CAN, T5-50% LVM e 50% CAC, T6-50% LVD e 50% CAC, T7-50% de
LVM e 50% LVD, T8-75% LVD e 25% CAN, T9-75% LVM e 25% CAC e T10-esterco
bovino (testemunha). Apos 110, dias foi retirada uma amostra de 10g de substrato para a
determinacdo enzimatica (TABATABAI, 1994) e os resultados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e as medias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Resultados e Discusséo

Nos tratamentos compostos de LVD (T1, T4, T6 e T8), a arilsulfatase (Figura 1a) foi
estimulada pela adicdo de CAN (50%), sendo que o T4 apresentou o maior indice, seguido do
T6. Entretanto para os tratamentos com LVM (T2, T3, T5 e T9), apenas o aumento do teor de
CAC estimulou a atividade enzimatica. Considerando a relacdo C/N, o CAC apresenta 63/1 e
0o CAN 39/1, sendo que uma menor relacdo C/N apresenta um substrato mais facilmente
decomponivel, favorecendo a atividade enzimatica. Assim, provavelmente o estagio avancado
de maturacdo do residuo ocasionou um ataque microbiano a compostos mais recalcitrantes
como as cascas de arroz, que apresentam uma composicao de aproximada de 95% de SiO..
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Figura 1. Atividade da Arisulfatase (a), B-glicosidase (b) sob a influéncia dos diferentes
tratamentos: T1-LVD 100%, T2-LVM 100%, T3-LVM 50% e CAN 50%, T4-LVD 50% e
CAN 50%, T5-LVM 50% e CAC 50%, T6-LVD 50% e CAC 50%, T7-LVD 50% e LVM
50%, T8-LVD 50% e CAN 25%, T9-LVM 75% e CAC 25%, e T10-Testemunha. LVM:
residuo da linha vermelha, LVD: residuo da linha verde, CAN: casca de arroz “in natura” e
CAC: casca de arroz carbonizada.
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Para a B-glicosidase (Figura 1b) os tratamentos compostos de LVD (T1,T4,T6 e T8), a
maior adicdo de CAN favoreceu a AE, enquanto que com maiores de teores de CAC ha um
decréscimo da AE, esta mesma tendéncia segue para 0s tratamentos compostos de LVM
(T2,T3,T5 e T9) com destaque para o T9, composto apenas de 25% de CAC. Entretanto, a
CAN quando aplicada aos tratamentos ndo apresentou diferengas significativas. Para a



fosfatase (Figura 2) os tratamentos com LVD, a adicdo de CAN e CAC, numa taxa de 50%
(T4 e T6) apresentou quedas na AE e a adicdo de 25% de CAN (T9) ndo diferiu do T1. No
entanto, para o LVM o composto mais recalcitrante (CAC) proporcionou menor AE quando
comparado aos demais tratamentos. Para esta enzima, houve destaque para o T7, composto de
50% LVM e 50% LVD. Em relacio aos metais pesados (Cr**), podemos observar o T1 e T2
isoladamente. Para a (3-glicosidade e a arilsulfatase foram melhores indicadoras, apresentando
inibicdo com o LVD composto de maiores teores de Cr*® (29 mg/kg). Entretanto de acordo
com a legislagdo do CONAMA 375, os valores mencionados nos residuos estdo dentro dos
parametros estabelecidos (1000mg/kg).
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* Valores seguidos por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
Figura 2. Atividade da fosfatase &cida sob a influéncia dos diferentes tratamentos: T1-LVD 100%, T2-
LVM 100%, T3-LVM 50% e CAN 50%, T4-LVD 50% e CAN 50%, T5-LVM 50% e CAC 50%, T6-
LVD 50% e CAC 50%, T7-LVD 50% e LVM 50%, T8-LVD 50% e CAN 25%, T9-LVM 75% e CAC
25%, e T10-Testemunha. LVM: residuo da linha vermelha, LVD: residuo da linha verde, CAN: casca
de arroz “in natura” e CAC: casca de arroz carbonizada.

Concluséo
Os tratamentos com adicdo de CAN e linha LVD favoreceram a AE para as enzimas

Arilsulfatase e B-glicosidade. A adigdo de compostos recalcitrantes diminuiu a atividade
enzimatica.
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Resumo — Objetivou-se com este trabalho, avaliar o potencial de diferentes rizobactérias,
individualmente e em combinacdes, visando ao controle escaldadura. Sementes da cv. El
Passo 144 foram microbiolizadas com diferentes tratamentos bacterianos, e como testemunha
foi utilizado somente salina ou salina + fungicida. O semeio foi realizado em vasos de 7Kg
em solo ndo esterilizado. No estadio de emborrachamento, o fungo foi inoculado, na
concentracdo de 10* conidios.mL™ e as avaliacdes ocorreram 7, 14 e 21 dias apds a
inoculacdo, atribuindo-se notas de 1 a 9, em funcéo da evolucdo da lesdo. As plantas foram
mantidas até a producdo, onde avaliaram-se nimero de paniculas, peso seco de gréos, graos
chochos e cheios e, niUmero de graos. Estes também foram avaliados quanto a incidéncia de
manchas. Dos tratamentos avaliados, os isolados de Pseudomonas DFs185 e DFs223
apresentaram maior controle com 53% e 50% respectivamente. Para o numero de paniculas
(DFs223, DFs306 e DFs416) e, para peso seco de gréos chochos (DFs185, DFs223, DFs306 e
DFs416) houve reducdo em relacdo a testemunha, sendo a diferenca estatisticamente
significativa. As outras varidveis avaliadas foram iguais a testemunha.

Palavras-chave: Oryza sativa, Gerlachia oryzae, controle bioldgico, PGPR

Introducéo

A escaldadura do arroz, causada pelo fungo Gerlachia oryzae (Hashioka & Yokogi) W.
Gams [(teleomorfo: Monographella albescens (Thumen) Parkinson, Sivanesan & C. Booth)
(sinonimia: Rhynchosporium oryzae, Microdochium oryzae)], reduz significativamente a
producdo de arroz, pois a doenca afeta folhas, colmo e paniculas, manifestando-se também
nas fases de perfilhamento e emborrachamento (PRABHU, FILIPPI, 1997).

O controle por meio de fungicidas aumenta os custos de producdo e 0s riscos de
contamina¢do ambiental. Uma das alternativas é o controle biologico pelo uso de
rizobacterias, que podem atuar por diversos mecanismos de acdo, com potencial na reducédo
de fitopatdgenos (BETTIOL, 1991).

Os tratamentos utilizados neste trabalho foram selecionados para o controle da escaldadura
em arroz (LUDWIG et al., 2009), utilizados também de forma combinada (SOUZA JUNIOR,
2010). Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de diferentes rizobacteérias,
individualmente e em combinagdes, visando ao controle da escaldadura do arroz.

Material e Métodos
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Os isolados bacterianos foram incubados a 28°C/24h, e suspensos em solucdo salina
(NaCl 0,85%) (As40=0,5). As sementes da cv. El Paso 144L foram microbiolizadas por 30
minutos a 10°C.

Os tratamentos utilizados foram: DFs185 (Pseudomonas synxatha (Ehrenberg) Holland),
DFs223 (P. fluorescens Migula), DFs306 (ndo identificado), DFs416 e DFs418 (Bacillus sp.
Cohn), e as combinacbes DFs185/416, DFs185/418, DFs185/306/416, Testemunha +
fungicida Vitavax Thiram 200SC (3mL.Kg™ de sementes) e Testemunha + salina (com e sem
inoculacédo). O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, em vasos contendo 7 Kg de
solo néo esterilizado, com quatro repeticdes, de forma casualizada.

Esporos de G. oryzae foram obtidos a partir de col6nias com cerca de 15 dias, sendo
inoculados por aspersdo da suspensdo nas plantas (10*conidios.mL™), em estadio de
emborrachamento. Apés 7, 14 e 21 dias, foram realizadas as avaliagdes, atribuindo-se notas
em funcdo da severidade (IRRI, 1975). Os valores das areas abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) foram submetidos ao teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Apbs o estadio de maturacéo, avaliaram-se numero de paniculas (NP), peso seco de graos
(PSG), peso seco de grdos chochos (PSGCo) e cheios (PSGCe) e numero de gréos cheios
(NGCe). Estes gréaos foram avaliados quanto a incidéncia de manchas, atribuindo notas de 1 a
9, segundo a escala proposta por IRRI (1975).

Resultados e Discussao

Todos os tratamentos bacterianos resultaram em controle significativo. Dos
tratamentos avaliados, os isolados de Pseudomonas DFs185 e DFs223 apresentaram maior
controle com 53% e 50% respectivamente (Figura 1). O desempenho superior da bactéria
DFs185 foi observado por Ludwig e colaboradores (2009), quando estes autores utilizaram
somente biocontroladores individualmente. Os resultados encontrados no presente trabalho
mostraram que, pelo menos neste caso, as bactérias individualmente apresentaram
comportamento superior ao das combinacdes, divergindo parcialmente de Souza-Junior
(2010) onde as mesmas combinag6es foram téo efetivas quanto as bactérias individualmente.

5 Tratamento AACPD
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Figura 1: Curva de progresso da escaldadura do arroz em plantas originadas de sementes
microbiolizadas, em avalia¢Oes realizadas 7, 14 e 21 dias ap0s a inoculagdo do patogeno. Letras iguais
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia. T+F corresponde a
testemunha com fungicida; T corresponde a testemunha com salina.



Tabela 1: Namero de paniculas (NP), peso seco de grdos (PSG), peso seco de grdos chochos
(PSGCo), peso seco de grdos cheios (PSGCe), nimero de grdos cheios (NGCe) e severidade de
manchas em grdos provenientes de plantas de arroz originadas de sementes microbiolizadas com
diferentes isolados e combinagdes de rizobactérias, inoculadas com Gerlachia oryzae, conduzidas em
casa de vegetacdo

Tratamento NP PSG (9)® PSGCo(g) PSGCe NGCe™ Nota™
@)™
DFs185 14,25 a 5,20 270 b 2,94 132,75 7,50
DFs223 9,75 b 3,80 253 b 1,64 68,75 7,00
DFs306 13,00 b 3,42 245 b 1,26 56,25 6,00
DFs416 11,50 b 3,72 279 b 1,25 61,25 6,50
DFs418 1750 a 5,64 3,36 a 2,70 98,50 9,00
DFs185/306 16,00 a 5,61 3,73 a 2,29 104,50 8,00
DFs185/416 1525 a 4,53 3,23 a 1,67 78,00 7,50
DFs185/306/416 17,00 a 6,13 3,68 a 2,90 135,25 6,00
T+F 1525 a 7,30 393 a 1,27 59,00 6,00
T+I1 17,25 a 4,10 3,70 a 0,82 38,75 7,50
C.V. (%) 22,45 44 44 22,87 82,43 82,96 19,92

Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia, em
quatro repeticBes; = — valores de médias ndo significativos; T+F - tratamento com o fungicida
Carboxin + Thiram na concentracio de 3mL.Kg™ de sementes; T+I — testemunha com inoculagio do
patdgeno; T — testemunha tratada com solucéo salina

Os isolados DFs185, DFs223, DFs306 e DFs416 reduziram o peso de grdos chochos e,
para 0 numero de paniculas, a maioria dos isolados bacterianos mostraram-se iguais
estatisticamente a testemunha. Para outras varidveis avaliadas, todos os tratamentos foram
significativamente iguais a testemunha (Tabela 1). Resultados parcialmente distintos foram
encontrados por Ludwig et al., (2009), onde DFs185, DFs223 e DFs306 proporcionaram
incrementos significativamente superiores a testemunha, mas DFs416 e DFs418 reduziram a
producdo e, isto pode ser explicado pelo possivel deslocamento de energia para a protecdo da
planta contra o patdgeno (STADNIK, BUCHENAUER, 1999).

Concluséo
Todos os tratamentos bacterianos utilizados reduziram a severidade da doenca,
apresentando capacidade de controlar a escaldadura.
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Resumo - A cultura do arroz tem sua produtividade reduzida pela incidéncia de diversas
doencas, dentre elas a queima das bainhas, e o controle bioldgico surge como alternativa.
Obijetivou-se testar varios tratamentos bacterianos, isolados e combinados, visando ao
biocontrole de Rhizoctonia solani e a promocédo de crescimento. Sementes cv. El Passo 144
foram microbiolizadas com as rizobactérias por 30°/10°C e semeadas em solo ndo
esterilizado. Inoculou-se o fungo a partir do estddio V3 a cada dez dias, totalizando trés
inoculacBes. A avaliacdo deu-se aos sete dias da Ultima inoculacdo atribuindo-se notas de 1 a
9 segundo a severidade da doenca. As plantas foram mantidas até a maturacdo, quando foram
determinados 0 peso seco de raizes, numero de paniculas, peso seco de grdos, grdos chochos e
cheios e, niUmero de graos. Estes também foram avaliados quanto a incidéncia de manchas. O
tratamento DFs418 (Bacillus sp.) mostrou melhor desempenho com 60% de controle, seguido
de DFs185/306 e DFs185 com 50% e 40% de controle, respectivamente, sem haver diferenga
estatistica ente eles. Para peso seco de raizes, DFs185, DFs416 e DFs223 se destacaram,
diferindo estatisticamente da testemunha. J& para o restante das variaveis, todos 0s
tratamentos foram iguais estatisticamente.

Palavras-chave: controle biolégico, Oryza sativa, Rhizoctonia solani, PGPR,
microbiolizacdo de sementes

Introducéo

A cultura do arroz irrigado (Oryza sativa L.) esta sujeita ao ataque de varias doengas,
dentre elas, a queima-das-bainhas do arroz, causada pelo fungo Rhizoctonia solani J.G. Kuhn
[teleomorfo Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk]. Maiores danos ocorrem dentro de areas
com utilizacdo de altas quantidades de fertilizantes nitrogenados, e cultivares com alto indice
de perfilhamento ou suscetibilidade (EIZENGA et al., 2002).

O controle quimico pode contaminar o solo e 0 ambiente, e tambem facilitar o
surgimento de populacGes resistentes do patdégeno. O controle biolégico surge como uma
alternativa viavel, podendo atuar por diferentes mecanismos em um mesmo biocontrolador,
ou em diferentes biocontroladores combinados, o que se torna uma caracteristica favoravel
para o biocontrole (MELO, AZEVEDO, 1998). Bactérias eficientes foram selecionadas para o
controle da queima das bainhas (LUDWIG, MOURA, 2007) e utilizadas combinadas
(SOUZA JUNIOR, 2010). Assim, testaram-se diferentes tratamentos bacterianos eficientes,
isolados ou em combinacdo, para o controle da doenga e a promogdo de crescimento em
plantas de arroz.
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Material e Métodos

Os tratamentos utilizados foram: DFs185 (Pseudomonas synxatha (Ehrenberg)
Holland), DFs223 (P. fluorescens Migula), DFs306 (ndo identificado), DFs416 e DFs418
(Bacillus sp. Cohn), e as combinacbes DFs185/306, DFs185/416, DFs185/306/416. As
bactérias foram cultivadas a 28°C/24h. Apos, foram suspensas em solucdo salina (NaCl
0,85%) (As40=0,5). Sementes de arroz da cv. El Passo 144L foram microbiolizadas em
suspensao bacteriana, a 30°/10°C. Como testemunha, sementes foram imersas em solucdo
salina (com ou sem inoculacdo) ou em salina mais o fungicida Vitavax Thiram® 200SC
(Carboxin + Thiram) (3mL.Kg™ de sementes). As sementes tratadas foram depositadas em
vasos com 7Kg de solo ndo esterilizado, em quatro repeticdes, inteiramente casualisado.

O preparo do in6culo e a inoculagdo do patdgeno seguiram metodologia descrita por
Ludwig, Moura (2007). As plantas foram avaliadas sete dias apds a ultima infestacdo do solo
segundo a severidade da doenga, com notas, segundo IRRI (1975).

Apds o estadio de maturacdo, avaliaram-se o nimero de paniculas (NP), peso seco de
grdos (PSG), peso seco de grdos chochos (PSGCo) e cheios (PSGCe) e nimero de graos
cheios (NGCe). Estes graos foram avaliados quanto a incidéncia de manchas, atribuindo notas
(1, 3,5, 7 e9) (IRRI, 1975). As raizes foram destacadas, lavadas em &gua corrente, e secas a
60°C/4 dias, para determinacdo do peso seco de raizes (PSR).

Resultados e Discusséo

De todos os tratamentos avaliados, DFs418 (Bacillus sp.) proporcionou maior controle
da doenca em relacdo a testemunha (60%), ndo diferindo de DFs185/306 e DFs185
(Pseudomonas synxatha) com 50% e 40% de controle, respectivamente (Figura 1). Estes
resultados concordam parcialmente com Souza-Junior (2010), quando o autor verificou que as
combinagbes foram mais eficientes (43 a 50% de controle), do que os isolados utilizados
individualmente.
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Figura 1: Porcentagem de controle da queima das bainhas proporcionada pela microbiolizacdo de
sementes com rizobactérias, isoladas ou em combinagdo, apds inoculacdo de Rhizoctonia solani trés
vezes com intervalos de 10 dias em plantas conduzidas em solo ndo esterilizado em casa de vegetacéo.

Para os valores do peso seco de raizes (PSR), as bactérias DFs185, DFs416 e DFs223
se destacaram, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, inclusive das plantas nédo
inoculadas. Ja para o restante das variaveis de producédo avaliadas, todos os tratamentos foram
iguais, mostrando que a incidéncia do patégeno e também seu controle neste caso, ndo



interferiram significativamente na producdo (Tabela 1). Entretanto, em trabalho utilizando
somente bactérias individualmente, os isolados DFs185, DFs223 e DFs306 reduziram a
severidade da queima das bainhas e proporcionaram aumento do peso da matéria seca de
raizes e parte aérea em niveis iguais ou até mesmo superiores aos do tratamento com
fungicida (LUDWIG, MOURA, 2007), o que néo se repetiu no presente trabalho.

Tabela 1: Peso seco de raizes (PSR), nimero de paniculas (NP), peso seco de graos (PSG), peso seco
de grdos chochos (PSGCo), peso seco de graos cheios (PSGCe), nUmero de graos cheios (NGCe) e
severidade de manchas em grdos provenientes de plantas de arroz originadas de sementes
microbiolizadas com diferentes isolados e combinagGes de rizobactérias, inoculadas com Rhizoctonia
solani por trés vezes com intervalos de 10 dias em plantas conduzidas em solo ndo esterilizado em
casa de vegetacao.

Tratamento PSR (g) NP™ PSG PSGCo PSGCe NGCe Nota
@™ @™ @™ "
DFs185 88,66 a 16,25 11,52 3,38 8,70 372,00 8,50
DFs223 7441 a 20,25 12,04 3,95 8,63 371,25 8,50
DFs306 58,86 b 16,00 9,27 3,49 6,33 270,00 8,50
DFs416 78,37 a 1850 11,65 3,46 8,73 418,25 8,00
DFs418 50,68 b 18,00 7,66 2,85 5,17 227,00 7,50
DFs 185/306 48,98 b 18,25 13,14 3,91 9,84 429,00 9,00
DFs185/416 58,45 b 20,50 14,32 3,89 11,13 484,00 8,50
DFs185/306/416 40,82 b 16,25 14,14 3,10 11,74 522,25 7,50
T+F 40,01 b 18,00 10,83 3,17 8,18 366,00 7,00
T+l 3540 b 18,75 9,30 3,21 6,54 279,50 8,00
T 3484 b 21,00 10,73 3,34 9,40 412,94 7,75
C.V. (%) 38,48 22,66 29,41 22,46 40,74 40,37 32,6

Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia, em
quatro repeticdes; ™ — valores de médias ndo significativos; T+F - tratamento com o fungicida
Carboxin + Thiram; T+l — testemunha com inoculacdo do patégeno; T — testemunha tratada com
solugdo salina

Concluséao
O uso de alguns tratamentos bacterianos permite o controle da queima das bainhas.
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Resumo — Testaram-se diferentes rizobactérias, isoladas ou em combinacdo, para o controle
da mancha parda. Sementes da cv. El Passo 144 foram microbiolizadas com diferentes
tratamentos bacterianos e semeadas em vasos com 7Kg de solo nédo esterilizado, em casa de
vegetacdo. No estddio de emborrachamento, esporos de Bipolaris oryzae foram inoculados
com 10° conidios.mL™. A avaliacdo ocorreu aos 7, 14 e 21 dias ap6s a inoculacio, através de
notas em funcdo da evolucdo da lesdo. Foram calculadas as éareas abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD), sendo os valores submetidos ao teste de Scott Knott ao nivel
de 5% de probabilidade. As plantas foram mantidas até a maturagdo, quando foram obtidos
numero de paniculas, nimero de graos cheios, peso seco de graos, grdos chochos e cheios.
Estes foram avaliados também quanto a incidéncia de manchas. Todos os tratamentos
reduziram significativamente a severidade da mancha parda, exceto DFs306, sendo DFs416
(Bacillus sp.) o que apresentou maior porcentagem de controle (68%). N&o houve diferenca
estatistica para nenhum dos parametros de producéo avaliados.

Palavras-chave: Controle biol6gico, mancha parda, Oryza sativa, PGPR

Introducéo

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das espécies mais importantes em termos de valor
econdmico, sendo considerado o principal cultivo alimentar em muitos paises. E uma cultura
que esta sujeita a ocorréncia de varias doengas que provocam perdas na produtividade.

O fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoem (teleomorfo: Cochliobolus
miyabeanus (Ito & Kuribayashi)), agente etiol6gico da mancha parda, causa grandes danos
durante a germinacdo das sementes de arroz, resultando em reducdo no estande de plantas
(RIBEIRO, 1988). A doenga também causa lesfes foliares em plantas adultas, podendo
aumentar a esterilidade de flores, reduzindo o nimero de gréos por paniculas (OU, 1985).

O uso de fungicidas aumenta o custo de producdo, pode levar ao surgimento de
populagdes resistentes e implica na contaminagdo do meio ambiente. Para superar esta
limitacdo, uma das alternativas é o controle bioldgico pelo uso de rizobactérias, que vem
mostrando potencial na reducdo de fitopatogenos em arroz (LUDWIG et al., 2009).
Utilizaram-se rizobactérias selecionadas para o controle da mancha parda em arroz (LUDWIG
et al., 2009), isoladas e combinadas (SOUZA JUNIOR, 2010).

Objetivou-se com este trabalho, testar diferentes rizobactérias pré-selecionadas para o
controle da mancha parda, isoladas ou em combinagdo, visando o controle da doenca e
promogéo de crescimento em plantas de arroz.
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Material e Métodos

Os isolados bacterianos foram incubados a 28°C/24h, e suspensos em solugéo salina
(NaCl 0,85%) (As40=0,5). As sementes da cv. El Passo 144L foram microbiolizadas por 30
minutos a 10°C. Como testemunha, sementes foram imersas em solucéo salina (com ou sem
inoculacdo), ou em salina mais o fungicida Vitavax Thiram® 200SC. Os tratamentos
utilizados foram: DFs185 (Pseudomonas synxatha (Ehrenberg) Holland), DFs223 (P.
fluorescens Migula), DFs306 (ndo identificado), DFs416 e DFs418 (Bacillus sp. Cohn), e as
combinagOes DFs185/306/416, DFs185/416/418 e DFs306/416/418.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, onde se depositaram seis
sementes microbiolizadas em cada vaso contendo 7 Kg de solo néo esterilizado, com quatro
repeticdes, de forma casualizada.

A obtencdo de esporos do patdgeno e sua inoculacdo foram executadas conforme
descrito por Ludwig e colaboradores (2009). As avaliacdes ocorreram 7, 14 e 21 dias apos a
inoculacdo, com notas em funcdo da evolucdo da lesdo (IRRI, 1975). Os valores das &reas
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) foram submetidos ao teste de Scott Knott
ao nivel de 5% de probabilidade. Ap6s o estddio de maturacdo, contou-se 0 numero de
paniculas (NP), os graos foram colhidos, secos e pesados (PSG). Avaliaram-se também peso
seco de grdos chochos (PSGCo) e cheios (PSGCe) e nimero de graos cheios (NGCe). Estes
grdos foram avaliados quanto a incidéncia de manchas, atribuindo notas de 1 a 9, segundo a
escala proposta por IRRI (1975).

Resultados e Discussao

Todos os tratamentos reduziram significativamente a severidade da mancha parda,
exceto DFs306 (Figura 1). O isolado de Bacillus DFs416 foi o que apresentou maior
porcentagem de controle (68%), seguido dos isolados de Pseudomonas DFs185 (57%) e
DFs223 e a combinacdo DFs306/416/418 (45%). Estudos com bactérias, isoladas e
combinadas entre si, mostraram resultados semelhantes aos encontrados no presente trabalho,
onde o isolado DFs416 destacou-se como melhor tratamento no controle da mancha parda
(SOUZA-JUNIOR, 2010). Por outro lado, Ludwig e colaboradores (2009) utilizando
individualmente as mesmas bactérias verificaram que dentre os tratamentos avaliados, 0s
isolados DFs185 e DFs223 exibiram menor severidade desta doenca. Variagcbes de
desempenho por parte dos biocontroladores ndo é incomum, sendo que o0 uso de combinacao
dos isolados visa reduzir estas variacbes, mas ndo necessariamente sdo mais eficientes,
embora se espera que sejam mais estaveis.
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Figura 1: Curvas de progresso da mancha parda, de acordo com a evolugéo do tipo de lesio em avaliagdes realizadas 7, 14
e 21 dias apds a inoculagdo do patdgeno, em plantas originadas de sementes microbiolizadas com diferentes
tratamentos bacterianos e inoculadas com Bipolaris oryzae, conduzidas em casa de vegetacao. Letras
iguais no diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia. AACPD — Area
abaixo a curva de progresso da doenca; T+F — Testemunha com fungicida; T — Testemunha com
salina.

Quando se avaliaram os parametros de producdo, todos os tratamentos foram
estatisticamente iguais (Tabela 1). Estes resultados s&o similares aos obtidos por Ludwig e
colaboradores (2009), com as mesmas bactérias individualmente, porém estes autores
observaram que as bactérias proporcionaram aumentos significativos na massa de gréaos.

Tabela 1: Numero de paniculas (NP), peso seco de grdos (PSG), peso seco de grdos chochos
(PSGCo), peso seco de grdos cheios (PSGCe), numero de grdos cheios (NGCe) e severidade de
manchas em grdos provenientes de plantas de arroz originadas de sementes microbiolizadas com
diferentes isolados e combinacGes de rizobactérias, inoculadas com Bipolaris oryzae, conduzidas em
casa de vegetacdo

Tratamento NP" PSG (g)™ PSGCo (g) PSGCe (g) NGCe™ Nota™
ns ns
DFs185 12,50 3,13 2,87 0,46 23,50 6,50
DFs223 16,50 4,55 3,20 1,57 74,50 7,00
DFs306 15,25 4,88 3,31 1,82 87,50 6,50
DFs416 13,25 3,24 2,33 1,11 52,00 5,00
DFs418 17,50 4,22 3,54 0,86 41,75 7,50
DFs185/306/416 12,50 2,37 2,31 0,21 11,25 6,00
DFs185/416/418 17,50 5,33 3,91 1,67 78,00 7,00
DFs306/416/418 18,75 5,28 3,53 1,99 97,00 6,00
T+F 17,25 4,12 3,39 0,93 45,50 5,50
T 14,50 5,50 3,62 2,12 91,00 7,00
C.V. (%) 32,94 45,55 38,47 84,57 86,56 29,65

Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia, em
quatro repeticdes; ™ — valores de médias ndo significativos; T+F - tratamento com o fungicida
Carboxin + Thiram na concentragdo de 3mL.Kg™ de sementes; T+1 — testemunha com salina.

Concluséo
Alguns tratamentos bacterianos utilizados mostraram maior capacidade de controlar
mancha parda em casa de vegetagéo.
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Resumo - Os parametros de atividade e biomassa microbiana sdo de fundamental importancia
para avaliacdo de bioindicadores de qualidade do solo em diferentes sistemas de manejo. Este
trabalho objetiva avaliar a biomassa microbiana, atividade microbiana por meio de respiragéo
basal e qCO, em areas de pomar de citrus conduzido sob sistema convencional e organico e
mata nativa. As amostras foram, obtidas em marco de 2010 no municipio de Montenegro-RS,
retiradas de uma profundidade de 0-10 cm, tamisadas e encaminhadas para analise quimica,
de biomassa e atividade microbiana. Os resultados indicam que a atividade da microbiota foi
superior na area de mata com relacdo ao pomar organico que foi maior que o pomar
convencional e, apesar de ndo haver diferenca significativa entre 0 qCO, das areas analisadas,
a biomassa microbiana da area de mata e do pomar organico diferiram do pomar
convencional.

Palavras-chave: qCO,, respiracdo basal, indicadores de qualidade do solo

Introducéo

As atividades agricolas e as diferentes formas de sistemas de cultivos podem agravar
ou amenizar alteragdes em solos. Uma das estratégias para avaliar alteragdes em solos
cultivados € a sua comparagdo com solos sob vegetacdo nativa.

A atividade microbiana pode ser avaliada por meio da respiragdo basal, que consiste
na medida da producdo de CO; resultante da atividade metabdlica de microrganismos, no solo
(Parkin et al., 1996). No entanto, de acordo com Totola & Chaer (2002), a interpretacéo de
seus valores deve ser realizada com cautela. Altas taxas de respira¢do podem indicar tanto um
disturbio ecoldgico, como a adicdo de uma grande quantidade de matéria organica. Para uma
melhor interpretacdo desses resultados é calculado o quociente metabdlico (qCO.), que é a
relacdo entre a taxa de respiragdo basal por unidades de biomassa microbiana (Anderson &
Domsch, 1985).

O objetivo deste trabalho foi de avaliar a biomassa microbiana e atividade microbiana
por meio de respiracdo basal e qCO, em &reas de pomar de citrus conduzido sob sistema
convencional e organico e mata nativa.

Materiais e métodos

O experimento esta localizado no Municipio de Montenegro-RS e datava nove anos de
cultivo no momento da coleta. A amostragem foi realizada em margo de 2010, procedendo-se
a retirada de trés sub amostras de campo em cada local, com profundidade de amostragem de
0-10 cm. Além dessas, foram verificadas trés repeticGes de laboratério para cada amostra
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devido a variabilidade considerada neste procedimento analitico (Totola & Chaer, 2002). As
amostras foram encaminhadas imediatamente para o laboratério, onde foram tamisadas em
peneiras de 2 mm e mantidas sob refrigeracdo (4°C) até o momento das andlises. Para a
realizacdo das avaliagbes microbiologicas a umidade foi uniformizada para 60% da
capacidade de retencdo de agua. O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi determinado
segundo o método proposto por Jenkinson & Powlson (1976) de Fumigacdo-Incubacéo, e o
calculo para determinacdo do carbono da biomassa foi feito utilizando-se a férmula
matematica proposta por Horwath et al. (1996). A avaliacdo da respiragdo basal microbiana
foi realizada juntamente com a avaliacdo do CBM, sendo estimada pela quantidade de CO,
liberado do solo ndo fumigado durante 20 dias de incubagéo sendo todos valores corrigidos
para solo seco, enquanto que o qCO, foi calculado de acordo com a formula proposta por
(Anderson & Domsch, 1985). As determinac¢es quimicas (Quadro 1) das areas amostrais
foram feitas seguindo a metodologia Tedesco et al. (1995) e os resultados apresentados sdo
relativos a média de duas repeti¢cfes segundo analise de rotina praticada no Laboratério de
Anélise de Solo e Agua da UFRGS.

Quadro 1. Analise quimica das amostras de solo referentes as areas amostrais

Argila M.O. pH P K Ca troc Mg troc CTC Al+H

Solo e mg ket H0  SMP  .omgdm®... e emole.dm™ e

Mata 100,00 3,30 490 600 3400 70,00 1,80 0,50 6,90 4,40
Pomar Orgénico 60,00 420 690 7,00 100,00 6500 10,00 1,10 12,60 1,40
Pomar Convencional 80,00 330 580 620 4200 49,00 2,60 1,20 7,40 3,50

Resultados e discussoes

Verificou-se que as médias dos valores de respiracdo diminuiram de acordo com o
grau de manejo das areas, indicando que as comunidades microbianas presentes em area
nativa possuem uma atividade maior que em pomar sob manejo organico, que por sua vez,
possuem uma atividade maior do que em area de pomar convencional (Quadro 2). Resultados
semelhantes a média obtida ja foram mencionados por outros autores (Bandick & Dick, 1999)
na comparacdo entre area nativa e cultivada, salientando que diversos fatores contribuem para
uma maior atividade microbiana nas areas nativas, como a auséncia de preparo de solo, adi¢do
continua de residuos, melhor distribuicdo do sistema radicular e a maior diversidade floristica.

A biomassa microbiana verificada foi maior na area de Mata e no pomar de cultivo
organico co relacdo ao pomar convencional. A consolidacdo do manejo organico ha nove anos
com aporte de residuos vegetais no solo sem manejo quimico da area é, possivelmente, o
principal contribuinte para tal parametro.

O gCO2 nédo se mostrou sensivel entre as areas amostrais devido ao alto coeficientre
de variacdo dos resultados encontrados.

Quadro 2. Resultados de analises microbioldgicas obtidas em amostras de solo (0 — 10 cm de
profundidade). Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa para o 0=5% em teste
Tukey.

Mata Pomar Organico Pomar Convencional
(Rrﬁz]pgaé:?)o b:isga_l1 ) 311,53 a 186,11 b 101,46 ¢
-CO,. .
Biomassa microbiana 494.92 a 490,17 a 213,07 b

(mg.kg™)
qCO, 088a 0.79a 094a




Conclusdes

A atividade microbiana diminuiu de acordo com o maior grau de manejo das areas
indicando que as comunidades microbianas presentes em &rea de mata nativa possuem uma
atividade maior do que pomar sob manejo organico, que por sua vez, possuem biomassa e
atividade maior do que em area de pomar convencional avaliadas.
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Resumo - Espécies de Trichoderma spp. podem atuar como antagonistas aos fungos do
género Fusarium, os quais causam a fusariose, doenca que ataca diversas culturas, entre elas o
tomateiro. Este trabalho teve como objetivo a selecdo e caracterizacdo molecular de isolados
de Trichoderma spp. que possuem capacidade antagbnica a espécie Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (Fol). Os isolados de Trichoderma spp. foram coletados em diferentes plantas,
avaliados pelo Teste de Confrontagdo Direta e caracterizados através da regido ITS do rDNA.
Os isolados de Trichoderma spp. apresentaram distinta reacdo antagonista aos isolados de Fol
e foram separados em grupos através da regido ITS. Porém, para algumas espécies, a regiao
ITS ndo apresentou sitios informativos suficientes.

Palavras-chave: fusariose; antagonismo; ITS rDNA.

Introducéo

Os fungos fitopatogénicos pertencentes ao género Fusarium sdo causadores de
doencas de plantas em diversos hospedeiros, dentre os quais se destaca o tomateiro, atacado
pela espécie Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), causadora da murcha vascular. Para
o controle desta doenca, o emprego de microrganismos, como fungos antagonistas de
Trichoderma spp. pode ser uma alternativa ao emprego de agroquimicos. Trichoderma é um
fungo pertencente ao Filo Ascomycota (AGRIOS, 2005) e possui uma vasta gama de
espécies, sendo que sua identificacdo é geralmente baseada em caracteristicas morfolégicas.
Entretanto, as descricdes sdo baseadas em um numero limitado de isolados, o que pode
dificultar a caracterizacdo das espécies (FUIIMORI e OKUDA, 1994). Uma técnica que tem
sido usada para auxiliar na identificacdo e caracterizacdo destas espécies é o sequenciamento
da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA (DNA ribossdmico), a qual pode variar
na sequéncia de bases e no comprimento (GERBI, 1985). O presente trabalho objetivou a
selecdo e caracterizacdo molecular de isolados de Trichoderma spp. que possuem capacidade
antagbnica ao fitopatdgeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Materiais e métodos
Os isolados de Trichoderma spp. foram coletados no Rio Grande do Sul em diferentes
culturas: T1 e T4 (videira), T2 (gérbera), T3 (pepino), T6 (amor-perfeito), T15, T17 e T19
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(macieira) e, T8 e T5A, o0s quais ndo tém seus locais de origem identificados. O antagonismo
destes isolados em relacdo a espécie Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici foi avaliado de
acordo com Bell et al. (1982) e Abdell-Fattah et al. (2007). A manutencdo dos isolados foi
feito em meio BDA (DHINGRA e SINCLAIR, 1995). Para o estudo molecular, o DNA dos
isolados de Trichoderma spp. foi extraido (DOYLE e DOYLE, 1991) e a reacdo de PCR foi
realizada com os oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990) e as
condicdes de acordo com Lupatini et al. (2008). Para a construcdo da arvore filogenética, as
sequéncias foram alinhadas pelo ClustalW (THOMPSON et al., 1994) e a analise filogenética
foi conduzida utilizando o método Neighbour-joining (MEGA versédo 4) (TAMURA, 2006).
Para a identificacdo e caracterizacdo dos isolados, as sequéncias obtidas foram comparadas
com sequéncias que pertencem ao GenBank (ALTSCHUL et al., 1997).

Resultados e Discusséo

No teste de Confronto Direto, os isolados de Trichoderma spp. apresentaram
capacidade inibitoria variavel contra os isolados de Fol. Todos os isolados avaliados foram
similares quanto ao tamanho da regido ITS em gel de agarose, apresentando aproximadamente
600 pb. Os isolados de Trichoderma spp., quando comparados com sequéncias pertencentes
ao GenBank, formaram agrupamentos distintos (Figural).

';Trichoderma T

Trichoderma T15
viride HMO37937
atroviride GU176469
atroviride FN646616
atroviride AB570248
atroviridis AB563715
atroviride AB570248
atroviride HM176575
viride GU134889
viride HMO37976
atroviride HM176575
viride DQ841742
atroviride EU280111
atroviride AB570248
atroviride FJ232697
viride EU732725
atroviride HM176575
viride HMO37937

. viride HMO37976
Trichoderma T19

T. atroviride HM236005
Trichoderma T5A
Trichoderma T17

T. gamsii HM176559
Trichoderma T8

T. gamsii HM176564

T. gamsii HM176567

T. gamsii HM176560

T. asperellum HM545081
T. asperellum HM545080
Trichoderma T2

oa | T. asperellum HM545082

o0_0b
A
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o9
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T. asperellum HM545083
Trichoderma T3

Trichoderma T4

H. lixii AB374279
28 H. lixii EF191304

H. lixii EF191302

H. lixii GU563350
H. lixii FJ461573
oo | Trichoderma T6
H. 1 i FJ461580
H. lixii FJ461589
H. lixii FJ461574

—
0.005

Figura 1. Dendograma derivado das sequéncias das regides ITS do rDNA dos isolados de
Trichoderma spp. estudados e de isolados pertencentes ao GenBank com base em 5000 réplicas no

teste bootstrap.

Os isolados T2 e T3 formaram um grupamento com isolados que pertencem as
espécies T. asperellum. Os isolados T4 e T6 foram muito similares com a espécie Hypocrea
lixii, porém, apresentaram diferencas suficientes para formarem dois subgrupos. Os isolados
T1, T8, T15, T17, T19 e T5A ficaram agrupados juntamente com isolados de T. atroviride e
T. viride. Esse agrupamento se formou pela elevada similaridade que as espécies T. atroviride
e T. viride (Complexo Trichoderma viride/atroviride/koningii) apresentam em relacdo a sua



filogenia (morfologia e ITS rDNA), sendo que a regido ITS ndo apresentou sitios
informativos suficientes para a distin¢éo destas espécies

Conclusdes

Os isolados de Trichoderma spp. de diferentes origens apresentaram reacao
antagonista aos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol). A regido ITS, apesar
de ser uma ferramenta Gtil na identificacdo e caracterizacéo de espécies de Trichoderma, ndo
apresenta sitios informativos suficientes para a distin¢ao de algumas espécies.
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Resumo — A espécie Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici é subdivida em trés racas de
acordo com a sua viruléncia. Por exibir uma elevada variabilidade genética, a identificacdo
apenas por caracteres morfologicos pode ser de dificil execucdo, sendo entdo necessario a
complementacdo com ferramentas moleculares. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a
regido ITS do rDNA de isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici de diferentes racas e
regides geogréaficas. Realizou-se o teste de patogenicidade e analise filogenética da regido
ITS do rDNA. Os isolados foram diferenciados quanto a raca pelo teste de patogenicidade,
mas ndo foi possivel a diferenciacdo das racas dos isolados através da regido ITS do rDNA.
Palavras-chave: ragas; Fusarium oxysporum; formae speciales.

Introducéo

Os fungos do género Fusarium sdo conhecidos por causarem doengas em uma ampla
variedade de plantas, entre elas o tomateiro, o qual é hospedeiro da espécie Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C. Snyder & H. N. Hans., que é subdividida em racas,
tendo como base a sua viruléncia em diferentes cultivares do hospedeiro (ARMSTRONG e
ARMSTRONG, 1981). Devido a sua alta variabilidade genética, € necessario a aplicacdo de
ferramentas que possam auxiliar as técnicas ja existentes para possibilitar a diferenciacdo
entre isolados e racas. Uma técnica que tem sido usada é o sequenciamento da regido ITS
(Internal Transcribed Spacer) do rDNA (DNA ribossdmico), a qual pode variar de modo
intraespecifico (GERBI, 1985).

O objetivo deste trabalho foi auxiliar na identificagéo e caracterizagdo da regido ITS
do rDNA de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici de diferentes ragas e origens
geograficas.

Materiais e Métodos

Foram avaliados isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) obtidos de diferentes
origens geogréaficas. Os isolados de Fusarium 589, 859, 921, 921/2, 1205/1 e 1205/2 (Rio
Grande do Sul) ndo possuiam identificacdo de espécie e raca. Os isolados Fusarium 23 e
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Fusarium 27 (Espirito Santo) pertencem as ragas 2 e 1, respectivamente, e os isolados TO11 e
TO245 (Sao Paulo) pertencem a raga 2. As linhagens 26380, 34970, OSU451 e MM66 (EUA)
pertencem as racas 3, 2, 2 e 2, respectivamente e foram previamente identificadas como Fol, e
sdo linhagens padrdo dos grupos de compatibilidade vegetativa (GCV) desta formae
speciales. O teste de patogenicidade e identificacdo das racas foi realizado com as cultivares
de tomate diferenciadoras de racas de acordo com Reis et al. (2004). Para o estudo molecular,
0s isolados de Fusarium 1205/2, Fusarium 23 e 27, TO11, TO254, 26380, 34970, MM66 e
OSU451 foram multiplicados em meio batata-dextrose (BD) (DHINGRA e SINCLAIR,
1995). O DNA dos isolados foi extraido do micélio (DOYLE e DOLYLE, 1991). A reacdo de
PCR foi realizada com os oligonucleotideos iniciadores ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990) e
as condi¢Oes de acordo com Lupatini et al. (2008). As sequéncias obtidas foram comparadas
com sequéncias do GenBank, alinhadas pelo algoritmo ClustalW (THOMPSON et al., 1994)
e a analise filogenética foi conduzida utilizando-se o método Neighbour-joining pelo
programa MEGA (TAMURA, 2006).

Resultados e Discussao

Entre os isolados do Rio Grande do Sul, apenas o isolado 1205/2 de Fol ocasionou
sintomas da doenca, sendo classificado como Fol Raca 2. Pode haver isolados de Fol oriundos
de plantas diferentes, com sintomas de doenca que ndo ocasionam sintomas em cultivares
suscetiveis (CAl et al., 2003). Devido a este comportamento, somente o isolado 1205/2 foi
sequenciado. Foi confirmada a raga dos isolados TO11, TO245, Fusarium 23 e 27, 0s quais
foram utilizados como controle. Todos os isolados estudados foram similares quanto ao
tamanho da regido ITS em gel de agarose, apresentando aproximadamente 600 pares de bases.
Foram incluidas, para a andlise filogenética (Figura 1), sete sequéncias de F. oxysporum f. sp.
lycopersici, dois isolados de F. oxysporum f. sp. cubense e F. oxysporum f. sp. phaseoli.

F. oxysporum f. sp. lycopersici (HM043738)
F. oxysporum f. sp. cubense (EF590328)
a1 | F. oxysporum f. sp. lycopersici (DQ016235)
F. oxysporum f. sp. phaseoli (HM756257)
23| F. oxysporum f. sp. lycopersici (DQ452454)
F. oxysporum f. sp. phaseoli (HM756256)
— F. oxysporum f. sp. cubense (HM159366)
F. oxysporum f. sp. lycopersici 34970
F. oxysporum f. sp. lycopersici 0SU451
F. oxysporum f. sp. lycopersici Fusarium27
F. oxysporum f. sp. lycopersici MM66
P F. oxysporum f. sp. lycopersici 26380
F. oxysporum f. sp. lycopersici Fusarium23
F. oxysporum f. sp. lycopersici 1205/2
F. oxysporum f. sp. lycopersici TO245
41| F. oxysporum f. sp. lycopersici (GU327639)
F. oxysporum f. sp. lycopersici TO11
1olr F- 0xysporum f. sp. lycopersici (AY354400)
ra- F. oxysporum f. sp. lycopersici (AY354385)
— F. oxysporum f. sp. lycopersici (EU214564)
F. solani (EU727451)
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Figura 1. Dendograma derivado das sequéncias das regiGes ITS do rDNA, com base em 5000 réplicas
no teste bootstrap de isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici de diferentes ragas e origens
geogréficas. (): codigo de acesso ao GenBank. O fungo F. solani foi usado como outgroup.

Cabe ressaltar que no GenBank sd existem sete isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici identificados e com suas sequéncias das regides ITS inseridas neste banco. Pela
analise realizada através da regido ITS do rDNA néo foi possivel a diferenciacdo das racas



dos isolados de Fol avaliados. A regido ITS, apesar da pouca variabilidade, pode ser utilizada
como marcador filogenético para relagdes dentro do género Fusarium, embora ndo apresente
informacdo suficiente para comparacdes entre as f. sp. (MONTEIRO, 2004). Por isso, 0s
isolados de F. oxysporum f. sp. lycopercisi, f. sp. cubense e f. sp. phaseoli ndo apresentaram
distancias filogenéticas suficientes para formarem grupos diferenciados (Figura 1).

Conclusdes

A regido ITS do rDNA apresentou baixa variabilidade entre as racas de F. oxysporum
f. sp. lycopersici originarias de diferentes regifes geograficas, ndo sendo suficiente para
distingdo destas racas, porém apresenta variabilidade suficiente para a distincdo entre
espécies do género Fusarium.
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de controle da murcha do
Curtobacterium a partir da microbiolizacdo de sementes de feijdo com rizobactérias, frente a
cinco diferentes isolados de Curtobacterium flaccumfacens pv. flaccumfacens. Os tratamentos
foram: DFs093, DFs513, DFs769, DFs831, DFs842, DFs843, DFs912, isoladamente e em
combinagOes. As sementes foram microbiolizadas a 10°C/5h, e como testemunha, foram
imersas em solucdo salina. Apds, as sementes foram semeadas em vasos em dois plantios
diferentes. Com surgimento do primeiro trifolio, foi realizada a inoculacdo de 10uL da
suspensdo dos diferentes isolados. As avaliagcdes da severidade da doenca foram realizadas
apos 15 dias a partir de uma escala de notas de 0-9. Os valores foram submetidos ao teste de
Duncan ao nivel de 5% de probabilidade. Os menores valores de severidade foram observados
no primeiro plantio quando se inocularam os isolados Cff GO e Cff SP. No segundo, 0 menor
foi Cff SP. As rizobactérias apresentam potencial no controle da murcha do Curtobacterium e
a combinacdo das mesmas diversifica e intensifica o efeito individual das bactérias.

Palavras chave — biocontrole, Curtobacterium flaccumfacens pv. flaccumfacens, Phaseolus
vulgaris, co-inoculacdo, PGPR

Introducéo

O Brasil € um dos maiores produtores de feijdo (Phaseolus vulgaris L.). No entanto, a
cultura apresenta baixo rendimento, fato decorrente principalmente da incidéncia de doengas,
com potencial de danos de até 60%, principalmente quando o manejo ndo € adequado e
medidas de controle ndo sdo adotadas (NETO e FANCELLI, 2000).

Dentre os agentes fitopatogénicos, incidentes no feijdo, fungos e bactérias se
constituem importantes agentes etiologicos, principalmente pela facilidade com que se
disseminam, bem como pelas dificuldades encontradas no seu controle.

Entre as doencas bacterianas que incidem sobre a cultura, destaca-se a murcha do
Curtobacterium (Curtobacterium flaccumfacens pv. flaccumfacens (Hedges) Collins & Jones)
(Cff) constatada no Distrito Federal, Goias, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina (HERBES et
al., 2008). Para o controle dessa doenga, tem-se utilizado de sementes sadias e cultivares
resistentes, no entanto, muitas vezes torna-se inviavel devido a variabilidade dos patogenos.
Desta forma, dentro de um contexto de manejo integrado de doencas, o controle bioldgico tem
ganhado destaque, complementando as medidas ja empregadas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de controle da murcha do
Curtobacterium a partir da microbiolizagdo de sementes de feijdo com rizobactérias, isoladas
ou em combinagéo, frente a cinco diferentes isolados de C. flaccumfacens pv. flaccumfacens.



Material e Métodos

Os isolados bacterianos DFs093 e DFs769 (Bacillus cereus Frank.), DFs348 (Bacillus
sp. Conh.), DFs513 (Pseudomonas veronii Elomari), DFs831 e DFs842 (P. fluorescens
Migula), DFs843 e DFs912 (Rhodococcus fascians (Tilford)Goodfellow) foram cultivados
por 24 horas, e suspensos solucédo salina (NaCl 0,85%) (Asso= 0,50).

As combinacBes de alguns dos isolados foram constituidas por partes iguais da
suspensdo de cada isolado (DFs093+769+831; DFs093+769+842 e DFs769+348+831) (Asso=
0,50), constituindo respectivamente as combinac¢des C01, C02 e C03.

As sementes da cultivar BRS Valente foram microbiolizadas a 10°C/5h e como
testemunha, sementes foram imersas em solucdo salina. Apo6s a microbiolizacdo, as sementes
foram depositadas em vasos contendo 1 Kg de solo ndo esterilizado, com quatro repeticdes
em delineamento inteiramente casualizado, em dois plantios.

Apls o surgimento do primeiro trifolio, inocularam-se 10uL da suspensdo dos
diferentes isolados de Cff obtidos de diferentes localidades (Cff GO, Cff SP, Cff MG, Cff DF
e Cff SC) que foram crescidos por 48h/28°C e suspensos em solucdo salina (As40=0,20). As
avaliacGes da severidade da doenca foram realizadas apds 15 dias utilizando-se escala de
notas de 0-9 (MARINGONI, 2000). Os valores obtidos foram submetidos ao teste de Duncan
ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados

Observou-se que o0s tratamentos bacterianos testados apresentaram interacéo
biocontrolador/isolado patogénico de Cff (Tabela 1). Os menores valores de severidade foram
observados no primeiro plantio (Cff GO e Cff SP), tanto para as plantas tratadas com as
bactérias quanto para as testemunhas, e no segundo plantio, para Cff SP. Os maiores
percentuais de controle no primeiro (48,4%) e segundo (59,4%) plantios foram resultantes de
plantas inoculadas com o isolado Cff GO. Por outro lado, as combinagdes se destacaram, pois,
resultaram em estabilidade de biocontrole, controlando o patdégeno nos dois plantios. O
percentual medio de controle alcancado pelas combinaces foi de 38,9 (C02) a 48,7% (C01),
em contraste com a média dos outros tratamentos bacterianos que foi de 26,6%.

A combinagdo CO1 apresentou amplo espectro de acdo, reduzindo a severidade da
doenca independentemente do isolado de Cff. Em trabalho anterior, 0s mesmos tratamentos
controlaram eficientemente a maioria dos 16 isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli ou quando utilizados para microbiolizar 23 diferentes cultivares de feijio (CORREA,
2007).

A combinacdo C01 é composta por B. cereus (DFs093 e DFs769) e P. fluorescens
(DFs831), espécies conhecidas por sua capacidade de biocontrole, que apresentam atividade
quitinolitica (DFs769), lipolitica, proteolitica, produzem amonia e antibioticos efetivos contra
patégenos da cultura do feijio (CORREA et al., 2007).

Ndo se pode descartar a possibilidade destes isolados atuarem por inducdo de
resisténcia, pois apresentam algumas caracteristicas associadas a este mecanismo: intervalo de
tempo entre a aplicagdo e a manifestacdo do biocontrole; separacdo espacial entre o
biocontrolador e o patdgeno; inespecificidade de protecdo (STEINER e SHONBECK, 1995).

Os resultados obtidos reafirmam que o uso de combinagGes de microrganismos
potencializa a efetividade do controle biologico sobre varias estirpes do mesmo patégeno,
bem como outros agentes fitopatogénicos, por haver a expressdo de diferentes mecanismos de
acéo.



Tabela 1 - Severidade de cinco isolados de Curtobacterium flaccumfacens pv. flaccumfacens em
plantas de feijao oriundas de sementes microbiolizadas com tratamentos bacterianos, em dois plantios

Primeiro plantio Segundo plantio
Trat Cff Cff Cff Cff Cff Cff Cff Cff Cff Cff

GO SP MG DF  SC GO  SP MG DF sc
?Fsog 1,0bB é’oa iOCd 50dA 50bA  20dC  50bcB  45cdeB  7.0abA  45cdeB
SFSM 1.2bC é’oa 80aA 50dB 50bB  45bcB  35cdB  7,0bA  7.0abA  4.0cdeB
g’FS?G 2.0abC (1:’53 4508 50dB 70aA  50bB  60abB 50cdB  55bcB  8,0aA
1DF583 1,0bC é’oa 55cdB 55dB 7.0aA  50bA  20dB  45cdeA 50cA  55bcA
EFSM 1.5hC é’7a 852A 90aA 55bB  30cdC  50bcB  60bcB  85aA  50cdB
?FSM 1,0bC (13’0"" 25eB  50dA 5,0bA 3.0cdC g'oabA 50cdB  50cB  7,0abA
EFsgl 1.2bC 23’7"" 60cB 80bA 60abB  30cdD 70aB  90aA  7,0abB  50cdC
"C01 1.2hC éoa 3B’°eA E'OdA 35cA  45bcA  20dB  27eAB  40cA  30eAB
* 2,0a  5,0cd 3,0cdB 4 5cde
coz 1c 2P > 500A 358 20dC  50cdA  50cA 3>
"Co3 é’oabB é’za 30eB  50dA 30cB iSde 17dB 40deA 50cA  3.5deA
T 2,538 ZB’O"" 70bA  70cA 60abA  90aA  42bcC é’SabA 75aAB  7,0abB
cV 185 234

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e maidscula nas linhas ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade *C01 (DFs093+DFs769+DFs831); C02
(DFs093+DFs769+DFs842); C03 (DFs348+DFs769+DFs831). Trat = Tratamento; T = Testemunha.

Conclusdes

As rizobactérias testadas apresentam potencial de uso no controle da murcha do
Curtobacterium e a combinacdo das mesmas diversifica e intensifica o efeito que as bactérias
produzem individualmente.
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Resumo — A Colecgdo de Culturas de Rizobio SEMIA é o banco de germoplasma oficial para
rizobios no Brasil, a qual fornece as estirpes para a inddstria fabricante de produtos
inoculantes. Nesta colecdo é feito anualmente, um rigoroso processo de controle de qualidade
das estirpes liofilizadas e preservadas em &leo mineral. Foram recuperados 16 lotes
liofilizados e 10 tubos contendo culturas preservadas em o6leo de estirpes de rizobio SEMIA
noduladoras de feijdo, soja e feijdo caupi e realizadas avaliacBes de pureza, caracterizacao
morfofisioldgica e testes de eficiéncia agrondmica em casa de vegetacdo. Com base nos
resultados das caracterizacdes morfofisioldgicas das estirpes analisadas, pode-se concluir que
as mesmas estavam puras e mantiveram suas caracteristicas originais. Nos testes de eficiéncia
agrondmica, todas as estirpes comprovaram a efetividade da nodulagéo, para os dois métodos
de preservagdo. Apenas a estirpe SEMIA 6461 lote 0704, (feijdo caupi) ndo comprovou
eficiéncia em FBN. As estirpes autorizadas para o cultivo de feijdo ndo comprovaram
eficiéncia, excetuando-se a estirpe SEMIA 4077 lote 0908.

Palavras-chave: rizobio, fixacdo biologica do nitrogénio, liofilizacdo, preservacdo em 6leo,
caracterizagdo morfofisiologica.

Introducéo

Com o aumento do conhecimento dos mecanismos que regem a fixacdo biolégica do
nitrogénio (FBN), e aceleracdo da tecnologia de isolamento e caracterizacdo dos
microrganismos fixadores de N, em leguminosas, houve o surgimento do inoculante, um
produto que contém estirpes de rizébios que, adicionados as sementes de leguminosas,
diminuem ou excluem a necessidade de adubacao nitrogenada.

A Colecdo de Culturas de Rizébio SEMIA (Secdo de Microbiologia Agricola) do
Laboratorio de Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio (LFBN) da FEPAGRO é o banco de
germoplasma oficial para rizébio no pais, o qual fornece estirpes para a indudstria, pesquisa e
ensino. Nesta Cole¢do, os microrganismos encontram-se preservados sob a forma liofilizada e
em tubos com cobertura de éleo mineral esterilizado. Anualmente é realizado um rigoroso
processo de controle de qualidade destas bactérias a fim de garantir a distribuicdo de estirpes
auténticas. O objetivo do presente trabalho foi verificar a pureza, a manutencdo das
caracteristicas morfofisiologicas e testar a eficiéncia da FBN de estirpes de rizobio
autorizadas para a producdo de inoculantes comerciais para os cultivos de feijao, soja e feijao
caupi nos dois metodos de preservacao utilizados na Colecdo SEMIA.
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Materiais e Métodos

O trabalho foi realizado com 16 lotes liofilizados e 10 tubos com cobertura de 6leo
mineral armazenadas na Colecdo SEMIA, no periodo de marco a dezembro de 2009. As
avaliacOes de pureza e das caracteristicas morfofisiologicas foram realizadas no LFBN, e 0s
testes do potencial fixador de nitrogénio das estirpes foram realizados na casa de vegetacdo da
Faculdade de Agronomia da UFRGS. As estirpes utilizadas pertenciam a rizobios para 0s
cultivos de feijao, soja e feijao caupi.
Caracterizacdo morfofisiologica das estirpes

As estirpes foram recuperadas e inoculadas em placas de Petri contendo meio de
cultura CRYMA pelo método de esgotamento por estrias. As placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a temperatura de 28°C até a manifestacdo das col6nias e verificacdo da
pureza dos cultivos. Para caracterizacdo, foram realizados repiques, a partir das placas
originais, para placas contendo CRYMA e meios diferenciais (Agar Nutriente; Batata
Dextrose Agar; Glicose-Peptona com Purpura de Bromocresol; Tryptic Soy Agar; YMA com
indicador azul de bromotimol). Ap6s o tempo necessario de incubacdo para manifestacdo de
coldnias isoladas, procedeu-se a avaliacdo morfofisioldgica das seguintes caracteristicas:
manifestacdo do crescimento (em dias); alteracdo do pH no meio YMA-ABT,; forma,
elevacdo, borda, e superficie da colbnia; produgdo de muco; consisténcia da massa de
crescimento; detalhes dpticos; cromogénese e absor¢do de corante em meio YMA-ABT e
CRYMA,; coloragéo de Gram e manifestacdo do crescimento em meios diferenciais.
Testes do potencial fixador de nitrogénio das estirpes

Os testes de eficiéncia agrondmica foram realizados em blocos casualisados, com
quatro repeticdes por tratamento. Apds a emergéncia das plantulas, estas foram inoculadas
com a suspensdo bacteriana da estirpe indicada para o respectivo tratamento. Todos 0s vasos
do experimento receberam 10 ml de solucdo a 0,486% de nitrato de amonio (NH4NO3) aos 4-
5 dias ap6s a inoculagdo para garantir o pleno desenvolvimento das plantas em substrato
esterilizado. Os tratamentos do controle nitrogenado (C/N) receberam doses periodicas de
nitrogénio (10 ml de solucéo a 1,15% de nitrato de amonio). No periodo do florescimento de
cada cultivo foi realizada a colheita, separando a parte aérea para avaliacdo da matéria seca
total e as raizes para contagem e peso da massa seca de nédulos. Os resultados obtidos foram
analisados estatisticamente pelo programa ASSISTAT, através do teste de Tukey a 5%.

Resultados e Discusséo

As estirpes de rizobio analisadas neste estudo, independente do método de
preservacdo, apresentaram coloracdo Gram negativa e caracteristicas morfofisioldgicas de
coldnia compativeis com os resultados obtidos em anos anteriores. A comparacdo destas
caracteristicas fornece parametros que auxiliam no controle de qualidade das estirpes,
garantindo assim, a pureza dos rizobios armazenados no banco de germoplasma.

Com relacgdo aos testes de eficiéncia agrondmica, todos os tratamentos inoculados para
os trés cultivos tiveram nodulagéo eficiente, localizada em sua maior parte na coroa da raiz,
com nédulos apresentando coloragdo avermelhada (complexo enzimatico da nitrogenase
ativo). Os resultados da andlise estatistica dos dados dos testes de eficiéncia agronémica
podem ser visualizados na Tabela 1.

Pode-se evidenciar que em relacdo a média do numero de nodulos, ndo houve
diferenga significativa entre estirpes recuperadas de preservacdo em Oleo e liofilizadas. A
mesma observacdo foi constatada para a variavel massa de nddulos secos, com exce¢do da
SEMIA 6461 recuperada de liofilizag&o. Esta relativa igualdade entre os tratamentos quanto
ao numero e massa de nodulos foi também relatada por SOARES et al. (2006), utilizando
estirpes de feijdo isoladas e nativas, com testes a campo. Quanto a média da matéria seca da



parte aérea a mesma uniformidade entre as estirpes foi evidenciada, tendo também como
excecdo a SEMIA 6461 recuperada de liofilizacdo, o que talvez possa ser evidéncia de baixa
eficiéncia.

As culturas conservadas em Oleo mineral utilizadas neste trabalho tiveram bom
desempenho em casa de vegetacdo, apresentando nodulacdo eficiente. Segundo sugerem
SOMASEGARAN & HOBEN (1994), o método de liofilizagdo mantém as culturas viaveis
por, no minimo, 15-20 anos, o que pode ser evidenciado com as caracterizagdes
morfofisioldgicas e testes de eficiéncia agrondmica com resultados positivos e nodulacdo
satisfatoria realizados com as ampolas recuperadas neste trabalho.

Tabela 1: Andlise comparativa das médias do n° de nddulos, massa de nédulos secos e matéria seca
total da parte aérea dos tratamentos para os cultivos de feijdo, soja e feijdo caupi (analise estatistica —
Programa ASSISTAT).

TRATAMENTO n° nédulos Massa de Materia seca
nodulos secos (g)  total (g)
T1-4088 L.0208" 168,50 ab® 0,13480 ab 1,80 b
T2 - 4080 L.0908 158,75 ab 0,08310 b 1,40 b
o T3 - 4077 L.0908 235,25 ab 0,16345 a 2,21 ab
*g T4 - 4077 L.0407 159,00 ab 0,13808 ab 1,79 b
L
w T5-4077 COL? 142,00 ab 0,13713 ab 1,80 b
T6 4080 COL 273,00 a 0,14955 ab 1,72 b
T7-4088 COL 131,00 be 0,11730 ab 1,75 b
T8 - CIN® 0 c 0 c 2,77 a
T9 -/ INOC* 0 c 0 c 163 b
T1-5079 L.0208 156,50 ab 0,66340 abc 12,89 ab
T2 -5080 L.0608 155,25 ab 0,60903 ¢ 13,70 a
T3-5019 L.0608 175,00 ab 0,83648 ab 12,55 ab
T4 -587 L.0708 108,25 b 0,67438 abc 12,47 ab
T5 - 5079 L.0409 165,75 ab 0,61300 ¢ 13,46 a
T6 - 5079 L.0809 165,00 ab 059338 ¢ 12,73 ab
< T7-5080 L.0809 138,75 ab 0,64465 hc 13,16 a
3 T8 —5019 L.0909 186,00 a 0,83630 ab 12,36 ab
T9 - 587 L.0909 139,50 ab 0,75413 abc 11,81 ab
T10-587 COL 138,75 ab 0,78068 abc 13,53 a
T11-5019 COL 157,50 ab 0,87858 a 11,42 ab
T12-5079 COL 199,50 a 0,67760 abc 12,06 ab
T13-5080 COL 163,50 ab 0,66285 abc 12,66 ab
T14-CIN 0 c 0 d 08,95 bc
T15-S/ INOC 0 c 0 d 06,10 ¢
T1-6461 L.0704 91,75 a 0,08358 ¢ 630 b
= T2 - 6462 L.0804 141,00 a 0,48668 ab 11,81 a
2 T3 - 6463 L.0804 99,25 a 0,38168 b 11,56 a
8 T4 -6461 COL 106,75 a 0,56563 a 969 a
’§ T5-6462 COL 141,50 a 0,50868 ab 12,87 a
y T6 - 6463 COL 104,25 a 0,38230 b 11,24 a
T7-CIN 0 b 0 c 10,07 a
T8-S/ INOC 0 b 0 c 59 b

! Numero do lote recuperado de liofilizacdo. * Estirpes recuperadas de preservacdo em 6leo.?
Tratamento com aplicagdo de nitrogénio.* Tratamento que n&o recebeu inoculacio.® Médias seguidas
pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5%.



Conclusdes

A caracterizagdo morfoldgica de estirpes fixadoras de nitrogénio para as culturas de feijdo,
soja e feijdo caupi, apresentam as mesmas caracteristicas de registro da estirpe na Colecao
SEMIA (independente do método de preservacdo), evidenciando a manutencdo das
caracteristicas originais e pureza da estirpe. Ja nos testes de eficiéncia agrondmica, todos 0s
tratamentos inoculados apresentam infectividade e eficiéncia, excetuando-se a estirpe SEMIA
6461 liofilizada do feijdo caupi, que apresenta nodulacdo sem comprovacao de eficiéncia da
FBN. Os testes de eficiéncia agrondmica devem ser repetidos para validar o potencial de FBN
da estirpe liofilizada. Para o cultivo do feijdo, todas as estirpes testadas sdo efetivas em
nodular, e apenas a estirpe SEMIA 4077 L.0908 mostra eficiéncia na FBN. N&o hé diferenca
significativa entre os resultados de eficiéncia agrondmica das estirpes recuperadas de
liofilizacdo daquelas conservadas em O6leo mineral, portanto, os dois métodos mostram-se
adequados para a preservacao destas estirpes no banco de germoplasma.
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Resumo - Os inoculantes se caracterizam por conter bactérias fixadoras de nitrogénio
comercializacdo e o controle de qualidade. Este trabalho visa analisar o perfil molecular das
estirpes comercias de inoculantes com a metodologia de rep-PCR, prevista na legislacdo de
controle de qualidade de inoculantes (Instru¢cdo Normativa n® 14, de 6 de maio de 2008,
Anexo | — MAPA). As amostras foram fornecidas pela Colecdo Cultura de Rizdbios —
SEMIA, da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria — FEPAGRO. Os resultados
indicam uma grande diversidade genética quando se compara estirpes para diferentes plantas.
Entretanto, estirpes que inoculam a mesma planta séo fortemente relacionadas, de maneira
que as estirpes de feijao possuem 100% de similaridade.

Palavras-chave: Rizdbios, perfil molecular, rep-PCR.

Introducéo

A producdo de inoculantes, no Brasil, teve inicio nos anos 50, com uma indUstria em
Pelotas-RS. Os primeiros inoculantes ndo continham concentracdo nem composicao
normatizada por lei. No inicio dos anos 80, foi elaborada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a primeira legislacdo exigindo que as empresas tivessem
uma série de normatizacdes na producdo do insumo, de maneira que 0s mesmos deveriam
conter somente estirpes recomendadas por instituicdes publicas de pesquisa. Desde entdo, a
manutencdo das estirpes recomendadas € realizada pela Colecdo de Cultura de Rizobios
SEMIA (Secdo de Microbiologia Agricola) da Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria
(FEPAGRO).

Ha mais de 40 anos sao realizados consideraveis esforcos para selecdo de estirpes para
diversas leguminosas. A soja é a cultura que mais se aplica inoculantes no Brasil,
consequentemente, possui 0 maior nimero de estudos relacionados a sele¢do e ao mecanismo
de simbiose. Atualmente existem 142 estirpes oficialmente recomendadas para a producéo de
inoculantes no Brasil (MAPA, 2006)

A caracterizacdo genética das estirpes é um trabalho que vem sendo realizado com o
advento das técnicas de biologia molecular baseadas na rea¢do de PCR (Reacdo de Polimerase
em Cadeia), variantes desta técnica como rep-PCR estdo sendo utilizadas para anélise e
caracterizagdo da diversidade genética das estirpes, todavia, muito trabalho ainda é necessario
para a completa identificacdo e separacao dos perfis moleculares dessas estirpes.

Este trabalho visa analisar o perfil molecular das diferentes estirpes utilizadas em
inoculantes comerciais com a técnica de rep-PCR.
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Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia Agricola e
Biologia Molecular, Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS. Os isolados utilizados foram fornecidos pela
Colecéo de Cultura de Rizobio — SEMIA, e sdo classificados conforme SEMIA e planta alvo.
(tabela 1)

A extracdo de DNA foi realizada conforme especificacbes do kit Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega Corp., Madison, USA). A concentracdo de DNA foi
verificada em gel de agarose 1%, com o padrdo de peso molecular de 400pb (Ludwig
Biotecnologia, POA, BR), eletroforese durante 40 min a 60V e coloracdo com Blue Green
(LGC Biotecnologia).

A amplificacdo foi realizada conforme Versalovic et al. (1994), com modificagOes
feitas por Giongo (2007). Os primers utilizados foram BOX (Versalovic et al., 1994) e ERIC
(Versalovic et al., 1991). Foram realizados 33 ciclos (92°C por 1 min de desnaturagdo, 65°C
por 1 min de anelamento, 72°C por 1 min de extensdo), e um periodo final de extensdo de
7min a 72°C. As amplificacdes foram visualizadas em gel de agarose 1,5%, eletroforese por
2,5 horas a 60V, coradas com Blue Green (LGC Biotecnologia).

Os tamanhos dos fragmentos foram normatizados (Gel Pro Analyser® 3.1) e os perfis
foram agrupados com algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean). Ap6s 0 agrupamento das amostras, uma matriz foi construida com os dois parametros
—analise polifasica (BOX-PCR + ERIC-PCR - 1:1).

Tabelal. Relacdo da cultura agricola com as estirpes selecionadas

Cultura Agricola Espécie de Rizobios SEMIA
Soja Bradyrhizobium elkanii 587, 5019
Bradyrhizobium japonicum 5079, 5080, 568, 566
Alfafa Sinorhizobium melioti 116, 134, 135
Amendoim Bradyrhizobium spp. 6439, 6440
Colopogonio Bradyrhizobium spp. 6152
Cornichéo Mesorhizhobium toti 806, 816
Crotalaria Bradyrhizobium spp. 6145, 6156
Ervilhaca Rhizobium leguminozarium bv trifolii 384
Estilozante Bradyrhizobium spp. 6154, 6155
Feijao Rhizobium tropici 4077, 4080, 4088
Guandu Bradyrhizobium spp. 6156, 6157
Serradela Bradyrhizobium spp. 905, 929
Trevo Branco Rhizobium leguminozarium 222, 235, 2082
Trevo Vermelho Rhizobium leguminozarium 222, 235, 2081, 2082
Trevo Vesiculoso Rhizobium leguminozarium 2050, 2051
Trevo Sub Rhizobium leguminozarium 222

Resultados e discusséo

Perfis complexos com multiplas bandas foram obtidos, o0 menor nimero de bandas
encontrado foi na SEMIA 235 de Rhizobium leguminozarum, para o primer ERIC, enquanto
que a média foi de 20 bandas em ambos 0s primers.



As trinta estirpes foram agrupadas com um nivel pequeno de similaridade 45% (figura
1). Visualiza-se uma boa separacdo entre géneros de Bradyrhizobium e os demais, embora a
estirpe de Bradyrhizobium spp. (SEMIA 6157) e a estirpe de R. Leguminozarium bv trifolli
(SEMIA 384) nédo seguiram o padrdo de diferenciacdo de género. J& a nivel de espécie, se
encontra algumas separacgdes, entretanto ndo se verifica um bom resultado. Resultados
semelhantes foram encontrados por Menna et al (2008) e Binde et al. (2009).
Figura 1. Agrupamento polifasico (1:1) BOX-PCR+ERIC-PCR.
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Concluséo

O BOX-PCR +ERIC-PCR se confirma como uma técnica boa para identificar uma alta
diversidade genética entre as estirpes de rizobios. Entretanto, os resultados encontrados
demonstram que a técnica possui dificuldades de agrupar as espécies.
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Resumo — Uma alternativa sustentavel para a reducdo de fungos contaminantes e 0 aumento
do poder germinativo de sementes € a aplicacdo de agentes de biocontrole. Este trabalho teve
por objetivo avaliar o efeito de isolados de Trichoderma spp. no controle de fungos
contaminantes e na promocao de germinacdo das sementes in vitro de Gochnatia polymorpha.
O experimento foi realizado utilizando-se a técnica do papel celofane, onde foram avaliados
quatro isolados de Trichoderma spp. Sementes foram inoculadas em placas de Petri com meio
de cultura contendo metabdlitos liberados pelos isolados. A avaliagdo constou do nimero de
sementes contaminadas e germinadas. Todos os isolados testados mostraram potencial para
controlar os fungos contaminantes e promover a germinagao das sementes de G. polymorpha.
Palavras-chave: germinacdo; fungos; controle bioldgico, Trichoderma spp.

Introducéo

Trichoderma spp. sdo fungos antagonistas que agem no controle de fitopatdgenos
através do parasitismo, antibiose e competicdo; além da sua acdo como indutores de
resisténcia de plantas contra doencas e como promotores de crescimento vegetal.
Trichoderma spp. tém levado a aumentos significativos na porcentagem e na precocidade de
germinacdo. Poucos estudos envolvem a interacdo entre microrganismos e as plantas
medicinais nativas, sendo que a exploragéo extrativista e o crescimento da populacdo humana
vém aumentando a pressao destrutiva sobre esta flora (ROSA; FERREIRA; 2001).

Gochnatia polymorpha (cambard) é nativa de alguns estados brasileiros, é
recomendada para reconstituicdo de ecossistemas degradados, para arborizacdo, a madeira
pode ser utilizada para diversos fins, suas flores sdo meliferas e as folhas sdo utilizadas na
medicina popular. As sementes, principal forma de propagacdo, estdo presas na parede do
fruto do tipo cipsela (CARVALHO, 2003). Os patdgenos afetam a qualidade e reduzem a
capacidade germinativa das sementes (KRUPPA; RUSSOMANNO, 2008).

A necessidade de plantas para a crescente demanda de matéria-prima de fitoterapicos e
a necessidade de reposicdo desses individuos na natureza, torna fundamental o
desenvolvimento de metodologias que tenham como propoésito a producdo de mudas de
qualidade, reduzindo o extrativismo, a fim de conservar o0 germoplasma e garantir a
manutencdo da biodiversidade vegetal. Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito de isolados de Trichoderma spp. no controle de fungos contaminantes e na promogao
de germinacéo das sementes in vitro de G. polymorpha.

Materiais e Métodos
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Desenvolvido no Laboratorio de Interacdo Planta-Microrganismos/CCNE/UFSM,
Santa Maria, RS, o experimento utilizou a técnica do papel celofane (ETHUR, 2002).
Utilizou-se 4 isolados, TSM1 e TSM2 de T. viride e 2B2 e 2B22 de T. harzianum. Utilizou-se
meio de cultura 4gua-agar (15 g.L™") + BD (batata-dextrose) 30% em placas de Petri. O meio
foi coberto com um disco de papel celofane semipermedvel, esterilizado (120° C/30 min.).
Discos de meio de cultura contendo micélios e esporos dos isolados, foram transferidos para o
centro das placas e as culturas mantidas em temperatura ambiente (21,1° C) e fotoperiodo de
12 h por 5 dias. Apo6s, o papel celofane foi retirado das placas juntamente com micélios e
esporos dos isolados, permanecendo apenas os metabdlitos liberados pelos isolados. Foram
inoculadas 25 sementes (cipselas) em cada placa e as culturas mantidas em temperatura
ambiente (20,46° C) e fotoperiodo de 16 h. A avaliacdo constou do numero de sementes
contaminadas e germinadas. O delineamento foi inteiramente casualizado num fatorial (4x2 —
isolados x sementes com e sem desinfestacdo + 4 controles: 2 controles com meio de cultura
agua-agar e 2 controles com meio de cultura agua-agar + BD 30%, na auséncia de isolados).
Foram avaliados 12 tratamentos, com quatro repeticdes por tratamento, cada repeticdo com 25
sementes. A desinfestagcdo das sementes foi realizada deixando-as imersas por 1 min. em
alcool 70%, 15 min. em NaCIO (1,5%) e 3 lavagens sucessivas em agua destilada e
autoclavada. As sementes sem desinfestacdo foram lavadas em &gua destilada e autoclavada.

Resultados e Discussao

As medias de porcentagem de sementes contaminadas entre os isolados ndo
apresentaram grandes diferencas, nos tratamentos com desinfestacdo. Entretanto, nos
tratamentos sem desinfestacdo, percebe-se que o isolado TSM1 apresentou maior potencial no
controle de fungos contaminantes. O celofane semipermedvel permite a nutricdo e
crescimento de Trichoderma spp. e difusdo de metabdlitos para o meio de cultura (ETHUR,
2002), os quais podem ter influenciado a contaminacdo das sementes desta espécie, pois a
producdo de metabolitos antibidticos volateis e ndo volateis por Trichoderma spp. inibem o
crescimento de patdgenos (TABELA 1).

TABELA 1 — Porcentagem de sementes de G. polymorpha contaminadas por fungos

Porcentagem (%)

TRATAMENTOS COM DESINFESTACAO SEM DESINFESTACAO
TSM1 3 1

TSM2 6 5

2B2 5 7

2B22 2 8

Controle 1 (Agua-agar + BD) 100 100
Controle 2 (Agua-agar) 85 92

Os isolados TSM1 e TSM2 contribuiram para o aumento na porcentagem de
germinacdo das sementes com desinfestacdo. Os tratamentos sem desinfestacdo com estes
isolados mostram que os fungos contaminantes reduzem a capacidade germinativa das
sementes, conforme Kruppa e Russomanno (2008). O isolado 2B2 inibiu a germinagdo das
sementes em relacdo ao tratamento sem desinfestacdo. Ousley et al. (1993), também
observaram que alguns isolados de T. harzianum auxiliaram e outros inibiram a germinacgéo
de sementes de alface. No entanto, comparando com o controle 1, o isolado 2B2 contribuiu na
germinacdo das sementes, uma vez que, no controle 1 o percentual de germinacéo foi zero. O
isolado 2B22 promoveu a germinagdo nos tratamentos com e sem desinfestagdo comparado
com o controle 1. Os controles 1, com meio de cultura agua-agar + BD 30%, tanto com



sementes desinfestadas quanto sem desinfestacdo, ndo tiveram germinacgéo, pois houve 100%
de sementes contaminadas nos dois tratamentos. O controle 2, com meio de cultura 4gua-agar
com desinfestacdo ndo obteve nenhuma semente germinada. Entretanto, o controle 2, sem
desinfestacédo, teve 3% de germinacdo. Esse resultado néo era esperado, portanto, infere-se
que ocorreu a germinacdo neste tratamento, em funcéo de que, o meio de cultura foi somente
agua-agar o que pode ter dificultado o crescimento de fungos contaminantes (FIGURA 1).
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2B22 Controle 1 Controle 2

Figura 1 — Germinacdo das sementes de G. polymorpha em interagdo com Trichoderma spp.

Conclusdes

Nas condic¢des em que o experimento foi realizado, os isolados TSM1 e TSM2 de T.
viride e os isolados 2B2 e 2B22 de T. harzianum reduzem o numero de sementes
contaminadas por fungos comparados com os controles. Infere-se que os isolados TSM1 e
TSM2 promovem a germinacao das sementes de G. polymorpha.
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Resumo - O uso de produtos quimicos € uma das formas mais utilizadas para o controle de
fitopatdgenos. Entretanto, a conscientizacdo dos riscos que o uso desses produtos implica,
novas formas de controle vem sendo desenvolvidas, como o controle integrado. A utilizacéo
dessa forma de controle deve ser avaliada jA& que o principio ativo pode afetar os
microrganismos empregados como agentes de controle bioldgico. O objetivo desse trabalho
foi avaliar o efeito do principio ativo captana sobre a producédo de sideroforos dos isolados de
Trichoderma spp. (Trichoderma harzianum TH11, Trichoderma viride TV21 e Trichoderma
sp. TO4, T16 e T20) isolados de solo da cultura do feijdo. Para isso, os isolados foram testados
em meio de cultura suplementado com a concentracdo recomendada de um produto comercial
com o principio ativo captana e os metabdlitos e foram avaliados através de uma reacao
colorimétrica. Todos os isolados de Trichoderma spp. produziram sideréforos. O principio
ativo captana inibiu a producao de sideroforos.

Palavras-chave: Trichoderma spp., controle integrado, sider6foros.

Introducéo

O controle quimico de fitopatogenos é feito através de varios tipos de produtos, que
sdo comumente denominados agroquimicos, incluindo fertilizantes e pesticidas. O grupo mais
importante de pesticidas utilizados para a erradicacdo de doencas de plantas € o dos
fungicidas (Kimati, 1995; Souza & Dutra, 2003). Com o uso generalizado dos defensivos
agricolas nas mais diferentes condi¢cdes ambientais, muitos problemas comecaram a ser
percebidos, tais como a ocorréncia de residuos em alimentos, contaminacdo de solo e agua,
efeito em organismos ndo visados e a intoxicacdo de trabalhadores rurais. Com a crescente
conscientizacdo sobre o risco do uso desses produtos, houve significativos avangos nas
legislacGes de registro e uso desses quimicos em muitos paises (Campanhola & Bettiol,
2003). Uma alternativa € o uso do controle integrado, empregando o controle quimico
concomitantemente com o controle bioldgico. Entretanto, essa préatica necessita de estudos, ja
que o principio ativo pode interferir nos mecanismos de acdo dos agentes de controle
biolégico, como na competicdo por nutrientes, antibiose, micoparasitismo (Howell, 2003;
Benitez et al., 2004). Nesse sentido, este trabalho objetivou verificar a interferéncia do
principio ativo captana na producdo de siderdforos em diferentes isolados do agente de
controle bioldgico Trichoderma spp.

Materiais e Métodos
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Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Fitopatologica
(LMF), Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, localizado em Porto Alegre, RS. Os isolados de Trichoderma spp.
(Trichoderma harzianum TH11, Trichoderma viride TV21 e Trichoderma sp. T04, T16 e
T20) foram previamente isolados de solo, planta infectada e esclerodios provenientes da
cultura do feijdo e identificados pelo grupo de pesquisa do LMF. O principio ativo captana
tem recomendacdo para a cultura do feijdo e foi adicionado ao meio de cultura na
concentracdo recomendada pelo fabricante (480 g/L).

Para determinacdo da producdo de siderdforos pelos isolados de Trichoderma spp.
empregou-se a a tecnica universal proposta por Schwyn & Neilands (1987). Inicialmente,
todos os materiais utilizados para o desenvolvimento dos ensaios foram lavados com HCI 6M
e, apbs, imersos em &gua deionizada por periodo de 8 horas e enxaguados em &gua
deionizada. O antagonista foi cultivado em meio de cultura BD, suplementado com captana
na concentragdo do produto comercial. Os isolados foram incubados por cinco dias sob
agitacdo constante a 28+2°C. Ap06s o periodo de incubacdo, foram retirados 0,5 mL do
sobrenadante do antagonista e que foram centrifugados por 10 minutos, a 14000 rpm, em tubo
Eppendorf. Em seguida, acrescentou-se 0,5 mL da solucdo indicadora de cromo azurol S
(CAS). O mesmo foi realizado sem a presenca do fungicida para verificar se hd mudanca na
deteccdo da producdo de siderdforos. A mudanca de cor da mistura de sobrenadante-indicador
de azulada para amarelo-avermelhado, em um prazo de 15 minutos, indica a producdo de
sideroforos pelo antagonista.

Resultados e Discussao

Os isolados T04, TH11, T16, T20 e TV21 produziram sideréforos in vitro. A producao
de sideroforos é indicada pela mudanca colorimétrica que ocorre no meio contendo CAS.
Essa reacdo ocorreu também com o isolado T20, entretanto a coloragdo da amostra nédo
correspondeu a coloracdo das demais, sendo cinza-azulado enquanto as demais sdo amarelo-
avermelhado, indicando a possibilidade da producdo de diferentes tipos de sider6foros pelos
isolados de Trichoderma spp. Em relacdo ao experimento realizado em meio suplementado
com o principio ativo captana, ndo foi possivel observar mudanca na coloragdo da amostra em
relacdo ao controle (Figura 1). Esse fato indica que o fungicida, embora ndo seja considerado
toxico inibe a producdo de siderdforos nos isolados de Trichoderma spp.



a l.ll
- | -

Figura 1. Deteccdo de siderdforos em filtrados de cultura dos isolados T04 (A), T16 (B),
T20 (C), TH11 (D) e TV21 (E). a— meio contendo captana, b — isolado de
Trichoderma, ¢ — controle.

Conclusotes
O principio ativo captana inibiu a producdo de siderd6foros dos isolados T04, T16, T20,
TH11le TV21.
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Resumo - A producdo de enzimas hidroliticas caracteriza um dos principais mecanismos de
acao de microrganismos utilizados como agentes de controle bioldgico. Entretanto, no campo,
a utilizacdo desses agentes concomitantemente com os produtos quimicos, como fungicidas,
pode reduzir a eficiéncia na producdo desses metabdlitos. Nesse sentido, esse trabalho
objetivou avaliar o efeito do principio ativo captana sobre a producao de enzimas hidroliticas
(quitinase, protease e glucanase) dos isolados de Trichoderma spp. (Trichoderma harzianum
TH11, Trichoderma viride TV21 e Trichoderma sp. T04, T16 e T20) isolados de solo da
cultura do feijao. Para isso, os isolados foram testados em meio de cultura suplementado com
a concentracdo recomendada de um produto comercial com o principio ativo captana e 0s
metabolitos e foram avaliados através de espectrofotometria. Todos os isolados de
Trichoderma spp. produziram enzimas hidroliticas. Na presenca do principio ativo, a
metodologia utilizada néo foi eficiente para a avaliacdo do efeito de captana na producéo de
enzimas hidroliticas.

Palavras-chave: Trichoderma spp., captana, quitinase, glucanase, protease

Introducéo

O mecanismo de producdo de enzimas hidroliticas faz parte de um processo chamado
parasitismo, que é caracterizado como o fendmeno de um microrganismo parasitar o outro
(Bettiol, 1991). Para fungos, o micoparasitismo apresenta-se como um processo complexo
que envolve uma sequéncia de eventos, incluindo o reconhecimento, ataque, penetracéo e
posterior morte do hospedeiro (Harman et al., 2004). Espécies de Trichoderma podem exercer
0 biocontrole parasitando varios fungos fitopatogénicos. Esse mecanismo é realizado pela
presenca de enzimas hidroliticas como as quitinases, glucanases e proteases que degradam a
parede celular (Harman et al., 2004). Considerando a importancia desse mecanismo e a
possibilidade de alteragdo no mesmo devido a aplicacdo concomitante de fungicidas e
Trichoderma sp., este trabalho buscou verificar a interferéncia do principio ativo captana na
producdo de enzimas hidroliticas pelo agente de controle biolégico Trichoderma spp..

Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Fitopatoldgica
(LMF), Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, localizado em Porto Alegre, RS. Os isolados de Trichoderma spp.
(Trichoderma harzianum TH11, Trichoderma viride TV21 e Trichoderma sp. T04, T16 e
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T20) pertencem a micoteca do LMF. O principio ativo captana tem recomendacdo para a
cultura do feijdo e foi adicionado ao meio de cultura na concentragdo recomendada pelo
fabricante (480 g/L).

A avaliagdo da interferéncia de captana na producdo de enzimas hidroliticas foi
realizada em meio liquido, com o objetivo de detectar e quantificar a producédo de quitinases,
proteases e glucanases produzidas pelos isolados de Trichoderma spp. A andlise da atividade
quitinasica e glucanasica foi baseada no método de Miller (1959), medindo a liberagcdo de
acucares redutores a partir da hidrélise de quitina coloidal e da laminarina, respectivamente,
pelo acido dinitrosalicilico. Primeiramente os isolados foram crescidos em meio de cultura
Mandel & Reese (1960) modificado suplementado com a concentragdo recomendada do
principio ativo, durante 5 dias, sob agitacdo orbital (150 rpm) em camara de crescimento a 28
+ 2°C. Para a andlise da atividade quitinasica e glucanasica 2 mL do meio de cultura foram
centrifugados durante 10 minutos a 14000 rpm. Posteriormente, foram colocados em tubos de
ensaio, 100uL de amostra (sobrenadante) e 550 puL de tampao citrato de sédio 50 mg/mL pH
4,8 e, apos homogeneizacdo, colocados em banho-maria a 50°C. Em seguida, 250 pL de
quitina coloidal 0,5% foram adicionados para a avaliacdo da atividade quitindsica e 250 pL de
laminarina 0,5% para a avaliacdo da atividade glucanasica, também a 50°C, e incubados por 1
hora. Apos esse periodo, adicionou-se 1 mL de DNS ainda no banho-maria, seguido da adi¢éo
de 100 pL de glicose 0,5 mg/mL. Em seguida, a solucdo foi fervida por 5 minutos e, apos
resfriar, foram acrescentados 2 mL de &gua destilada e a leitura foi feita em espectrofotdmetro
(A=545nm). A determinacdo da atividade proteasica foi baseada no método de Sarath et al.
(1989) utilizando azocaseina 2% como substrato. Os isolados foram crescidos nas mesmas
condi¢des nutricionais e ambientais descritas para quitinase e glucanase. Apds 5 dias de
inoculacdo, o substrato foi dissolvido em agua destilada e centrifugado a 1400 rpm, por 10
minutos. Em seguida, foram colocados em tubos Eppendorf, 150 pL da amostra
(sobrenadante) juntamente com 250 plL de azocaseina. A mistura foi agitada e incubada em
banho-maria a 25°C por 30 minutos. O &cido tricloroacético 10% foi adicionado para cessar a
reacdo, deixando descansar por 15 minutos. Decorrido esse periodo, os tubos foram
centrifugados a 1400 rpm por 5 minutos. Depois o sobrenadante foi transferido para um tubo
Eppendorf contendo 1,4 mL de NaOH 1M. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro (A=440 nm). Os controles consistiram da realizagdo da leitura de amostras
contendo apenas o0 meio de cultura suplementado com o fungicida e apenas 0 meio de cultura.
Para a determinacdo da atividade enzimatica foi preparada uma curva de calibracdo com
glicose nas concentragdes 0; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,350 mg/mL. Os valores médios foram
analisados usando uma analise de variancia (ANOVA), seguidos pelo pos-teste de Tukey
(5%) para a comparacdo das médias.

Resultados e Discusséo

Todos os isolados de Trichoderma spp. produziram enzimas hidroliticas relacionadas
ao micoparasitismo (Tabela 1). Alguns fatores podem influenciar a producdo de enzimas em
microrganismos antagonistas. A composi¢cdo do meio de cultura, o pH, a temperatura e
agitacdo sdo alguns desses fatores (Fleuri & Sato, 2008). Os resultados das amostras dos
isolados de Trichoderma spp. com a suplementagdo do meio com o principio ativo captana
ndo puderam ser interpretados pela falta de confiabilidade do método da hidrdlise da glicose.



Tabela 1. Atividade enzimatica (U) de quitinases, glucanases e proteases nas culturas de
Trichoderma spp.

Isolados Atividade Enzimatica (U)
Quitinase* Glucanase* Protease**
T04 868,6b 3407,2ns 0,66a
TH11 1152,6a 1312,3 0,46ab
T16 985,0ab 1326,4 0,24b
T20 996,6ab 1413,7 0,37ab
TV21 1047,9ab 1441,3 0,30ab

CV(quitinase)=10,182; CV(glucanase)= 110,339; CV(protease)=53,518. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si e ns= ndo houve diferen~ca significativa entre os isolados
para o teste de Tukey (5%)

Como o método selecionado para a producdo de quitinases e glucanases usa a
mensuracao da liberacdo de acucares redutores a partir da hidrélise da quitina coloidal e da
laminarina, respectivamente, a adicdo dos principios ativos no meio de cultura pode ter
inibido a producdo das enzimas pelo isolado, ou mesmo, a presenca de outros compostos
qguimicos no meio pode ter provocado diferentes reacdes com o uso de acido dinitrosalicilico
(DNS). Néo existem testes de interferéncia de principios ativos na producdo de enzimas
hidroliticas de Trichoderma spp. que pudessem confirmar a ineficiéncia do método ou que
sugerissem outras metodologias para a deteccdo das enzimas.

Conclusdes
O método comumente utilizado para a detec¢do de enzimas hidroliticas é alterado pela
presenca do principio ativo, impedindo a leitura dos resultados.
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Resumo — Objetivou-se avaliar rizobactérias, isoladas e em combinacdo para controle da
mancha parda, e o envolvimento destas com a inducdo de resisténcia. Os tratamentos foram:
DFs185, DFs223, DFs306, DFs416 e DFs418, isoladamente e em combinacGes. Sementes de
arroz foram microbiolizadas ou foram imersas em salina ou em fungicida vitavax-thiram
(testemunhas). O semeio foi realizado em solo ndo esterilizado, a inoculacdo do fungo no
estadio V4 (10°conidios.mL™) e a avaliacdo da severidade apés 7, 14 e 21 dias. As médias
foram agrupadas por Scott-Knott (5%). Folhas foram coletadas a Oh, 24h e 7 dias ap0ds a
inoculacdo e determinadas as atividades de catalases e peroxidases. Os melhores tratamentos
resultaram em 27 a 58% de controle. Os tratamentos DFs185 e DFs306 expressaram maior
atividade das enzimas nas primeiras 24 horas ap0s inoculagdo do patégeno.

Palavras-chave: ISR, Bipolaris oryzae, Oryza sativa, PGPR

Introducéo

A cultura do arroz irrigado estd sujeita ao ataque de varias doencas cujos danos
provocam perdas na produtividade das lavouras, dentre elas a mancha parda, causada pelo
fungo Bipolaris oryzae € considerada a de maior freqiiéncia nas lavouras gadchas.

Na maioria das vezes, o controle quimico torna-se necessario, mas além do alto custo,
seu uso implica no risco de contaminacdo do ambiente e do agricultor. O controle bioldgico
apresenta como aspectos positivos o baixo custo econdémico e ambiental. O biocontrole pode
ser alcancado por diferentes mecanismos de acdo, entre eles a inducdo de resisténcia de
plantas a patdgenos. Esta ocorre através do tratamento com microrganismos ou seus produtos
ou ainda, através de compostos organicos ou inorganicos, ativando mecanismos de defesa da
planta (VAN LOON et al., 1998).

Objetivou-se avaliar rizobactérias utilizadas anteriormente isoladamente (LUDWIG et
al., 2009) e em combinacdo (SOUZA JUNIOR, 2010) para controle da mancha parda, e 0
envolvimento destas na indugdo de resisténcia como mecanismo de agao.

Material e Métodos

Os isolados bacterianos foram crescidas a 28°C/24h, e suspensas em solucdo salina
(NaCl 0,85%) (As40=0,5). As sementes da cv. El Paso 144L foram microbiolizadas, por 30
minutos a 10°C. Como testemunha, sementes foram imersas em solugéo salina.

Os tratamentos bacterianos utilizados foram: DFs185 (Pseudomonas synxatha
(Ehrenberg) Holland), DFs223 (P. fluorescens Migula), DFs306 (ndo identificado), DFs416 e
DFs418 (Bacillus sp. Cohn), e algumas combinacdes destas.



O semeio foi em vasos contendo 1 Kg de solo néo esterilizado, com cinco repeticoes,
de forma casualizada. Quando as plantas atingiram o estadio de emborrachamento, foram
inoculadas por aspersdo de 10° conidios.mL™. As avaliacdes ocorreram 7, 14 e 21 dias ap6s a
inoculagdo do patdgeno, atribuindo-se notas (1, 3, 5, 7 e 9) em funcéo da evolucdo da lesdo
(IRRI, 1975). Os valores da severidade e das areas abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) foram submetidos ao teste de Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para a obtencdo do extrato enzimatico bruto, 250 mg da folha foram maceradas em
tampdo Tris-HCI 0,5 mol.L™ e centrifugadas a 10.000 g por 20 minutos/4°C. A atividade da
catalase foi determinada pelo desaparecimento do peroxido de hidrogénio a 240 nm e da
peroxidase, pela oxidacdo do guaiacol a tetraguaiacol a 470 nm (BEERS & SIZER, 1952).

Resultados

Houve variagdo quanto & eficiéncia de controle ao longo do tempo, no entanto o efeito
cumulativo resultou em controle significativo entre 29 a 58% (Tabela 1). Todos os
tratamentos foram efetivos, exceto o isolado DFs223. Néo foi possivel observar diferencas de
eficiéncia entre o uso de bactérias individualmente e de combinacdes destas.

Tabela 1: Notas da severidade da mancha parda ap6s 7, 14 e 21 dias ap6s a inoculacdo de Bipolaris
oryzae, em plantas de arroz originadas de sementes microbiolizadas com diferentes tratamentos
bacterianos, respectiva area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) e percentual de
controle da doenca.

Dias apds a inoculagao

Tratamentos Z dias 12 dias 51 dias AACPD % controle
DFs185 063 b 0,88 b 225 a 16,19 b 48
DFs223 1,00 a 1,25 b 3,00 a 22,75 a 27
DFs306 0,75 a 1,13 b 3,25 a 2188 b 29
DFs416 025 b 063 b 2,25 a 13,13 b 58
DFs418 050 b 1,13 b 250 a 18,38 b 41
DFs185/306/416 0,75 a 1,00 b 250 a 18,88 b 39
DFs185/416/418 0,13 b 025 b 325 a 1356 b 56
DFs306/416/418 0,25 b 038 b 350 a 1575 b 49
T 1,25 a 2,00 a 350 a 30,63 a 0
T+F 1,00 a 1,75 a 325 a 28,88 a 6
C.V. (%) 63,16 50,29 27,83 30,99

Valores seguidos da mesma letra minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo
teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia. T= testemunha tratada com salina; T+F=
testemunha tratada com salina mais o fungicida Carboxin+Thiran.

Entre as rizobactérias utilizadas neste trabalho, duas sdo espécies de Pseudomonas
(DFs185 e DFs223) e duas sdo de Bacillus (DFs416 e DFs418). Ha relatos que estes dois
géneros sdo produtoras de antibioticos, sider6foros e enzimas liticas envolvidas no
biocontrole (BANO & MUSARRAT, 2003), além de induzirem resisténcia sistémica
(CHOUDHARY & JOHRI, 2009).

No presente trabalho, foi possivel associar a participacdo das enzimas avaliadas ao
controle proporcionado por alguns tratamentos. A combinagdo DFs185/3067416 permitiu
aumento relativo intenso nas primeiras 24 horas para ambas as enzimas, sem que houvesse
reducdo muito abaixo do nivel inicial (Oh) (Figura 1). Por outro lado, o isolado DFs416
permitiu que plantas apresentassem elevada atividade de peroxidases, que foi mantidas nas
primeiras 24 horas, a qual pode ser atribuida, pelo menos em parte, o controle alcangado por
esta bactéria. A ativagdo de enzimas relacionadas a resisténcia nas primeiras 24 horas



geralmente associada ao eficiente controle de patogenos, como observado por Macagnan e
colaboradores (2008) em plantas de cacau elicitadas por bactérias de filoplano para o controle
do fungo causador da vassoura de bruxa.

No entanto, ndo se descarta a possibilidade do envolvimento de outras enzimas
associadas a inducdo de resisténcia que ndo foram avaliadas neste trabalho.
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Figura 1: Avaliagdo da atividade relativa ao tempo Oh de catalases e peroxidases, a partir de folhas de
arroz, provenientes de sementes microbiolizadas com rizobactérias, coletadas apds Oh, 24h e 7dias a
inoculacéo de Bipolaris oryzae.

Conclusdes
A utilizacdo de rizobactérias por meio da microbiolizagdo de sementes de arroz
permite o controle de doencas do arroz e parece estarem envolvidas na inducédo de resisténcia.
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Resumo — Produtos naturais e seus derivados estdo sendo alvo de pesquisas direcionadas a
aplicacdo dos mesmos no combate de doengas fitopatogénicas, apresentando uma alternativa
de interesse econémico e ecoldgico bastante promissores. Visando a importancia do
desenvolvimento de novos produtos antiflngicos na viticultura, o presente trabalho teve o
intuito de analisar o potencial antifingico, in vitro, de diferentes concentracdes de extratos
aquosos sobre Botrytis cinerea e Colletotrichum gloeosporioides, causadores da podriddo
cinzenta da uva e da podriddo da uva madura, respectivamente. Os extratos foram adicionados
em meio BDA, autoclavados e distribuidos em placas de Petri. Discos dos isolados foram
repicados para o centro das placas e o efeito fungitoxico foi avaliado medindo-se o diametro
das colbnias, quando na testemunha os fitopatdgenos atingiram a borda da placa. O extrato de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum) apresentou maior eficacia, inibindo totalmente o
crescimento micelial dos mesmos a partir da concentracdo de 5%. O extrato de tomilho
(Thymus vulgaris L.) proporcionou supressao total do crescimento micelial de ambos os
fungos a partir das concentracdes de 20 e 10%, respectivamente. A inibicédo total ou parcial do
crescimento micelial de B. cinerea e C. gloeosporioides, observada in vitro, pelos extratos
aquosos, indica a existéncia de compostos com acdo fungitéxica que possibilitam o emprego
destes no controle alternativo da podriddo cinzenta da uva e da podriddo da uva madura.

Palavras-chave: B. cinerea; C. gloeosporioides; atividade antifungica; extrato aquoso.

Introducéo

No Brasil, o Estado do Rio Grande do Sul é responsavel pela maior producdo de uvas,
possuindo 54% da area total plantada (BRASIL, 2007). As doencas € as pragas representam
séria ameaca a viticultura, constituindo-se em fator limitante a sua exploracdo econdémica. Os
métodos de controle adotados no pais apresentam limitacdes, sendo empregados,
tradicionalmente, produtos quimicos, com pouca utilizacdo de outras estratégias.
Produtos naturais e seus derivados estdo sendo alvo de pesquisas direcionadas a aplicacdo dos
mesmos no combate de doencas fitopatogénicas, apresentando uma alternativa de interesse
econbmico e ecoldgico bastante promissores. Adicionalmente, devido ao aumento da
resisténcia aos agroquimicos disponiveis, é imperativo que se pesquise novas alternativas
efetivas para doencas de plantas a base de compostos com potente atividade e baixa
toxicidade. O Brasil possui uma medicina popular rica e original, na qual o uso de plantas
ocupa lugar de destaque. A producédo de substancias bioativas pelas plantas ocorre atraves de
diferentes vias metabdlicas, gerando grande nimero de compostos, muitos dos quais somente
identificados em determinados grupos de plantas e em concentragdes variaveis (MARCANO
et al., 2005). Assim, o0s vegetais sdo uma fonte inesgotdvel de moléculas, muitas
desconhecidas, podendo servir de modelo a sintese quimica (MORANDI & BETTIOL, 2009).
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Com base na importancia do desenvolvimento de novos produtos antifingicos na
viticultura, o presente trabalho teve o intuito de analisar in vitro o potencial antifingico de
extratos aquosos sobre B. cinerea e C. gloeosporioides, causadores da podridao cinzenta da
uva e da podriddo da uva madura, respectivamente, os quais tém significativo impacto na
qualidade dos frutos.

Material e Métodos

Os extratos aquosos de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), anis-estrelado (Illicium
verum L.), camomila (Chamomilla recutita L.), cravo-da-india (Syzygium aromaticum),
gengibre (Zingiber officinale), horteld (Mentha piperita), orégano (Origanum vulgare L.) e
tomilho (Thymus vulgaris L.) foram preparados pelo método de decoccdo (SIMOES et al.,
2000). Preparou-se 1 L do meio de cultura BDA, sendo o volume de 200 mL depositado em
frascos de Erlenmeyer e, em seguida, adicionado as partes recomendadas das plantas secas,
obtendo-se 0 meio de cultivo nas concentracdes de 5, 10 e 20% (como testemunha, utilizou-se
somente BDA). Os frascos foram tampados com gaze (para posterior filtragem) e
autoclavados durante 20 min a 120°C e 1 atm de pressdo. Apos, 0s mesmos foram vertidos em
placas de Petri de 90 mm de diametro. Os isolados de B. cinerea CNPUV 145 e C.
gloeosporioides CNPUV 378 foram cultivados em BDA, a 25°C, com fotoperiodo de 12 h,
por 7 dias. Discos de 5 mm contendo micélio dos fungos foram inoculados no centro das
placas e incubados por 9 dias. O experimento foi realizado em triplicata.

Apos 3, 5, 7 e 9 dias realizaram-se medi¢des do crescimento radial da colénia em dois
eixos ortogonais, descartando-se o disco repicado da col6nia pura, sendo posteriormente
calculada uma média por placa. A porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) da coldnia
foi mensurada por meio da férmula: PIC = [didmetro da testemunha — diametro do
tratamento) / diametro da testemunha] x 100. Os dados de crescimento obtidos foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (SAS INSTITUTE, 1985).

Resultados e Discussao

Os dados revelaram interagOes significativas entre os fatores extratos agquosos X
concentracfes, sendo observado que o efeito dos extratos sobre o desenvolvimento dos
fitopatdgenos foi dependente das concentracfes utilizadas (Tabela 1).

Extratos de alecrim, gengibre, horteld e orégano ndo apresentaram efeito inibitorio
sobre B. cinerea, sendo que o extrato de camomila, na concentracdo de 10%, proporcionou
uma redugdo de 32,35% no crescimento do fungo. O isolado de C. gloeosporioides foi
sensivel a todos os extratos utilizados, porém, constataram-se reducfes significativas no
diametro das coldnias apenas quando foram empregadas as maiores concentracfes. Extratos
de camomila e orégano na concentracdo de 10% proporcionaram uma paralisacdo do
crescimento das colbnias de C. gloeosporioides a partir do quinto e do sétimo dias de
incubacgdo, respectivamente. O extrato de cravo mostrou-se altamente efetivo contra B.
cinerea e C. gloeosporioides, inibindo em 100% o crescimento micelial dos fungos para todas
as concentragOes testadas, tornando-se o melhor tratamento utilizado no experimento. O
extrato de tomilho proporcionou supressdo total do crescimento micelial de B. cinerea e C.
gloeosporioides a partir das concentragdes de 20 e 10%, respectivamente. O extrato de anis-
estrelado ndo pdde ser avaliado, pois ndo permitiu a solidificacdo dos meios de cultura.

Para a maioria dos extratos utilizados, os resultados indicaram a existéncia de
compostos secundarios biologicamente ativos capazes de exercer atividade antifingica sobre
os patdgenos B. cinerea e C. gloeosporioides. Conforme Morandi & Bettiol (2009), os



extratos aquosos empregados provocaram acgdo fungitoxica direta, pela inibicdo do
crescimento micelial através dos produtos naturais empregados; ou indireta, pela inducdo de
producdo de fitoalexinas ou outros compostos de defesa da planta.

Tabela 1. Crescimento micelial e PIC de B. cinerea e C. gloeosporioides em meio BDA,
contendo extratos aquosos de plantas medicinais e aromaticas, aos 9 dias de incubacao.
Concentragoes

Tratamentos (%) B. cinerea C. gloeosporioides
Crescimento Cresciment
micelial PIC (%) o PIC (%)
(cm) micelial
(cm)
Testemunha
(BDA) 0 8,5 0 7,17 0
5 8,5 0 3,17 55,79
Alecrim 10 8,5 0 3,87 46,02
20 8,5 0 3,15 56,07
5 8,5 0 6,45 10,04
Camomila 10 5,75 32,35 3,2 55,37
20 ND ND ND ND
5 0 100 0 100
Cravo-da-india 10 0 100 0 100
20 0 100 0 100
5 8,5 0 4,1 42,82
Gengibre 10 8,33 2 3,77 47,42
20 ND ND ND ND
5 7,97 6,23 6,63 7,53
Horteld 10 8,5 0 5,95 17,01
20 8,5 0 51 28,87
5 8,5 0 3,4 52,58
Orégano 10 8,5 0 2,5 65,13
20 ND ND ND ND
5 5,92 30,35 1,0 86,05
Tomilho 10 2 76,47 0 100
20 0 100 0 100

ND: ndo determinado. Extratos aquosos de camomila, gengibre e orégano a 20% ndo puderam ser
obtidos pelo fato dos mesmos estarem demasiadamente concentrados na solugao, apresentando-se
consistentes.

Conclus6es

A inibicdo do crescimento micelial de B. cinerea e C. gloeosporioides, in vitro, pelos
extratos aquosos indica a existéncia de compostos com acgdo fungitdxica que possibilitam o
emprego destes no controle alternativo da podriddo cinzenta da uva e da podriddo da uva
madura.

Apoio
Embrapa Uva e Vinho.
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Resumo - A podriddo parda do péssego é a doenca de maior importancia, podendo causar
danos as flores, aos ramos e frutos na pré e pos-colheita. Estd disseminada por regides de
clima temperado constituindo-se limitacdo para a producdo, fato agravado pela falta de
estratégias de controle com produtos alternativos aos agrotoxicos. Dessa forma o controle
bioldgico vem sendo estudado como uma alternativa, entretanto é necessario o conhecimento
da capacidade de sintese de compostos bioativos, por parte de isolados antagonistas.
Objetivou-se testar isolados bacterianos previamente selecionados como produtores de
compostos antimicrobianos, quanto a capacidade de produzir metabdlitos volateis in vitro que
inibam o crescimento micelial do patdgeno, através do método de placas sobrepostas. Dos 53
isolados bacterianos avaliados, 19 inibiram o crescimento micelial do fungo, gerando halos de
crescimento de diversos didmetros. Destacam-se 0s isolados DFs 465, DFs 628 e DFs 1020
com resultado positivo nas trés repeti¢oes.

Palavras-chave: prospeccdo; Prunus persica; podridao parda; controle bioldgico; antibiose.

Introducéo

O fungo Monilinia fructicola (Wint.) Honey, causador da podriddo parda em
pessegueiros, € 0 patdgeno mais importante entre os causadores de doengas nas fruteiras de
caroco. As perdas na producéo resultam da infeccdo das flores e do apodrecimento dos frutos
nas fases de colheita e pos-colheita (MOREIRA; MIO, 2007).

Considerando o elevado custo de producéo pela carga de produtos quimicos utilizados,
muitos produtores passaram a optar por técnicas alternativas, que possibilitam tirar vantagem
dos processos naturais e das interacfes bioldgicas benéficas para o solo e plantas (NEGRI,
2007). Desta forma, a estratégia do controle biolégico, vem sendo estudada como uma
alternativa. Neste sentido, o trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade in vitro de
producdo de compostos volateis por isolados bacterianos, no controle da podriddo parda em
pessegueiros.

Materiais e Métodos

Utilizaram-se 53 isolados bacterianos pertencentes & colecdo do Laboratério de
Bacteriologia Vegetal do Departamento de Fitossanidade da FAEM. Estes isolados foram
previamente selecionados em teste de antibiose por Mota et al. (2010), onde apresentaram
resultados positivos com halos de inibi¢cdo de maior intensidade.

Neste ensaio, foram utilizadas placas de Petri de poliestireno descartaveis. Em placas
contendo meio 523, foram espalhados 100 pL de cada suspensdo bacteriana preparada em
agua peptonada a partir de colénias com 48 horas de crescimento. Em placas contendo meio
BDA, transferiu-se assepticamente um disco do micélio do fungo (¢ = 0,5 cm), posicionando-



0 na regido central da placa. As tampas das placas foram removidas e os fundos de placas
com o antagonista foram justapostos com os fundos de placas contendo o fungo em teste, e o
conjunto vedado com fita adesiva. O experimento foi realizado em triplicata para cada
isolado. Como testemunha, utilizou-se 0 mesmo conjunto, mantendo-se estéril o meio
destinado ao cultivo das bactérias e adicionando o disco micelial no seu respectivo meio.

As placas foram incubadas a 22 + 2° C, por tempo suficiente até que o micélio do
fungo da testemunha atingisse o bordo da placa (cerca de sete dias). As avaliacbes foram
feitas com base na auséncia (0) e presenca (1) de halo de inibicdo do fungo, sendo medido o
diametro do crescimento micelial com paquimetro digital.

Resultados e Discusséo

O teste visando a deteccdo de compostos antifingicos volateis evidenciou a producao
de compostos bioativos. Dos 53 isolados bacterianos avaliados, 19 inibiram o crescimento
micelial de M. fructicola, gerando halos de crescimento micelial de diferentes dimensdes. Os
isolados que produziram compostos volateis ativos contra este fitopatégeno ndo o fizeram em
100% das repeticbes: 15,80% mostraram resultado positivo nas trés repeticdes, 21,05% em
duas e 63,15% em uma. Os isolados DFs 465, DFs 628 e DFs 1020 (tabela 1) inibiram o
crescimento do fitopatdgeno nas trés repeticdes executadas, apresentando média do diametro
do halo de 30,61 mm; 25,99 mm e 25,78mm respectivamente (tabela 2), considerando a
testemunha com aproximadamente 40,36 mm.

Tabela 1. Identificacdo e habitat dos isolados bacterianos que inibiram o crescimento micelial do
fitopatdgeno nas trés repeticoes.

Isolado Habitat

DFs 465 tunicas de alho

DFs 628 solo sob cultivo de alho
DFs 1020 solo

Tabela 2. Medidas em milimetros do didmetro do crescimento micelial de Monilinia fructila.

repeticées (mm)

Isolado média(mm)
R1 R2 R2

DFs 465 23,05 32,79 36,00 30,61

DFs 628 23,66 26,39 27,93 25,99

DFs 1020 16,91 21,98 38,45 25,78

Testemunha - - - 40,36

Ladeira (2004), avaliando a producdo in vitro de compostos volateis por 11
rizobactérias diferentes observou que todos os isolados bacterianos testados inibiram o
crescimento micelial de Quambalaria eucalypti. O crescimento micelial variou de 2,6 a 7,5
cm, com grau de inibicdo variando de 54,5 % a 84,5 %, concluindo que os isolados testados
produziram substancias antifingicas volateis toxicas ao patdgeno, resultando na inibicdo de
seu crescimento micelial.

Teste similar visando a detec¢do de compostos antifingicos volateis por bactérias de
filoplano de macieira evidenciou a producao deste tipo de composto por todos os antagonistas
sendo os fungos fitopatogénicos testados: Colletotrichum gloeosporioides; C. acutatum e
Glomerella cingulata sensiveis a estes compostos apresentando diferenca significativa em
relacdo a testemunha (ROLLEMBERG, 2008).



O percentual elevado de bactérias produtores de volateis com atividade antimicrobiana
nos trabalhos citados pode ser associada a uma selecdo prévia para biocontrole e/ou
isolamento a partir de hospedeiro do patdgeno alvo, o que ndo ocorreu no presente trabalho,
onde as bactérias avaliadas foram, na maioria, provenientes de solo, rizosfera de/ou filoplano
de outras plantas que ndo o pessegueiro, como arroz, feijao, milho e tomate.

Marcuzzo (2002) avaliando antibiose por difusdo em gel contra patdégenos do alho,
verificou que o isolado DFs465 controlou o crescimento de Embellisia allii, Aspergillus niger
e Pseudomonas marginalis. Em outros trabalhos de antagonismo, o isolado DFs628 inibiu o
crescimento de patdégenos do arroz como Curvularia sp., Bipolaris, Gerlachia e Pyricularia
oryzae, ao passo que DFs465 e DFs1020 ndo inibiram nenhum destes fungos (SOARES et al.,
2006).

Conclusdes

Resultados positivos para os isolados bacterianos em teste mostraram a capacidade em
produzir algum tipo de composto volatil toxico in vitro, capaz de inibir o crescimento micelial
de Monilinia fructicola, especialmente DFs465, DFs628 e DFs1020.
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Resumo — Ureases sdo enzimas multifuncionais que desempenham diversas fungbes em
plantas e microrganismos. Essas enzimas sdo abundantes no solo, podendo ser encontradas
em microrganismos e plantas, ou no solo como enzimas extracelulares adsorvidas em argila.
Bradyrhizobium japonicum é uma bactéria de solo que forma nddulos fixadores de N, na soja.
Esta bactéria sintetiza uma urease e seu papel na comunicacdo hospedeiro-simbionte ndo foi
investigado. Assim, purificamos e caracterizamos parcialmente a urease de B. japonicum. B.
japonicum USDA110 foi crescida por 15 dias em meio YM a 28°C, sob agitacdo. Extratos
bacterianos foram submetidos a cromatografia de troca i6bnica em Q-Sepharose, recuperando-
se a atividade ureésica na eluicdo com 0,3M de NaCl. Esta fracdo foi aplicada na resina
Source 15-Q, sendo que a atividade foi recuperada na fracdo eluida com 0,25M de NaCl.
Estes passos levaram a um indice de purificacdo de 731X, com 35% de recuperacdo
enzimatica. A caracterizacdo da enzima esta em andamento. Testes preliminares sugerem que
a urease B. japonicum ativa processos secretorios em células, o que poderia ser relevante na
comunicacdo bactéria-planta.

Palavras-chave: Soja, comunicacdo hospedeiro-simbionte, rizosfera.

Introducéo

Ureases (EC 3.5.1.5.) sdo metaloenzimas (Dixon et al., 1975) que catalisam a hidrolise
de uréia em NH;3 e CO; (Zerner, 1991). Em plantas, as ureases atuam na reciclagem de
nitrogénio (Stebbins et al., 1991) e na defesa contra patdégenos (Carlini & Grossi-de-Sa, 2002;
Becker-Ritt et al., 2007). Em microrganismos, a urease esta envolvida na utilizacdo de uréia
como fonte de nitrogénio e na viruléncia de organismos patogénicos (Mobley et al., 1995).
Em plantas e fungos, as ureases consistem em trimeros ou hexameros formados por uma
subunidade de 90 kDa, enquanto que enzimas bacterianas s&o complexos com 2 ou 3
subunidades. No solo, as ureases podem ser encontradas em microrganismos, raizes de
plantas (Mobley e Hausinger, 1989) e como uma enzima extracelular imobilizada em
componentes organicos e inorganicos do solo (Burns et al., 1972). Resultados do nosso grupo
indicam que tanto ureases vegetais quanto bacterianas induzem secrecdo em diversos tipos
celulares, tendo plaguetas como um dos modelos em estudo (Follmer et al. 2004; Olivera-
Severo et al., 2006), e sendo esta, provavelmente, uma caracteristica geral entre ureases. Deste
modo, postula-se que ureases presentes na rizosfera sejam ativas sobre as células da
proximidade, induzindo ou potencializando a secrecdo de mucilagem por raizes de plantas,
que traria beneficios para os microrganismos ao redor. Bradyrhizobium japonicum é uma
bactéeria do solo que forma ndédulos nas raizes de soja para fixagdo de N,. Esse microrganismo
produz uma urease, e seu papel na sinalizacdo ainda n&o foi investigado. Assim, este estudo
tem como objetivo purificar e caracterizar a urease de B. japonicum.
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Materiais e Métodos

B. japonicum USDA110 (cedido pelo Dr. Gary Stacey, Universidade de Missouri) foi
mantida por quinze dias em meio extrato de levedura-manitol a 28 °C, sob agitacdo de 125
rpm. Para obtencdo do extrato bruto, as células foram coletadas por centrifugacéo,
ressuspensas em tampao PEB pH 7,5 (NaPB 20mM, EDTA 1mM, B-mercaptoetanol 5mM) e
lisadas por ultrassom. Para verificacdo da quantidade de proteina durante a purificacdo, foi
utilizado o método de Bradford. A quantificacdo de urease foi estimada por método
colorimétrico fenol-nitroprussiato que detecta a amonia liberada (Weatherburn, 1967).
Estipulou-se que uma unidade é a quantidade necessaria de enzima para liberar um pumol de
amoOnia por minuto. Na cromatografia de troca iGnica em Q-Sepharose, com a resina
equilibrada em 0,15M de NaCl, as proteinas foram eluidas com gradiente descontinuo de
NaCl (0,2, 0,3 e 0,5M). A fragcdo com maior atividade foi aplicada na coluna Source 15-Q,
montada em um aparelho FPLC, sendo as proteinas eluidas em gradiente continuo de NaCl
(0-0,5M). Para o ensaio de agregacdo plaquetéria, sangue de coelho foi coletado em uma
solucdo de citrato de sdédio 0,313% (v/v). O sangue foi centrifugado a 200 x g por 20 min,
gerando de plasma rico em plaquetas. A agregacdo plaquetaria foi monitorada por
turbidimetria (Francischetti et al., 2000), usando um Lumi-Agregdmetro (Chrono-Log Co.)

Resultados e Discusséo

Na troca idnica com a resina Q-Sepharose, a urease foi eluida na fracdo com 0,3 M de
NaCl (Figura 1). Essa fracdo foi aplicada na resina Source 15-Q, também de troca anibnica,
sendo a atividade encontrada nas fracdes eluidas entre 0,2 e 0,3 M de NaCl (Figura 2).
Amostras da purificacdo foram visualizadas por SDS-PAGE (Figura 3). Estima-se que a
urease de B. japonicum tenha trés subunidades totalizando 90 kDa. A fracdo proveniente da
Source 15-Q ainda ndo esta pura, indicando que o processo de purificacdo deve ser otimizado.
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Figura 1: Atividade especifica (série 1) e atividade total (série
2) das fracBes eluidas na primeira etapa de cromatografia, na
resina Q-Sepharose. 1: N&o retido; 2: 02M NaCl, 3: 0,3M
NaCl; 4: 0,5M NaCl
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Figura 2: Perfil da cromatografia de troca ibnica em
Source 15-Q. O retangulo vermelho destaca o pico com
maior atividade ureésica.

Figura 3: SDS-PAGE. M: marcador, NR: ndo
retido, 3Q: fracdo 0,3M da Q-Sepharose, 5Q: fracdo
0,5M da Q-Sepharose, S: fragdo eluida na Source-Q.

Figura 4: Agregacao plaquetéria induzida por (a)
colageno (controle positivo), e por (b) urease de
B. japonicum.



Tabela 1: Tabela de purificacdo.

Eracies Proteina Volume Proteina Enzimas ':;mé::?z%: Rendimento indice de
¢ (mg/mL) (mL) total totais (UF; (%) purificacdo
Erxl}trgto 24 20 336 2586 0,005 100 1
Q-Sepharose 0,067 30 2,013 2327 0,708 89 142
Source-Q 0,103 4 0,103 899 3,658 35 731

Ureases agem em plaquetas pela inducdo da secrecdo de granulos densos plaquetarios,
ricos em serotonina e ADP, que desencadeiam o fendmeno de agregacao plaquetaria. A urease
de B. japonicum (57 pg) demonstrou capacidade de agregar plaquetas, como pode ser
observado na figura 5. Esse resultado estd de acordo com nossa hip6tese de um papel dessa
enzima na rizosfera.

Conclusdes

O protocolo de purificacdo apresentado resultou em um indice de purificacdo de 731
vezes com 35% de recuperacdo da atividade enzimética. Urease de B. japonicum induz
secrecdo em plaquetas, desencadeando o processo de agregacao plaquetaria.
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Resumo - O grande desenvolvimento da indUstria vinicola brasileira ocorreu na década de 70,
guando empresas internacionais se instalaram na Serra Galcha. Desde entdo, as vinicolas
brasileiras tém investido na busca da qualidade do produto, procurando competir com 0s
vinhos importados e alcancar o mercado externo. A fim de contribuir com a pureza e
autenticidade dos vinhos brasileiros e tendo em vista que muitos aspectos da contaminacao
microbiana de vinhos precisam ser esclarecidos, evidencia-se a necessidade de distinguir as
diferentes cepas de leveduras envolvidas no processo enoldgico — tanto responsaveis pela
fermentacdo alcodlica quanto as contaminantes. Sabendo que a principal fonte de
contaminacdo sé@o as barricas de envelhecimento da bebida, buscamos identificar leveduras
em vinhos tinto (cabernet sauvignon e merlot) envelhecidos em barris em duas vinicolas do
Estado do Rio Grande do Sul. Para tanto, foram semeadas amostras do vinho diretamente em
agar YEPG com cloranfenicol, nos volumes de 0,1mL e 1,0mL, sempre em triplicatas. Apds,
0s meios foram incubados a 28°C por uma semana e colbnias de leveduras de cada tipo
morfologico foram selecionadas, purificadas e armazenadas para posterior identificacdo. Na
primeira vinicola abordada, a média colonial encontrada nas amostras foi de 9x10* UFC.mL™,
das quais foram selecionadas 100 leveduras. A identificacdo dos micro-organismos estd em
andamento, bem como o isolamento de leveduras de uma segunda vinicola, da qual ja ha 20
micro-organismos selecionados. Com os resultados finais deste estudo pretende-se identificar
as leveduras presentes no processo enoldgico e orientar medidas para evitar sua contaminacao
no caso de leveduras indesejaveis serem encontradas.

Palavras-chave: identificagdo; leveduras; vinho.

Introducéo

O grande desenvolvimento da inddstria vinicola brasileira ocorreu na década de 70, quando
empresas internacionais (Chandon, Martini & Rossi e Heublein) se instalaram na Serra
Gaucha. Desde entéo, as vinicolas brasileiras tém investido na busca da qualidade do produto,
procurando competir com os vinhos importados e alcancar o mercado externo.

A maturacdo de alguns vinhos é realizada em barricas de carvalho, tanto francés quanto
americano. Esta etapa é a principal responséavel pela contamina¢do microbiana, especialmente
por Dekkera bruxellensis, hoje considerada como a maior causadora da deterioracao de vinhos
(Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003). Leveduras do género Dekkera/Brettanomyces sao
produtoras de fenois volateis que conferem sabores desagradaveis (off-flavour) ao vinho
(Chatonnet et al., 1992), conhecidos como “estabulo”, “suor de cavalo”, “couro”. Segundo
Chatonnet et al. (1992), as barricas de carvalho s@o nicho ecolégico para espécies
Dekkera/Brettanomyces, 0 que torna a reutilizacdo das barricas perigosa, ja que muitos
processos de higienizacdo (queima de enxofre em barris vazios) ndo sdo suficientes para



eliminacdo dessas espécies. Outros trabalhos relataram que o tratamento com agua quente e
vapor d’agua também nao sdo suficientes para eliminar leveduras e bolores aprisionados nas
madeiras dos barris.

Na elaboracdo de vinho, a fermentagdo alcodlica ocorre na presenca de diversas espécies
de leveduras e bactérias (principalmente lacticas e acéticas), tornando dificil tracar uma linha
entre a atividade fermentativa benéfica e a atividade deteriorante (Loureiro & Malfeito-
Ferreira, 2003). Por isso, leveduras deteriorantes sdo procuradas somente na estocagem ou
envelhecimento e durante o processo de engarrafamento. No entanto, muitos efeitos
deteriorantes ocorrem antes da fermentacdo, como a producdo de acetato de etila por Pichia
anomala (Plata et al., 2003), ou no inicio do processo fermentativo, como a produgdo de
acetato por Kloeckera apiculata/Hanseniaspora uvarum (Romano et al., 1992).

Com o objetivo de contribuir com a qualidade dos vinhos brasileiros e observando 0s
aspectos praticos de elaboracéo e envelhecimento, evidencia-se a necessidade de conhecer as
diferentes espécies de leveduras envolvidas em ambos os processos. O presente trabalho
objetiva identificar leveduras presentes em vinhos tintos (cabernet sauvignon e merlot)
provenientes de duas vinicolas do Rio Grande do Sul envelhecidos em barris de madeira.

Material e Métodos

Aliquotas de 0,1mL e 1,0mL de cada uma das amostras de vinho foram plaqueadas em
placas de petri contendo dgar YEPG acrescido de cloranfenicol. As placas foram incubadas a
28°C por uma semana. O plaqueamento foi realizado em triplicata. De cada placa, as colonias
morfologicamente distintas foram selecionadas, purificadas e armazenadas em agar GYMP
inclinado e cobertas por 6leo mineral para posterior identificacéo.

Testes de identificacdo fenotipico, baseado na fermentacdo e assimilacdo de fontes de
carbono (replica plate), crescimento a 37°C e crescimento em etanol estdo sendo realizados
com 25 dos isolados provenientes da primeira vinicola.

Para o teste de fermentacdo de glicose e crescimento a 37°C, as leveduras foram diluidas
em agua destilada estéril, em seguida, 100uL da suspenséo foi inoculado nos tubos contendo
0s meios especificos para cada experimento. O teste de fermentacdo teve duracdo de 21 dias
com leituras realizadas nos dias 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 e 21, através da producdo de didxido de
carbono dentro dos tubos de Durhan. O teste de crescimento a 37°C teve duracdo de quatro
dias, com leitura realizada diariamente analisando a turbidez com o cartdo de Wickerham.

O teste de assimilagdo de fontes de carbono foi realizado com a utilizagdo do replicador
(método replica plate). As leveduras foram suspensas em agua destilada estéril por 24h,
posteriormente 400uL da solucdo foi inoculado em cada um dos pocgos do replicador e as
placas com as fontes testadas (maltose, xilose, glucitol e galactose) foram “carimbadas” e
incubadas a 25°C. O experimento teve duracdo de trés semanas, com leitura feita em cada
uma delas.

O teste de crescimento em etanol foi realizado em solucdo contendo 0,67% YNB e 0,5%
etanol, incubado a 25°C.

Resultados e Discussdo

A média colonial encontrada nas amostras da primeira vinicola abordada foi de 9x10*
UFC.mL™, das quais foram selecionadas 100 leveduras. A selecdo de micro-organismos da
segunda vinicola ainda esta sendo realizada, no entanto, ja ha 20 isolados armazenados.

O teste de fermentacdo de glicose demonstrou que 100% das leveduras foram capazes de
fermentar esse acucar, sendo assim, novos testes com outros agucares (galactose, maltose,



xilose) foram testados. Destes, um isolado foi capaz de fermentar galactose e xilose e outros
dois isolados fermentaram a maltose.

No teste de crescimento a 37°C, 32% das leveduras testadas foram capazes de crescer a
essa temperatura, apresentando diferentes graus de turbidez. No teste de crescimento em
etanol, 64% dos isolados testados conseguiram se desenvolver em diferentes graus. Estes
isolados serdo submetidos a testes de crescimento em concentragdes mais elevadas de alcool
etilico.

Através da anélise da capacidade de assimilagdo de diferentes fontes de carbono,
juntamente com morfologia celular e colonial, serdo criados critérios para agrupar as
leveduras isoladas como pertencentes ou ndo ao grupo das leveduras Saccharomyces. No caso
de serem identificadas linhagens de espécies responsaveis pela deterioracdo do vinho,
medidas para prevenir a contaminagéo da bebida deveréo ser adotadas.

Conclusdes

Como resultado obtido dos testes de fermentacdo realizados, destaca-se a levedura
fermentadora de xilose e sua importancia como potencial biotecnoldgico para producdo de
xilitol ou bioetanol de segunda geragdo. Em termos de identificagdo, pelos poucos testes
realizados, ndo se pode chegar a uma conclusao de género e espécie dos isolados.
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Resumo - O Arroio Dillvio é a bacia hidrografica mais importante da capital galcha
possuindo 17.605m de extensdo sendo a nascente em Viamao e desdgue no Lago Guaiba. O
Arroio recebe varios tipos de dejetos oriundos de esgoto pluvial, doméstico e hospitalar.
Sendo assim, o Arroio recebe uma populacdo microbiana diversificada podendo alguns destes
microrganismos apresentar resisténcia a diferentes antimicrobianos e, portanto possiveis
disseminadores de genes de resisténcia. O objetivo do presente estudo é avaliar a diversidade
bacteriana presente nas aguas do Arroio DilGvio, no decorrer de seu curso, buscando
identificar e caracterizar esta populacdo de acordo com o seu perfil de resisténcia a
antimicrobianos. As amostras foram coletadas em cinco pontos, desde a nascente até a foz e
submetidas a etapa de isolamento e esgotamento da populacdo bacteriana através do processo
de semeadura em placas contendo diferentes meios de cultura seletivos e ndo seletivos. Apos
foi realizada a identificacdo bioquimica dos isolados, utilizando alguns testes como: catalase,
oxidade, SIM, VMVP, OF entre outros. Com isso foi possivel observar uma prevaléncia de
bactérias da familia das Enterobacteriaceae, 70% (59) dos isolados. Para a caracterizacdo do
perfil de resisténcia foi utilizado o método de difusdo em disco utilizando os seguintes
antibiéticos: AMC, AMP, CFL, CFO, CIP, CLO, CRO, EST, GEN, IMP, NIT, NOR, SUT e
TET. Nas coletas 1 e 3 observou-se que 66,66% (16) das amostras foram resistentes a 2 ou
mais antibidticos; na coleta 2, 58% (14); e na coleta 4, 95,45% (21) apresentou este perfil de
resisténcia para 2 ou mais antibiéticos.

Palvras-chave: diversidade microbiana, Arroio DilGvio, resisténcia.

Introducéo

Estima-se que, no mundo existam 1400 milhdes de Km? de agua, dos quais cerca de
97% correspondem aos oceanos e 0s 3% restantes € dgua potencialmente utilizavel para a
maioria das atividades humanas, sendo que apenas 0,02% da agua do planeta séo acessiveis
para aproveitamento pelo homem.

Mesmo uma éagua de aparéncia clara e limpa, pode estar contaminada por
microrganismos que podem ser provenientes do ar, do solo e de despejos de residuos
contendo dejetos de humanos e animais, 0 que representa um sério risco a saude, ja que
podem conter microrganismos patogénicos.

O curso principal do Arroio Dilavio possui 17,6Km de extensdo, nasce nas serranias
de Viamado e recebe o aporte das aguas dos arroios Marianos, Moinho, Sdo Vicente e
Cascatinha (Menegat, 1998), indo desaguar no Lago Guaiba.
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No decorrer de seu curso o Arroio sofre todo o tipo de agressdo, pois ele corta 0
municipio de Porto Alegre passando por 36 bairros e carrega o esgoto cloacal, sem nenhum
tratamento, de 3 bairros até o Lago Guaiba. Ainda recebe os efluentes de 37 unidades de
salide ao longo de seu trajeto o que agrava ainda mais a preocupagdo com a saude publica.

O uso indiscriminado de antimicrobianos coloca em risco tratamento de doencas
causadas por bactérias, pois essas podem carregar informacdo de resisténcia a uma ou mais
classes de antimicrobianos levando muitas vezes além dos problemas ambientais a sérios
problemas de saude publica. Desta forma o presente trabalho busca avaliar a diversidade
microbiologica nas aguas do Arroio Diluvio no decorrer de seu curso identificando e
caracterizando a populacédo bacteriana de acordo com o seu perfil de resisténcia.

Materiais e Métodos

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia —ICBS/UFRGS. Amostras de agua do Arroio
DilGvio foram coletadas no periodo de marco de 2009 a dezembro 2009 em cinco pontos de
coleta desde a sua nascente na Lomba do Sabéo até seu desaglie no Lago Guaiba, sendo eles:
no Parque Saint’ Hilaire; Av. Antonio de Carvalho; Rua Guilherme Alves; Av. Ramiro
Barcelos e Av. Borges de Medeiros. Apds as coletas, as amostras foram encaminhadas, sob
refrigeracdo, até o laboratério de Microbiologia para a realizacdo das analises
microbioldgicas.

Os isolamentos bacterianos foram realizados em diferentes meios de cultura tais
como:agar Salmonella-Shigella (SS), agar Cetrimide, agar Eosina Azul de Metileno (EMB),
agar Tripticaseina de soja (TSA) para posterior identificacdo das bactérias. As placas foram
incubadas a temperatura de 37° C por 24-48h.

Ap0s o isolamento e posterior coloracdo pelo método de Gram, para verificacdo da
pureza da colbnia, foram realizados diferentes testes bioquimicos para a identificacdo das
amostras de bactérias Gram-negativas: oxidase, catalase, agar triplice acucar ferro (TSI),
Citrato, Oxidacdo-Fermentacdo (OF), SIM, Citrato, Fenilalanina, Glicose, Lactose e Uréia.
Com base nos resultados obtidos, foi realizada a identificagdo utilizando Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology ( 1994).

Para a analise do perfil de resisténcia, foi utilizado o método de difusdo em disco, onde
a cultura pura foi crescida em caldo TSB (Caldo Triptona de Soja) até a turbidez adequada.
Apos o crescimento essa cultura foi inoculada, com um suabe estéril, em uma placa contento
0 meio de cultura 4gar Muller Hinton, onde foram dispostos 0s seguintes antibidticos: AMC
(10ug), AMP (30ug), CFL (30ung) CFO (30ug), CIP (5ug), CLO (30ug), CRO (30ug), EST
(10pg), GEN (10ug), IMP (10ug), NIT (300ug), NOR (10ug), SUT (25ug) e TET (30ug).
Apdbs um periodo de incubacdo de 16-18 horas, mediu-se o tamanho dos halos e comparou-se
com uma tabela especifica para a interpretacdo dos resultados.

Resultados e Discussdo

No decorrer do trabalho foram isoladas 84 col6nias dos diferentes meios de cultura,
destas 59 foram identificadas através de provas bioquimicas, as demais necessitam de mais
testes para se alcancar a identificacdo. Os 59 isolados (70% do total) sdo da Familia das
Enterobacteriaceae e diferentes géneros foram identificados. Escherichia coli foi a espécie
predominante com 22 isolados, Klebsiella pneumoniae (6), Escherichia adecerboxilata (5),
Citrobacter diversus (5), Shigella sonnei (4), Enterobacter intermedium (3), Yersinia
pseudotuberculosis (2), Providencia rettgeri (1), Serratia liquefanciens (1), Enterobacter
aerogenes (1), Klebsiella oxytoca (1), Enterobacter gergoviae (1), Citrobacter amalonaticus



(1), Escherichia blattae (1), Enterobacter agglomerans (1), Shigella dysenteriae (1), Proteus
mirabilis (1), Citrobacter freundii (1), Serratia plymuthica (1).

Considerando o grande descaso sofrido pelo Arroio DilGvio uma grande diversidade
bacteriana € esperada. Diariamente sdo liberados no arroio 600Kg de residuo provenientes de
diversas fontes. A presenca de bactérias do grupo das Enterobacteriacea condiz com o fato
que o Arroio Dillvio recebe uma descarga grande de esgoto doméstico in natura. E
importante identificarmos as espécies microbianas presentes nesse ambiente, pois a
determinacdo das espécies bacterianas produz informacfes valiosas a respeito das fontes
poluidoras das aguas superficiais. Vilanova et al.,(2002).

A populacdo microbiana no ambiente estd exposta a condi¢bes de sobrevivéncia
estressante, isto deve determinar a prevaléncia de algumas espécies mais adaptadas, como € o
caso da E. coli. Neste estudo, portanto as caracteristicas das dguas podem inevitavelmente
influenciar a sobrevivéncia da populacao bacteriana nesse ambiente.

Quanto ao perfil de resisténcia podemos observar um maior nivel de resisténcia a
antimicrobianos na 4* coleta onde obtivemos 95,45% dos isolados resistentes a 2 ou mais
antimicrobianos, para 1% e 3% coletas foi observado 66,66% e na 2%, 58%. A porcentagem mais
elevada pode estar relacionada as diferentes estacdes do ano, onde o periodo chuvoso pode
causar 0 aumento da incidéncia de resisténcia a antimicrobianos, de acordo com Peak et al,
(2007).

A resisténcia a antimicrobianos pode também estar relacionada com a contaminagédo
que o arroio sofre das unidades de salde do municipio e também o uso de antibidticos sem
controle pela populacéo, com isso o ele pode se tornar um potencial veiculo transmissor de
doencas.

Conclusdes

Como o Arroio Diltvio desagua no Lago Guaiba, o qual serve para o abastecimento de
agua potavel para a populacdo, é importante que medidas sejam tomadas para tratar esse
residuo antes do seu despejo e 0 monitoramento do mesmo.
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Resumo — O objetivo foi monitorar a qualidade do solo, atraves da atividade enzimatica da
urease, devido a aplicacdo de Xisto Retortado sob cultivo do feijoeiro. O experimento foi
conduzido na area experimental da UFSM Santa Maria - RS. Delineou-se 0s seguintes
tratamentos: T1- Adubagdo NPK; T2- XR 750 kg ha * + NPK; T3- XR 1500 kg ha * + NPK;
T4- XR 3000 kg ha * + NPK; T5- Testemunha absoluta; e T6- XR 1500 kg ha ™. Por tratar-se
de fonte de liberacdo lenta de nutrientes houve acréscimo na atividade da enzima avaliada,
Assim, com avaliacdo da atividade enzimatica da urease ndo encontrou-se efeito adverso
frente a aplicacgéo do xisto retortado.

Palavras-chave: xisto retortado, urease, feijoeiro.

Introducéo

O componente microbiano e a atividade enziméatica do solo sdo atraentes, como
indicadores para 0 monitoramento a perturbacdo ou a poluicdo dos solos por causa de seu
papel central e crucial no funcionamento do ecossistema do solo. Questdes importantes sdo o
que constitui um significativo impacto ambiental em solos e quando a recuperacdo é
completa. Os indicadores sdo necessarios, ndo s6 como substitutos para refletir a
funcionalidade dos solos, mas também para orientar a recuperacdo (Hinojosa et al, 2004). O
Xisto Retortado (XR), subproduto da extracdo de o6leo combustivel do folhelho
pirobetuminoso, compdem-se basicamente de hidrocarbonetos em maiores fracbes, menores
quantidades de Ca, Mg, K, P, S e metais pesados na ordem de mg/kg. A presenca de
elementos essenciais para as plantas nestes residuos, mostra a possibilidade de uso agricola.
No entanto, os metais pesados presentes indicam o potencial poluente deste material
(Goncalves et al, 2004). O objetivo deste trabalho foi monitorar a qualidade do solo atraves
da atividade enzimatica da urease tratado com xisto retortado em cultivo de feijoeiro.

Material e Métodos

O experimento foi implantado em janeiro de 2010 na é&rea experimental do
Departamento de Solos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), RS, localizada a
29° 45’ Latitude Sul, Longitude 53° 42> W GrW e altitude de 95 m. O clima da regido,
segundo Kdppen, é classificado como subtropical imido, tipo Cfa2.

O solo da area pertence a unidade de mapeamento S&o Pedro, e € classificado como
Argissolo Vermelho Distrofico arénico (Hapludalf). A planta teste usada foi o feijoeiro
(Phaseolos vulgaris, L.). O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com
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quatro repeticdes em parcelas de 25 m2 (5 m x 5 m). A adubacdo consistiu de 150 kg ha™ de
NPK na formulagdo 00-25-20 e 45 kg ha™ de uréia que foram aplicados juntos a semeadura.
Avaliou-se o efeito da aplicacdo de xisto retortado no solo sobre a atividade da urease nos
seguintes tratamentos: T1- Adubacdo NPK; T2- XR 750 Kg ha™* + NPK; T3- XR 1500 Kg ha’
1+ NPK; T4- XR 3000 Kg ha™® + NPK; T5- Testemunha absoluta; e T6- XR 1500 Kg h™.

A amostragem foi realizada com uma semana de implantacdo do experimento e na
diagnose foliar (44 dias ap0ds o plantio), na profundidade de 0-5 cm da camada superior do
solo. A atividade da urease, realizada no Laboratorio de Microbiologia do Solo e Ambiente da
UFSM, é determina com uréia como substrato, incubando em pH 9.0 (tampdo THAM 0,05M)
por 2h a 37°C e medido como N-NH** por destilacdo (TABATABAI, M., 1994; Tedesco et al,
1995). A atividade enzimatica (AE) é expressa em mg Kg™ h™. Para comparagéo de médias,
utilizou-se o teste de Duncan a 5 %.

Resultados e discussao

De acordo com Hinojosa et al (2004) a enzima urease é uma das mais eficientes na

descriminacdo dos niveis de poluicdo por elementos tracos e pode ser usado no
monitoramento de areas impactadas por estes elementos. Este comportamento é dado pela
combinacdo entre o0 metal pesado e o sitio ativo desta enzima, inativando a mesma, assim um
decréscimo na atividade desta hidrolase representa maior grau de poluicao.
Pode-se observar atravées da Fig. 1 que no inicio do experimento a testemunha absoluta (T5)
alcancou maiores indices para a AE da urease, diferindo apenas do T6 (XR 1500 kg ha™),
porém este tratamento ndo diferiu dos demais constituidos de adubac&o mineral. Ressaltando-
se ainda que o XR na dosagem mais elevada tendenciou a indices mais proximos ao
tratamento controle (T5).

Este comportamento deve-se provavelmente a uma fase de adaptacdo da microbiota do
solo ao aporte de uma nova fonte de nutrientes (fase lag) e isto pode ser comprovado pelo
maior indice de atividade apresentados na diagnose foliar, discorridos 44 dias do plantio e
florescimento pleno, pelo T6, o qual se destacou em relacdo aos demais tratamentos. Este
resultados correlacionam-se com os estudos de Goncalves et al (2004) onde a adicdo de 20 t
ha de xisto retortado ndo alterou a concentracdo de metais pesados no solo.
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Figura 2. Velocidade de hidrélise da uréia nas duas datas avaliadas nos diferentes
tratamentos: T1- Adubacdo (NPK); T2- XR 750 kg ha™* + NPK; T3- XR 1500 kg ha™ + NPK; T4- XR
3000 kg ha™ + NPK; T5- Testemunha absoluta; e T6- XR 1500 kg ha™ S/NPK.

Na fig. 2 foi analisado o comportamento da AE da urease, na diagnose foliar, com
doses crescentes do xisto retortado (0, 750, 1500 e 3000 kg ha™) acrescido da adubacéo



mineral, onde se observa que ha uma melhora na qualidade do solo com adi¢céo de XR. Isto se
deve possivelmente a liberacdo gradual de nutrientes por parte deste subproduto, o que é uma
caracteristica desejavel quando se considera o efeito fertilizante mais duradouro e 0 menor
risco de perdas, comparativamente aos adubos de alta solubilidade.
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Figura 2. Velocidade de hidrolise da uréia com diferentes doses de xisto retortado.

Conclusodes
Através da atividade enzimdtica da urease ndo encontrou-se efeito adverso frente a
aplicacdo do xisto retortado ao solo.

Apoio
Parceria FAPEG/Embrapa Clima Temperado/Petrobras.
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Resumo — O objetivo do trabalho é monitorar a qualidade do solo, usando como indicador a
atividade enzimética da arilsulfatase, sob a influéncia do Xisto Retortado em cultivo do
feijoeiro. O experimento foi implantado na area experimental da UFSM Santa Maria — RS e
consistiu dos seguintes tratamentos: T1- Adubacdo NPK; T2- XR 750 Kg ha™ + NPK; T3-
XR 1500 Kg ha™ + NPK; T4- XR 3000 Kg ha™ + NPK; T5- Testemunha absoluta; e T6- XR
1500 Kg ha™. Foram realizadas duas amostragens que revelaram um aumento na atividade
enzimatica da arilsulfatase, devido a um possivel aumento na disponibilidade do S. Desta
forma, através da avaliagdo da atividade enzimatica da arilsulfatase ndo foi verificado efeito
adverso na qualidade do solo sob a aplicacdo do xisto retortado.

Palavras-chave: xisto retortado, arilsulfatase, feijoeiro.

Introducéo

As enzimas tém participacdo essencial nos processos relacionados a qualidade do solo
e por serem muito sensiveis a mudancas no solo, sdo considerados bons indicadores na
avaliacdo do impacto da contaminacdo do solo (Moreira & Siqueira, 2006).

O xisto retortado, subproduto oriundo da industrializacdo do xisto, tem potencial para
uso na agricultura, apresentando em sua composicao elevado teor de silicio (57%) dentre
outros elementos, como fdsforo, calcio, magnésio e enxofre. Ele é rico em micronutrientes e
possui cadeias carbonicas fossilizadas, tratando-se de um material quelatizado naturalmente
(Chaves & Vasconcelos, 2006). Nesse sentido, objetivou-se monitorar a qualidade do solo
através da atividade da arilsulfatase sob a influéncia do Xisto Retortado no cultivo do
feijoeiro.

Material e Métodos

O experimento foi implantado em janeiro de 2010 na é&rea experimental do
Departamento de Solos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), RS, localizada a
29° 45’ Latitude Sul, Longitude 53° 42> W GrW e altitude de 95 m. O clima da regido,
segundo Koppen, € classificado como subtropical umido, tipo Cfa2. O solo da area pertence a
unidade de mapeamento Sdo Pedro, e é classificado como Argissolo Vermelho Distréfico
arénico (Hapludalf).

A planta teste usada foi o feijoeiro (Phaseolos vulgaris, L.). O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com quatro repeticdes em parcelas de 25 m2
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(5 m x 5 m). A adubaco consistiu de 150 kg ha™* de NPK na formulagdo 00-25-20 e 45 kg ha™
! de uréia que foram aplicados juntos a semeadura. Avaliou-se o efeito da aplicacio de xisto
retortado no solo nos seguintes tratamentos: T1- Adubacdo NPK; T2- XR 750 Kg ha® +
NPK; T3- XR 1500 Kg ha™ + NPK; T4- XR 3000 Kg ha™ + NPK; T5- Testemunha absoluta;
e T6- XR 1500 Kg ha™.

A amostragem foi realizada com uma semana de implantacdo do experimento e na
diagnose foliar (44 dias ap0ds o plantio), na profundidade de 0-5 cm da camada superior do
solo. A atividade da arilsulfatase, realizada no Laboratério de Microbiologia do Solo e
Ambiente da UFSM, é determina de acordo com TABATABAI, M. (1994).

Para comparacao de médias, utilizou-se o teste de Duncan a 5 %.

Resultados e Discussao

A atividade enziméatica (AE) da arilsulfatase aumento da primeira para a segunda
amostragem (Fig. 1), isto deve a baixa umidade na época do florescimento (4%) em relacao
ao inicio do experimento (11%), sendo que esta enzima, envolvida na ciclagem do S, aumenta
com a secagem ao ar.

Reacdes enzimaticas sdo inibidas por metais que podem complexar com o substrato,
combinar com o grupo proteina-ativa, ou reagir com o complexo enzima-substrato. Embora o
XR contenha elementos tracos na ordem de mg kg™, ndo foram encontrados efeitos adversos
por parte do subproduto, como demonstrado na Fig. 1,onde observa-se um aumento vultoso
na AE por parte do T6 (composto apenas do XR sem adubagdo mineral) na segunda
amostragem, mostrando-se superior ao tratamento controle.
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Figura 1. Atividade da arilsulfatase nas duas datas avaliadas nos diferentes tratamentos: T1-
Adubacio (NPK); T2- XR 750 kg ha™ + NPK; T3- XR 1500 kg ha™ + NPK; T4- XR 3000 kg ha™ +
NPK; T5- Testemunha absoluta; e T6- XR 1500 kg ha™ S/INPK.

Conforme a Fig. 2 (analise de regressdo) podemos observar uma alta correlacéo entre a
dose de XR e a atividade da arilsulfatase (R*= 0,99), isto se deve possivelmente a elevada
concentragdo de S na forma elementar e de sulfetos presente no XR, além da elevada
disponibilidade (Chaves & Vasconcelos, 2006). De acordo com Moreira & Siqueira (2006) o
S se une a MOS (matéria organica do solo) por ligagcdes com oxigénio ou N, formando ésteres
sulfatados (30 a 75% do S organico total) ou com C, formando principalmente aminoacidos
(em torno de 30% do S do solo). Quando o S-organico esta na forma de ésteres, a
mineralizacdo a SO, é feita pela arilsulfatase.
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Concluséo
Com a avaliacdo da atividade enzimaética da arilsulfatase ndo foi verificado efeito
adverso na qualidade do solo sob a aplicagdo do xisto retortado.

Apoio
Parceria FAPEG/Embrapa Clima Temperado/Petrobras.
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Resumo- Bactérias comensais do intestino de frangos tornaram-se objeto de estudos, pois a
alta taxa de exportacdo desses produtos tem aumentado a preocupacdo com a qualidade e a
sanidade de granjas quanto a nutricdo animal, ganho de peso e doencas infecciosas. O
objetivo do estudo foi verificar fen6tipo e gendtipo de resisténcia antimicrobiana em isolados
de Enterococcus sp.. Suabes cloacais de frangos de corte foram utilizados para isolamento de
Enterococcus sp.. Os frangos foram submetidos a diferentes dietas contendo promotores de
crescimento e coccidiostaticos ionoforos e divididos em grupos conforme tratamento
empregado. Foram utilizados 240 isolados de Enterococcus sp. determinantes dos perfis de
susceptibilidade a diversos antimicrobianos e testados para a presenca de genes de resisténcia
a tetraciclina e macrolideos. Do total de isolados, 98% apresentaram-se resistentes a
bacitracina, 92,5% foram resistentes a tetraciclina, 48,75% a penicilina, 42,6% a eritromicina,
38,3% a rifampicina, 19,2% a estreptomicina, 4,6% a ciprofloxacina, 4,6% a vancomicina,
3,6% a nitrofurantoina e 2,9% ao cloranfenicol. Do total de isolados resistentes a tetraciclina,
94% e 30%, continham 0s genes tetM e tetL, respectivamente. Dos isolados resistentes a
eritromicina, 97,9% possuiam o gene de resisténcia ermB. N&o houve correlacdo das
diferentes dietas para frangos de corte no fendtipo e gendtipo de resisténcia antimicrobiana de
isolados de Enterococcus.

Palavras-chave: Enterococcus sp.; frangos de corte; dietas; resisténcia antimicrobiana.

Introducéo

Por seu potencial patogénico, Enterococcus sp. pode se tornar um reservatério de
genes de resisténcia que podem ser disseminados ou transferidos a diferentes ecossistemas, e
consequentemente, uma possivel rota de transmissao de bactérias resistentes através da cadeia
alimentar (Shepard & Gilmore, 2002). O uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento na producdo animal foi universal, tendo como objetivo a prevencdo de doencgas e
0 aumento da produtividade em aves confinadas (Garcia et al., 2002).

Uma ampla diversidade de antimicrobianos pode ser administrada oralmente em varios
niveis subterapéuticos (Schwarz et al., 2001). Consequentemente, a presenca de
microrganismos resistentes em animais produtores de alimentos e a possivel contaminagéo de
Sua carcaca tornaram-se aspectos importantes em termos de sanidade animal e de saude
publica (Moreno et al., 2006). Para tanto, restricbes no uso de antimicrobianos como
promotores de crescimento nos Ultimos anos tém levado a busca de alternativas como a
selecdo de microrganismos probioticos, prebioticos, 6leos essenciais e imunoestimuladores. O
objetivo do estudo foi avaliar a influéncia de diferentes dietas para frangos de corte no perfil
de resisténcia a antimicrobianos em isolados de Enterococcus sp..
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Materiais e Métodos

Frangos de corte foram submetidos a dietas contendo promotores de crescimento e
coccidiostatico iondforo e divididos em grupos conforme o tratamento empregado. Amostras
de suabes cloacais foram realizadas e utilizadas para o isolamento de Enterococcus sp.

Os isolados foram confirmados fenotipica e genotipicamente por PCR para
amplificacdo do gene tuf para o género Enterococcus sp. e submetidos a identificacéo
bioquimica para determinacdo de espécie. O perfil de resisténcia das cepas isoladas foi
determinado pelo método de difusdo de disco antimicrobiano em Agar Muller Hinton testados
para 0s seguintes antimicrobianos: ampicilina, penicilina, eritromicina, cloranfenicol,
nitrofurantoina, ciprofloxacina, bacitracina, vancomicina, rifampicina e tetraciclina. Em
seguida, 0 DNA genbémico de Enterococcus sp. foi extraido utilizando-se o método de lise
térmica e PCR foram realizadas para verificar a presenga dos genes tetM, tetL e ermB.

Resultados e Discussao

Ao todo 240 Enterococcus sp. foram isolados, identificados bioquimicamente e
confirmados para género por PCR para gene tuf. Todos os 240 isolados utilizados no ensaio
de antibiograma foram susceptiveis a ampicilina, 98% apresentaram-se resistentes a
bacitracina, 92,5% isolados foram a tetraciclina, 48,75% a penicilina, 42,6% a eritromicina,
38,3% a rifampicina, 19,2% a estreptomicina, 4,6% a ciprofloxacina, 4,6% a vancomicina,
3,6% a nitrofurantoina e 2,9% ao cloranfenicol. Entre as espécies resistentes, observou-se que
E. faecalis teve maior prevaléncia, com indices de resisténcia de 97,9%, 75,8% e 32,6%, a
tetraciclina, bacitracina e eritromicina, respectivamente. Seguido por E. faecium, com
resisténcia de 72,4%, 65,5% e 44,8% a esses antimicrobianos. E. gallinarum, E. casseliflavus
e E. mundtii, juntamente com E. faecalis demonstraram indice elevado de resisténcia a
penicilina, variando entre 50% e 59,2%.

A distribuicdo das resisténcias entre as espécies observadas nas amostras isoladas de
cloaca de frangos estd de acordo com dados publicados por Hayes et al. (2003), onde a
prevaléncia de resisténcia a antimicrobianos tem sido relatada frequentemente entre isolados
de E. faecalis do que entre E. faecium, tanto do ambiente de producéo quanto de produtos de
carne crua. Observou-se nos grupos que ndo receberam antimicrobiano suplementado na
racdo, uma elevada prevaléncia de Enterococcus sp. resistentes. Graham et al. (2009) isolaram
nos EUA E. faecium e E. faecalis resistentes a antimicrobianos de amostras de camas de trés
aviarios com 120 dias de utilizacdo. Além disso, a eliminacdo do uso de antimicrobianos pode
ndo ter um resultado imediato na reducdo de resisténcia antimicrobiana. O curto ciclo de
crescimento dos frangos pode ndo fornecer tempo suficiente para que determinantes de
resisténcia sejam perdidos de uma s vez em tratamentos sem antimicrobianos (Costa et al.,
2009).

Dos 97 isolados que apresentaram fendtipo de resisténcia a eritromicina, 97,9%
apresentavam o gene ermB. Este gene é frequentemente observado entre isolados resistentes a
macrolideos, sendo relatado por ser o mais comum gene codificador de resisténcia a essa
classe de antimicrobianos em Enterococcus sp. (Aarestrup et al., 2000). O gene tetM foi
encontrado em 94% dos 217 isolados que foram resistentes a tetraciclina, e o gene tetL foi
detectado em 30% dos Enterococcus sp. isolados resistentes ao mesmo antimicrobiano. Dos
isolados positivos para o gene tetM, 41,17% continham também o gene ermB. A alta
ocorréncia de Enterococcus sp. resistentes a antimicrobianos sugere uma manutencdo da
pressdo seletiva por uso de diferentes antimicrobianos ou outras substancias na industria
avicola, e uso terapéutico em humanos e animais.



Conclusdes

Observou-se elevadas taxas de resisténcia aos antimicrobianos bacitracina, tetraciclina
e penicilina nos isolados de Enterococcus sp. e nos grupos onde os frangos receberam
coccidiostatico ionoforo suplementados na racdo, a prevaléncia de Enterococcus sp.
resistentes foi menor quando comparada aos grupos que ndo receberam essa substancia. Os
genes tetM, ermB e tetL foram detectados entre os isolados, no entanto, ndo houve correlacao
entre o perfil de resisténcia e a presenca dos genes tetM, ermB e tetL nos isolados de
Enterococcus sp. com as diferentes dietas empregadas nos frangos de corte.
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Resumo — Bipolaris sorokiniana ¢ um fungo fitopatogénico responsavel por perdas mundiais
na cultura de trigo. Este fungo possui uma alta variabilidade fisiolégica, morfoldgica e
genética. O presente estudo teve por objetivo avaliar a cinética micelial e de isolados
polisporicos e monospdricos de B. sorokiniana em diferentes meios de cultura. Foram
utilizados 10 isolados polispdricos e 10 isolados monospdricos do fitopatdgeno. Discos de 10
mm de diametro contendo micélio dos fitopatdgenos foram transferidos para o centro de cada
placa contendo os meio de cultura Agar Batata Dextrose (BDA) e V8. As placas foram
incubadas a 25°C por 7 dias. A taxa de crescimento dos isolados foi avaliada a cada 24 horas.
A contagem de esporos foi realizada em cadmara de Neubauer. Na anélise dos resultados
observou-se que o0s isolados monosporicos, oriundos da mesma cepa polisporicas,
apresentaram uma grande diversidade intra-especifica, em relacdo ao crescimento micelial
comparando os dois meios de cultura utilizados.

Introducéo

O trigo (Triticum spp.) é um dos cereais mais comercializados do mundo, com uma
grande importancia para a producdo de produtos alimenticios, bem como na elaboracdo de
bebidas. No Brasil, o cereal é amplamente produzido, porém ndo o suficiente para suprir sua
demanda interna. Instabilidades climaticas associadas ao aparecimento de doencas flngicas
podem resultar em uma diminuicdo da producdo nacional, ocasionando perdas que podem
chegar a 44,61% (PICININI; FERNANDES, 2000; PRATES; FERNANDES, 2001).

No Brasil e em outros paises de clima guente e umido a incidéncia da helmitosporiose,
cujo agente causal é o fungo Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok) Shoemaker, 1959, é um
grande problema. Este fungo é responsavel por causar moléstias denominadas podridao
comum da raiz, mancha marrom e ponta preta do grdo (KUMAR et al., 2002). O seu controle
é dificultado por apresentar uma grande variabilidade morfoldgica e fisiolégica (POLONI et
al., 2008). Técnicas moleculares como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
(OLIVEIRA et al., 2002; JAISWAL et al., 2007), PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) das regides ITS (NASCIMENTO e VAN DER SAND, 2008) mostraram uma
grande variabilidade inter e intra-especifica na caracterizagao deste fitopatogeno.

O objetivo deste estudo foi avaliar a cinética micelial de isolados polispéricos e
monosporicos de B. sorokiniana em diferentes meios de cultivo.
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Materiais e Métodos

Neste trabalho foram utilizados 10 isolados polispdricos e 10 isolados monospdricos de
B. sorokiniana estes Ultimos oriundos dos mesmos isolados polisporicos, de diversas regides
do Brasil e do México, pertencentes a colec¢éo do laboratorio.

Para a realizacdo dos experimentos de crescimento micelial in vitro, foram utilizados
dois meios de cultivo distintos: BDA (agar batata dextrose) e V8 (200 mL de suco de vegetais
V8 "Campbell Soup Co.”; 16 g de agar; 3,2 g de CaCO3 e 800 mL de agua destilada). Os
meios foram vertidos em placas de petri (90 x 15 mm) e para cada placa foi transferido um
disco de cultura, com 10 mm de didmetro contendo o fitopatégeno, o qual foi depositado no
centro da placa.

O crescimento foi mensurado com o auxilio de paquimetro, em oito dire¢des ortogonais,
a cada 24 horas, durante o periodo de incubacdo que encerrava quando uma coldnia atingia a
proximidade da borda da placa em um dos tratamentos ou apos cinco dias (120 horas) de
incubacéo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, compreendendo 20
tratamentos. A unidade experimental constou de uma placa, sendo que foram realizadas trés
repeticdes/tratamento. Os resultados obtidos foram submetidos a analise da variancia e ao
teste de Tukey (a=0,05) para compara¢do das médias, utilizando-se 0 programa estatistico
SASM - Agri (CANTERI et al., 2001)

Resultados e Discusséo

Através da analise dos dados obtidos, verificou-se que os isolados polispéricos quando
submetidos as mesmas condicBes de crescimento que isolados monospdricos apresentaram
grande diversidade de crescimento micelial (Tabela 1). De modo geral, os isolados
polisporicos apresentaram maior desenvolvimento do micélio fungico quando comparados
aos isolados monospdricos, nos dois meios de cultivo testados. A excecdo a regra, foi
observada na avaliagcdo do crescimento micelial do isolado monospérico 98031C, no meio
V8, o qual apresentou médias de crescimento iguais as dos isolados polispéricos 98032P,
98010P, 98034P, 98007P, 98012P e 98042P.

Tabela 1: Crescimento micelial (cm) de diferentes isolados monospoéricos e polisporicos de B.
sorokiniana, cultivados em BDA e V8, apds 120 horas de incubacéo.

Crescimento Micelial (cm)

Meio de cultivo BDA Meio de cultivo V8

Isolados Meédias Isolados Médias Isolados Meédias Isolados Médias
98007P 4,47 a 98013P 2,57 abcd | 98032P 7,55a 98025C 5,41 bc
98032P 4,33 a 98031P 2,44 abcd | 98010P 7,37a BS52M2P 5,07 bed
98023P 3,76 ab 98010P 2,26 bed 98031C 7,15a "98013C 4,75 cd
98042P 3,33 abc 98013C 2,08 bed 98034P 714 a 98013P 3,98 cd
98034P 3,31 abc 98034C 2,07 bed 98007P 7,06 a 98042C 3,88 cde
BS52M2P 3,28 abc 98023C 1,95 becd 98012P 7,03a 98032C 3,33 cde
98007C 3,06abcd  98032C 1,90 bcd 98042P 6,90 a 98023C 2,48 d

98012P 2,93abcd  98012C 1,87 bed 98031P 6,65 ab 98034C 2,25d
98031C 2,87 abcd  98042C 1,83 bed 98023P 6,59 ab 98012C 1,72 de

98025P 2,83abcd  98010C 1,61cd 98007C 5,65 b BS52M2C 1,38 de
98025C 272abcd BS52M2C  1,12d 98025P 560b 98010C 0,91e
C.V. 14,42 % C.V. 12,42 %

Meédias seguidas de mesma letra nas colunas, ndo diferem pelo teste de Tuckey (o= 0,05). A letra P
refere-se a isolados polispéricos e M a isolados monosporicos.



Os isolados polisporicos 98007P e 98032P demonstraram crescimento micelial
significativamente superior quando comparados aos demais, no meio de cultivo BDA, ndo
diferindo estatisticamente do isolado 90823P. Por outro lado, o isolado BS52M2 apresentou
as menores médias de desenvolvimento nos dois meios de cultivos, ndo diferindo
significativamente das médias observadas para 98010C no meio V8.

Quando os isolados sdo analisados em diferentes meios de cultivo ou até mesmo em um
mesmo substrato, como relatado neste estudo, observa-se uma grande variabilidade de
comportamento em relagdo ao crescimento micelial. Artigiani Filho e Bendento (1996)
relatam que o comportamento dos isolados pode estar relacionado aos componentes de cada
meio de cultivo. Segundo Poloni et al. (2008) ao considerar a origem geografica dos isolados,
observa-se que o0 crescimento micelial foi também variavel, mesmo entre aqueles
provenientes de uma mesma regiéo.

Concluséo

Os isolados monosporicos oriundos da mesma cepa polispdrica apresentaram uma
grande diversidade intra-especifica, em relacdo ao crescimento micelial comparando os dois
meios de cultura utilizados.
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Resumo - O ambiente Antartico é caracterizado por condi¢cdes desafiadoras para a
sobrevivéncia de microrganismos nativos. Assim, para que esses organismos possam crescer,
todo metabolismo deve estar adaptado. Devido a pronunciada competicdo nesse ambiente, é
provavel que os microrganismos produzam moléculas com atividade antibiofilme e
antimicrobiana como forma de defesa. Esses compostos tém uma ampla aplicacdo na area
médica, devido a dificuldade da erradicacdo de biofilmes ja formados. O objetivo deste
trabalho é prospectar moléculas antibiofilme e antimicrobiana em microrganismos isolados da
Antértica. Isolados pertencentes a colecdo do laboratdrio foram testados para capacidade de
inibir o crescimento e formacdo de biofilme por diferentes linhagens de Staphylococcus
epidermidis. Para obtencdo dos extratos, os isolados foram cultivados em meio liquido por
quatro dias a 25 °C e 150 rpm, as culturas foram centrifugadas a 10.000 rpm por uma hora,
esterilizadas por filtragdo em membrana de 0,2 pum e utilizadas em nossos ensaios. A
atividade antibiofilme foi verificada pelo ensaio de cristal violeta e a atividade antimicrobiana
por diferenca no crescimento verificada por absorbancia a 600 nm. Os resultados
demonstraram quem até o momento quatro extratos foram capazes de inibir mais de 70% da
formacéo de biofilme e outros trés extratos apresentaram alta atividade antimicrobiana. Esses
resultados apontam para a grande relevancia de estudos envolvendo a prospeccdo de
ambientes extremos. Novos ensaios estdo sendo realizados para o rastreamento total da
colecdo e posterior purificacdo dos compostos bioativos.

Palavras-chave: biofilme, antibiofilme, Antartica, antimicrobiano

Introducéo

O ambiente Antértico € caracterizado por condi¢fes desafiadoras para a sobrevivéncia
de microrganismos nativos, tais como as mais baixas temperaturas, as maiores medias de
altitude, os maiores indices de ventos, baixos niveis de nutrientes e umidade. Dessa forma,
para que esses microrganismos possam crescer, todo o metabolismo deve estar adaptado.
Ainda, devido a adversidade do clima, esses microrganismos desenvolvem diversas
estratégias de sobrevivéncia, como, por exemplo, interaces antagonistas interespecificas que
podem acarretar na liberacdo de compostos com atividade antimicrobiana e antibiofilme
(MQOJIB et al., 2010).

Biofilme € um estilo de vida microbiano — adotado por cerca de 80% das bactérias do
ambiente — no qual populacGes de microrganismos aderem-se a superficies bioticas ou
abioticas, produzindo uma matriz exopolissacaridica que reveste as colonias aderidas. Os
nutrientes difundem-se na matriz por meio de canais e, devido a proximidade das células, ha
uma facilitacdo na troca de sinais moleculares que regulam o comportamento das populagdes
microbianas residentes (sistema quorum sensing). O biofilme é um sistema estratificado, com
gradientes quimicos que criam microambientes para diferentes espécies microbianas ou niveis
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de atividade. Desse modo, mesmo que haja danos nas camadas mais externas, a comunidade
do biofilme sobrevive. Dessa forma, os biofilmes sdo capazes de colonizar todos os ambientes
acessiveis aos seres vivos, proporcionando maior protecdo e estabilidade a esses
microrganismos (HALL-STOODLEY et al., 2004).

Na literatura ha relatos de bactérias isoladas da Antartica com efeito antibiotico frente
a microrganismos de origem alimentar em baixas temperaturas (O’BRIEN et al., 2004).
Entretanto, bactérias que produzam compostos com atividade antibiofilme ainda ndo foram
relatadas. Considerando a competicdo entre 0s microrganismos e a adversidade do clima, é
possivel que microrganismos psicrofilos e psicrotroficos sejam potenciais fontes de
compostos antibiofilme, que poderiam ser utilizados para diversos processos industriais e
médicos, tais como: impregnacdo de moléculas em dispositivos médicos para evitar a
formacdo de biofilme e utilizagdo de moléculas para erradicacdo de biofilmes j& estabelecidos
em implantes de pacientes, evitando a resisténcia a antimicrobianos. Assim, 0 objetivo deste
trabalho é prospectar moléculas antibiofilme e antibioticas em microrganismos isolados da
peninsula Antartica.

Materiais e Métodos

Os isolados da colecdo do nosso laboratorio provenientes de amostras de agua, neve e
solo da ilha Rei George (llhas Shetland do Sul, Peninsula Antértica) foram cultivados em
meio liquido (LB, PCB, R2A, TSB ou caldo nutriente) por quatro dias a 25 °C e 150 rpm.
Apos, as culturas foram centrifugadas por uma hora a 4 °C e 10.000 rpm e esterilizadas por
filtracdo em membrana de 0,2 um, sendo posteriormente utilizadas para analise da capacidade
de produzir compostos com efeito antibidtico ou de inibicdo e erradicacdo de biofilmes contra
Staphylococcus epidermidis (ATCC35984) e seis linhagens desse mesmo microrganismo
isoladas de cateter venoso central. A atividade antibiofilme foi verificada pelo ensaio de
cristal violeta (STEPANOVIC et al., 2007) e a atividade antimicrobiana por diferenca no
crescimento verificada por absorbancia a 600 nm.

Resultados e Discussao

Até 0 momento, o ensaio do cristal violeta para inibicdo da formacdo de biofilme por
S. epidermidis (ATCC35984) foi realizado para um total de 36 amostras. Dessas, 13
apresentaram acdo antibiofilme e trés apresentaram acgdo antibiotica (Figura 1). O ensaio do
cristal violeta para erradicacdo de biofilme foi realizado para 10 amostras, dentre as quais
apenas uma apresentou efeito antibiofilme de 26% (dados ndo mostrados). Como é possivel
observar na Figura 1, os trés primeiros extratos — S22N2, S22N4 e N12N1 — tiveram agéo
antibidtica e os demais extratos acdo antibiofilme.

Como a acdo antibidtica pode levar ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
em bactérias, € de suma importancia para a inibicdo e erradicacdo de biofilmes que o0s
compostos utilizados ndo apresentem esse tipo de atividade. Nesse sentido, o extrato do
isolado S22L.2 foi selecionado para testes contra linhagens de S. epidermidis isoladas de
cateter venoso central, pois teve alta atividade antibiofilme e nenhum efeito antibiotico. Foi
obtida uma grande variacdo na inibicdo da formacéo de biofilme pelos seis isolados clinicos
testados, sendo que apenas dois foram inibidos na mesma intensidade que a linhagem
ATCC35984 (dados ndo mostrados). Esses dados sugerem a existéncia de uma grande
variabilidade nas linhagens de um mesmo microrganismo obtidas do mesmo ambiente
hospitalar.
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Figura 1. Porcentagem de inibicdo de biofilme e acdo antibidtica pelos extratos testados.

Conclusdes

Esses resultados apontam para a grande relevancia de estudos envolvendo a
prospeccdo de ambientes extremos, pois quase a totalidade dos isolados testados apresentaram
alguma bioatividade. Além disso, é crescente a necessidade de compostos naturais bioativos
que atuem na inibicdo dos biofilmes, visto que o uso de antibiticos propicia o
desenvolvimento de resisténcia. Novos ensaios estdo sendo realizados para o rastreamento
total da colecdo, também visando testes com outras espécies de bactérias e outros isolados
clinicos de S. epidermidis e posterior purificacdo dos compostos bioativos.
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Resumo — Durante o armazenamento, o combustivel estd sujeito a biotederioracdo por
microrganismos. A biodegradagdo do combustivel envolve enzimas e subprodutos que
apresentam uma alternativa para a obtencdo de moléculas organicas com potencial de uso na
indUstria e na recuperacdo de ambientes através da estratégia de bioprospec¢do. O objetivo
do estudo foi avaliar o potencial de producdo de enzimas, de biossurfactantes, e a capacidade
degradadora de 6leo diesel por bactérias isoladas durante o armazenamento simulado de
combustivel. Bactérias isoladas no primeiro e aos 30 dias de armazenamento simulado de
amostras de diesel (B0), biodiesel (B100) e misturas contendo 95% de diesel e 5% de
biodiesel (B5) ou 80% de diesel e 20% de biodiesel (B20), foram submetidas a testes em
placa quanto a producdo de lipase, esterase e biossurfactante. A capacidade dos isolados em
utilizar o 6leo diesel como Unica fonte de carbono foi avaliada através do teste de degradacéo
de hidrocarbonetos e também pelo crescimento em placa contendo 6leo diesel em sua
composicdo. Das 26 bactérias isoladas, 10 cresceram em meio seletivo para o género
Pseudomonas. Quanto a atividade enzimética, 38% apresentaram atividade lipidica e 42%
atividade esterasica. A producdo de biossurfactante foi detectada em 2 isolados do género
Pseudomonas. A capacidade em degradar hidrocarbonetos foi observada em 13 isolados; e a
capacidade de crescer em meio contendo 6leo diesel foi demonstrada por 19 isolados. Foi
possivel detectar a producdo de enzimas lipase e esterase, a producdo de biossurfactantes e a
capacidade em degradar diesel por alguns dos isolados.

Palavras-chave: diesel; biodiesel; bactérias; enzimas; biossurfactante.

Introducéo

Durante 0 armazenamento, 0 combustivel esta sujeito a contaminagdo por impurezas,
a degradacdo microbioldgica, oxidativa e, consequentemente a formacéo de borra (ANP). A
contaminacdo microbiana, na presenca de agua, leva ao desenvolvimento de
microorganismos que utilizam o diesel e o biodiesel como fonte de carbono e energia. A
biodegradacdo do combustivel envolve enzimas e subprodutos que podem apresentar
potencial de uso na industria e em processos de recuperacdo de ambientes contaminados,
como a biorremediacdo. Neste sentido, a bioprospeccao € uma estratégia extremamente Util
para a obtencdo de moléculas organicas com alto potencial de aplicagdo nestes setores.

O objetivo do estudo foi avaliar o potencial de producdo de enzimas lipases e
esterases, e de biossurfactantes por bactérias isoladas durante o armazenamento simulado de


mailto:naiara.santestevan@gmail.com
mailto:franbucker@gmail.com
mailto:crisbbarbosa@gmail.com
mailto:fatimabento@yahoo.com

diesel e biodiesel. Além disso, investigar a capacidade destes microorganismos em degradar
6leo diesel.

Materiais e Métodos

As bactérias foram isoladas durante o armazenamento simulado de diesel (BO),
mistura de 95% de diesel e 5% de biodiesel (B5), mistura de 80% de diesel e 20% de
biodiesel (B20), e de biodiesel (B100), em tanques de aco-carbono, com capacidade para um
litro. As coletas das amostras foram realizadas no primeiro e aos 30 dias de armazenamento.
O isolamento baseou-se na morfologia colonial. Assim, aquelas que apresentavam diferencas
visuais em uma mesma placa, para os diferentes tempos e tratamentos, foram isoladas.

A producgdo de lipase foi determinada pelo método de hidrdlise de triacilglicerol na
presenca de Rodamina B (Shelley et al., 1987). A producéo de esterase foi determinada pelo
meio de cultura descrito por Sierra (1957). A producéo de biossurfctantes foi determinada de
acordo com Bodour & Maier (2002). Esta técnica foi originalmente desenvolvida para
selecionar ramnolipidios, biossurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa, mas pode
ser utilizada para selecionar qualquer biossurfactante aniénico de baixo peso molecular.

A capacidade dos isolados bacterianos em utilizar o 6leo diesel como Unica fonte de
carbono foi testada. Utilizou-se o teste de degradacdo de hidrocarbonetos (6leo diesel),
descrito por Bradock et al. (1999); e, também, os isolados foram crescidos em placas
contendo Meio Minimo Mineral ( Richard & Vogel, 1999), agar e 6leo diesel.

Resultados e Discussao

A partir do armazenamento simulado de combustivel BO, B5, B20 e B100 isolou-se 26
bactérias, morfologicamente distintas. No primeiro dia de avaliacdo isolou-se trés bactérias do
tratamento BO; 2 do tratamento B5; 5 do tratamento B20; e, 1 do tratamento B100. Aos 30
dias de armazenamento isolou-se 3 bactérias do tratamento BO; 4 do tratamento B5; 3 do
tratamento B20; e, 4 do tratamento B100.

Avaliou-se a producéo de enzimas lipase e esterase pelo fato de serem enzimas que
sdo responsaveis pela degradacdo inicial dos ésteres de acidos graxos, presentes no biodiesel,
assim, verificou-se que 38% dos isolados apresentou atividade enzimatica lipolitica, sendo
gue nenhum destes foi isolado no primeiro dia de armazenamento (T0). A atividade
enzimatica para esterase foi detectada em 11 (42%) dos 26 isolados.

A producdo de biossurfacatantes pode ser uma caracteristica de bactérias que tem a
capacidade de se desenvolver utilizando substratos como petr6leo ou derivados, como o diesel
(Desai&Banat, 1997). Sdo compostos que aumentam a disponibilidade do hidrocarboneto ao
microorganismo (Nitche & Pastore, 2002). Assim, verificou-se duas bactérias produtoras de
biossurfactante, do tipo ramnolipideo, isoladas do tratamento BO (apenas diesel).

Bactérias pestencentes ao género Pseudomonas sp. sdo encontradas em sistemas de
armazenamento de combustiveis (Bento et al., 2001). A partir do meio seletivo para o género
Pseudomonas, denominado cetrimide, verificou-se que 38% das bactérias isoladas pertencem
ao género. Além disso, a presenca deste género foi observada somente aos 30 dias de
armazenamento, sugerindo uma provavel sucessao microbiana nesse sistema.

Embora diversos microrganismos sejam isoladosde tanques de armazenamento, nem
todos possuem a capacidade em biodegradar o combustivel, uma vez que os contaminantes
biologicos estdo presentes no ambiente. Desta maneira, é necessario testar a habilidade dos
isolados em utilizar o hidrocarboneto, como fonte de carbono energia. Neste sentido,
verificou-se que no teste sugerido por Bradock et al. (1999), 5 dos 11 isolados no primeiro
dia de armazenamento degradaram o Gleo diesel; e, aos 30 dias, 8 dos 15 isolados. Nas placas



contendo meio minimo mineral, éleo diesel como fonte de carbono e &gar, todos os isolados
do primeiro dia de armazenamento demonstraram crescimento. Em relacdo aos isolados do
tempo 30 dias, 8 dos 15 isolados apresentaram crescimento em placa.

Conclusdes
Foi possivel detectar a producdo de biossurfacatantes por alguns isolados, bem como a
producdo de enzimas lipase e esterase.

Apoio
CNPQ, FINEP e Ipiranga.
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Resumo — A cobre redutase é produzida pelos micro-organismos para facilitar a absorcéo do
cobre pelas ATPases para dentro das células aumentando a absorcdo deste elemento. Este
estudo avaliou a reducdo do Cu(ll) pelo extrato de células livres de uma bactéria
(Pseudomonas sp. NA) altamente resistente ao cobre, isolada de um solo de vitivinicultura
contaminado com cobre. As células intactas e o extrato de células livres apresentaram alta
capacidade de redugdo do Cu(ll). As células intactas reduziram mais de 80 mg L™ de Cu(ll)
do meio liquido contendo 200 mg L™ de Cu(ll) ap6s 24 h de incubacio. O extrato de células
livres do isolado reduziu mais de 65% do Cu(ll) na concentracdo inicial de 200 mg L™ de
Cu(Il) apos 24 h de incubacao. Foi observado uma alta producéo de proteina soltvel apos 72
h de incubacdo em uma concentracdo de 100 mg L™ de cobre, com mais de 60 pg L™ de
proteina no extrato de células livres. A reducdo do Cu(ll) pelo isolado NA tanto pelo extrato
de células livres quanto pelas células intactas foram aumentadas quando a concentragdo de
cobre aumentou. Os resultados indicam que o isolado NA produz a enzima cobre redutase
como ponto chave no mecanismo de biotransformagéo do cobre.

Palavras-chave: areas contaminadas com cobre; cobre redutase; biorreducdo; biossorcao.

Introducéo

A poluicdo ambiental por metais pesados tém se tornado um problema mundial. A
contaminacdo ambiental por metais pesados é um problema sério e necessita de técnicas de
remediacdo destes locais. Normalmente, o cobre é encontrado no ambiente na forma de
Cu(ll), mas pode ser reduzido para Cu(l). A biorreducdo do Cu(ll) a Cu(l) é catalisada pela
cobre redutase. Esta reducdo aumenta a mobilidade do cobre e, conseqlentemente, a
biodisponibilidade do cobre as ATPases da parede celular (WHITELEY & LEE 2006). O
Cu(l) é rapidamente bombeado para dentro das células pelas ATPases (WHITELEY & LEE
2006), as quais regulam o bombeamento para dentro e para fora das células microbianas
(SAITOH et al. 2009). Além do mais, a reducdo do Cu(ll) a Cu(l) pode promover a sor¢do do
cobre pela biomassa microbiana e biolixiviar o cobre de solos contaminados in situ e ex situ.
Além disso, ha uma deficiéncia de informacdes cientificas na redugdo do cobre por enzimas
de células livres de bactérias. Este trabalho teve como objetivo estudar a reducdo do Cu(ll)
por extrato de células livres e células intactas de Pseudomonas sp. NA, altamente resistente
ao cobre, isolada de solo de vitivinicultura contaminado com cobre.
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Materiais e Métodos

A bactéria resistente ao Cu(ll) foi isolada e caracterizada como Pseudomonas sp. NA
por ANDREAZZA et al. (2010). O isolado foi inoculado em tryptic soy broth (TSB) contendo
100 mg L™ de cobre divalente e incubado & 35°C. O crescimento, a atividade da reducio do
cobre de extrato de células livres, a proteina solivel e o cobre reduzido pelas células intactas
foram avaliados em 0, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 h. As células foram coletadas por centrifugacao
e o0 sobrenadante foi analisado pela reducdo do cobre e proteina soltvel. A suspensdo de
células de Pseudomonas sp. NA foi obtida por rompimento ultra-s6nico, seguido da
centrifugacdo (9500 x g por 10 min a 4°C). O cobre monovalente foi quantificado de acordo
com a metodologia descrita por ANDREAZZA et al. (2010). O crescimento microbiano foi
determinado pela densidade 6tica (DOgo). O tempo de redugdo do Cu(ll) pelo extrato de
células livres utilizando diferentes concentragdes (50, 100 e 200 mg L™), foi avaliado em 0, 3,
6,9, 12 e 24 ha 30°C.

A concentracdo de proteina solGvel foi avaliada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Para a analise do efeito de doadores de elétrons, foi utilizado o meio
FTW (FOCHT 1994) na auséncia do cobre. Os doadores de elétrons utilizados foram o
acetado de sodio, extrato de leveduras, lactose, glicose, galactose, frutose e TSB a
concentracdo de 10 g L™. Para a analise do efeito dos fons metalicos, foram utilizados HgCls,
MnSQ,4.H,0, MgCl,.6H,0, FeCl;.6H,0, KCI, Na,SO, and ZnSO, a concentracdo de 1.0 mM.
Apos o crescimento do isolado NA, o extrato de células livres e as células intactas foram
avaliadas.

Resultados e Discussao

A reducdo do Cu(ll) pelo extrato de células livres do isolado de Pseudomonas sp. NA
foi maior quando testado na maior concentragdo (200 mg L™) e reduziu mais de 65% do
Cu(Il) inicial da reacdo de mistura. A resisténcia ao Cu(ll) foi maxima em 48 h de incubacao,
com leitura de 6,08 de DOgo (Figura 1B). A maior producdo de proteina sollvel foi
observada em 72 h de incubag&o com producdo de 58 pg mL™. Ja a reducdo do cobre pelas
células intactas e extrato de células livres foi mostrado apds 24 h de crescimento em meio
contendo 100 mg L™ de cobre & 35°C com reducdo maior de 94 e 84 mg L™ de cobre,
respectivamente (Figura 1B).
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Figura 1 Tempo de reducdo do Cu(ll) em diferentes concentragdes de Cu(ll) (A); e tempo de
producdo de biomassa (0); redugdo do cobre por células intactas () reducdo do cobre pelo extrato de
células livres (0); e proteina soluvel (m) em meio de cultura TSB do isolado de Pseudomonas sp. NA
contendo Cu(ll) (100 mg L™) e incubado & 35°C por 72 h (B). As barras de erros representam o erro
padrdo das médias.



O melhor tratamento na producdo de biomassa foi com a utilizacdo de extrato de
leveduras (DOgpo=0,20), seguido dos tratamentos com frutose e glicose (Tabela 1). A frutose
mostrou efeito positivo na reducdo do Cu(ll) pelas células intactas (mais de 40 mg L™ de
Cu(ll)) em comparagdo com os demais tratamentos. O extrato de células livres aumentou mais
de 30% na atividade da cobre redutase no tratamento contendo glicose, comparado com o
tratamento controle. A atividade enzimética pode ser afetada especificamente por ativadores e
inibidores (SCOPES, 1994). Observou-se uma alta producéo de proteina soltvel pelo isolado
de Pseudomonas sp. NA. Esta producdo de proteinas pode ser relacionada com as proteinas
envolvidas no transporte de ions de cobre, as quais podem facilitar a mobilidade do cobre
(SAITOH et al., 2009).

Tabela 1. Efeito dos diferentes aceptores de elétrons na producdo de biomassa, cobre reduzido,
atividade relativa e proteina solivel no extrato de células livres, apds a incubacdo do isolado
Pseudomonas sp. NA em meio mineral contendo 100 mg L™ de cobre e incubado por 24 h.

Crescimento  Cu(ll) reduzido Atividade relativa Proteina solGvel

---DOgpp - ---- mgLt - - 7 e — Hg L™ -

Agua ND* ND 100.00+1.48 ND

Acetato 0.09+0.01** 17.46+0.48 101.54+2.36 7.06+0.28
Lactose 0.08+0.00 13.42+1.48 106.11+2.09 7.35+0.42
Frutose 0.18+0.01 40.18+4.67 110.12+1.45 13.73+1.60
Ex.Leveduras 0.20+0.01 25.35+2.58 90.07+4.13 14.12+1.00
TSB 0.05+0.01 20.09+2.39 95.4148.33 17.35+0.69
Glucose 0.17+0.00 26.32+2.11 131.25+1.30 16.08+1.97
Galactose 0.08+0.00 14.82+0.76 94.68+3.75 23.14+4.37

*ND- ndo determinado. **valores representam a médiaterro médio.

Concluséo

Este estudo demonstra que o isolado Pseudomonas sp. NA, uma bactéria altamente
resistente ao cobre, produz cobre redutase como chave na biorremocdo do cobre. A enzima
cobre redutase livre de células pode ser utilizada para facilitar a biorremo¢do do cobre em
sistemas de biorreatores. Além do mais, ela pode ser utilizada para desenvolver um
biossensor de poluicdo de cobre no ambiente.
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Abstract — Copper is a heavy metal widely used to microbial control in sprays in agriculture
as in vineyards. Continuous use of these sprays, soils has been became contaminated with
high copper concentrations, selecting resistant organisms as plants and bacterial. The aim of
this work was isolate bacterial from rhizosphere of two resistant plants growing in vineyard
soils, and characterize the environment conditions to copper resistance and bioremoval as
temperature, pH and copper concentrations. The rhizosphere soils were sampled from
oatmeal plants (Avena sativa L.) and transagem plants (Plantago lanceolata L.) localized in
vineyard sites, characterized as Inceptisol and Mollisol respectively. Both soils were
collected in the Embrapa experimental station, Bento Goncalves, south of Brazil. It was
isolated 11 microorganisms from soils, six from Inceptisol and 5 from Mollisol. It was used
the four high resistant bacteria to further copper resistance evaluation, identified as
Pseudomonas putida (Al), Stenotrophomonas maltophilia (A2) and Acinetobacter
calcoaceticus (A6) isolated from Avena sativa rhizosphere, and Acinetobacter calcoaceticus
(T5) isolated from Plantago lanceolata rhizosphere. All isolates had the same behavior on
copper removal from liquid medium, with bioremoval of 30% of the total copper added (500
mg L™) after 24 h of growth. The copper speciation shows that isolates have high copper
biotransformation capacity, with high copper sorption and reduction.

Keywords: rhizosphere bacterial; Avena sativa; Plantago lanceolata; vineyards; copper
resistance.

Introduction

In vineyard areas of South of Brazil, oatmeal crops are widely used as soil protection
against erosion and also to improve the physical and chemical properties, although, this
specie has symptoms of copper toxicity (SANTOS et al. 2004). However, it is known that in
many cases, phytoremediation may not have high efficient to remove these heavy metals
from contaminated environments. Furthermore, it has been studied the action of
microorganisms in heavy metals removal from contaminated environments (ANDREAZZA
et al. 2010). In addition, microorganisms isolated from the rhizosphere of plants located in
contaminated areas may be more efficient in copper uptake, as occurred with the Bacillus sp.
and Pseudomonas sp., isolated from the rhizosphere of wheat plants (VOSS & THOMAS
2001). The microorganisms can participate in many ways to copper resistance and copper
removal in the environment (ANDREAZZA et al. 2010).
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Copper speciation has been increased studies interest in recent years (SANTOS-
ECHEANDIA et al. 2008), because it can help to explain how copper behavior happens in
the environment. Furthermore, copper speciation can produce much more information for
copper bioavailability to organisms (CUPPETT et al. 2006). It probable is connected to the
interaction with microorganisms located in the rhizosphere zone. Based on this, the aim of
this study was isolate and characterizes copper resistant microorganisms from oatmeal
rhizosphere soil (Avena sativa) and transagem rhizosphere soil (Plantago lanceolata)
sampled from vineyard areas contaminated with high copper concentrations in South of
Brazil. We also evaluated the environmental conditions for growth of resistant isolates as
well as the sorption and speciation of this metal in liquid medium.

Material and Methods

The time course of divalent copper removal by biosorption and reduction in liquid
medium with copper was examined as follows. Nutrient broth medium amended with 500 mg
L™ of Cu(ll) was used. The medium was inoculated with 100 pL of each isolate
(ODgpo=0.85). Cultures were incubated at 30°C with shaking (150 rpm) and analyzed at
different time intervals (0, 6, 24, 30 and 48 h). Biomasses, copper divalent, copper reduced
and copper removed were then analyzed.

Total copper was analyzed using an atomic absorption spectrometer. Aliquots of
culture supernatant (200 pL aliquots) were diluted 20 times and injected into the atomic
absorption spectrometer. Copper remaining was calculated as the difference in total copper
added to the medium and total copper removed from the medium after different microbial
treatments. Copper reduction was quantified by measuring monovalent copper complex with
1 mM neocuproine hydrochloride (SMITH & MCCURDY 1952). Cultures were centrifuged
(2,500 rpm, 10 min). For copper reduction, 1 mL aliquot of the cell-free culture supernatant
was mixed with 2 mL of 1 mM neocuproine to complex Cu(l) and incubated for 30 min at
30°C in a 13 x 100 mm glass culture tubes. Thereafter the absorbance was read using a
spectrophotometer at X454 (SMITH & MCCURDY 1952). Copper remaining and copper
reduction were calculated from copper (I or 1) standard curve (25 - 500 mg L™ of copper)
prepared in nutrient broth medium. Bacterial resistance was determined by bacterial biomass,
analyzed by optical density at Agoo (ODgo0).

Results and Discussion

The isolate A6 (Acinetobacter calcoaceticus) had the high of biomass production at 6
h of incubation with almost 0.65 ODggo units, and after that the isolate increase the biomass to
0.75 ODggo units until 48 h. The copper removal was increased until 48 h of incubation, with
more than 160 mg L™ of copper removal from liquid medium amended with 500 mg L™ of
copper. Consequently, the copper remaining in the medium was 340 mg L™, and from this
concentration, more then 160 mg L™ of this copper was reduced to Cu(l), remaining only 265
mg L™ of Cu(ll) originally added after 48 h of incubation (Figure 1).

Time course effect on copper speciation by Acinetobacter calcoaceticus T5 isolated
from Plantago lanceolata rhizosphere is presented (Figure 2). This isolate had the exponential
biomass production at 6 h of incubation with almost 0.40 ODggo units, and after that the
isolate increased the biomass to 0.45 ODgoo units until 36 h. The copper removal was
increased until 36 h of incubation, with more than 190 mg L™ of copper removal from liquid
medium amended with 500 mg L™ of copper. Consequently, the copper remaining in the
medium was less than 310 mg L™ at 36 h of incubation, and in this concentration, more then
190 mg L™ of this copper was reduced to Cu(l), remaining only 120 mg L™ of Cu(ll)



originally added after 36 h of incubation. The isolate T5 showed high efficient on copper
biotransformation and copper removal from liquid medium, and it is not necessary high
biomass production to reach high copper biotransformation.
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Figure 1 Time course of copper speciation after growth of isolate Stenotrophomonas maltophilia A2,
isolated from Avena sativa rhizosphere, in nutrient broth medium amended with 500 mg L™ of copper
(as CuS0Q,), incubated for 48 h, at 30°C with shaking (150 rpm). Biomass (o), Cu(Il) removed (e),
Cu(Il) remaining (m), and Cu(Il) reduced (O0) were evaluated. Error bars are standard errors of the
mean.
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Figure 2 Time course of copper speciation after growth of isolate Acinetobacter calcoaceticus T5,
isolated from Plantago lanceolata rhizosphere, in nutrient broth medium amended with 500 mg L™ of
copper (as CuSQy,), incubated for 48 h, at 30°C with shaking (150 rpm). Biomass (o), Cu(Il) removed
(@), Cu(Il) remaining (m), and Cu(Il) reduced (0) were evaluated. Error bars are standard errors of the
mean.

The highest sorption of copper by the isolates in this study was 190 mg L™ by isolate
T5. The quantities removed in this work are higher than those removed from work done by
other authors, such as 32 mg L™ by an isolate of Pseudomonas putida (CHEN et al. 2007) and
16 mg L™ copper by a single Acinetobacter calcoaceticus (CLAUSEN 2000). Although, the
species of Bacillus licheniformis is highly efficient at removing 93% of the copper from
medium (59 mg L) (CLAUSEN 2000), but still our concentrations removed by our isolates
2.5 times higher, when compared with the strains studied by CLAUSEN (2000). This sorption
capacity of copper may be an alternative for the copper removal from the environment by
microorganisms, making the bacteria resistant to bioremediation a viable practice in
environments contaminated with copper (ANDREAZZA et al. 2010). It is possible to say that
resistant organisms can be effective in removing heavy metals such as copper, due to its
ability for sorption the metal from environment.



Conclusions

Bacteria resistant to copper isolated from rhizospheric region of Avena sativa as
Stenotrophomonas maltophilia (A2), Pseudomonas putida (Al) and Acinetobacter
calcoaceticus (A6) and Plantago lanceolata plant as Acinetobacter calcoaceticus (T5) are
resistant and effective in the copper removal from liquid medium with high copper
concentrations. These isolates have high resistance to copper in various environmental
conditions tested. In addition, concentrations of copper removed from the liquid medium by
the isolates studied are high, showing high potential in using these isolates for bioremediation
of copper contaminated areas.
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Resumo - Cogumelos género Pleurotus possuem alto valor nutricional, sdo pouco exigentes
em relacdo ao substrato e podem ser cultivados em diferentes residuos lignocelulésicos, sendo
sua produtividade diretamente relacionada a formulacdo do substrato. Assim, 0s objetivos
deste trabalho foram avaliar o crescimento micelial e colonizacdo dos substratos palha e casca
de arroz diferentes espécies de Pleurotus spp. Através de um ensaio in vitro, no qual discos de
cultura das espécies fungicas foram repicados para tubos contendo substrato casca ou palha de
arroz, conforme o tratamento. As leituras do crescimento micelial foram realizadas a cada 24
horas. Os resultados demonstram um crescimento significativamente superior na casca de
arroz do micélio flngico de P. ostreatus (13,18 cm/dia) e também quando comparado a P.
ostreatoroseus (12,615 cm/dia) e P. citrinopiliatus (11,45 cm/dia). De modo geral, o
desenvolvimento micelial das trés espécies estudadas apresentou crescimento mais rapido no
substrato casca de arroz em relacdo ao substrato palha, durante todo periodo de incubacéo.
Palavras chave: Cogumelos comestiveis, Shimeji, cogumelo ostra.

Introducéo

Os cogumelos do género Pleurotus sdo encontrados naturalmente em florestas tropicais
e subtropicais e sdo utilizados ha muitas décadas, como alimento e/ou medicamento. As
espécies desse género possuem alto valor nutricional, sdo pouco exigentes em relacdo ao
substrato e podem ser cultivados em diferentes substratos lignocelulésicos, sendo que
conforme a formulacdo do substrato, maior produtividade podera ser obtida (BERNARDI,
2007), assim como variacdes na composicdo quimica e nutricional do cogumelo.

Os fungos deste grupo sao relatados como causadores da podriddo branca da madeira
(ROSADO et al., 2002; BONATTI et al., 2004), pela alta habilidade saprofitica e por
degradar residuos lignocelulosicos (RAGUNATHAN.; SWAMINATHAN, 2003). Isso se
deve a presenca de um complexo aparato enzimatico capaz de degradar a lignina, celulose e a
hemicelulose da madeira e de outros residuos agroindustriais.

Vaérios residuos lignoceluldsicos sdo indicados para o cultivo de Pleurotus spp., tais
como, palhas de varios cereais, residuos de algodao, residuos de cana-de-agucar, polpa e casca
de frutas, entre outros (EIRA, 2003; JOB, 2004). Sendo que o aproveitamento de residuos
agricolas e agroindustriais no cultivo de cogumelos torna-se importante pela agregacdo de
valores e a0 mesmo tempo, é uma alternativa inteligente para o descarte de residuos.

O Rio Grande do Sul € um dos principais estados brasileiros produtor e beneficiador de
cereais, especialmente de arroz, gerando uma consideravel quantidade de residuos, como
gréos sem valor comercial, palha, casca de arroz e impurezas, todos com grande potencial
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para a formulagéo de substratos a serem aproveitados na producéo de Pleurotus. Além disso,
a regido apresenta condigdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento de cogumelos
comestiveis (DONINI, 2006). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a cinética
micelial de trés espécies de cogumelos comestiveis do género Pleurotus, cultivadas em palha
e casca de arroz (Oryza sativa), para se determinar a condi¢cdo 6tima de crescimento micelial.

Materiais e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério Experimental de Micologia —
LEMICO - Departamento de Microbiologia e Parasitologia — DEMP - Instituto de Biologia —
IB - Universidade Federal de Pelotas, RS. As espécies fangicas utilizadas foram P. ostreatus
(BF24), P. ostreatoroseus (POR01/06) e P. citrinopiliatus (PAM), pertencentes a micoteca do
LEMICO/DEMP/IB/UFPel e preservadas em 6leo mineral. As mesmas foram recuperadas em
meio de cultivo CDA (capim-elefante+dextrose+Agar) e incubadas a 28 °C por 10 dias.

Para a realizacdo do ensaio in vitro os substratos palha e casca de arroz secos foram
previamente umedecidos por 24 horas. Apos, a agua foi escorrida e os substratos foram
acondicionados em tubos de ensaio (2,5 x 20 cm). Na base de cada tubo foi colocada uma
porcdo de algoddo umedecido em agua destilada. Estes foram fechados com papel aluminio e
filme pléastico, e posteriormente autoclavados a 121 °C por 60 minutos. Em seguida, discos de
cultura com 10 mm de didmetro foram repicados para os tubos de ensaio contendo o
substrato. Os mesmos foram fechados com papel aluminio e incubados a 28 °C. Realizaram-se
leituras de crescimento micelial em quatro direcdes paralelas, a cada 24 horas, a partir de 96
horas apds a repicagem, até a completa colonizacgdo do substrato em uma das repeticoes.

A varidvel analisada foi velocidade de crescimento micelial. O delineamento
experimental, constituiu-se de 5 repeticdes para cada um dos tratamentos, inteiramente
casualizados. Os resultados obtidos foram submetidos a analise da variacdo e ao teste de
Tukey para comparacdo das médias, utilizando-se o programa estatistico SASM-Agri
(CANTERI et al, 2001).

Resultados e Discussao

De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que o substrato casca de arroz
promoveu crescimento significativamente superior do micélio fungico de P. ostreatus (13,18
cm/dia), quando comparado a P. ostreatoroseus (12,62 cm/dia) e P. citrinopiliatus (11,45
cm/dia) e ao substrato Palha de arroz ( tabela 1). Regina (2004) avaliando o desenvolvimento
do cogumelo Shiitake (Lentinulla edodes) também encontrou resultados bastante promissores
nos cultivos realizados nesse substrato suplementado com farelos. Da mesma forma, na
colonizacdo da palha de arroz observou-se médias de desenvolvimento micelial
estatisticamente superiores para P. ostresatus (BF24 - 12,92 cm/dia) em relacdo as demais
espécies (PAM - 11,061 cm/dia e POR 9,95 cm/dia).

Tabela 1. Média de crescimento micelial dos cogumelos P. ostreatus (BF24), P.
ostreatoroseus (POR01/06) e P. citrinopiliatus (PAM) nos substratos palha e casca de arroz.

Tratamento Média de Crescimento
BF24 Casca 13,18 a

BF24 Palha 12,915 ab

POR Casca 12,615 ab

PAM Casca 11,45 bc

PAM Palha 11,061 ¢

POR Palha 9,95¢

C.V 6,58%




* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de TuKey no intervalo de
5%

De modo geral, o desenvolvimento do micélio de cogumelo das trés espécies apresentou
desenvolvimento mais rapido no substrato casca de arroz em relacdo ao substrato palha. No
entanto, isso ndo inviabiliza a utilizacdo de palha de arroz no cultivo de cogumelos deste
género. Ensaios realizados por Bernardi (2007) demonstram a viabilidade da producédo de
cogumelos do género Pleurotus em palha de arroz, como também, evidenciam excelentes
resultados no rendimento da produtividade. Utilizacdo de residuos da cultura do arroz como
substrato para fungicultura além de ser uma alternativa econémicamente vidvel para o
produtor, também pode beneficiar o meio ambiente, pois a acdo enzimatica dos fungos acelera
sua decomposic¢do que é muito lenta, cerca de 5 anos (MAYER et al., 2006).

Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos pode-se inferir que o substrato casca de arroz
proporcionou um maior crescimento para as trés espécies fungicas testadas, com destaque
para a espéecie P. ostreatus. No entanto, ensaios avaliando a produtividade destas espécies de
cogumelos sdo necessarios para que esses resultados sejam confirmados e para que se possam
adequar as técnicas de cultivo ao substrato casca de arroz.
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Resumo - A familia Bromeliaceae apresenta distribuicdo neotropical, incluindo espécies
epifitas, terricolas e saxicolas, ocorrendo tanto em habitats florestais Umidos como também
em ambientes xerofiticos. Uma das principais caracteristicas da familia € a absor¢do de agua
e nutrientes através de escamas peltadas presentes nas folhas. Muitas espécies acumulam
agua da chuva, formando reservatérios que servem de habitat a diversas formas de vida,
sendo assim, a presente pesquisa tem como objetivo a identificacdo e investigacdo de
microorganismos procariéticos presentes em fitotelmos de duas espécies de bromeliaceae,
sendo estas Vriesea platynema e Aechmaea gamosepala, presentes em uma area de Mata
Atlantica no sul do Brasil.

Introducéo

A familia Bromeliaceae possui distribuicdo neotropical, incluindo cerca de 60 géneros
e 3.000 espécies epifitas, terricolas e saxicolas. Uma das principais caracteristicas da familia
é a absorcdo de agua e nutrientes através de escamas peltadas presentes nas folhas. Um
grande numero de espécies acumula agua da chuva junto a um reservatério (cisterna)
formado a partir da insercdo de suas bainhas foliares distribuidas de forma espiralada em um
caule extremamente curto. Esses reservatorios servem de habitat a diversas formas de vida,
incluindo microorganismos procariéticos e eucaridticos, bem como diferentes grupos de
invertebrados e vertebrados (REITZ, 1983; CONSOLI & OLIVEIRA, 1998). Este
ecossistema recebe o nome de fitotelmo e apresenta caracteristicas proprias que podem
influenciar de forma importante na ecologia e fisiologia da prépria planta hospedeira. Na
presente pesquisa, microorganismos procarioticos isolados de fitotelmos de duas espécies de
bromeliaceae (Vriesea platynema e Aechmaea gamosepala), oriundas do Centro de Pesquisas
e Conservacdo da Natureza PRO-MATA — PUCRS, estdo sendo identificados e investigados
quanto a caracteristicas metabdlicas importantes na interacdo com a planta hospedeira.

Material e Métodos

Para a investigacdo dos microrganismos presentes nos fitotelmos, foram analisadas
amostras de agua presentes em cisternas de cinco bromélias do género Vriesea e cinco do
género Aechmea, coletadas no Centro de Pesquisas e Conservacdo da Natureza PRO-MATA
—PUCRS, localizado no municipio de S&o Francisco de Paula, interior do Rio Grande do Sul.
As coletas foram sazonais (verdo, outono e inverno, até o presente momento) com a
finalidade de visualizar possiveis alteracbes na composicdo estrutural das comunidades ali
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existentes. As amostras coletadas foram, inicialmente, inoculadas em caldo BHI (infuséo
cérebro-coracdo, peptona, dextrose, cloreto de sodio e fosfato dissddico) e incubadas a
temperatura ambiente, até atingirem crescimento em fase exponencial. Para o isolamento das
coldnias presentes nas amostras e testes de caracteristicas metabolicas interessantes, 0s
indculos foram semeados no meio sélido BHI (com agar 2%). Apds a caracterizagdo das
coldnias morfologicamente diferentes, os isolados selecionados foram corados através do
método de Gram e observados através de microscopia Optica (1000X). Alguns isolados foram
semeados no meio Nitrato-agar (Himedia) para verificar a presenca de bactérias oxidantes de
nitrato.

Resultados e Discusséo

Em relacdo as leveduras, microrganismos eucaridticos fangicos presentes nas
cisternas amostradas, foram obtidos, no total das coletas realizadas até o momento, 14
isolados, dos quais dez sdo oriundos das cisternas de V. platynema e quatro de A.
gamosepala, cujo aspecto morfologico varia em termos de tamanho do microrganismo, tipo
de brotamento (simples ou bipolar) e forma (arredondadas ou hexagonais). Quanto a
procariotos, obtivemos até o0 momento um total de 91 isolados, dos quais 48 sao oriundos das
cisternas de V. platynema e 43 de A. gamosepala, onde o aspecto morfolégico também €
variavel em tamanho, bem como formato de arranjo, sendo que a maioria possui forma de
bacilos Gram negativos, agrupados em strepto ou diplobacilos. O nimero de isolados obtidos
é intrigante, ja que apenas um tipo de meio de cultura foi utilizado para o isolamento, o que
significa que a real biodiversidade procariética destes ecossistemas deva ser extremamente
rica. Além disso, dos 12 isolados semeados até entdo no meio nitrato-agar, 6 foram capazes
de formar coldnias e, portanto, mostraram a capacidade metabodlica de oxidar este composto
nitrogenado, indicando que estes microrganismos devem contribuir para uma diminuicdo da
sua disponibilidade no meio aquético para utilizacao por parte da planta hospedeira.

Conclusdes

Estes resultados preliminares ndo apenas apontam para a ocorréncia de uma rica
biodiversidade procariotica em fitotelmos de ambas as espécies de bromélias investigadas
como também indicam que estes microrganismos exercem uma importante influéncia nos
nutrientes disponiveis neste ecossistema aquatico, especialmente para a planta hospedeira. O
presente projeto prevé uma andlise de metagenémica para a identificacdo de toda a
microbiota procaridtica e também eucariotica presente nos fitotelmos investigados.
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Resumo - Os actinomicetos sdo bactérias Gram positivas que apresentam potencial de
producdo de enzimas extracelulares e a formacdo de micélios aéreos. Sdo amplamente
distribuidos no ambiente e conhecidos pela producdo de moléculas bioativas. A aplicacdo de
enzimas, particularmente lipases vem se apresentando como uma alternativa atrativa para
hidrélise de 6leos e gorduras, principalmente quando consideradas vantagens na obtencdo de
produtos biodegradaveis e reducdo de residuos. O presente trabalho tem por objetivo avaliar a
atividade lipolitica de isolados de actinomicetos obtidos no processo de compostagem frente a
Oleos vegetais e diferentes temperaturas de incubacdo bem como selecionar potenciais
produtores de lipases para posterior estudo de producdo e caracterizacdo. A atividade da
enzima lipase foi avaliada pela hidrolise dos diferentes Oleos a diferentes temperaturas e
observada sob luz ultravioleta com 350nm de comprimento. A presenga de rodamina B no
meio e a emissdo de fluorescéncia laranja indicam a producdo da enzima e conseqlente
degradacdo dos 6leos. Os isolados que apresentaram atividade positiva foram cultivados em
meio amido caseina agar (ACA) pela técnica de microcultivo e os géneros identificados
conforme a morfologia apresentada. Os resultados demonstram que a atividade da enzima
lipase depende da temperatura de incubacao e do tipo de substrato empregado. O género mais
frequente de actinomiceto na degradacdo dos 6leos estudados foi Nocardia sp podendo seus
metabolitos serem empregados em diferentes processos industriais.

Palavras-Chave: actinomicetos; atividade lipolitica; processos industriais.

Introducéo

Os actinomicetos sdo bactérias Gram positivas filamentosas que apresentam alto
conteldo de G+C em seu genoma. Sua morfologia assemelha-se a dos fungos filamentosos,
porém seus filamentos sdo bem menores. Podem ser encontrados em diversos ambientes
naturais, como a agua, planta em decomposicdo, nddulos de raizes de plantas, sedimentos,
fezes de animais, lodo ativado e produtos alimenticios, mas séo encontrados principalmente
no solo (McCarthy & Willians, 1992).

Uma caracteristica marcante destes individuos € a producéo de enzimas extracelulares
gue degradam macromoléculas complexas encontradas no solo além de sintetizar e excretar
milhares de metabolitos, como antibioticos e geosmina, que da o odor caracteristico a terra
molhada (Moreira & Siqueira, 2006). Este grupo de microrganismos produz diferentes
enzimas como lipases, proteases, celulases, xilanases, amilases, quitinases e pectinases que
apresentam potencial para aplicagdo em diferentes processos na industria téxtil, de alimentos,
de detergentes, de papel e polpa, farmacéutica entre outras. As enzimas produzidas por estas
bactérias apresentam uma grande estabilidade em diferentes faixas de pH e temperatura, o que
as torna importantes em diferentes processos industriais. O género Streptomyces destaca-se
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entre os actinomicetos pela capacidade de produzir uma grande variedade de enzimas com
aplicacdo industrial (Padilha, 1998).

A aplicacdo de enzimas, particularmente lipases (triacilglicerolacil-hidrolases, E.C.
3.1.1.3), vem se apresentando como uma alternativa atrativa para hidrolise de Oleos e
gorduras, principalmente quando sdo consideradas algumas vantagens como obter produtos
biodegradaveis e reduzir a quantidade de residuos (Castro et al., 2004). Lipases sdo enzimas
que catalisam a hidrolise de triacilglicerol a diacilglicerol, monoacilglicerol, &cidos graxos e
glicerol na interface entre a fase aquosa e lipidica.

Este grupo de enzimas possui aplicagdes no processamento quimico organico, na
formulagdo de detergentes, na sintese de biosurfactantes, na industria oleoquimica,
agroguimica e de laticinios, na manufatura do papel, na nutricdo, em cosméticos e na industria
farmacéutica (Liese et al., 2000). As lipases aceleram a degradacéo de residuos gordurosos
(Masse et al., 2001) além de apresentarem importancia no processo de biorremediacao (Hasan
et al., 2006).

Considerando o potencial biotecnoldgico dos actinomicetos e as aplicacdes das lipases
em diferentes processos, o0 presente trabalho tem por objetivo avaliar a atividade lipolitica de
isolados de actinomicetos provenientes de processo de compostagem sob diferentes
temperaturas de incubacdo e diferentes dleos vegetais (6leo de oliva, biodiesel, etc.);
identificar os isolados em nivel de género, bem como selecionar potenciais produtores de
lipases para posterior estudo de producéo e caracterizacao.

Materiais e Métodos

Para a realizacdo deste trabalho foram empregados 20 isolados de actinomicetos
previamente isolados e conservados em glicerol originarios de amostras de processo de
compostagem. Aliquotas de 100uL dos isolados armazenados em glicerol foram semeadas em
placas contendo o meio de cultivo agar amido caseina (ACA) através da técnica de
espalhamento de superficie com o auxilio de uma alca de Drigalsky. A incubacédo foi a 30° C
por no minimo sete dias, e posteriormente os as colénias foram isoladas pelo método de
esgotamento, em placas contendo meio ACA. Os isolados foram mantidos em meio ACA
inclinado a temperatura de 4°C para realizacdo de estudos posteriores.

A atividade lipolitica foi observada ap6s o crescimento dos isolados em meio de cultura
contendo 0,5% de peptona, 0,1% de extrato de levedura, 0,4% de NaCl, 1% de agar, 2,5%
6leo e solucdo de rodamina B 0,001% esterilizado em autoclave a 120°C. Os dleos foram
esterilizados por filtracdo, com auxilios de uma bomba de vacuo, utilizando membranas de
0,22um de diametro e conservados a temperatura ambiente para posterior distribui¢do no
meio de cultura servindo como fonte de carbono. Os isolados foram inoculados na forma de
picada, sendo as placas incubadas nas temperaturas de 30 e 40°C e com 0s tempos de
incubagdo variando entre cinco e 21 dias conforme o substrato. A hidrolise dos diferentes
Oleos foi observada sob luz ultravioleta com comprimento de onda de 350nm. Foram
observados halos de cor laranja ao redor dos actinomicetos que apresentam a enzima, devido a
presenca de rodamina B no meio de cultura, que emite fluorescéncia laranja na presenca de
acidos graxos degradados.

A diferenciacdo dos géneros foi realizada através da analise morfolégica das colonias, a
presenca de micélio sob o substrato, micelio aéreo, arranjo e cadeia de esporos, superficie dos
esporos, assim como presenca de esporangio foram observados através do microcultivo
conforme Holt et al. (1989).



Resultados e Discussao

Todos os isolados de actinomicetos empregados neste estudo apresentaram atividade
lipolitica, variando conforme o substrato e a temperatura de incubacdo. Dos substratos
testados, o biodiesel foi hidrolisado por 65% dos isolados nos ensaios a temperatura de 40 °C
e por 45% no ensaio a 30 °C. Para o substrato 6leo de gergelim, melhor atividade foi
observada a temperatura de 40°C, onde 45% dos isolados apresentaram resultado positivo.
Por sua vez, foi observado que nos ensaios com 6leo de girassol os melhores resultados foram
observados a temperatura de 30°C. Quando empregado o 6leo de oliva, ndo foi observada
diferenca significativa em relacdo as temperaturas de incubacdo. Os resultados preliminares
demonstram que a atividade lipolitica é dependente da temperatura de incubacdo e do tipo de
substrato empregado. O género mais frequente de actinomiceto na degradacdo dos Oleos
estudados até o presente momento foi Nocardia sp identificado pela técnica de microcultivo.

Conclusdes

Os actinomicetos, especialmente pertencentes ao género Nocardia apresentam
potencial biotecnolégico podendo estes e/ou seus metabolitos serem empregados em
diferentes processos industriais.
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Resumo: Os estreptomicetes sdo bactérias caracterizadas por sua habilidade em formar hifas.
Sdo amplamente distribuidos no ambiente e conhecidos pela producdo de moléculas
biologicamente ativas. O presente trabalho tem por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana
de seis isolados de Streptomyces frente a dezenove cepas de Enterococcus spp. Os
estreptomicetos pertencem a bacterioteca do laboratério de microbiologia e foram
identificados através de provas morfoldgicas, bioguimicas e molecular. O perfil de
susceptibilidade dos Enterococcus foi avaliado para onze antibioticos, empregando a técnica
de difusdo de disco em &gar. A atividade antimicrobiana dos estreptomicetes foi avaliada pela
técnica da dupla camada. Os isolados que apresentaram atividade foram cultivados em meio
amido caseina (AC) a temperatura de 30°C por sete dias, em agitacdo constante. Apos
crescimento, a cultura foi filtrada para extracdo do extrato bruto teste. A atividade
antimicrobiana do extrato foi avaliada através da técnica de difusdo em pogo. O isolado que
apresentou maior espectro de atividade foi selecionado para crescimento em diferentes fontes
de carbono e nitrogénio. Como perspectiva pretende-se realizar a separacdo dos compostos
através de cromatografia em camada delgada e identificacdo molecular do isolado
selecionado.

Palavras-Chave: actinomicetes; resisténcia a antibioticos; cocos gram positivas.

Introducéo

Os actinomicetos correspondem a um grande grupo de bactérias gram-positivas que
apresentam um crescimento de micélio aéreo e sobre o substrato ramificado. Tais bactérias
sdo aerobias, com alto teor de Guanina e Citosina em seu DNA, sendo encontradas em
ambientes diversos, principalmente no solo. Os actinomicetos tém como propriedade mais
notavel a producdo de compostos bioativos de relevancia farmacéutica e agricola. Estima-se
que cada linhagem de actinomicetos tenha potencial genético para produzir de dez a vinte
metabolitos secundarios (Valan, 2009). Tais compostos se caracterizam por serem metabdlitos
secundarios produzidos geralmente na fase tardia do seu desenvolvimento, dentre esses se
encontram os antimicrobianos. Em alguns estudos, cerca de 50% de todos os Streptomyces
isolados demonstraram serem produtores de tal substancia (Madigan, 2004).

Considerando-se a grande importancia médica e econbémica dos antibidticos de
estreptomicetos, esse trabalho tem como objetivo avaliar a acdo antimicrobiana de seis
isolados de Streptomyces contra dezenove de Enterococcus multiresistentes de origem
ambiental e clinica.
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Material e Métodos

O perfil de susceptibilidade a antibidticos dos isolados de Enterococcus foi
determinado através da técnica de difusdo de discos em &agar, conforme determinado pelo
National Committee for Clinical Laboratory Standards - CLSI (2007). Os antibidticos
empregados para a realizagcdo deste teste foram: ampicilina (AMP), cefoxitina (CFO),
ciprofloxacino  (CIP), clorofenicol (CLO), eritromicina (ERI), imipenem (IMP),
nitrofurantoina (NIT), norfloxacina (NOR), penicilina (PEN), tetraciclina (TET) e
vancomicina (VAN).

A atividade antimicrobiana dos seis isolados de Streptomyces foi realizada através da
técnica de sobrecamada com inoculacdo em meio agar amido caseina (ACA) onde os
microorganismos cresceram por 10 dias a temperatura de 30°C. Posteriormente, 1 mL de uma
suspensdo de 10° células/ mL de Enterococcus foi adicionada a 9 mL de Miller Hinton e
vertido sobre as placas seguindo uma incubacdo por 48h a temperatura de 37°C. A inibigéo
microbiana foi observada determinando a formacdo de area de inibi¢do de crescimento do
antagonista.

Os isolados que apresentaram atividade efetiva foram cultivados em cultura submersa
em meio amido caseina (AC) por 48h a 30°C, sob agitagdo constante. ApoOs crescimento, a
cultura foi filtrada para posterior ensaio de atividade antimicrobiana pela técnica da difusao
em poco.

O isolado que apresentou maior atividade antimicrobiana em menor tempo foi
crescido durante cinco dias sob diferentes fontes de carbono (amido, glicerol, sacarose e
glicose). As amostragens de tempo utilizadas para a obtencdo do extrato-bruto teste a ser
usado na técnica de difusdo em poco foram: P.I. (pré-in6culo), 24 horas, 48 horas, 72 horas,
96 horas e 120 horas. Determinada a melhor fonte de carbono, 0 mesmo isolado foi crescido
sob diferentes fontes de nitrogénio (nitrato de potassio, peptona, extrato de levedura e aménio
sulfato). A metodologia empregada foi igual a utilizada para as fontes de carbono.

Resultados e Discusséo

A maioria das amostras clinicas apresentou resisténcia a tetraciclina (60%),
eritromicina (90%) e cefoxitina (80%). As amostras ambientais em sua grande parte tiveram
resisténcia notavel a eritromicina (55,56%) e cefoxitina (88,89%).

No ensaio de dupla camada os seis isolados de Streptomyces foram efetivos contra 0s
Enterococcus spp. ambientais. Das amostras clinicas, apenas o isolado 155 de Enterococcus
spp. ndo apresentou inibicdo por nenhum isolado de Streptomyces .

O extrato bruto do isolado 8S de Streptomyces mostrou maior atividade
antimicrobiana contra Enterococcus spp., apresentando halos de inibicdo com valor minimo e
maximo de 23 cm e 37 cm.

Por ser preponderante sobre os outros isolados de Streptomyces sp., o isolado 8S foi
selecionado para otimizacdo do seu extrato bruto em diferentes fontes de carbono. A melhor
atividade antibiotica ocorreu na presenga do amido com formacéo de halos de 20-25 cm em
72 horas. A producdo de metabolitos com atividade antimicrobiana foi notada a partir do pré-
indculo para sacarose e amido. O uso de sacarose apresentou dois picos maximos de
atividade, 96 horas e 120 horas, sendo a atividade antimicrobiana maior no ultimo pico. A
producdo sob glicerol foi presente apenas 48 horas pos-inoculacdo tendo maior atividade em
72 horas. Mesmo com crescimento celular presente, a formacéo de halos perante glicose como
fonte de carbono. No ensaio sob diferentes fontes de nitrogénio, o nitrato de potassio mostrou
melhor acdo em menor tempo do que as outras fontes de nitrogénio utilizadas.



No pré-indculo ndo houve formacdo de halos quando o nitrogénio era oriundo de
extrato de levedura. Os extratos compostos por sulfato de amonio, extrato de levedura e
peptona apresentaram inicio de atividade apenas depois de 72 horas de crescimento. Tanto o
extrato produzido com o uso de peptona quanto o produzido com extrato de levedura
apresentaram atividade maxima apés 120 horas.

Conclusdes

No presente estudo, todos os isolados de Streptomyces apresentaram atividade contra
Enterococcus sp., sendo o isolado 8S o microrganismo que mostrou maior espectro de
atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana do isolado 8S foi melhor perante amido
e nitrato de potassio como fontes de crescimento de carbono e nitrogénio respectivamente.
Concluimos que a fonte de carbono e nitrogénio pode influenciar na capacidade de producéo
de metabolitos secundarios.
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Resumo - A producao de biodiesel tem se mostrado uma interessante alternativa de renda nas
propriedades rurais de pequeno e médio porte, entretanto o subproduto da reacdo de
transesterificacdo que culmina no biodiesel, a glicerina bruta, ndo tem valor comercial na sua
forma priméria e apresenta elevados custos de purificacdo, sendo invidvel para pequenos e
médios produtores. Em funcéo disso, a glicerina bruta ¢, comumente lancada no ambiente e
apresenta significativo potencial de dano aos ecossistemas impactados. A biotransformacao
da glicerina bruta em produtos menos poluentes ou de maior valor agregado, mostra-se,
portanto, como uma estratégia interessante para a resolucéo da questdo do passivo ambiental
gerado pela producdo de biodiesel. A partir disso, foram isoladas e investigadas leveduras
coletadas de diferentes ambientes, que mostraram-se capazes de utilizar, como Unica fonte de
carbono, a glicerina bruta derivada da producao de biodiesel.

Palavras-chave: biodiesel; biotransformacéo; leveduras.

Introducéo

O biodiesel tem se mostrado uma fonte alternativa de renda consideravelmente
promissora, tanto no contexto doméstico, através de plantas de producdo ativas em
propriedades rurais de pequeno e médio porte, como no industrial (Carriquiry,2007). A
producdo do biodiesel é caracterizada por uma reacdo de transesterificacdo de triglicerideos
em alquil-ésteres de acidos graxos, tendo como subproduto a glicerina, que corresponde a
10% do volume final da reacdo (Meher et al.2006) e apresenta uma pureza que oscila entre
55% e 90%.0 processo de purificacdo da substancia, a fim de torna-la aplicavel na industria,
consiste na remocao dos seus alcoois constituintes,determinando o seu grau de pureza de
acordo com a concentracdo restante dos mesmos. O processo de purificacdo, entretanto,
apresenta elevados custos, sendo inviavel, portanto para pequenos e médios produtores.
Desse modo, o subproduto gerado nas pequenas e médias propriedades, em funcdo de nédo
apresentar valor comercial, € lancado no ambiente e apresenta significativo potencial de dano
aos ecossistemas impactados (revisado por Silva et al. 2009). A diversidade de
microorganismos procaridticos e eucariéticos ainda é muito pouco conhecida, em especial
guando se trata de microorganismos existentes em ambientes naturais, tais como cisternas de
Bromeliaceaes, solo e alguns tipos de alimentos crus. Desta forma, tipos metabdlicos
desconhecidos séo abundantes no contexto microbiano (Jianping, 2006) e podem apresentar
aplicabilidade biotecnoldgica com o objetivo de biorremediacdo e biotransformacdo de
moléculas de interesse. A biotransformacéo da glicerina bruta em produtos menos poluentes
ou de maior valor agregado, mostra-se como uma estratégia interessante para a resolucéo da
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questdo do passivo ambiental gerado pela producédo de biodiesel. A partir disso, buscou-se
investigar, em diferentes amostras ambientais, a presenca de leveduras capazes de utilizar a
glicerina bruta derivada da producéo de biodiesel como Unica fonte de carbono.

Materiais e Métodos

A glicerina bruta utilizada foi doada pela Faculdade de Quimica da PUC-RS, que
apresenta uma planta-piloto de biodiesel ativa similar a de produtores rurais. Para a
investigacdo de microrganismos com o tipo metabdlico de interesse, foram analisadas
amostras de agua presentes em cisternas de cinco bromélias do género Vriesea e cinco do
género Aechmea, oriundas do Centro de Pesquisas e Conservacio da Natureza PRO-MATA —
PUCRS. As coletas foram sazonais (verdo, outono e inverno, at¢ o momento) a fim de
visualizar possiveis alteracdes na estrutura das comunidades ali existentes. Amostras de
contaminantes de mel de abelhas sem ferrdo, provenientes do laboratério de Entomologia da
PUCRS, também foram analisadas. As amostras coletadas foram, inicialmente, inoculadas em
caldo YPD (extrato de levedura a 1% , peptona a 2% e glicose a 2%) contendo 0,5 % de
cloranfenicol, para isolamento de leveduras, e, ap0s, incubadas a temperatura ambiente, para
crescimento até fase exponencial. Para o isolamento das col6nias presentes nas amostras e
testes de caracteristicas metabolicas interessantes, o material foi semeado nos meios sélidos
(com agar 2%) YPD, YPgb (YP adicionado de glicerina bruta a 2%) e YNBgb (YNB
adicionado de glicerina bruta a 2%). A fim de caracterizar morfologicamente os isolados
selecionados, os mesmos foram corados através do método de Gram e observados atraves de
microscopia 6ptica (1000X).

Resultados e Discusséo

Em relacdo as leveduras, microrganismos eucariéticos fangicos presentes nas
cisternas das bromélias analisadas, foram obtidos, nas trés coletas realizadas até o momento,
14 isolados, dos quais dez sdo oriundos das cisternas de V. platynema e quatro de A.
gamosepala, cujo aspecto morfoldgico variava em termos de tamanho do microrganismo,
tipo de brotamento (simples ou bipolar) forma (arredondadas ou hexagonais). Em relacdo a
analise de contaminantes de mel foram obtidos dois isolados de leveduras. Do total de
isolados testados, nove obtiveram crescimento em YNBgb, evidenciando um potencial
metabdlico interessante para aplicacfes de biotransformacéo de glicerina bruta.

Conclusdes

A degradacdo de glicerina bruta por parte dos isolados obtidos mostra-se como uma
interessante alternativa para a resolucéo do passivo ambiental além das potenciais aplicacdes
dos produtos gerados a partir desse processo. A continuidade da pesquisa baseia-se na
identificacdo molecular dos isolados obtidos, a partir da extracdo de DNA, selecdo de
primers que tenham como alvo a regido codificadora da subunidade menor do rDNA (18S
para Eukarya), e na caracterizacdo quimica dos produtos gerados a partir da degradacéo da
glicerina por parte dos isolados.
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Resumo - O mexilhdo dourado, Limnoperna fortunei é um molusco bivalve invasor de grande
impacto econémico e ecoldgico, de dificil controle, ndo havendo nenhum método efetivo até
o0 momento. O controle bioldgico de organismos-praga se baseia em interacdes ecoldgicas de
predacdo, competicdo e parasitismo para reducdo das populacGes de pragas, e ja se mostrou
viavel para o controle de algumas espécies de molusco-praga. Nesse sentido, este trabalho
objetiva a busca dentro da diversidade do Lago Guaiba de isolados bacterianos que possam
ser potenciais agentes de biocontrole de L. fortunei. Para tal, isolamentos de bactérias foram
realizados a partir de agua, sedimento, e tecidos de Limnoperna fortunei, em dois locais de
amostragem no Lago Guaiba. A partir de 4gua foram obtidos 134 isolados bacterianos, sendo
87 obtidos de amostras oriundas do porto e 47 do canal do Jacui. A partir de sedimentos
foram obtidos 82 isolados, sendo 46 do canal e 36 do porto. Ja de parte mole de mexilhdo
dourado foram isoladas 41 bactérias, sendo 9 do canal e 32 do porto, enquanto de periostraco
foram obtidos 66 isolados, sendo 31 do canal e 35 do porto. Esses isolados foram agrupados
em 12 grupos morfoldgicos, sendo que o grupo 4 possui 0 maior nimero de isolados, com
21,05% dos isolados avaliados até o0 momento.

Palavras-chave: bactérias, controle bioldgico, mexilhdo dourado, invasores

Introducéo

O mexilhdo dourado, Limnoperna fortunei € um molusco bivalve invasor de grande
impacto econémico e ecoldgico. A introducdo e estabelecimento desta espécie em uma area
podem culminar com o deslocamento e extingcdo de espécies nativas, além de em locais de
captacdo de &gua e/ ou geracdo de energia poderem causar grandes prejuizos, devido a
formacdo de macroaglomerados em tubulagdes, turbinas e trocadores de calor, levando ao
entupimento e quebra dos mesmos (Mansur et al., 2004; Resende, 2008; Soares et al., 2009).
Esta praga foi relatada pela primeira vez no Lago Guaiba em 1998, por Mansur et al. (1999).
O controle do mexilhdo dourado é dificil, ndo havendo nenhum método efetivo até o
momento. Pesquisas usando diferentes estratégias de controle estdo sendo realizada como o
uso de sulfato de cobre (Soares et al., 2009), luz utravioleta e uso de tintas anti-incrustantes
(Caprari, 2006; Brooks & Waldock, 2009). O controle biolégico de organismos-praga se
baseia em interacdes ecoldgicas de predacdo, competicdo e parasitismo para reducdo das
populacdes de pragas. O controle bioldgico de moluscos € viavel, como reportado por Molloy
& Mayer (2007), ao obter altos indices de mortalidade de larvas e adultos do mexilh&o zebra,
Dreissena polymorpha, com um isolado de Pseudomonas fluorescens. Nesse sentido, este
trabalho objetiva a busca dentro da diversidade do Lago Guaiba de isolados bacterianos que
possam ser potenciais agentes de biocontrole de L. fortunei.
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Material e Métodos

Isolamento: Isolamentos de bactérias foram realizados a partir de agua, sedimento, e
da parte mole e periostraco de Limnoperna fortunei, em dois locais de amostragem no Lago
Guaiba (cais do porto e canal do Jacui).

Para isolamento a partir de dgua e sedimento foram realizadas dilui¢bes sucessivas
(102 a 10" e 10 a 10), respectivamente, e plaqueamento em meio de cultura agar de soja
triptica. Para isolamento de tecidos do mexilhdo foi feito uma desinfestacdo com hipoclorito
de sédio (1 minutos), seguido de alcool (3 min), e triplice lavagem em &gua destilada
esterilizada Apos inoculacéo as placas foram incubadas a 28 + 1°C e fotoperiodo de 12 h. A
visualizacdo de crescimento bacteriano foi realizada diariamente durante um periodo de sete
dias. Todos os isolados bacterianos obtidos, independente do substrato foram repicados para
nova placa contendo Agar de soja triptica e purificado por esgotamento.

Separacao em grupos morfologicos: Apos purificacdo, os isolados foram repicados
em Agar King B e inspecionado quanto a presenca de fluorescéncia sob luz ultravioleta, apos
incubacdo a 28 +£1 °C. Além disso, foi determinada a morfologia da col6nia (forma, margem,
textura, coloracdo), gram e catalase. A determinacdo do gram foi obtida pelo método répido
usando KOH 3% (Buck, 1982), ja a catalase foi determinada pela adicdo de perdxido de
hidrogénio a cultura bacteriana. Isolados que apresentavam o mesmo perfil foram colocadas
no mesmo grupo morfolégico.

Resultados

A partir do isolamento usando &gua como substrato foi obtido 134 isolados
bacterianos, sendo 87 obtidos de amostras oriundas do porto e 47 do canal do Jacui. A partir
de sedimentos foram obtidos 82 isolados, sendo 46 do canal e 36 do porto. Ja de parte mole de
mexilhdo dourado foram isoladas 41 bactérias, sendo 9 do canal e 32 do porto, enquanto de
periostraco foram obtidos 66 isolados, sendo 31 do canal e 35 do porto.

O maior nimero de isolados foi obtido de amostras coletadas no porto, exceto para o
substrato sedimento. Essa maior densidade bacteriana pode estar relacionada a maior poluicédo
deste local de amostragem, com conseqiiente maior disponibilidade de nutrientes para
bactérias heterotroficas.

Os isolados bacterianos obtidos (323) estdo sendo separados em grupos morfoldgicos,
de acordo com a Tabela 1, tendo sido processado até o0 momento 35,3 % dos isolados obtidos,
que se enquadraram em 12 grupos morfoldgicos.

Tabela 1. Separacdo de isolados bacterianos obtidos de substratos oriundos do Lago Guaiba,
baseada em caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas.

Grupo Caracteristicas da colbnia

1 Circular, branca, margem inteira, textura lisa, gram negativa, catalase positiva,
fluorescente

2 Circular, branca, margem inteira, textura lisa, gram negativa, catalase positiva, nédo
fluorescente

3 Circular, branca, margem inteira, textura lisa, gram e catalase positiva, ndo fluorescente

4 Circular, amarela translicida, margem inteira, textura lisa, gram negativa, catalase
positiva, fluorescente

5 Circular, amarela translicida, margem inteira, textura lisa, gram negativa, catalase
positiva, ndo fluorescente

6 Circular, amarela forte, margem inteira, textura lisa, gram negativa, catalase positiva, ndo
fluorescente

7 Circular, branca, margem inteira, textura lisa, gram negativa e catalase negativa,

fluorescente




8 Circular, amarela translicida, margem inteira, textura lisa, gram positiva, catalase
negativa, ndo fluorescente

9 Circular, branca, margem ondulada, textura rugosa, gram e catalase negativa, ndo
fluorescente
10 Irregular, amarela translicida, margem ondulada, textura lisa, gram negativa, catalase

positiva, fluorescente

11 Circular, amarela transltcida, margem inteira, textura lisa, gram e catalase positiva, nao
fluorescente

12 Circular, amarela translicida, margem inteira, textura lisa, gram e catalase negativa,
fluorescente

Em relacédo a freqliéncia de isolamento de bactérias dos diferentes grupos verificou-se
uma maior ocorréncia de isolados do grupo 4, o qual corresponde a 21,05% dos isolados
testados até o momento. Dentro de cada grupo serdo selecionados cinco isolados
representativos do grupo para bioensaios com o mexilhdo dourado Limnoperna fortunei e
identificacdo das espécies bacterianas, baseada na sequéncia parcial do gene rDNA 16S.

Conclusdes

Na &gua, sedimento e mexilhGes dourado obtidos do Lago Guaiba existe uma grande
diversidade de bactérias cultivaveis, dentre as quais pode haver potenciais agentes de
biocontrole de L. fortunei.
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Resumo — Dentre as amebas de vida livre (AVL), a Acanthamoeba é o género mais
amplamente distribuido na natureza. Este protozoario é importante devido ao seu carater
anfizoico. Lava-olhos sdo equipamentos de protecdo coletiva, presentes em locais onde ha
riscos de acidentes com produtos quimicos, de modo que a NR-32 estabelece a necessidade de
processos de higienizacdo e desinfeccdo semanal destes equipamentos. A ineficiéncia deste
procedimento possibilita a formac&o de biofilmes e favorece o desenvolvimento de diversos
microorganismos, inclusive de Acanthamoeba, que pode ser agente da ceratite amebiana,
doencga progressiva e dolorosa que ameaca a visdo. Este trabalho teve como objetivo isolar
amebas de vida livre do género Acanthamoeba em amostras de biofilme e agua de
equipamentos lava-olhos, e caracteriza-las morfologicamente seguindo critérios propostos por
Page (1988). Amostras de agua e biofilme foram coletadas de equipamentos lava-olhos de
laboratérios de uma universidade. Ap6s processadas, as amostras foram avaliadas quanto aos
critéerios morfoldgicos, atraves da observacdo em microscopio Optico. Das 74 amostras
coletadas, 37 foram de biofilme e 37 de 4gua. Destas, 28 de biofilme e 27 de &gua foram
positivas para AVL possivelmente pertencentes ao género Acanthamoeba, segundo o0s
critérios de Page para morfologia dos cistos e trofozoitos. Os resultados obtidos demonstram
que as condi¢Bes sanitarias dos lava-olhos avaliados sdo precérias e podem oferecer aos
usuarios risco de contaminacgdo com AVL do género Acathamoeba.

Palavras-chave: Acanthamoeba; Lava-olhos; Biofilme

Introducéo

Dentre as Amebas de Vida Livre (AVL) existentes, a Acanthamoeba é o género mais
amplamente distribuido na natureza, sendo encontrada em agua doce e salgada, piscinas,
estojos de lente de contato, agua potavel, poeira, ar condicionado e em biofilmes, inclusive de
bebedouros coletivos (Carlesso et al., 2010; Caumo et al., 2009; Pens et al. 2008; Khan,
2006; Marciano-Cabral & Cabral, 2003.). Este protozoario possui um carater anfizoico, uma
vez que se adapta tanto a vida livre quanto parasitaria. Lava-olhos sdo equipamentos de
protecdo coletiva, presentes em locais onde ha riscos de acidentes com produtos quimicos,
como laboratérios académicos e de pesquisa, industrias e almoxarifados de reagentes. A
Norma Regulamentadora 32 (NR-32), do Ministério do Trabalho e Emprego, referente a
seguranca e saude no trabalho em servicos de salde, estabelece que estes equipamentos
devem estar em locais de facil acesso e passar por processos adequados de higienizacdo e
desinfeccdo semanal, garantindo desta forma a salubridade do equipamento no momento do
uso. Neste sentido, quando a manutengéo correta dos lava-olhos néo ocorre, possibilita-se a
formacdo de biofilmes, que favorecem o desenvolvimento de diversos microorganismos,
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inclusive de Acanthamoeba. Ceratite amebiana € uma doencga progressiva e dolorosa que
ameaca a visdo. Conforme ja bem descrito na literatura, a ceratite pode ser causada por varias
espéecies do género Acanthamoeba, entre elas A. castellanii, A. polyphaga, A. hatchetti, A.
culbertsoni, A. rhysodes, A. griffini, A. quina e A. lugdunensis (Marciano-Cabral & Cabral,
2003). Os critérios de Page estabelecem caracteristicas morfoldgicas para identificacdo das
AVL em relacdo ao género. Para identificacdo do género Acanthamoeba, em relacdo aos
cistos, sdo considerados: tamanho, além da presenca e formato da dupla parede celular.
Quanto aos trofozoitos sdo considerados a presenca de nucléolo evidente, vacuolos
digestorios e contrateis bem como a presenca de acantopodios (Figura 1). Este trabalho teve
como objetivo isolar amebas de vida livre (AVL) do género Acanthamoeba em amostras de
biofilme e &gua de equipamentos lava-olhos, e caracteriza-las morfologicamente seguindo

Figura 1 — Cistos e trofozoitos morfologicamente caracteristicos, segundo os critérios de
Page (1988). Imagens: Caumo, K.S. Laboratdrio de parasitologia UFRGS.

Materiais e Métodos

Amostras de agua e biofilme foram coletadas de equipamentos lava-olhos de
laboratdrios de uma universidade. As amostras de biofilme foram coletadas das saidas de agua
com suabes estéreis e armazenados em tubos estéreis até o momento do processamento da
amostra. Posteriormente, foram coletados 50 mL de agua em tubos estéreis por acionamento
do equipamento. Pressupondo-se que 0s equipamentos ao serem utilizados serdo acionados
imediatamente, ao coletar as amostras ndo houve prévio escoamento da agua.

Os suabes utilizados na coleta dos biofilmes foram transferidos para tubos estéreis,
contendo 50 mL de agua destilada estéril e submetidos a sedimentacdo espontanea por 2
horas. Apo6s, os suabes foram espremidos e os tubos centrifugados a 2500 rpm /10 minutos.
Os sobrenadantes foram descartados e o sedimento ressuspenso em 500 pL de solucédo salina
de Page (De Carli, 2001). 100 pL dessa suspensao foram inoculados em placa contendo agar
ndo nutriente 1,5% recoberto com suspensdo de E. coli. Os tubos contendo a dgua coletada
foram centrifugados a 2500 rpm/10 minutos e processados conforme ja descrito.

Apds inoculacdo, as placas foram incubadas a 30°C e observadas diariamente, por até
dez dias, ao microscopio Optico em aumento de 100X. Os critérios de Page foram avaliados
por observacdo em microscopio, apos obtencao dos isolados monoxénicos em placas.

Resultados e Discusséo

Das 74 amostras coletadas, 37 foram de biofilme e 37 de agua. Destas, 28 de biofilme
e 27 de 4gua foram positivas para AVL possivelmente pertencentes ao género

Acanthamoeba (Figura 2), segundo os critérios de Page para morfologia dos cistos e
trofozoitos.
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Figura 2 —em A cistos caracteristicos do género Acanthamoeba, de uma das amostra de biofilme. Em
B cistos e trofozoitos caracteristicos do género Acanthamoeba isolados de ima amostra de agua
(aumento 100x).

Apesar de haver poucos trabalhos relacionando Acantamoeba a lava-olhos, Tyndall et
al (1987) coletaram 130 amostras de 11 equipamentos lava-olhos de uma cidade dos EUA,
obtendo 59 isolados de AVL. Ainda neste estudo, os autores testaram o potencial patogénico
de seus isolados, tendo observado que trés das amostras possuiam amebas patogénicas, pois
foram capazes de infectar camundongos.

E importante destacar que um individuo que procura auxilio do equipamento lava-
olhos sofreu alguma lesdo nos olhos, que pode servir de porta de entrada para
microrganismos, dentre eles a Acanthamoeba. Diversas espécies deste organismo possuem
capacidade de invadir e colonizar a epitélio ocular, causando ceratite amebiana, sendo esta
uma doenca de progressdo grave podendo levar a perda completa da visdo e enucleacdo
(Khan, 2006). De acordo com nosso estudo, as condigdes sanitarias dos lava-olhos avaliados
mostram o desenvolvimento de Acanthamoeba em decorréncia da instalacdo de biofilme,
representando risco aqueles que utilizam esses equipamentos.

Concluséo

Os resultados demonstram que as condicGes sanitarias dos lava-olhos avaliados sdo
precérias, e podem oferecer risco de contaminagdo com AVL do género Acanthamoeba aos
USUArios.
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Resumo — O género Acanthamoeba enquadra-se entre 0s protozoarios de maior prevaléncia
no meio ambiente. Estudos anteriores demonstram a capacidade de Acanthamoeba polyphaga
em desenvolver-se no intestino de larvas e adultos de Aedes aegypti em condicdes de
laboratério. Entretanto, a susceptibilidade de mosquitos de origem silvestre a infeccdo por
esta ameba de vida livre (AVL), ainda ndo foi investigada. O objetivo deste estudo foi avaliar
a ocorréncia de Acanthamoeba sp. em populagdes naturais de Ae. aegypti e caracterizar as
amebas isoladas. As larvas de Ae. aegypti foram obtidas com o auxilio de armadilhas de
oviposicdo. A presenga de cistos e trofozoitos de amebas de vida livre foi investigada em
pools de larvas saudaveis pertencentes ao 3° e 4° estadio, apos identificacdo e um rigoroso
processo de lavagem. As larvas foram maceradas e centrifugadas, e um in6culo de 50 pL do
sedimento foi depositado no centro da placa contendo agar ndo-nutriente a 1,5%, com uma
sobrecamada de Escherichia coli (ATCC 25922) mortas pelo calor a 56°C, para o isolamento
e cultivo de amebas. O procedimento foi realizado em triplicata. Até o momento, foram
realizadas cinco coletas distintas de culicideos, onde aspectos morfoldgicos evidenciaram a
presenca de Ae. aegypti. AVL foram isoladas em todos os pools analisados, cuja
caracterizacdo morfoldgica sugere a ocorréncia do género Acanthamoeba. AVL
possivelmente pertencente ao género Acanthamoeba é capaz de infectar populacbes naturais
de Ae. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti; Acanthamoeba sp.; isolamento; caracterizacéo.

Introducéo

Aedes aegypti é considerado o mosquito vetor mais importante dos sorotipos virais
DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 que ocasionam a dengue classica e a sua forma hemorrégica
(Gubler, 2001). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, a infec¢do pode acometer
anualmente 50 milhdes de pessoas no mundo. Por exemplo, em 2009 foram reportados
853.468 casos na regido das Américas, incluindo 20.832 episodios correspondentes a dengue
hemorragica (World Health Organization, 2009a, b).

E importante ressaltar a dificuldade existente em realizar o controle populacional deste
mosquito, uma vez que possui um ciclo de vida particular, bem como uma facil adaptagéo ao
ambiente. Por estas razdes, a busca por meios de controle mais eficientes e especificos vém
aumentando, sendo imprescindiveis estudos acerca da atividade de possiveis agentes
bioldgicos, os quais reduzem naturalmente a populacdo de mosquitos. Embora existam muitos
avancos cientificos, até 0 momento ha uma lacuna relevante acerca de alguns protozoarios e
seu grau de nocividade a culicideos.
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O género Acanthamoeba enquadra-se entre os protozoarios de maior prevaléncia no
meio ambiente. E bem distribuido em todo o mundo e ja foi isolado do solo, poeira, 4gua
tratada e natural, piscinas, lentes de contato, entre outros (Salazar et al., 1982; Lorenzo-
Morales et al., 2005; Carlesso et al., 2007; Pens et al., 2008; Caumo et al., 2009; Kawaguchi
et al., 2009).

Estudos preliminares demonstram a capacidade de Acanthamoeba polyphaga em
desenvolver-se no intestino de larvas e adultos de Ae. aegypti em condi¢cGes de laboratério
(Rott et al., 2010). Entretanto, a susceptibilidade de mosquitos de origem silvestre a infeccdo
por este parasito ainda ndo foi investigada, ndo havendo, portanto, estimativas de sua
prevaléncia. Deste modo, objetivou-se avaliar a ocorréncia de Acanthamoeba sp. em
populacgdes naturais de Aedes aegypti, além de caracterizar os isolados obtidos.

Materiais e Métodos

A coleta de larvas de Ae. aegypti foi feita em cinco bairros distintos de Porto Alegre,
RS: Camaqud, Cavalhada, Cristal, Jardim Vila Nova e Santa Tereza, com o auxilio de
armadilhas de oviposicao (ovitrampas).

As larvas utilizadas no experimento passaram por um rigoroso processo de lavagem,
seguido de maceracdo. Apds, as mesmas foram centrifugadas e 50 pL do sedimento, em
triplicata, foi depositado no centro da placa de &gar ndo-nutriente a 1,5%, com uma
sobrecamada de Escherichia coli (ATCC 25922) mortas pelo calor a 56°C, para o isolamento
de amebas de vida livre. As placas foram vedadas com filme plastico (Parafilm®) e mantidas
em estufa, a 30°C. Apds 48 horas, as placas foram analisadas ao microscopio éptico (100X)
por até 10 dias. A caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Acanthamoeba seguiu 0s
critérios propostos por Page (1988).

Para a exclusdo do género Naegleria fowleri, foi realizada a técnica de exflagelacéo,
que consiste na adicdo de 10 mL de agua destilada estéril sobre cada placa de agar néo-
nutriente com crescimento de amebas de vida livre e observacdo por até 1h em microscopio
oOptico (100X) para verificar a emissao de flagelos.

Como parte da caracterizacdo dos isolados de Acanthamoeba sp., avaliou-se o tempo
de contracdo do vacuolo pulsatil de cada amostra, em microscépio éptico (100X) (De Carli,
2001), além da realizacéo de testes de osmotolerancia e termotolerancia, de acordo com Khan
etal. (2001).

Resultados e Discussao

Das cinco coletas de larvas de Ae. Aegypti realizadas, todas apresentaram, nos pools,
amebas de vida livre com caracteristicas morfoldgicas sugestivas do género Acanthamoeba. A
figura 1 mostra um isolado com tipico crescimento de AVL possivelmente do género
Acanthamoeba em placa de agar ndo-nutriente a 1,5%, recoberto com Escherichia coli.

Os testes de exflagelacdo foram negativos para os cinco isolados de amebas de vida
livre, indicando que ndo ha a presenca de Naegleria fowleri entre as amostras estudadas.
Neste género amebiano, os trofozoitos possuem a capacidade de se transformar em estruturas
flageladas, possuindo, tipicamente, dois flagelos anteriores, embora trés ou quatro flagelos
possam ser visualizados ocasionalmente (Visvesvara & Schuster, 2008).

Em todas as amostras foi possivel verificar a nitida presenca de vactolos pulsateis,
cujo tempo de contracdo € mostrado na tabela 1.
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Figura 1: Trofozoitos de AVL provavelmente pertencentes ao género Acanthamoeba
da amostra do bairro Santa Tereza (Microscopio optico 100X).

Tabela 1. Tempo de contracdo de vacuolos de amebas de vida livre isoladas de Ae. aegypti.

Isolados (de acordo com bairro de origem) Tempo de contracdo médio (em segundos)®

Camaqua 37,2
Cavalhada 31,1
Cristal 27,2
Jardim Vila Nova 32,8
Santa Tereza 36,4

#10 trofozoitos por amostra.

Analisando-se os testes de tolerdncia a temperatura e ao manitol, todos os isolados
apresentaram crescimento a 30°C (controle), 37°C e 0,5 M de manitol. Nenhuma amostra
apresentou crescimento a 42°C e 1,0 M de manitol. Estes resultados evidenciam que, diante
da incapacidade de adaptacdo a elevada temperatura e concentracdo osmolar, os isolados
podem ser isentos de patogenicidade para humanos e outros mamiferos, de acordo com
sugestdo de Khan et al. (2001).

Conclusdes

O género Acanthamoeba é capaz de infectar populacdes naturais de Ae. aegypti. O
prosseguimento do presente trabalho, com um maior nimero amostral e confirmacdo dos
isolados através de PCR (Polymerase Chain Reaction) fornecera importantes informacdes
acerca da prevaléncia desta ameba de vida livre em culicideos vetores. Desta forma, servira
como subsidio para posteriores pesquisas sobre a interacdo e o possivel impacto do
microorganismo sobre o ciclo de vida de Ae. aegypti.
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Resumo- O cultivo de Agaricus bisporus, popularmente conhecido como champignon, €
realizado a partir de uma mistura de substratos celulésicos compostados e pasteurizados.
Apesar de 0 composto ser proprio ao cultivo, pragas e doenc¢as que surgem durante o cultivo
reduzem a producdo e/ou qualidade dos mesmos. Logo, 0s objetivos deste estudo foram
identificar e quantificar as populagdes fungicas do substrato e da camada de cobertura
utilizados durante o cultivo do champignon. Para realizar o levantamento da populacédo
fangica efetuou-se amostragem em uma producdo comercial de champignon. A coleta
constituiu-se de 10 amostras da terra da camada de cobertura e 08 de substrato compostado. O
método de avaliacdo utilizado foi o de dilui¢do seriada e semeio em meio BDA acidificado.
Para efeito de analise quantitativa procedeu-se a contagem das UFC, e posteriormente
identificacdo dos géneros fangicos. Na analise dos resultados observou-se que a maior
populacdo fangica foi encontrada no substrato compostado (2,8 x 10). Os géneros fingicos
mais frequentes sdo Trichoderma, Pennicillium, Paecilomyces, Cladosporium e Verticillium.
Palavras-chave: Cogumelos comestiveis, champignon, fungos contaminantes.

Introducéo

O cultivo de cogumelos é mundialmente dominado pela producdo de Agaricus bisporus
popularmente conhecido como “cogumelo branco” ou “champignon de Paris”. Esta foi a
primeira espécie comercialmente cultivada no Brasil, introduzida em 1953 devido a crise
avicola (CHANG; MILES, 2004).

O substrato para o cultivo comercial de A. bisporus pode ser preparado a partir de uma
mistura de materiais organicos, sujeitos a um processo de compostagem para torna-lo
propriado ao seu desenvolvimento (COLAK, 2004). Consegiientemente, muitas pragas e
doengas podem causar perdas na producdo de A. bisporus. Isso se deve principalmente a
fatores como: compostagem impropriamente preparada, pasteurizacdo inadequada do
composto e da camada de cobertura, e galpdes mal desinfetados, como também, ao composto
de baixa qualidade (CHEN et al., 1999).

Existem muitos fungos patogénicos que influenciam na reducdo da producdo e/ou
qualidade dos cogumelos. No entanto, poucos sdo verdadeiros patdgenos atacando o micélio e
o0 corpo de frutificacdo, os ndo patogenicos simplesmente competem por espaco e nutrientes,
podendo influenciar negativamente o crescimento e absorcdo nutricional do A. bisporus
(CHANG; MILES, 2004). A bolha seca causada por Verticillium fungicola é uma das mais
significativas doencas na producdo comercial de Agaricus spp. (COLES et al., 2002). Esta
doenca pode causar substancial reducdo do rendimento. A manifestagdo de Trichoderma spp.,
é caracterizada pelo aparecimento de manchas marrons, irregulares e de diversos tamanhos na
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superficie do pileo, tornando as areas afetadas flacidas e deprimidas (CHANG; BUSWELL,
1996). O conhecimento dos agentes envolvidos em desordens durante o processo de cultivo
de cogumelos torna mais facil e eficiente o desenvolvimento de meios de prevencdo e
controle. Assim, este trabalho teve como objetivo identificar e quantificar a populagdo
fangicas associada ao substrato compostado e a camada de cobertura utilizados para o cultivo
de A. bisporus.

Materiais e Métodos

A coleta das amostras foi realizada em um cultivo comercial de Agaricus bisporus,
localizado no municipio de Tupanciretd (29° 4’ S, 53° 50’ W), RS, Brasil. O processamento
das amostras foi realizado no Laboratério Experimental de Micologia (LEMICO),
DMP/IB/UFPel, Pelotas, RS, Brasil.

A amostragem foi realizada em diferentes pontos com evidéncia de contaminacao,
totalizando 10 amostras provenientes da camada de cobertura e 08 do substrato compostado.
Para o isolamento de fungos foi empregada a técnica de diluicdo seriada das amostras e
plagueamento em meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) acidificado (pH 3,5). Porc¢des
de 25 g de substrato de cada amostra foram homogeneizadas em 225 mL de dgua peptonada
0,1%, constituindo-se assim, a primeira diluicdo. Adicionou-se uma gota de Tween® 80 a
mistura e esta foi homogeneizada durante 10 minutos em agitador. A partir desta realizaram-
se diluicdes decimais até 1:100000 (107). De cada diluicdo foram semeados em superficie do
meio BDA acidificado com acido tartarico (10%), com alga em “L”, aliquotas de 0,ImL, em
triplicatas, e incubados a 25°C por 4-6 dias, para obtencdo das unidades formadoras de
colénias (UFC) e identificacdo dos fungos presentes.

Para efeito de analise quantitativa foram consideradas apenas as diluicBes que
apresentaram a formagdo de colonias entre 20 e 200 unidades formadoras de colonia (UFC),
sendo posteriormente identificados os principais géneros fungicos presentes, atraves da
confeccdo de laminas. A visualizacdo das estruturas fungicas foi realizada em microscépio
estereoscopico e microscopio optico para identificacao.

Resultados e Discusséo

A diversidade da populacdo fungica determinada em dois diferentes materiais
utilizados para o cultivo de A. bisporus apresentou pouca variacdo, porém elevada
concentracdo. Resultados esses que podem ser evidenciados por meio da contagem de da UFC
(tab. 1). A maior populagdo fingica foi observada no substrato compostado (2,8 x 10),
enquanto que a andlise da terra de cobertura demonstrou uma menor incidéncia de UFC. No
entanto, esse dado deve ser considerado devido a importancia que exerce como fontes de
multiplicacdo de esporos, 0s quais podem permanecer no ambiente e causar danos a safras
futuras.
Tabela 1: Quantificagdo (UFC g™) e identificacdo da populacdo flngica associadas a
substratos de cultivo de A. bisporus.

Populagdo fungica associada a substratos ao cultivo de A. bisporus

Substratos UFC.g* Géneros

Trichoderma sp., Paecilomyces sp., Cladosporium

Terra da camada cobertura 1,3 x 10° R Y
sp.,Pennicillium sp., Verticillium sp.,

Trichoderma sp.,Pennicillium sp., Paecilomyces sp.,

:
Substrato compostado 28x10 Cladosporium sp., Verticillium sp., Aspergillus niger




De modo geral, a diversidade da populacdo flangica encontrada no amostras
analisadas restringiu-se a poucos géneros. O substrato compostado foi o componente do
cultivo de A. bisporus que apresentou maior diversidade de géneros identificados, tais como:
Trichoderma, Pennicillium, Paecilomyces, Cladosporium, Verticillium sp e a espécie
Aspergillus niger. Nas amostras de terra da camada de cobertura predominaram 0s géneros
Trichoderma e Pennicillium, no entanto outros géneros como Paecilomyces e Cladosporium,
e Verticillium. foram observados. Resultados estes, que evidenciam deficiéncias de assepsia
no cultivo de A. bisporus, especialmente durante as fases de compostagem e pasteurizacdo do
substrato, bem como no ambiente de cultivo ou pelos manipuladores.

A elevada ocorréncia de Trichoderma spp. demonstra a capacidade de disseminacdo e
resisténcia de suas estruturas aos tratamentos térmicos ao qual os substratos foram
submetidos. Algumas espécies do género Trichoderma apresentam a capacidade de decompor
a celulose presente no substrato ndo dependendo apenas de nutrientes solUveis disponiveis
(CHEN et al., 1999). Aliado a isso, esta sua habilidade de se desenvolver tanto de forma
saprofitica como parasitica, dependendo da espécie, além de sua elevada taxa de crescimento,
0 que os torna os fungos mais problematicos no cultivo do A.bisporus (GEA, 2001).

Outro fungo muito comum e de vital importancia para os substratos de cultivo e
producdo de cogumelos é o Verticillium. A preocupagdo com sua presenca nos cultivos de A.
bisporus, mesmo em concentrac@es baixas, se deve a sua elevada patogenicidade, responsavel
por causar perdas de até 100% na producdo deste cogumelo. O patégeno € capaz de atacar o
micélio vegetativo de A. bisporus (CALONJE et al., 2000), mas quando a terra de cobertura é
infestada com conidios de V. fungicola, o patdgeno é detectado no interior de primordios
muito pequenos 1-2 mm de didametro (LARGETEAU et al. 2007).

Conclusdes

A maior populacdo fungica encontrada é observada no substrato compostado. Os
géneros fungicos presentes no cultivo de A. bisporus foram Trichoderma, Pennicillium,
Paecilomyces, Cladosporium, Aspergillus e Verticillium. Sendo que o substrato compostado
apresentou maior diversidade de populacdo fungica.
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Resumo - A Antartica € um dos ambientes mais extremos habitados por microrganismos.
Microrganismos adaptados ao frio tém sido muito estudados por serem potenciais produtores
de compostos com diversas aplicacdes industriais e biotecnoldgicas, principalmente enzimas
com atividade catalitica em baixas temperaturas. Este trabalho tem como objetivo realizar a
prospeccdo de compostos de interesse industrial e biotecnoldgico em bactérias isoladas da
Ilha Rei George (Peninsula Antartica). Isolados bacterianos foram obtidos atraves do
plagueamento de amostras de agua, solo e neve em diversos meios de cultura seletivos e nao-
seletivos. Esses isolados foram avaliados em relacdo a producdo de amilase, endo-[]-
glucanase, esterase e protease, através da inoculacdo em meios de cultura contendo amido,
carboximetil celulose, Tween 80 e leite em po, respectivamente. Até o momento, foram
selecionados 43 isolados com atividade proteolitica, oito com atividade celulolitica, oito com
atividade amilolitica e nove com resultado positivo para a producdo de esterase. Esses
microrganismos estdo atualmente sendo submetidos a ensaios de quantificacdo da atividade
enzimatica. Esses resultados preliminares evidenciam a grande relevancia de estudos de
bioprospec¢cdo em ambientes extremos.

Palavras-chave: Antértica; microrganismos; psicréfilos; bioprospeccédo

Introducéo

A Antartica € o continente mais remoto da Terra, estando isolado do resto do mundo
pelo Oceano Antartico e pela Corrente Circumpolar Antartica (PEARCE et al., 2009). De
modo geral, ambientes frios, os mais abundantes em toda a superficie terrestre, tém sido
colonizados com sucesso por muitos organismos, especialmente bactérias, leveduras, algas
unicelulares e fungos (GERDAY et al., 2000).

Microrganismos adaptados ao frio sdo Unicos porque, apesar de possuirem uma
temperatura interna proxima a do ambiente e do forte efeito negativo de baixas temperaturas
em reacdes bioquimicas, sdo capazes de crescer e se multiplicar a taxas similares a espécies
de temperaturas mais amenas (GERDAY et al., 2000). As enzimas de organismos psicrofilos
possuem diversas adaptacOes estruturais que possibilitam um alto rendimento em baixas
temperaturas, tornando estes compostos importantes para diversas aplica¢des industriais. As
enzimas de extremofilos possuem potencial de aplicacdo em multiplas areas, seja no uso das
enzimas propriamente ditas, ou como fonte de conhecimento para modificacdo de enzimas
derivadas de organismos mesofilos (ROTHSCHILD e MANCINELLI, 2001). Nao obstante
seu grande potencial biotecnologico, poucas enzimas adaptadas ao frio estdo em uso
comercial, em comparagdo com enzimas termoestaveis (CAVICCHIOLI et al., 2002).

O objetivo deste trabalho é realizar a prospeccdo de enzimas de interesse
biotecnoldgico em bactérias isoladas da Ilha Rei George (Peninsula Antéartica).
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Materiais e Métodos

Trés amostras de agua, cinco de neve e seis de solo da llha Rei George (Ilhas Shetland
do Sul, Peninsula Antartica) foram coletadas durante o verdo de 2009/2010 em frascos de
polipropileno previamente autoclavados, e armazenados a 4 °C até a execucgdo das anélises.
Para o isolamento de microrganismos, as amostras foram semeadas em cinco meios de cultura
diferentes (agar LB, agar PCA, agar R2A, agar nutriente e agar TSA em concentracdo 10™).
Para as amostras de solo, 10 g foram suspendidos em 90 mL de solucdo salina 0,5% (w/v)
previamente a inoculagdo. O isolamento foi feito em quadriplicata, sendo duas placas
incubadas a 5 °C por 40 dias e duas a 25 °C por sete dias. Apds o periodo de incubacéo, as
coloénias morfologicamente diferentes foram selecionadas e isoladas por esgotamento no
mesmo meio de cultura e incubadas a mesma temperatura.

Para verificar a produgéo de enzimas extracelulares, os isolados foram inoculados em
meios de cultura contendo amido, carboximetil celulose, Tween 80 e leite em po, para testar
as atividades de amilase, endo-p-glucanase, esterase e protease, respectivamente. Em todos os
ensaios, as placas foram incubadas a 25 °C por 72 h. Ap6s a incubacdo, as atividades de
protease, endo-[][]-glucanase e amilase foram evidenciadas através da visualizacdo de um
halo de degradacdo ao redor da coldnia. Para a visualizacdo das atividades celulolitica e
amilolitica, as placas foram inundadas com vermelho-congo 0,1% e lugol, respectivamente. A
atividade de esterase foi evidenciada através da formacéo de um precipitado branco ao redor
da colbnia, devido a presenca de CaCl, no meio de cultura.

Para a quantificacdo da atividade amilolitica, os microrganismos com resultado
positivo no screening anterior foram crescidos em meio liquido contendo peptona (1%),
extrato de levedura (0,5%) e amido soltuvel (1%) por quatro dias a 25 °C e 150 rpm,
coletando-se aliquotas a cada 24 h. As aliquotas foram centrifugadas a 15.000 rpm por 20
minutos, e a atividade amilolitica a 25 °C e pH 7 foi quantificada através do método do acido-
3,5-dinitrosalicilico (MILLER, 1959), utilizando maltose como padrdo. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar
1 [mol de maltose minuto™ ml™.

Resultados e Discussao

Ao total, foram obtidos 236 isolados bacterianos, sendo 106 provenientes das placas
incubadas a 25 °C e 130 das placas incubadas a 5°C. Em relacdo ao tipo de amostra, 127
bactérias foram isoladas das amostras de solo, 68 das amostras de agua e 41 das amostras de
neve. Das 106 bactérias isoladas a 25 °C que foram avaliadas em relacdo a producdo de
enzimas extracelulares, 43 demonstraram atividade proteolitica, oito foram positivas para
atividade de endo-[]-glucanase, oito demonstraram atividade amilolitica e nove tiveram
resultado positivo para a producdo de esterase. Experimentos adicionais serdo realizados para
0 rastreamento total da colecéo.

Quantitativamente, os oito isolados com resultado positivo para a producdo de amilase
obtiveram baixa atividade enzimatica (Figura 1), se comparados com outros microrganismos
relatados na literatura (ASOODEH et al., 2010). O maximo de atividade enzimatica (0,56 U)
foi obtida pelo isolado N52R1 no quarto dia de incubacdo. Novos experimentos serdo
realizados a fim de testar o uso de outros meios de cultura e condic¢des de incubagéo.

Conclusodes

Estes resultados preliminares evidenciam a grande relevancia de estudos de
bioprospecgdo em ambientes extremos. Atualmente, estdo sendo quantificadas as atividades
de esterase, endo-[J-glucanase e protease. Os isolados com atividade proteolitica também



serdo testados em relacdo a producédo de queratinase e dissulfeto redutase, visto que penas de
aves sdo uma fonte abundante de nutrientes na Peninsula Antartica. Em adicdo, as atividades
hidroliticas também serdo rastreadas através da construcdo de uma biblioteca metagendmica.
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Figura 1. Atividade amilolitica dos isolados.
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Resumo - Bipolaris sorokiniana é um fungo fitopatogénico do trigo e outros cereais de
inverno, responsavel por moléstias como a podriddo comum da raiz, carvao do nd, ponta preta
dos grdos e mancha marrom. Este fungo € capaz de sobreviver no solo ou em restos vegetais
infectados sendo dificil elimina-lo completamente das regides agricolas afetadas, assim, um
sistema de controle do mesmo se faz necessario. Como o controle constante com fungicidas
implica em problemas ambientais e a resisténcia do fitopatdgeno a esses compostos, a
utilizacdo do controle bioldgico representa uma estratégia alternativa e com potencial. Sabe-
se que bactérias do grupo dos actinomicetos sdo conhecidas por produzirem metabdlitos
secundarios com grande potencial antibacteriano e antifingico, assim, o objetivo deste
trabalho € testar e selecionar 25 isolados de actinomicetos com atividade antifangica contra 10
isolados do fungo Bipolaris sorokiniana. Para isso, foram realizados ensaios de dupla-camada
em meio agar amido caseina (ACA), onde os actinomicetos foram inoculados por picada e as
placas incubadas por dez dias a 30°C. Os fungos eram inoculados em meio 4gar batata
dextrose (BDA) e incubados por sete dias a 28°C. Apds esse periodo, foi preparada uma
suspensdo dos esporos e 1 mL da suspensdo homogeneizada com 9 mL de meio BDA
liquefeito e esta mistura foi vertida sobre as placas de ACA com os actinomicetos crescidos.
Apos cinco dias, observava-se a presenca ou auséncia de halos de inibicdo. Os resultados
obtidos demonstram que o isolado 1S tem grande potencial antifungico frente aos dez
isolados do fungo.

Palavras-chave: B. sorokiniana, controle bioldgico, actinomicetos.

Introducéo

Bipolaris sorokiniana ¢ um fungo fitopatogénico encontrado em todo o mundo, que
provoca doencas no trigo e outros cereais de inverno. Plantas com helmintosporiose
apresentam sintomas como mancha marrom das folhas, podriddo radicular e ponta preta dos
grdos. Mudas infectadas desenvolvem lesGes necréticas marrom escuro nas raizes, coroas e
bainhas. O trigo (Triticum aestivum) é uma das culturas mais afetadas pelo B. sorokiniana,
sendo que os danos na producdo podem variar de 20 a 80% (Kumar 2007).

O controle do fitopatogeno é dificil e caro, por ele infectar folhas, coroa, rizomas e
raizes de espécies sensiveis e poder estar ativo em uma ou mais plantas em toda a estacao de
crescimento (Salehpour 2005), por apresentar uma grande variabilidade morfoldgica,
fisiologica e genética. O controle na agricultura é feito utilizando-se principalmente
fungicidas quimicos (Khamna 2009), que causam severos efeitos negativos, ou seja, 0
desenvolvimento de resisténcia dos patdégenos aos agentes aplicados e seus impactos
ambientais ndo-alvo (Compant 2005). Desta forma, o controle biol6gico com microrganismos
estd sendo considerado uma alternativa ou uma forma complementar de redugdo do uso de
produtos quimicos na agricultura (Compant 2005, Khamna 2009 ).
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Os actinomicetos sdo um grupo de microrganismos conhecidos pela capacidade de
produzir diferentes antibioticos e antifngicos. Microrganismos desse grupo tem sido
amplamente estudados devido a essa capacidade de produzirem metabolitos secundarios e
portanto de grande aplicacdo biotecnoldgica. Deste modo, esse estudo tem como objetivo
testar e selecionar 25 isolados de actinomicetos com atividade antifungica contra 10 isolados
do fungo Bipolaris sorokiniana.

Materiais e métodos

Foram utilizados 10 isolados de B. sorokiniana, sendo 7 (98003, 98007, 98010, 98011,
98012, 98025 e 98028) oriundos do Brasil, e os outros trés de outras regides do mundo
(CF02-01 — Africa do Sul, BS18M2 — México, e 1965 — Dinamarca). Os 25 isolados de
actinomicetos tiveram origem em composto de processo de compostagem.

Para selecionar os isolados de actinomicetos com potencial antifingico, foi realizado o
ensaio de dupla-camada em placas em duplicata. Os isolados bacterianos foram inoculados
por picada em placas contendo meio de cultura agar amido caseina (ACA) e incubados por 10
dias a 30°C. Os isolados do fungo eram inoculados em meio de cultura agar batata dextrose
(BDA) e incubados por 7 dias a 28°C. Apés o crescimento dos fungos uma suspensdo de
esporos era preparada colocando-se 3 ml de solucdo salina 0,85% estéril sobre as coldnias nas
placas e, com o auxilio de uma al¢a de Drigalski os esporos eram removidos e a mistura
transferida para tubos de ensaio estéreis. A concentracdo final da suspensdo de esporos era
ajustada para 5 x 10 esporos/ml, através da contagem de conidios em camara de Neubauer.
Dessa suspensdo 1 mL era homogeneizada com 9 mL de meio BDA liquefeito e a mistura
vertida sobre as placas contendo os actinomicetos crescidos. As placas eram incubadas a uma
temperatura de 28°C por 5 dias. Ap6s o periodo de incubacéo a presenca ou auséncia de halos
de inibig&o era determinada.

Resultados e Discussao

Através do ensaio de dupla-camada foi possivel avaliar e selecionar os isolados de
actinomicetos com potencial antifingico. O isolado 1S mostrou 100% de eficiéncia contra as
amostras do fungo B. sorokiniana e o isolado 6S mostrou atividade antifungica apenas contra
o isolado BS18M2, os demais actinomicetos ndo tiveram atividade antifingica contra B.
sorokiniana (Tabela 1).

Nascimento & Van Der Sand (2008), analisaram o polimorfismo das regides ITS1 e
ITS2 do rDNA de 57 isolados de B. sorokiniana. Os 10 isolados utilizados no presente estudo
estdo entre os avaliados pelos autores. Conforme resultados obtidos no trabalho de
polimorfismo, foi possivel notar que o isolado BS18M2 mostrou baixa similaridade com os
demais isolados utilizados no presente trabalho. Sendo esta uma possivel explicacdo para que
0 actinomiceto 6S tenha conseguido inibir apenas o isolado BS18M2.



Tabela 1. Resultados do potencial antifungico de isolados de actinomicetos frente isolados de
Bipolaris sorokiniana obtidos no ensaio de dupla-camada.
98003 98007 98010 98011 98012 98025 98028 BS18M2 CF0201 1965

AP - - - - - - - - -

1s + + + + + + + + + +

2s - - - - - - - - - -

3s - - - - - - - - - -

6s - - - - - - - + - -

6e - - - - - - - - - -

8s - - - - - - - - - -

8e - - - - - - - - - -

23 - - - - - - - - - -

28 - - - - - - - - - -

29 - - - - - - - - - -

31 - - - - - - - - - -

34 - - - - - - - - - -

36 - - - - - - - - - -

37 - - - - - - - - - -

43 - - - - - - - - - -

47 - - - - - - - - - -

48 - - - - - - - - - -

50 - - - - - - - - - -

77 - - - - - - - - - -

83 - - - - - - - - - -

84 - - - - - - - - - -

95 - - - - - - - - - -

103
107

Concluséao
O isolado 1S demonstra grande potencial antifungico contra Bipolaris sorokiniana.
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Resumo - A producédo de biodiesel vem sendo aprimorada utilizando-se diferentes matérias
primas, catalisadores e purificadores na transesterificagdo, resultando em um combustivel de
melhor qualidade e de menor custo. As caracteristicas do biodiesel produzido podem
influenciar na suscetibilidade deste combustivel a contaminagdo microbiana, o que tem sido
uma freqliente preocupacdo, visto que esta acarreta em alteracdes nas propriedades do
combustivel, durante seu armazenamento. O objetivo do trabalho é comparar o crescimento
microbiano no biodiesel de gordura animal, produzido com NaOH e KOH e purificado com
diferentes métodos, via agua e via magnesol. O experimento foi realizado em frascos de vidro
com capacidade para 200mL, constituido de 45mL de meio minimo mineral e 5mL de cada
tipo de biodiesel (4 tratamentos), e foram adicionados 10%esporos.mL™ de um fungo. O
experimento foi conduzido em triplicata, sendo que as analises foram realizadas durante 60
dias. A cada 10 dias avaliou-se: formacdo de biomassa do fungo (peso seco); producdo de
enzimas (lipase); producdo de metabdlitos oriundos do crescimento do fungo (pH); e, na fase
oleosa, a variacdo no teor de ésteres totais (cromatografia gasosa, Norma ANP-EN 14103).
Ao final dos 60 dias, pode-se observar menor formacdo de biomassa no biodiesel NaOH-
Agua (576mg), seguido pelo biodiesel NaOH-Magnesol (773mg). Os biodieseis KOH-
Magnesol e KOH-Agua favoreceram a formacdo de biomassa (891mg e 930mg,
respectivamente). As andlises de Tensdo Superficial e indice de emulsificacdo indicaram que
o fungo ndo produziu nenhum produto emulsificante. As medidas de pH néo se alteraram ao
longo das analises.

Palavras Chave: biodiesel, gordura animal, armazenamento, contaminacao.

Introducéo

A suscetibilidade do biodiesel e das misturas de diesel e biodiesel a contaminacao
microbiana tem sido uma freqliente preocupacdo, visto que esta contaminacdo, além de
reacOes de natureza hidrolitica e oxidativa, acarretam em alteracGes nas propriedades do
combustivel, durante seu armazenamento (Bento et al, 2006). Estudos (Passman, 2005)
indicam que quanto maior a concentracdo de biodiesel na mistura maior a tendéncia de
formacgéo de borras de origem bioldgica. Isto foi verificado para fungos deteriogénicos de
diesel e biodiesel, Aspergillus fumigatus e Paecilomyces sp., que apresentaram maior
crescimento em B100 e B20 (Bucker et al, 2010). Neste sentido, ha estudos voltados para
analises do comportamento de biodiesel proveniente de gordura animal (sebo), além do
biodiesel de soja.

Oleos vegetais e gorduras animais passam por processos quimicos como a
transesterificacdo, que envolve a reacdo entre um triglicerideo (gordura animal ou dleo
vegetal) com um alcool, resultando no biodiesel (ésteres de acidos graxos) e glicerina, como
co-produto.  Visando economizar no processo e otimizar as condi¢Ges de producdo de



biodiesel por transesterificacdo, o biodiesel vem sendo desenvolvido utilizando diferentes
catalisadores e avaliando a purificacdo do produto, por meios alternativos ao uso de &gua
(Passman, 2005). Diante da possibilidade em se produzir biodiesel utilizando-se os mais
variados produtos, verificou-se a necessidade em avaliar a suscetibilidade a contaminagao
microbiana dos mesmos.

Assim, o objetivo deste trabalho é comparar o crescimento microbiano no biodiesel de
gordura animal e produzido com NaOH e KOH e purificado com diferentes métodos, via agua
e via magnesol produzidos pelo Laboratério de Quimica Analitica, do Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Material e Métodos

Avaliou-se o crescimento de um fungo deteriogénico de diesel e biodiesel, isolado de
borra de centrifuga de biodiesel, em frascos de vidro, contendo uma fase oleosa do biodiesel
de gordura animal (NaOH-agua, NaOH-magnesol, KOH-agua, KOH-magnesol) (5 mL) e
uma fase aquosa com meio minimo mineral (45 mL), na durante 60 dias, onde foi adicionada
uma suspensdo de 10* esporos.mL™. A avaliagdo da biomassa foi feita por medidas de peso
seco. A fase aquosa dos experimentos de curva de crescimento foi avaliada quanto & presenga
de substéncias emulsificantes, tensoativas, e de metabdlitos com caracteristicas acidas ou
basicas. Na fase oleosa sera verificada a degradacdo das cadeias de ésteres de acidos graxos
pela EN 1403. A andlise estatistica constou da analise da pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia.

Resultados e Discusséo

Na Figura 1 pode-se verificar o crescimento do fungo em meio mineral e 0s quatro
tipos de biodiesel de sebo. Ao final de 60 dias de avaliacdo observa-se que 0s biodieseis
KOH-Magnesol e KOH-Agua favoreceram a formagdo de biomassa (891 mg e 930 mg,
respectivamente) diferindo significativamente (p<0,05) da biomassa formada em NaOH-Agua
(576 mg), em que se observou 0 menor crescimento.
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Figura 1. Curva de crescimento do fungo filamentoso em meio mineral e quatro tipos de biodiesel de
sebo durante 60 dias, a 28°C. (¢#) KOH- Agua, (m)KOH-Magnesol, (A)NaOH -Magnesol, (¢) NaOH-
Agua.

Os dados de crescimento do fungo utilizando o biodiesel de sebo como unica fonte de
carbono, indicam que o biodiesel (B100) favorece o crescimento de microrganismos, além
disso, as condic¢des de producdo também podem influenciar a formagdo de biomassa. Neste
sentido, verifica-se que em termos de armazenamento, o biodiesel produzido com o
catalisador NaOH e purificado com agua ou com magnesol, seriam os mais indicados para



compor as misturas (BX) em circulacdo no pais. No entanto, esta sugestdo é referente ao
biodiesel produzido a partir de gorduras animais, uma vez que a matéria prima utilizada na
producdo pode apresentar caracteristicas diferenciadas ao final da transesterificacdo (Leung et
al, 2010).

Tabela 1. Medidas de tenséo superficial e de pH nos tratamentos com os diferentes biodieseis
e seus respectivos controles (sem inoculo), ao final de 60 dias.

Biodiesel Tensao Superficial pH
(mN.m™)

NaOH-Agua Tratamento 31,7 6,88
Controle 30,3 6,81

NaOH-Magnesol Tratamento 30,1 6,87
Controle 28,7 6,93

KOH-Agua Tratamento 29,8 6,87
Controle 29,9 6,84

KOH-Magnesol Tratamento 29,2 6,89
Controle 30,5 6,86

As analises de medidas de tensao superficial (Tabela 1) mostraram que houve reducéo
nas medidas de tensdo superficial da fase aguosa em todos os tratamentos. Provavelmente,
essa reducdo foi causada pelo proprio biodiesel de sebo, uma vez que sua composicao
apresenta ésteres (hidrofilicos) de &cidos graxos (hidrofébicos), ou seja, atua como um
surfactante e reduz as medidas de tensdo superficial. As anélises de indice de emulsificacao
indicaram que, nestas condi¢Ges, o fungo ndo produziu nenhum produto emulsificante.
Inicialmente as medidas de pH da fase aquosa dos tratamentos foram em torno de 7,2, no
entanto, tais medidas indicaram que ndo houve uma reducéo significativa deste parametro ao
final de 60 dias (Tabela 1).

A caracterizacdo cromatografica do biodiesel de sebo nos dard informacdes sobre a
composicdo dos ésteres de acidos graxos e o teor de ésteres, que o compbem; além disso,
outras informagBes como o teor de glicerina livre e total, de mono/di/triglicerideos podem
indicar qual fracdo do biodiesel foi utilizada pelo fungo como fonte de carbono.
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Abstract - The genus Enterococcus belong to the genera of bacteria that produce lactic acid
and can confer health benefits to living organisms. Selenium (Se(IV)) is an essential
micronutrient for humans and animals. Thirty-six Enterococcus species isolated from dairy
products were screened for Se(lV) sorption capacity for use as a probiotics in animal
nutrition. Several isolates grew luxuriantly and significantly removed Se(IV) from Se(IV)
amended medium. Two isolates, LAB 14 and LAB 18, identified by 16S rRNA gene
sequence analysis as Enterococcus faecalis (98% nucleotide sequence similarity) and
Enterococcus faecium (97% nucleotide sequence similarity), respectively, were selected for
further studies. LAB 18 displayed the highest Se(IV) bioremoval capacity and removed more
than 8 mg L™ of Se(1V). Substantial amount of Se(IV) was detected in biomass of E. faecium
(0.4599 mg g™ of dry weight) and E. faecalis (0.4759 mg g™ of dry weight). The significant
uptake of Se(IV) by the Enterococcus species observed in this study suggest that they can be
used to deliver dietary Se(IV) through feed augmentation with Se(IV)-enriched Enterococcus
biomass.

Keywords: Enterococcus; selenium; biomass production; biosorption.

Introduction

The enterococci, considered probiotic microorganisms, are Gram-positive, catalase-
negative, spherical bacteria that share many characteristics with the genera Streptococcus and
Lactococcus in the order Lactobacillales (Cai, 1999). Currently, there is increasing interest to
add probiotic microorganisms to animal diets in place of antibiotics because they leave no
residues in the environment and the carcass of the animal which may cause resistance to
antimicrobials (Simon, 2005).

Se(IV) is an essential micronutrient because of its antioxidant properties. A number of
microorganisms have been reported to take up and transform significant concentrations of
selenium species such as selenate and selenite (Siddique et al., 2005). However, only few
studies on selenite uptake and transformation have been conducted with probiotic
microorganisms (Zhang et al., 2009). Se-eriched probiotic microbial biomass can be used to
deliver dietary levels of Se(lV) to livestock through feed augmentation. In this study the
capacity of Enterococcus strains to remove and accumulation Se(1V) added to culture medium
was investigated.

Materials and methods
Thirty six lactic acid bacteria (LAB) isolated from “Minas Frescal” cheese were used
in this study. Each inoculum were prepared by transferring three loops of each isolate to 20
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mL of tryptic soy broth (TSB) in air-tight sealed tubes without shaking and incubated at 35°C
for 24 h without agitation. Optical density (ODggo) Of each inoculun was measured using a
spectrophotometer. Five milliliters of TSB amended with sodium selenite were inoculated in
independent experiments with 100 pL of each inoculum and gently mixed. Cultures were
incubated at 35°C for 24 h. Inhibition (%) was calculated as % difference in ODggo Of cultures
amended and not amended with Se(IV).

Biomass development in culture was monitored by measuring optical density (ODggo)
using sterile tryptic soy broth as the blank. Remaining Se concentrations in supernatants of
cultures subjected to centrifugation (2.500 x g for 10 min) were analyzed by hydride
generation atomic absorption spectrometry (HGAAS).

The method of Zhang et al. (2009) was used with slight modification for determination
of selenium content in biomass. Briefly, twenty milliliters of TSB medium amended with 15
mg L? of sodium selenite were inoculated with 100 pL of each inoculum. Strains were
cultivated at 35°C for 24 h. Cells were harvested by centrifugation and then submitted to
digestion. The selenium content in each sample was determined following digestion in
concentrated nitric-perchloric acid by Inductively Coupled Plasma - Optical Emission
Spectrometry (ICP-OES). Two isolates LAB 14 and LAB 18, selected for further studies were
identified by 16S ribosomal rRNA gene sequencing.

Results and discussion

Selenium, a metalloid, is an essential nutrient necessary for good health in living
systems at low concentrations. Two Enterococcus species identified as E. faecalis and E.
faecium by 16S rRNA sequencing displayed significant uptake of Se(IV) under different
culture conditions. Cells were slightly red in most cases and substantiate the uptake and
transformation of Se** to elemental Se’.

Substantial growth was recorded with the 36 lactic acid bacterial isolates. Between 0%
and 28% inhibition of biomass development was observed amongst the isolates. LAB 20 was
the most sensitive to Se(IV) and 28% inhibition was observed after 24 h of growth in medium
amended with 10 mg L™ Se(IV). On the other hand, isolate LAB IS 197 was the least
sensitive to Se(IV) with 0% inhibition observed in 24 h. Bioremoval of Se(IV) from media by
LAB isolates is shown in Figure 1.
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Figure 1. Se(IV) bioremoval LAB isolates after 24 h incubation in medium amended with 10 mg L™
of selenite at 30°C under static condition. Error bars are standard errors of the means of triplicate
independent experiments.



Many of the isolates displayed significant Se(IV) bioremoval. Se(IV) bioremoval
capacity was however comparatively higher in isolates LAB 7, 13, 14, 16 and 18 compared to
other isolates. LAB 18 displayed the highest Se(IV) bioremoval capacity and removed more
than 8 mg L™ of Se(1V) (> 80% bioremoval in 24 h). Se(IV) bioremoval was less than 2% in
isolates LAB 31, 33, 38, All, B22, C5, IS 196 and IS 197. Two isolates, LAB 14 and LAB
18, were selected for characterization of Se(1V) bioaccumulation in biomass.

Our results showed that LAB 14 and LAB 18 are efficiently able to bioaccumulate
selenium in the microbial biomass. The selenium content in the biomass of isolates LAB 14
and LAB 18 was determined after growth in medium amended with 15 mg L™ of Se(1V) for
24 h (Table 1). The selenium content in biomass was 0.4759 and 0.4599 mg of selenium g™ of
dry weight of biomass of E. faecalis and E. faecium, respectively.

Table 1. Selenium accumulation in biomass by isolates LAB 14 (E. fecalis) and LAB 18 (E.
faecium) growing in medium without selenium (control) and medium amended with 15 mg L
! of sodium selenite (Se-1V).

Isolates  Biomass Se(1V) Accumulation

Control Se(lV) Control Se(lV)

-------- ODeoo -——-—-—- il 1110 g-l mmmmmmmmmmmmmem
LAB 14 1.580 £ 0.0030* 1.118 +0.0008  0.0040 + 0.0018 0.4759 +0.0198
LAB 18 1.500 = 0.0032 0.997 £ 0.0024  ND** 0.4599 + 0.0622

*Values are means + standard errors of triplicates.
**ND: not detectable.

Conclusion

Our results indicate that LAB 14 and LAB 18 are potential organisms for supply of
dietary levels of selenium through use of Se-enriched biomass as probiotic agents and in feed
supplementation.
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Resumo — Micro-organismos sdo uma valiosa alternativa para tornar biodisponiveis
compostos de dificil degradacdo por outros organismos. Um exemplo desta utilizacdo sdo as
bactérias capazes de degradar a queratina de penas. Porém, o uso de enzimas microbianas
com este proposito € restrito, devido aos elevados custos energéticos envolvidos, uma vez que
a maioria dos micro-organismos estudados com esse propésito apresenta 6timos de atividades
enzimaticas sob temperaturas mesofilicas ou termofilicas. O objetivo desse estudo foi
determinar a diversidade de bactérias cultiviveis obtidas da Antéartida capazes de degradar
queratina, assim como a identificacdo de uma linhagem com 6timo de temperatura 6tima de
acdo enzimatica reduzida. Amostras de penas foram coletadas em pinguineiras abandonadas
nas ilhas Rei George, Antartida e cultivadas a temperatura ambiente em agar farinha de pena
como Unica fonte de carbono e nitrogénio. Apo6s o crescimento, col6nias com morfologias
diferentes foram repicadas para placas com meio TSA, mantidas sob refrigeracdo e utilizadas
para a obtencdo do rDNA 16S, construcdo de filogenias e para os testes enzimaticos. Os
resultados preliminares revelaram a existéncia de 8 isolados pertencentes a linhagens
bacterianas distintas, todos apresentando capacidades variaveis de degradar queratina, mesmo
sob baixas temperaturas, fator de relevancia para seu emprego industrial com diminuicdo dos
gastos energéticos.

Palavras-chave: queratinases, 16S rDNA, filogenia, Antartida

Introducéo

Microrganismos sdo uma valiosa alternativa para tornar biodisponiveis compostos de
dificil degradagdo por outros organismos. Um exemplo desta utilizacdo sdo as bactérias
capazes de degradar a queratina de penas, tornando tal residuo da industria avicola, utilizado
como suplemento da racdo animal, uma fonte melhor aproveitavel de aminoécidos, em
contrapartida aos métodos tradicionais de coc¢cdo e moagem. Esses métodos podem destruir
certos aminodcidos essenciais e diminuir a qualidade protéica e sua digestibilidade (MORITZ
e LATSHAW, 2001). No entanto, os residuos ricos em queratina sdo de dificil degradacéo,
uma vez que o polipeptidio estd densamente empacotado e fortemente estabilizado por varias
pontes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas, em adi¢cdo a varias pontes dissulfeto
(BRANDELLLI, 2008). Queratinases sdo uma classe particular de enzimas proteoliticas que
apresentam a capacidade de degradar queratina insolivel (ONIFADE et al., 1998). O
melhoramento nutricional da ragdo de penas através do tratamento com essas enzimas
microbianas ja tem sido descrito ha bastante tempo. Elmayergi e Smith (1971), mostraram
que a racdo de pena fermentada por Streptomyces fradiae e suplementada com metionina
resultou em um aumento na taxa de crescimento em frangos de corte quando comparados
com aqueles alimentados com proteina de soja isolada. Porém, o uso de enzimas microbianas
com este propoésito € restrito, devido aos elevados custos energéticos para se atingir o
maximo de crescimento e degradacdo dos residuos, pois a maioria das enzimas



queratinoliticas estudadas provém de bactérias com caracteristicas mesofilicas ou
termofilicas (RIFFEL e BRANDELLI, 2006). Nos ultimos anos, tem crescido o interesse na
investigacdo do potencial para a aplicacdo biotecnologica dos micro-organismos psicrofilos
(AGUILLAR, 1996), dos quais ainda existe uma lacuna de conhecimento. Assim, 0S
objetivos deste trabalho foram conhecer a diversidade de micro-organismos cultivaveis
provenientes da Antartida produtores de queratinases, bem como identificar uma linhagem
microbiana que apresente Otimos de crescimento e producdo de queratinases sob
temperaturas reduzidas.

Materiais e Métodos

Amostras de penas foram coletadas em pinguineiras abandonadas nas ilhas Rei
George, Antartida durante o verdo de 2010. Em laboratério, 0,1g do material foram
solubilizados em 900 pL de solucdo salina (0,85%) e 100 pL da solucdo foram semeadas pelo
método spread plate em meio agar farinha de pena (AFP) 1% como Unica fonte de carbono e
nitrogénio. Apds uma semana incubadas em temperatura ambiente (=20°C) colonias com
morfologias visivelmente diferentes foram repicadas para novas placas AFP. Depois de
cultivos subsequentes, as coldnias puras foram semeadas em placas contendo meio &gar
tripsina de soja (TSA) e mantidas sob refrigeracdo (4°C). O DNA total foi extraido pelo
método do fenol/cloroférmio (MANIATIS et al 1982). modificado e os primers universais
27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) e 1525R (5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-39)
foram utilizados para amplificar o gene ribossomal 16S. Para o sequienciamento, foram
utilizados o primer 27F ¢ o senso interno 518F (5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’). As
sequéncias obtidas foram submetidas ao algoritmo de busca por similaridade BLAST do
banco de dados Genbank e posteriormente editadas no software Bioedit 7.0 (HALL, 1999), a
partir de onde foi elaborada uma matriz com os dados. As arvores filogenéticas foram
inferidas a partir do modelo de Jukes e Cantor no programa MEGA 4.0(KUMAR et al, 2001).
A confiabilidade dos nos foi avaliada através de 1000 réplicas de Bootstrap. Para os testes
enzimaticos, uma alcada de cada isolado foi inoculada em 25 mL de meio BHI e apds 24 h, 1
mL deste pré-indculo foi inoculado em 50mL do meio caldo farinha de pena (CFP) 1% e
mantidas em agitador orbital (125 rpm), 25°C, por até 72h. A cada 12h, aliquotas de 1mL do
meio foram retiradas e a atividade queratinolitica foi avaliada utilizando-se azoqueratina,
sintetizada de acordo com Riffel et al. (2003), como substrato através do seguinte método. A
Mistura para a reagao consistiu em 100ul de sobrenadante enzimético e 500 pl de solugdo de
azoqueratina 20mg/ml em tampédo fosfato dissodico pH 7,0. A mistura foi incubada em
temperaturas que variaram de 30°C a 40°C por 1h. A reacédo foi parada pela adigdo de 800ul
de &cido tricloroacético 30%. Depois de centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos, a
absorbancia do sobrenadante foi determinada em espectrofotdmetro a 440nm. Uma unidade
de atividade enzimética foi considerada a quantidade de enzima capaz de causar uma
mudanca na absorbancia de 0,01 a 440nm por 1h em determinada temperatura (MACEDO et
al., 2005) .

Resultados e Discussdo

Os resultados preliminares evidenciaram a existéncia de pelo menos 8 isolados
diferentes capazes de crescer em AFP como Unica fonte de nutrientes. Destes, foram obtidas
as sequéncias parciais (763pb) do gene do rDNA 16S de 4 isolados, os quais foram
submetidos ao algoritmo de busca por similaridade BLAST do banco de dados do GenBank.
A identificacdo e reconstrucdo filogenéticas preliminares apontaram que estes 4 isolados
pertencem a grupos distintos com propriedades queratinoliticas variaveis. O isolado A08



mostrou-se estreitamente relacionado a Arthrobacter, enquanto o isolado AO1 foi recuperado
em um ramo com 100% de valor de suporte juntamente com Rhodococcus, ambas
pertencentes aos Actinomycetales, os quais formaram um ramo monofilético com valor de
bootstrap de 100%. O isolado A03 compartilhou um ramo com alto valor de suporte (100%)
com Lysobacter e o isolado A04 exibiu estreita relacdo com Bulkholderia (100%), ambas
pertencentes ao grupo Proteobacteria. Nos ensaios enzimaticos, os isolados A03 (Lysobacter)
e A04 (Burkholderia) apresentaram as maiores atividades no substrato azoqueratina, a
temperatura de 30°C, pH 7,0, exibindo 6timos de atividade enzimatica entre 24 e 36h. Este
estudo revela a diversidade de microrganismos queratinoliticos em grupos nao estudados
anteriormente, podendo ser utilizado como ponto de partida na investigacdo da degradacéo de
queratina por bactérias ambientais de regides frias como a Antartida.

Conclusdes

As queratinases sdo enzimas valiosas para a degradacdo de compostos recalcitrantes
como a queratina presente na pena das aves. O conhecimento sobre os micro-organismos
queratinoliticos tem crescido enormemente nos ultimos anos. Dessa forma, uma melhor
estimativa da sua diversidade é de extrema importancia para seu uso industrial. Através das
analises e discussao dos resultados preliminares deste trabalho, colocou-se em evidéncia uma
série de aspectos: num primeiro momento, foi estudada a diversidade de bactérias
queratinoliticas cultivaveis amostradas em pinguineiras no continente Antartico. Observou-se
que existe uma diversidade consideravel de tais organismos que estao distribuidos por véarios
dominios de bactérias. Verificou-se ainda, que vérias bactérias desenvolvem-se em meios
contendo queratina e que a atividade proteolitica foi induzida por esta proteina mesmo sob
baixas temperaturas, 0 que representa um fator relevante para a diminuicdo dos gastos
energeéticos para a utilizagdo de tais enzimas.
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Resumo Diversos peptideos antimicrobianos sdo produzidos por diferentes espécies de
Bacillus sp. e alguns ja foram purificados. Neste trabalho foram identificados, por meio de
testes bioquimicos e moleculares, duas espécies de Bacillus sp. isolados de puba, um produto
fermentado de mandioca, além de terem sido testadas suas atividades antibacterianas contra
espécies intimamente relacionadas e algumas bactérias laticas. Os resultados demonstraram
99% de similaridade de ambas as espécies para Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis.
Também apresentaram atividade antibacteriana contra todos 0s micro-organismos testados,
exceto contra uma espécie de bactéria latica, quando os sobrenadantes de culturas foram
liofilizados e concentrados 10 vezes e tiveram producdo de antimicrobianos na melhor
condicdo analisada.

Palavras-chave: Bacillus, atividade antimicrobiana, identificagéo, puba.

Introducéo

Atualmente, o género Bacillus é fenotipicamente composto por um conglomerado de
bactérias Gram-positivas, de fermentacdo aerdbia, esporuladas e associadas com habitats
terrestres. Os limites fenotipicos deste grupo sdo mal definidos, devido a falta de padrdes para
diagnostico informativo e caracterizacdo fenotipica. Mesmo com melhorias recentes na
aplicabilidade de abordagens moleculares para a filogenia microbiana, como o
sequenciamento baseado em analise de 16S rDNA, este ndo tem sido capaz de discriminar
espécies intimamente relacionadas dentro deste grupo (YAMADA et al., 1999).

Os peptideos antibacterianos estdo ganhando mais atencdo como uma alternativa
terapéutica, bem como para a prevencao da deterioracdo e degradacdo de alimentos entre
outros produtos (ANTHONY et al., 2009). A producdo de bacteriocinas ou substancias do
tipo bacteriocina foi descrita em muitas especies do género Bacillus, incluindo B. subtilis, B.
coagulans, B. cereus, B. thuringiensis, B. megaterium e outros (JACK et al, 1995). Dentro
deste contexto, 0 objetivo do presente trabalho foi testar a atividade antibacteriana de isolados
de Bacillus sp., recuperados de puba, contra diferentes bactérias, bem como identificar estes
isolados, por métodos bioquimicos e moleculares.

Materiais e Métodos

Dois tipos de amostras bacterianas foram incluidas no estudo. As primeiras séo duas
amostras de Bacillus sp., que foram isoladas do alimento fermentado de origem indigena,
produzido a partir de raizes de mandioca imersas em agua, denominado puba. E as demais,
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foram amostras indicadoras da atividade antimicrobiana: Bacillus cereus ATCC 14579,
Lactobacillus fermentum ATCC 9338, Weissela paramesenteroides (isolado de alimento), B.
cereus A-1 (isolado de puba), B. cereus B-2 (isolado de puba), B. cereus C-3 (isolado de
puba), B. amyloliquefaciens ATCC 23350, B. subtilis ATCC 6633, B. subtilis DSM 3258, B.
subtilis ATCC 21228, B. subtilis ATCC 7971. As culturas de trabalho de Bacillus sp. foram
cultivados em agar e caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubados em agitador sob condicGes
de agitacdo constante a 125 rpm a 37°C/24h e 42°C/24h. Os micro-organismos indicadores
foram conservados, dependendo da sua espécie, em agar BHI ou 4gar MRS (Lactobacillus
Agar - De Man, Rogosa_and Sharpe). No ensaio de determinacio da atividade antibacteriana
foram analisadas algumas condicGes de crescimento e producdo da(s) possivel(is)
substancia(s) antimicrobiana(s), pelos dois microrganismos estudados, utilizando os meios
BHI e TSB (“Tryptic Soy Broth™).

Tabela 1- Condiges de crescimento e producdo da(s) substancia(s) antimicrobiana(s) em

agitador.
Condicdo  Meio Temperatura (°C) de Incubacéo Temperatura (°C) Incubacao

Pré-Indculo In6culo
1 TSB 30,24 30,24
2 TSB 30,24 42,24
3 TSB 37,24 42,24
4 BHI 30,24 30,24
5 BHI 30,24 42,24
6 BHI 37,24 42,24

Tempo de Incubagéo: 24 h. Agitagéo de 125 rpm.

A atividade antibacteriana dos sobrenadantes foi determinada de acordo com o método
de difusdo em &gar segundo Motta & Brandelli (2002) com adaptacdes. Todas as analises
foram realizadas em duplicata. Foram realizados testes fenotipicos e moleculares para a
identificacdo dos micro-organismos. A identificacdo presuntiva foi baseada na morfologia
celular, pela coloracdo de Gram e pesquisa de catalase. Os testes bioquimicos utilizados
foram: Fermentacdo da Glicose, Motilidade, Reducdo de Nitrato, Resisténcia a Lisozima,
Voges-Proskauer, Hemolise, Crescimento rizoidal e verificagdo da presenca de cristais de
toxina. A identificacdo molecular foi realizada por meio do sequenciamento do rDNA16S. O
DNA gendmico foi extraido pelo método fenol/cloroférmio e as ReagGes em Cadeia da
Polimerase  foram realizadas empregando o0s primers universais 27f (5-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1525r (5-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-37),
conforme Lisboa et al. (2006). Os amplicons foram purificados e sequenciados pelo
ATCGene (Porto Alegre, Brasil). O algoritmo BLAST foi utilizado para busca por sequéncias
homologas no GenBank e, para alinhamento destas sequéncias, utilizou-se o software
BioEdit.

Resultados e Discussdo

No presente trabalho, foram selecionadas duas linhagens de Bacillus sp. isoladas de
duas amostras de puba. Os resultados dos testes bioquimicos estdo na tabela 2.

Os resultados das anéalises de sequenciamento do rDNA 16S foram os seguintes: para
o isolado Bacillus sp. (C) e Bacillus sp. (E) obtivemos 99% de identidade com as espécies B.
cereus e B. thuringiensis com 1507 pb e 1420 pb, respectivamente. De fato, a taxonomia do
denominado grupo B. cereus ndo foi ainda completamente elucidada. Espécies deste grupo
compreendem, atualmente B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis e B. mycoides,
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apresentando, uma estreita e notavel proximidade genética. Devido as caracteristicas
fenotipicas indistinguiveis e as caracteristicas genotipicas destes organismos, Ash et al.
(1991) consideram que B. thuringiensis, B. mycoides e B. anthracis sdo subespécies de B.
cereus.

Tabela 2- Resultados dos testes fenotipicos para as amostras de Bacillus sp. estudadas.

Coldnia/ Ferm. Motil. Redu. Resist.  V.P. Hem. Cresc. Gram Catal.  Cristais
Amostra Glic. Nitrato  Lisoz. Rizoid. de
toxina
Bacillussp. (C) + + + - - + - + + B
Bacillussp. (E) + + + + - + - + + -
Bacillus cereus + + + + + + - + + -

(controle +)

As analises de atividade antibacteriana revelaram que a melhor condicao de inibicao
dos micro-organismos indicadores utilizados foi do cultivo de Bacillus sp. (E) em pré-inoculo
a 37°C e indculo a 42°C em caldo BHI, ocorrendo inibi¢do de todos os micro-organismos
testados, com excegdo da W. paramesenteroides, com halos que variaram de 10 a 14 mm.
Além disso, a mesma condicdo de incubacdo descrita acima, mudando-se apenas o meio de
cultura para TSB foi a segunda melhor condigdo para Bacillus sp. (E), inibindo micro-
organismos como B. subtilis ATCC — 21228, B. subtilis DSM 3258, B. amyloliquefaciens
ATCC 23350 e B. cereus ATTC 14579. Ja para o Bacillus sp. (C) a melhor condi¢do de
inibicdo foi o meio TSB com pré-indculo a 30°C/24h e indculo a 30%24h igualmente, inibindo
apenas um microrganismo: Bacillus cereus ATCC 14579 e inibindo B. cereus (C-3) (isolado
de alimento) na condicdo de pré-indculo a 30°C/24h e indculo a 42°C/24h no meio TSB
igualmente. Resultados semelhantes foram encontrados por Bizanni e Brandelli (2002) onde
uma espécie de Bacillus cereus 8A, posteriormente caracterizada e identificada como
produtora de uma bacteriocina denominada cereina, inibiu diversos microrganismos como
Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens e diversas espécies de Bacillus, além de
inibir Streptococcus bovis e Micrococcus luteus.

Conclusdes

Sugere-se que 0s micro-organismos isolados de puba de mandioca identificados por
testes bioquimicos e moleculares sejam pertencentes ao género Bacillus e possivelmente a
espécie B. cereus ou B. thuringiensis. No entanto, mais analises, possivelmente moleculares,
se fazem necessarias para confirmacédo da espécie.

As analises de atividade antibacteriana revelaram amplo espectro de inibi¢do contra
todas as bactérias testadas, especialmente para a bactéria Bacillus sp. (E), na melhor condicéo
de cultivo, apresentando-se como possivel candidata para selecdo para estudos posteriores de
purificacdo e identificacdo dos compostos antimicrobianos produzidos por esta espécie.
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Resumo - A producdo de pigmentos fingicos € uma area nova em expansao e apresenta um
potencial biotecnoldgico muito atraente. Neste estudo, foi realizada a padronizagdo de
técnicas moleculares para a identificacdo de fungos produtores de pigmentos, como
Monascus purpureus, largamente utilizado como corante de alimentos nos paises orientais.
Protocolos de extracdo de DNA foram testados, sendo que obtivemos éxito com o protocolo
que utiliza lise quimica e lise mecénica com pérolas de vidro. Além disso, realizamos
algumas modificacGes nas condi¢cdes da Reacdo em Cadeia de Polimerase, obtendo sucesso
na identificacéo de trés dos cinco fungos produtores de pigmentos.

Palavras-chave: fungos filamentosos; pigmentos fungicos; ITS rDNA.

Introducéo

Microrganismos tem sido utilizados para produzir diversas substancias aplicaveis
industrialmente. Fungos filamentosos, em particular, tem demonstrado ser extremamente
uteis, devido a sua habilidade de produzir metabdlitos primarios e secundarios como
peptideos, enzimas, antibidticos e pigmentos. H& um grande interesse mundial na producédo
de pigmentos de origem natural, devido a sérios problemas de seguranca de muitos corantes
sintéticos que tem sido utilizados industrialmente (CHO et al., 2002). Pigmentos microbianos
sdo uma alternativa promissora em relacdo aos de origem animal ou vegetal, pois ndo
apresentam problemas de sazonalidade e mostram grande produtividade (MEINICKE, 2008).

Historicamente, isolados fungicos tem sido identificados baseados principalmente em
caracteristicas morfologicas, microscdpicas e macroscopicas. Estes métodos consomem
tempo, sdo imprecisos e podem levar a identificacbes incorretas (DEAN et al, 2005).
Métodos moleculares baseados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sdo uma rapida e
mais sensivel alternativa as técnicas convencionais de cultivo (HAUGLAND et al., 1999).

Um marcador molecular amplamente utilizado na identificacdo e diferenciacdo de
espécies € o DNA ribossémico (DNAr). O DNAr nos eucariotos esta presente repetidas
vezes, e cada unidade consiste de regides codificadas para os genes RNAr 18S, 5.8S e 28S, e
dois espacadores internos (ITS 1 e ITS 2) que separam essas regibes (WACULICZ-
ANDRADE, 2009). O fato das regides ITS serem flanqueadas por segmentos conservados,
serem relativamente curtas (500 a 800 pb) e aparecerem em grande nimero de cépias no
genoma permite que sejam amplificadas e sequenciadas com facilidade (FUNGARO, 2000).
Portanto, o objetivo do trabalho foi padronizar técnicas de extracdo e de PCR para a correta
identificacdo de fungos produtores de pigmentos.
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Materiais e Métodos

Microorganismos: Os fungos Penicillium sp, Penicillium expansum e Monascus
purpureus pertencem a colecdo do Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia Aplicada da
UFRGS. Os fungos Diplodia sp e Fusarium graminearum foram cedidos gentilmente pelo
professor Nelson Netto da Universidade de Cruz Alta. Os fungos sdo mantidos a 4°C em
tubos com &gar batata inclinado, onde o micélio é recoberto com O6leo mineral, sendo
cultivados periodicamente.

Selecdo dos fungos produtores de pigmentos: Os fungos foram selecionados de
acordo com a capacidade de produzir pigmentos e de excretar para 0 meio quando cultivados
em agar batata (MAPARI et al., 2005). Os fungos foram inoculados em &gar batata em picada
central, incubados a 30 °C por um periodo de 7 dias.

Extracdo do DNA gendmico: A extracdo do DNA gendmico foi realizada segundo
CASALI et al. (2003). Os fungos filamentosos utilizados no estudo foram cultivados em
tubos com caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 5 dias a 30°C. O micélio foi transferido para
um microtubo sendo adicionado 500 puL de tampao de extracao (200 mM NaCl / 10mM Tris-
HCI pH 7,5/ 1% SDS / 2% Triton X-100 / ImM EDTA) ¢ 200 pL de pérolas de vidro
(200pm). Essa mistura foi agitada em vortex por 4 ciclos de 2 minutos, alternando com 30
segundos em banho de gelo. Adicionou-se 500uL de cloroférmio, seguido por agitagao em
vortex por 30 segundos e centrifugacdo por 15 minutos a 13.000 rpm. A fase aquosa foi
transferida para outro microtubo, repetindo nova lavagem com cloroférmio. Para precipitar 0s
acidos nucléicos, foram utilizados 2 volumes de etanol absoluto e 200 mM de NaCl, que
foram incubados overnight a -20°C. Apds, foi realizada a centrifugacdo por 15 minutos a
13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e 0 sedimento foi lavado com 200 pL de etanol
70%. O alcool foi deixado evaporar a temperatura ambiente e o sedimento foi ressuspendido
em 20 pL de dgua MilliQ.

Reacgédo em Cadeia da Polimerase: Para a PCR foram utilizados os primers
universais: I1TS1 (tccgtaggtgaacctgcgg) e 1TS4 (tcctcecgcettattgatatge). As condigdes da PCR
utilizadas foram desnaturacdo inicial por 5 minutos a 95°C, 30 ciclos de 30 segundos a 95°C
para desnaturacdo, 30 segundos a 46°C para o anelamento dos primers, 80 segundos a 72°C
para extensdo e 7 minutos a 72°C para extensdo final (Adaptado de HORISAWA et al., 2009).
O produto de PCR foi avaliado através de gel de agarose 1%.

Sequenciamento: Os produtos de PCR foram sequenciados no Laboratério ACTGene
(Centro de Biotecnologia, UFRGS) usando o sequenciador automético ABI-PRISM 3100
Genetic Analyzer. As sequéncias foram editadas no software BioEdit (1997-2005 Tom Hall) e
entdo submetidas ao algoritmo BLAST para procurar sequéncias homélogas no GenBank
(National Center for Biotechnology Information [http://www.ncbi.nlm.nih.gov]).

Resultados e Discusséo

Para a extracdo do DNA genémico foram utilizadas diversas técnicas: como lise
quimica com adicdo de tampé&o de lise e p-mercaptoetanol, uma técnica com lise quimica e
enzimética (lizosima) segundo POSPIECH, A. & NEUMANN (1995), uma extracdo
utilizando uma suspenséo de esporos do fungos (DEAN et al., 2005), além de extracdo com
lise quimica associada a lise mecéanica, com adicao de pérolas de vidro (CASALI et al., 2003).
Somente obtivemos éxito utilizando a Ultima técnica de extracdo, devido, principalmente, a
estrutura da parede celular do fungo ser altamente complexa, contendo quitina, -glicanos,
lipideos e peptideos. Além disso, uma camada de melanina pode estar presente, podendo
dificultar ainda mais a extracéo.



O protocolo para o PCR foi baseado no protocolo de Horisawa et al, (2009), que
necessitou ser ligeiramente adaptado baixando a temperatura de anelamento em dois graus,
mantendo as outras condic¢Bes. Os resultados obtidos até agora se encontram na tabela 1.

Tabela 1: Identificacdo fornecida pelo algoritmo de alinhamento BLAST

Identifica¢do anterior Identificagdo BLAST Identidade  Fragmento (pb)

Penicillium sp Penicillium chrysogenum 99% 552

Penicillium expansum Penicillium chrysogenum 99% 580

Diplodia sp - - -

Fusarium graminearum  Giberella  zeae  (Fusarium 100% 545
graminearum)

Monascus purpureus Monascus purpureus/ 100 % 450

Monascus ruber

O fungo Diplodia sp, ainda ndo foi identificado pelos métodos utilizados, pois nao
obtivemos sequéncias satisfatérias a fim de submeter ao algoritmo BLAST. Bem como 0
fungo Monascus purpureus, que obtivemos duas espécies com 100 % de identidade. Dessa
forma, novos sequenciamentos serdo necessarios para identificar a espécie deste fungo, a fim
de obtermos sequéncias maiores e de maior qualidade, além da utilizacdo de outros genes
como beta-tubulina.

Conclusdes

O protocolo de extracdo do DNA e da PCR foram eficientes para a identificagdo dos
isolados de Penicillium sp e Penicillium expansum, identificados como Penicillium
chrysogenum e Fusarium graminearum, respectivamente. Para os fungos Diplodia sp. e
Monascus purpureus Serdo necessarios novos sequenciamentos para identificar a espécie
destes fungos, pois ndo obtivemos sequéncias satisfatorias.
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Resumo - As amilases sdo enzimas conversoras de amido pertencentes a classe das
hidrolases, sdo produzidas por uma diversa gama de organismos, entre esses, bactérias, fungos
e plantas sdo importantes produtores desse catalisador bioldgico. Apresentam importantes
aplicacdes biotecnoldgicas, sendo utilizadas amplamente na inddstria. Os fungos filamentosos
séo encontrados nos mais diversos ambientes, como na camada superficial do sedimento
marinho. E este é responsavel por inimeras trocas tréficas que influenciam na dindmica desde
a superficie até o assoalho marinho. Mesmo diante de condi¢gdes ambientais tdo diversas sdo
encontrados praticamente todos os taxons de fungos neste ambiente. As amostras de
sedimento marinho foram coletas com auxilio de seringas estéreis, a 9m de profundidade, e
transportadas até o laboratério em caixas isotérmicas resfriadas. O processamento das
amostras deu-se com a inoculacio das mesmas em Agar Sabouraud acrescido com 20% de
agua marinha e incubadas a temperatura ambiente por até 15 dias, para posterior isolamento
das amostras. A producdo das amilases foi determinada por um meio nutriente acrescido de
0,2% de amido, o qual, ap6s a incubacdo do fungo foi adicionado 10 ml de Lugol. Das 30
coldnias isoladas, sete apresentaram reacdo positiva através do aparecimento de uma zona
clara no entorno da coldnia, indicando a producdo de amilase. Outras cinco coldnias isoladas
ndo cresceram nas condicOes desse experimento. A ampliacdo do conhecimento sobre a
capacidade biotecnoldgica de fungos do sedimento marinho é de vital importancia, pois o
isolamento de fungos em ambientes naturais pode contribuir para a obtencdo de amostras com
melhor potencial e permite a constatacdo do grau de diversidade microbioldgica.
Palavras-chave: fungos filamentosos, sedimento marinho e amilase.

Introducéo

H& muito tempo 0 homem vem utilizando enzimas sintetizadas por microrganismos
para catalisar diversas reacdes (SPIER, 2005). Embora, ndo se conhecesse 0 modo como as
reacOes aconteciam, a acdo das enzimas produzidas por microrganismos era utilizada na
producéo de vinhos e paes desde antes dos tempos biblicos.

Uma série de vantagens sdo apresentadas pelas enzimas microbianas em relacéo as de
origem animal e vegetal, entre elas o custo, que é relativamente baixo. Uma variedade de
enzimas podem ser obtidas através de microrganismos em condicdes bioldgicas reprodutiveis
(OLIVEIRA et al., 2007).

As amilases sdo enzimas conversoras de amido pertencentes a classe das hidrolases,
sdo produzidas por uma diversa gama de organismos, entre esses, bactérias, fungos e plantas
sdo importantes produtores deste catalisador bioldgico (SPIER, 2005). Por décadas, as
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amilases eram aplicadas restritamente nos processos de panificacdo, mas nos Ultimos anos as
essas enzimas tém sido extensivamente estudas e em consequéncia encontra-se sob diferentes
caracteristicas e aplicagbes na industria de alimentos, farmacéutica, téxteis e de papel
(ALBUQUERQUE, 2009)

Os fungos filamentosos sdo de grande importancia na sintese de enzimas de interesse
industrial (TORTORA, 2006) e sua ocorréncia no ambiente marinho merece atenc¢do, pois
mesmo diante de condi¢fes ambientais extremas, sdo encontrados praticamente todos 0s
taxons de fungos neste ambiente. A camada superficial do sedimento marinho possui uma alta
diversidade biologica, e esta, é responsavel por inumeras trocas tréficas que influenciam na
dindmica de toda essa regido e coluna d’agua. Os fungos agem, assim como no solo
degradando a matéria organica no mar (RICKLEFS, 2003).

Objetivou-se verificar a capacidade dos fungos filamentosos isolados do sedimento de
marinho de produzirem a enzima amilase.

Materiais e Métodos

As amostras de sedimento foram coletadas com auxilio de seringas estéreis, a 10m de
profundidade e a uma temperatura de 25°C, na area externa ao limite da Reserva Bioldgica do
Arvoredo, no estado de Santa Catarina e transportadas até o laboratorio de Microbiologia da
ULBRA-Torres em caixas isotérmicas. O processamento das amostras deu-se com a
homogeneizacdo e posterior inoculacdo de aliquotas de 1ml em Agar Sabouraud acrescido
com 20% de agua do mar (GOMES, 2009 e apds incubadas a temperatura ambiente por 15
dias. Apos o crescimento, fragmentos de micélio foram repicados no centro da placa de petri
no meio de cultura, para isolamento das amostras.

O prova de hidrolise do amido serve para testar a capacidade do fungo de produzir a
amilase. A producgédo das mesmas foi determinada por um meio nutriente acrescido de 0,2% de
amido, o qual, apds a incubacéo do fungo foi adicionado 10 ml de Lugol. A area amarelada ao
redor da coldnia, em contraste com o meio azulado, indicou a atividade amilolitica
(MACFADDIN, 2000).

Resultados e Discusséo

Dos fungos que cresceram nas condigdes deste experimento, sete apresentaram reacao
positiva para amilase. Ap6s a adi¢do do lugol, o amido ndo hidrolisado no substrato adquiriu
uma cor azulada desenvolvida pelo aprisionamento do iodo em suas cadeias lineares
(amilose), e aparecimento de uma zona clara entorno da colénia indicou a producdo desta
enzima. J& que na presenca da amilase o complexo amido-iodo se rompe, dissociando assim o
iodo no meio.

As avaliacOes de atividades enzimaticas podem ser Uteis para indicar em que medida
estd ocorrendo o potencial de ciclagem de nutrientes, oxidacdo e outros processos vitais
desempenhados pelos microrganismos (GIANFREDA et al., 2002). A diversidade de enzimas
microbianas € quase sem limite e pode trazer um futuro biotecnolédgico bastante promissor.

Conclusodes

A ampliagdo do conhecimento sobre a capacidade enzimatica de fungos do sedimento
marinho é de vital importancia, pois o isolamento de fungos em ambientes naturais pode
contribuir para a obtengdo de amostras com melhor potencial biotecnoldgico e nos permite
constatar o grau de diversidade bioldgica neste ambiente.
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Resumo — A bioprospeccdo de microrganismos, taiscomo bactérias e leveduras, capazes de
utilizar diesel e biodiesel como fonte de carbono para seu metabolismo, é importante para se
conhecer as atividades quimica e fisiologicas envolvidas no processo de deterioracdo de
combustiveis ou biorremediacdo de locais contaminados. Sendo assim, algumas das
principais atividades que estdo relacionadas a estes processos seriam a producdo de enzimas
lipoliticas e esterasicas, pois estdo diretamente envolvidas na degradacao de 6leo diesel, além
da deteccdo de producdo de biossurfactantes por bactérias e leveduras que podem aumentar a
biodisponibilidade do diesel e seus compostos a acdo degradativa dos mesmos. Neste
trabalho o objetivo foi isolar, de borras oleosas provenientes de centrifuga de diesel (BO; B4;
B5) e de biodiesel (B100), bactérias e leveduras capazes de produzir enzimas lipase, esterase
e a deteccdo de ramnolipidios, estas foram avaliadas de acordo com a sua capacidade de
utilizar o diesel, biodiesel e suas misturas como fonte de carbono. Dos 23 microrganismos
isolados: 20 apresentaram atividade da enzima lipase, enquanto 9 para esterase e nenhum
isolado apresentou resultados positivos na deteccao de ramnolipidios.

Palavras-chave: microrganismos; degradacdo; 6leo diesel; lipase; esterase.

Introducéo

A degradacdo microbiana desempenha um papel importante na desagregacdo da
composi¢do de uma mistura de hidrocarbonetos de petréleo, sendo sua biodegradagdo em um
ambiente natural, complexa, porque envolve as propriedades do o6leo, a natureza da
comunidade microbiana e a variedade de fatores ambientais que influenciam na atividade
microbiana. A aten¢do se foca nos ambientes marinhos desde que o ambiente oceanico sdo 0s
ultimos e maiores receptores de hidrocarbonetos poluentes (Atlas, 1981).

Por outro viés, o controle da biodeterioracdo do diesel/biodiesel em tanques de
armazenagem € um fator expressamente importante para a industria petrolifera, pois a
biodeterioragéo de diesel e seus compostos causam muitos transtornos como o entupimento
de filtros em veiculos, a reducdo na qualidade do combustivel com o crescimento de
microrganismos no Gleo, aumento de particulas e metabdlitos produzidos por estas e até
mesmo, corrosdo em tanques de combustivel de carros e de armazenagem (Hill & Hill,
2009).
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Sendo assim, o isolamento de microrganismos provenientes de residuos oleosos € de
interesse para processos de biorremediacdo e de controle das populagdes microbianas em
armazenamento de diesel/biodiesel.

A selecdo de microrganismos que produzem enzimas lipase e esterase e
biossurfactantes pode ser mais uma ferramenta para o conhecimento da atividade metabdlica
destes microrganismos que podem deteriorar 6leo diesel/biodiesel durante sua armazenagem,
com o objetivo de controla-los e também como para a selecdo e posterior utilizagdo deste na
biorremediagdo de locais contaminados por combustiveis diesel.

Materiais e Métodos

Microrganismos isolados: Para a avaliacdo da producédo de enzimas e biossurfactantes
foram utilizados 12 bactérias e 11 leveduras isoladas de centrifuga de diesel (B5; B4) e de
biodiesel (B100).

Avaliacdo de utilizacdo de diesel/biodiesel como unica fonte de carbono: Os
microrganismos também foram avaliados em placa, pelo crescimento em meio contendo com
unica fonte de carbono o 6leo diesel 1%.

Preparacdo das placas para avaliacdo da atividade enzimatica da lipase e esterase; e
producdo de ramnolipideos: A atividade da lipase foi avaliada em placa pelo aparecimento
fluorescente das coldnias sob a luz ultravioleta. Este meio é composto de 5g/L de Peptona;
1g/L de Extrato de levedura; 4g/L de NaCl; 0,01g/L de CaCl,.2H,0; 15 % de Agar; 2,5 % de
6leo de Oliva (esterilizado separadamente por filtracdo e adicionado ao meio durante o
preparo); e 0,001% de solucdo de Rhodamina B.

A atividade da esterase foi avaliada pelo aparecimento de um halo ao redor do
crescimento da coldnia, em placa. O meio é composto de: 5g/L de Peptona; 1g/L de Extrato
de levedura; 5g/L de NaCl; 0,01g/L de CaCl,. 2H,0; 1g/L de Extrato de carne; 15g/L de
Agar; e 1% de Tween 80 (esterilizado separadamente por filtracdo e adicionado ao meio
durante o seu preparo).

A producdo de biossurfactantes foi testada em meio Azul de Metileno, onde a
deteccdo dos ramnolipideos é realizada pelo aparecimento de um halo branco ao redor do
crescimento de cada coldnia, devido a precipitacdo do corante azul de metileno (Wild et. al.,
1997; Peixoto, 2008). Este meio possui em sua composicao : 10g/L de Peptona; 10g/L de
Lactose; 2g/L de NaH,PO,; 0,005¢g/L de Azul de metileno; 15g/L de Agar; e 0,2g/L de
Brometo de cetil-trimetilamonio.

Os microrganismos foram semeados em culturas novas de caldo nutriente para
bactérias e caldo Sabouraud para leveduras. Estes, entdo, foram semeados em cada placa por
uma picada com agulha de alca bacterioldgica e incubados por 48h a 28°C e posteriormente
avaliados.

Resultados e Discusséo

As enzimas esterases agem em ésteres sollveis ou hidrolisam outros lipideos em
agua. Ja as lipases sdo enzimas hidroliticas que, além de em sua maioria poderem hidrolisar
0s substratos de esterases, sendo o inverso impossivel, atuam na interface 6leo/agua,
catalisando as reacdes de hidrolise de triacilglicerideos que resulta na formacdo de mono e
diacilglicerideos, acidos graxos e glicerol e também propiciam a quebra de emulsGes de
ésteres, glicerinas e acidos graxos de cadeia longa. Ambas enzimas sdo capazes de catalisar a
hidrolise de ésteres, embora apenas as lipases atuem em ésteres insolUveis em agua, como 0s
triglicerideos (Jaeger et. al. 1999; Blicker, 2009).



A producdo de ramnolipideos por cepas de microrganismos isolados de amostra de
borra oleosa é uma alternativa para obtencdo de tensoativos ndo toxicos e nocivos ao meio
ambiente, como os produzidos quimicamente. Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas que
reduzem a tensdo superficial de interfaces 6leo/agua e ar/dgua. Estes biossurfactantes podem
ser utilizados na biorremediacdo para limpeza de derrames de 0leo e a recuperacdo de 6leo
em reservatdrios podendo ser mais efetivos que os surfactantes quimicos (Neto, 2010).

E dos 23 isolados 12 isolados, entre bactérias e leveduras apresentaram capacidade
para degradacéo de 6leo diesel em 48 h de avaliacéo.

Em nenhum dos isolados bacterianos e de leveduras se detectou a producdo de
ramnolipidios. J& das 12 bactérias isoladas 10 apresentaram atividade lipolitica e das 11
leveduras 10 apresentaram resultados positivos na atividade enzimatica da lipase.

Na atividade de esterase somente 1 bactéria apresentou resultado positivos enquanto 8
leveduras produziram o halo que detecta a acdo da enzima esterase.

Conclusdes

As leveduras e bactérias isoladas demonstraram bons resultados para sua selecédo
como microrganismos produtores principalmente de lipase e somente alguns para esterase,
levando em conta que nenhum microrganismo apresentou resultado positivo para detec¢édo de
ramnolipidios.
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Resumo — Xilanas sdo hemiceluloses e o segundo mais abundante polimero natural, sendo
encontradas em residuos agroindustriais, além da celulose e da lignina. A lignina, devido a
sua natureza recalcitrante, faz com que sejam necessarios tratamentos nos residuos para a sua
retirada, aumentando, assim, a disponibilidade das celuloses e das hemiceluloses para a
hidrélise enziméatica. Neste trabalho, Aspergillus niger foi cultivado nos meios casca de
acacia negra e casca de arroz tratadas quimica e termicamente. O meio casca de acacia
suplementado com proteina de soja e com o surfactante Tween 80 demonstrou ser 0 mais
adequado, induzindo a producdo de maior atividade xilanolitica em 120 horas de cultivo.
Sendo este meio selecionado para os proximos estudos acerca da producdo desta(s)
enzimags).

Palavras-chave: xilanases; tratamento alcalino; Aspergillus niger.

Introducéo

Residuos agroindustriais sdo as fontes renovaveis mais abundantes. O acimulo de
biomassa em grandes quantidades resulta na deterioracdo do meio ambiente e também na
perda de substratos potencialmente valiosos que podem ser processados em produtos com
grande valor agregado, como alimentos, combustiveis, racdes entre outros. Estes residuos sdo
constituidos, principalmente, de celulose, hemicelulose e lignina, sendo a hemicelulose a
segunda fracdo mais abundante na natureza. O tratamento alcalino destes residuos é
geralmente realizado para remover o contetdo de lignina, permitindo a maior acessibilidade
da celulose e da hemicelulose durante a hidrélise (NIGAM et al., 2009; SINGHANIA, 2009).

A hemicelulose estd associada com a celulose e a lignina e apresenta um importante
papel estrutural na formacdo da parede celular de plantas. A composicdo da hemicelulose
inclui heteropolimeros ramificados de pentoses, hexoses e &cidos urbnicos. A xilana é o
principal residuo hemicelulolitico encontrado na parede celular de plantas (DOBREV et al.,
2007).

Fungos filamentosos sdo utilizados para a producdo de enzimas hidroliticas de
importancia industrial, entre elas as xilanases. Entre os micro-organismos xilanoliticos, estédo
descritas espécies do género Aspergillus. As xilanases apresentam diversas aplicagdes, como
em induastrias de alimentos e bebidas e na melhoria de matérias-primas e melhoria de
residuos lignocelulésicos (FANG et al, 2010; PAL e KHANUM, 2010). Portanto, o objetivo
do trabalho foi selecionar o meio de cultura mais adequado para producéo de xilanases pelo
fungo Aspergillus niger utilizando residuos agroindustriais.

Materiais e Métodos
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1. Microrganismo: O fungo Aspergillus niger, pertence a colecdo do Laboratério de
Bioguimica e Microbiologia Aplicada da UFRGS. Para o cultivo do microrganismo, foram
realizadas suspensdes de esporos segundo DEDAVID e SILVA et al. (2009).

2. Meios de Cultura e Condigdes de Cultivo: Foi realizado pré-tratamento térmico e
alcalino dos residuos casca de arroz (CA) e casca de acécia negra (Cac). Para isso 0s residuos
foram autoclavados durante 30 minutos a 121 °C em solucdo de hidroxido de sédio 4%.
Apobs, os residuos foram lavados com agua destilada e secos em estufa a 45 °C por 48 horas.
Os meios de cultura constituiram de 1% dos residuos tratados suplementados com 0,5% de
proteina de soja (PS), extrato de levedura (EL), peptona (PT) e glicerol (GC). Apo0s a selecédo
do meio em que foi mensurada maior producdo de xilanases, foram utilizados os seguintes
tensoativos: Tween 80, Triton X-100, Deoxicolato de Sédio e SDS, todos na concentracdo de
0,1%, com o intuito de promover aumento da producédo de xilanases. Todos o0s cultivos foram
realizados durante 120 horas, a 30 °C e agitacdo de 120 rpm. As amostras foram coletadas ao
final de cada cultivo, através de filtracdo a vacuo em papel filtro.

3. Determinacdo da Atividade Xilanolitica: Para mensurar a atividade de xilanases, o
substrato xilana foi utilizado na concentragdo de 1%, em tampéo citrato 50 mM pH 4,8.
Foram adicionados volumes iguais de tampdao citrato, substrato e amostras filtradas, obtidas
dos cultivos realizados, conforme item 2. A reacdo foi incubada a 50 °C por 15 minutos.
Transcorrido o tempo, foram adicionados 3 mL do reagente DNS . As amostras foram
aquecidas durante 5 minutos a 100 °C em banho-d’agua. Apo6s foram adicionados 20 mL de
agua destilada a reacdo e esta foi homogeneizada. A reacdo foi mensurada em
espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 540 nm. Uma unidade enzimatica foi
determinada pela liberago de 1 pmol de xilose.mL™.min™ nas condicBes do ensaio. O valor
de absorbancia foi comparado com uma curva padréo de xilose.

4. Analise Estatistica: Os resultados obtidos da producdo de xilanases por A. niger foram
analisados por ANOVA seguida do teste estatistico de Tukey, utilizando o software Statistica
7.0.

Resultados e Discusséo

Os resultados obtidos na primeira selecdo de meio de cultura encontram-se na figura
1. Os meios contendo casca de acécia suplementados com fontes de nitrogénio apresentaram
as maiores atividades enzimaticas, sendo que o meio de cultura que induziu a maior atividade
xilanolitica foi Casca de acacia 1% + proteina de soja 0,5%. O tratamento com adicdo de
fonte de carbono, como glicerol, apresentou a mesma atividade enzimatica dos residuos sem
suplementacdo. A utilizacdo de diferentes fontes de nitrogénio permite uma produtividade
maior na secrecdo de enzimas celulésicas, conforme visto neste estudo.

A producdo de xilanases utilizando casca de acacia negra, residuo da cultura da arvore
de mesmo nome popular, é pouco explorada na literatura. Neste estudo, obtivemos uma
maior producdo de xilanases em uma fonte lignocelulésica ainda pouco estudada, em cultivo
submerso.

Surfactantes podem atuar no aumento da producdo de enzimas extracelulares.
Segundo Singh et al (2007), os detergentes anidnicos (SDS, &cido colico) e 0s ndo-idnicos
(Tweens) aumentam a permeabilidade da membrana celular e facilitam a secrecdo das
enzimas. Além disso, no trabalho de Reese e Maguire (1969) que relataram a producao e a
caracterizacdo de uma celulase produzida por Trichoderma, foi observado que a incorporacgéo
de Triton X-100 no meio de cultura aumentou a atividade celulolitica.

Foi verificado que a adi¢do do tensoativo ndo-iénico Tween 80 aumentou a producao
de xilanase, com diferenca significativa em relagdo aos outros tensoativos testados. A adigédo
de Tween 20 (dado ndo demonstrado) apresentou resultados similares ao Tween 80. Segundo



Zeng et al (2006), Tween 80 e ramnolipidio aumentaram a atividade enzimatica de xilanase
produzida por Penicillium simplicissimum, sendo que os autores relatam que além do
aumento da permeabilidade da membrana celular, também pode ocorrer um efeito de maior
estabilizacdo da atividade enzimatica.
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Figura 1: Atividade Xilanolitica nos meios de cultura casca de acacia tratada e casca de arroz
tratada. O fungo foi cultivado por 120 horas a 30 °C e 120 rpm.*CA = casca de arroz.

Conclusdes

Neste estudo obtivemos resultados promissores para a producéo de xilanases por um
residuo lignoceluldsico pouco explorado na literatura, com necessaria suplementacéo de uma
fonte de nitrogénio, no caso proteina de soja. A adi¢do do surfactante ndo-iénico Tween 80,
aumentou a secrecdo de xilanase, demonstrando ser importante na producdo de xilanases por
A. niger.
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Resumo - A expressdo dermatéfitos € utilizada para designar grupo de fungos parasitarios
que vivem a custa da ceratina da pele, unhas e pelos enquadram-se nos géneros: Tricophyton,
Microsporum e Epidermophyton. Com o intuito de avaliar e tracar o perfil epidemioldgico das
infecgBes causadas por estes fungos no RS, foram analisados espécimes clinicos oriundos de
registros micoldgicos de pacientes portadores de lesdes sugestivas de dermatofitoses
encaminhados ao IPB/LACEN-RS no periodo de janeiro de 2005 a julho de 2010. Das 4.332
suspeitas analisadas, 827 casos foram positivos para dermatofitoses, entre os quais: 561 (68%)
Tricophyton rubrum; 210 (25%) Tricophyton mentagrophytes; 22 (3%) Microsporum
gypseum; 17 (2%) Microsporum canis; 11 (1%) Epidermophyton floccosum; e 6 (1%)
Tricophyton tonsurans. Quanto aos sitios, 71% lesdes foram diagnosticadas em pele, 49% em
unhas e 3% em pelos. Dos 984 casos identificados, 589 (60%) pertencem ao sexo feminino e
395 (40%) ao sexo masculino. Observou-se o predominio de T. rubrum, sendo esta a espécie
antropofilica e a maior incidéncia de casos no sexo feminino, sendo a pele o sitio mais
afetado. Varios fatores, como condi¢fes climaticas, praticas sociais e a mobilidade de
populacdes humanas entram na epidemiologia das dermatofitoses.

Palavras-chave: dermatofitoses; micose; micologia.

Introducéo

As dermatofitoses sdo infeccdes superficiais causadas por um grupo de fungos
parasitarios que vivem a custa dos tecidos queratinizados (pele, pelo e unha), denominados
dermatdfitos, que compreendem os géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton
(LACAZ, 1998). A importancia de reconhecer-se em determinada espécie de dermatofito a
que microecossistema ele pertence esta relacionada a resposta que ele pode desencadear no
hospedeiro humano; assim, acredita-se que, quanto mais distanciado filogeneticamente esta
um dermatdéfito da espécie por ele parasitada, maior serd a resposta inflamatoria. As formas de
classificacdo clinica das dermatofitoses denominam todas as infec¢bes de tineas (em latim),
associadas a uma outra palavra (também em latim) que aponta o sitio anatdmico da lesdo. A
distribuicdo geografica dos dermatofitos mostra-se bastante varidvel, podendo ser
antropofilico (humanos), zoofilicos (animais) e geofilicos (solo). Enquanto alguns séo
cosmopolitas, a distribuicdo de outros depende dos seguintes fatores: adaptacdo ao meio
ambiente, deslocamento humano, convivio com animais domésticos, aspectos socio-
econdmicos, sexo, idade e imunidade do hospedeiro, promovendo variagfes no espectro
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destes fungos, de regido para regido (SANTOS et al, 1997; WILMINGTON; ALY;
FRIEDEN, 1996). Dessa forma, é importante o conhecimento das espécies dos dermatéfitos
de uma dada regido, durante um periodo de tempo prolongado, permitindo estabelecer as
espécies de ocorréncia comum, esporadica ou excepcional (LONDERO; RAMOS, 1989).
Quando se faz referéncia ao homem, tem-se em mente um agrupamento especifico de
dermatdfitos, os antropofilicos acredita-se que esses fungos em determinado periodo de sua
evolucdo foram paulatinamente galgando andares superiores da escala filogenética, saindo do
solo para uma adaptacéo ao homem (SIDRIM; MOREIRA, 1999). Por ndo figurarem entre as
doencas de notificacdo obrigatoria no Brasil, apenas estudos epidemioldgicos fragmentados
sdo relatados na literatura nacional, fazendo-se inquestionavel a necessidade de pesquisas
epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais que relatem dados reais, no tocante a incidéncia das
dermatofitoses no nosso meio. O presente trabalho teve o intuito de avaliar e tragar o perfil
epidemioldgico das infecgdes causadas por estes fungos no Estado do Rio Grande do Sul no
periodo de janeiro de 2005 a julho de 2010.

Materiais e Métodos

De janeiro de 2005 a Julho de 2010, foram coletadas e encaminhadas ao Laboratorio
de Micologia do Instituto de Pesquisas Biologicas do LACEN de Porto Alegre, 4.332
amostras de diferentes regies do corpo (pele, pelo e unhas) com suspeita clinica de infeccéo
fangica, sendo registrados os dados pessoais dos pacientes como, sexo e localizacdo das
lesbes. Do couro cabeludo, o pelo parasitado foi retirado com pinca de depilacéo estéril e das
outras regides foram coletadas mediante raspagem com bisturi e tesoura. A etapa inicial do
processamento laboratorial dos espécimes clinicos consistiu no exame direto com KOH a
40% (para unhas) e a 20% (para pele e pelos) acrescidos de tinta Parker que permitiu o
clareamento de escamas proporcionando uma coloragdo azulada aos elementos flngicos. Os
isolamentos das amostras foram realizados em agar Sabouraud clorafenicol e cicloheximida,
quando que em unhas das mdos usou-se Sabouraud clorafenicol, ambas as culturas foram
incubadas a temperatura de 37°C por 15 dias. As leituras dos cultivos foram realizadas
semanalmente e a identificacdo dos géneros e espécies de dermatdfitos foi baseada nas
caracteristicas macro e microscopicas de suas coldnias bem como através de microcultivo em
ld&mina. Provas adicionais como da utilizagdo da uréia foram utilizadas para diferenciar T.
mentagrophytes de T. rubrum, seguindo o Manual do Diagnostico Micoldgico da Secgdo de
Micologia do IPB/LACEN.

Resultados e Discusséo

Das 4.332 suspeitas analisadas, 827 casos foram positivos para dermatofitoses, entre
0s quais: 561 (68%) Tricophyton rubrum; 210 (25%) Tricophyton mentagrophytes; 22 (3%)
Microsporum gypseum; 17 (2%) Microsporum canis; 11 (1%) Epidermophyton floccosum; e
6 (1%) Tricophyton tonsurans (tab. 1) A literatura mundial aponta o T. rubrum como a
espécie de dermatdfito mais comumente isolada. Estudos de incidéncia de dermatofitose nas
regides Sul e Sudeste do Brasil tém apontado T. rubrum, M. canis e T. mentagrophytes,
respectivamente, como as trés espécies mais prevalentes de dermatéfitos isolados (SIDRIM,;
MOREIRA, 1999). Quanto aos sitios: 700 (71%) lesbes foram diagnosticadas em pele; 482
(49%) foram em unhas e 30 (3%) foram em pelos (fig. 1). Vérios fatores sdo aventados no
crescimento da incidéncia das infecgbes fangicas de pele, e dentre eles podemos citar: o
melhor diagnostico laboratorial e clinico, 0 aumento da sobrevida de pacientes com doengas
imunossupressoras e 0 uso de medicacdes que de uma forma ou de outra exercem uma
pressdo seletiva e permitem a instalacdo de microrganismos convencionalmente saprofitos.



Dessa forma, os dermatofitos, como patogenos classicos de pele, tém tido maior possibilidade
de causar processos infecciosos e, assim, tornarem-se o grupamento de fungos mais isolados
em patologias humanas (SIDRIM; MOREIRA, 1999). Dos 984 casos identificados, 589
(60%) pertencem ao sexo feminino e 395 (40%) ao sexo masculino (fig. 2). Observou-se o
predominio de T. rubrum, sendo esta a espécie antropofilica e a maior incidéncia de casos no
sexo feminino, sendo a pele o sitio mais afetado.

Sitios das Lesbes Casos positivos paradermatofitose|
700
600 ] 482
200 30 40%
0 Pele Unha Pelo
S 60%

Bpele Ounha ®Pelo | BFEeminino B Masculino |
Fig 1. Sitios anatdmicos das micoses. Fig 2. Distribuicdo por género das micoses.
Conclusao

Diante do exposto, podemos concluir que o sitio mais lesado pelas infec¢des flngicas
foi a pele, sendo o sexo feminino o mais cometido. J& a espécie mais prevalente foi T.
rubrum. Vérios fatores, como condi¢fes climaticas, praticas sociais e a mobilidade de
populacdes humanas entram na epidemiologia das dermatofitoses. O conhecimento da
etiologia, o qual se relaciona com o habitat natural dos agentes (geofilicos, antropofilicos e
zoofilicos) provavelmente seja a principal meta para evitar a propagacdo das dermatofitoses.
Sugerimos, portanto, que estudos prospectivos da etiologia destas doencas devam ser
realizados continuamente, de modo a contribuir no controle da infeccdo (COSTA et al.,
2002).
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Resumo — Pythium insidiosum é o oomiceto causador da pitiose, doenca comumente fatal em
animais e humanos. Casos de pitiose ocorrem em regides tropicais, subtropicais e temperadas,
acometendo, especialmente, equinos e caninos. Os genes que codificam proteinas estruturais,
como a citocromo oxidase Il (COX 1), tem sido empregados em analises filogenéticas. A
COX Il é um gene do DNA mitocondrial que reine mutacdes da evolucdo de seres vivos,
sugerindo que pode ser usado para estudar relacdes filogenéticas entre os individuos.
Utilizou-se a sequéncia parcial do gene da COX Il para estudos filogenéticos de isolados
brasileiros de P. insidiosum. Amostras: controle: ATCC 58643 e ATCC28251 (cepas-padréao
de P. insidiosum) e ATCC 26081 de P. aphanidermatum; teste: 6 isolados clinicos de
P.insidiosum (Micoteca/LAPEMI). Realizou-se a PCR com os primers especificos para
sequéncia parcial do gene da COXIl de eucariotos. Os produtos obtidos, com
aproximadamente 600pb, foram verificados em gel de agarose a 1%, corados com brometo de
etideo sob luz UV, purificados (Kit PureLink/Invitrogen®) e enviados ao sequenciamento de
DNA (LABDROS/UFSM). As sequéncias foram utilizadas para preparar consensos que
foram alinhados com as sequéncias no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), sendo
confirmada a identificagdo molecular do P. insidiosum pelo gene da COXIl. Uma alta
homologia entre os isolados clinicos com as cepas-padrdo de P. insidiosum foi verificada,
porém o0s maiores graus de homologia foram observados com os isolados de origens
geograficas similares. No momento, outros isolados de P. insidiosum estdo sendo analisados a
fim de concluir a caracterizacao filogenética e filogeografica dos isolados brasileiros de P.
insidiosum.

Palavras-chave: Pythium insidiosum, Pitiose, filogenia, COXI]I.

Introducéo

O oomiceto aquatico Pythium insidiosum, pertencente ao Reino Stramenopila e a
Familia Pythiaceae, é 0 agente etioldgico da pitiose, uma doenca granulomatosa que atinge
principalmente equinos provocando quadro infeccioso na pele e tecido subcutaneo, caninos
com apresentacdo gastrintestinal e cutdnea, bovinos com doenca cutdnea e humanos
apresentando quadro clinico de arterite, queratite e celulite periorbital (Santurio et al. 2006).
Dentre as espécies citadas, a prevaléncia é maior nos equinos, onde a lesdo subcutanea
apresenta-se na forma de Ulceras granulomatosas que podem evoluir a grandes massas
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teciduais com presenca de kunkers. Epidemiologicamente, a pitiose € mais prevalente em
areas temperadas, subtropicais e tropicais.

Avancos em métodos moleculares tém permitido um melhor estudo das relacbes
filogenéticas entre varios organismos. Em estudo realizado por Schurko et al. (2003) com
isolados de P. insidiosum provenientes das Américas, Asia e Australia, a possibilidade de uma
reclassificacdo em sub-espécies foi evidenciada devido a comparacdo do espaco ribossomal
intergénico e analise dos clusters que representam populacfes geneticamente distintas, sendo
as amostras agrupadas em 3 clusters diferenciados: |- amostras oriundas das Américas, 11—
Asia e I11- Tailandia e Estados Unidos. Além do gene do DNA nuclear que codifica a regido
intergénica do rDNA (ITS — Internal transcribed spacer), também tém sido empregados
como marcadores genéticos para estudos de filogenia de oomicetos os genes que codificam
proteinas estruturais, como a citocromo oxidase Il (COX II). COX Il é um gene codificado
pelo DNA mitocondrial, que € mais variavel que o DNA nuclear; portanto, reline mutacdes ao
longo da evolucdo individual e pode ser utilizado para examinar as relacfes filogenéticas
entre os individuos. Nos estudos realizados por Villa et al. (2006) e por Kammarnjesadakul et
al. (2010) incluiram o gene da COX Il nas suas analises de filogenia e sugeriram o0 emprego
deste gene para investigar a relacdo filogenética de isolados de oomicetos do género Pythium.

O presente trabalho teve por objetivo empregar o gene da COX Il para investigar a
relacdo filogenética entre isolados brasileiros de P. insidiosum.

Materiais e Métodos

Amostras: controle: ATCC 58643 e ATCC 28251 (cepas-padrdo de P.insidiosum) e
ATCC 26081 de P. aphanidermatum (Outgroup); amostras teste: isolados clinicos de
P.insidiosum (Micoteca do Laboratdrio de Pesquisas Micologicas — LAPEMI, da UFSM).

Cultivo microbioldgico: As amostras foram crescidas em caldo Sabouraud a 37°C por
72 a 96h, coletas e armazenadas em nitrogénio liquido (-196 °C).

Caracterizacdo molecular e anélise filogenética: a) extracdo de DNA: os isolados
foram congelados e macerados em tampdo de lise, CTAB 10% e NaCl 5N, seguido de
extracdo fenodlica. b) PCR: foram utilizados os primers especificos para amplificacdo da
regido parcial da COXII de eucariotos (Villa et al., 2006). Apo6s, as amostras foram
purificadas em coluna do Kit Pure Link PCR Purification (Invitrogen®); ¢) Sequenciamento e
analise filogenética: a identidade dos produtos foi verificada por sequenciamento do DNA
(MEGABACE 1000) e as sequéncias foram alinhadas no programa Bioedit. As sequéncias
foram, entdo, alinhadas e analisadas no programa ClustalW e pelo MEGA 4.0 e comparadas
com as depositas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Resultados e Discusséo

As sequéncias obtidas foram utilizadas para montagem de consenso que foi alinhado
com as sequéncias do GenBank, sendo confirmada a identificagéo de P. insidiosum. A analise
filogenética utilizando a sequéncia do gene da COXII foi realizada no programa MEGA 4.0.,
com a formacdao de dois grupos. Um grupo, representado por P. aphanidermatum (outgroup),
e outro com os isolados clinicos de P.insidiosum (121, 146, 210, 123, 125 e 118) e as cepas-
padrdo (ATCC 28251, 58643). O segundo grupo apresentou alta homologia, entretanto os
maiores graus de homologia foram observados entre as isolados de origem geografica similar
(121 e 146 — Pantanal/MS; 210 e 123 — Uruguaiana/RS; 125 e 118 - Alegrete/RS).

Villa et al. (2003) empregaram a sequéncia do gene da COXII para andlise
filogenética de isolados de Pythium e Phytophthora, sendo capaz de agrupar isolados de
espécies diferentes, mas morfologicamente semelhantes. Kammarnjesadakul et al. (2010)
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investigaram a relacao filogenética de isolados tailandeses de P.insidiosum através da regido
ITS e do gene da COXII, e as sequéncias da COXII geraram um arvore filogenética com
maior resolucdo que a da regido ITS. Em nosso trabalho, a arvore filogenética obtida pela
sequéncia do gene da COXII também demonstrou ser uma ferramenta bastante util aos
estudos de filogenia, propiciando o agrupamento com alta homologia dos isolados brasileiros
de P. insidiosum de origens geograficas similares.

Conclusdes

Atualmente a caracterizacdo filogenética incluindo um ndmero maior de isolados de P.
insidiosum esta sendo desempenhada, a fim de comprovar a homologia nas seqiéncias e
realizar a classificacdo filogeografica dos isolados brasileiros de P. insidiosum. Desta forma, a
caracterizacdo molecular do P. insidiosum pelo gene da COXII é uma importante ferramenta
para a identificacdo e filogenia, auxiliando no diagnostico da infeccdo, bem como em estudos
epidemioldgicos da pitiose.
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Resumo - Trichomonas vaginalis € o protozoario responsavel pelo tricomonose, doenga ndo
viral sexualmente transmissivel mais comum no mundo. Isolados resistentes aos farmacos de
escolha para tratamento, metronidazol e tinidazol, ja& foram descritos. Além disso, estes
farmacos podem gerar efeitos colaterais desagradaveis nos pacientes. No sentido de melhorar
a terapia da tricomonose, este trabalho tem o propdsito de avaliar a atividade anti-T. vaginalis
do extrato de Hypericum polyanthemum obtido por fluido supercritico (CO,) e de seus
compostos isolados (benzopiranos HP1, HP2, HP3 e uliginosina B). Para isso, realizaram-se
ensaios quali e quantitativos anti-T. vaginalis, utilizando o isolado ATCC 30236. Foram feitos
testes de citotoxicidade em eritrécitos e em células de mamiferos (VERO), e ensaio de
liberagdo de LDH para verificar mecanismo de agdo das substancias. Tanto o extrato quanto
as substancias isoladas apresentaram atividade anti-T. vaginalis. As substancias isoladas
mataram mais da metade dos trofozoitos na concentracdo de 250 pg/mL, ja o extrato, matou
100% dos trofozoitos na concentracdo de 325 pg/mL. Os compostos ndo provocam lise de
eritrécitos, mas apresentaram alta liberacdo de LDH, sugerindo seletividade no rompimento
de membrana dos parasitos. O extrato e o composto HP2 apresentaram-se altamente
citétoxicos para células de mamiferos, sendo entdo, HP1, HP3 e uliginosina B 0s compostos
gue podem servir como prototipos de novas moléculas com baixa toxicidade e alta atividade
antiprotozoaria.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, Hypericum, efeito citotdxico.

Introducéo

Trichomonas vaginalis € um protozoario que parasita o trato urogenital humano e
causa a tricomonose, doenga ndo viral sexualmente transmitida (DST) mais comum no
mundo, que afeta 170 milhdes de pessoas por ano (WHO, 2001). Estudos tém mostrado
muitas complicacOes relacionadas a esta doenga, como: infertilidade (Goldstein et al., 1993) e
cancer cervical (Viikki et al.,, 2000). Metronidazol e tinidazol sdo os Unicos farmacos
recomendados pelo FDA para o tratamento desta DST, porém, além de gerar sérios efeitos
colaterais, isolados resistentes a estes farmacos ja tem sido descritos (Grossman e Galask
1990, Sobel et al.1999). Visando melhorar a terapia da infeccdo causada por T. vaginalis,
produtos naturais podem ser fontes ou protétipos de novos farmacos com alta atividade
antiprotozoaria e baixa toxicidade. Plantas do género Hypericum sdo bastante conhecidas na
medicina tradicional, sendo H. perforatum L. o mais estudado. No Sul do Brasil, este género é
representado por cerca de 20 especies, entre elas, destaca-se H. polyanthemum, que possui
como metabdlitos em extrato lipofilico um derivado de floroglucinol, uliginosina B e trés



benzopiranos: HP1, HP2 e HP3. Com o intuito de obter maiores teores destes metabdlitos, foi
proposta, em trabalho prévio, uma nova metodologia de extracdo, utilizando fluido
supercritico (CO,) (Cargnin et al., 2010), o qual além de ser mais seletivo na extracdo de
compostos lipofilicos, possui inimeras vantagens quando comparado as técnicas
convencionais. Considerando a prevaléncia e relevancia da tricomonose, bem como o0s
problemas relacionados a utilizacdo dos farmacos de escolha, torna-se relevante a pesquisa de
novos agentes antiprotozoarios, que sejam pouco citotoxicos, e consequentemente, gerem
poucos efeitos adversos. Neste sentido, testou-se a atividade anti-T. vaginalis de uma fracdo
de extrato obtido por fluido supercritico e dos metabdlitos majoritarios isolados de H.
polyanthemum: uliginosina B, HP1, HP2 e HP3.

Materiais e Métodos

Material vegetal, extracdo com fluido supercritico, quantificacdo e isolamento dos
metabdlitos secundarios: As partes aéreas de H. polyanthemum foram coletadas em
Cacapava do Sul, RS, em outubro de 2009. Para este estudo, utilizou-se a fracdo obtida por
fluido supercritico a 50°C e 150 bar, o qual foi submetido a quantificacdo por CLAE,
apresentando valores de HP1, HP2, HP3 e uliginosina B iguais a 141,3; 117,5; 102,6 e 352,5
mg/g de extrato, respectivamente. O isolamento dos metabolitos foi realizado através de
cromatografia em coluna, seguido de purificacdo por cromatografia em camada delgada
preparativa, e a pureza confirmada por CLAE. Cultura de Trichomonas vaginalis: Neste
estudo, utilizou-se o isolado ATCC 30236, sensivel ao metronidazol. Os parasitos foram
cultivados anaerobicamente in vitro em meio trypticase—yeast extract-maltose (TYM), pH
6,0, suplementado com 10% de soro bovino e incubados a 37 °C (Diamond 1957). Culturas
com mais de 95% de trofozoitos exibindo motilidade e morfologia normal foram
centrifugadas e os pellets ressuspendidos em meio TYM. Ensaio qualitativo e quantitativo
de suscetibilidade: Para avaliar a atividade anti- T. vaginalis das amostras, realizou-se um
ensaio qualitativo em placa de 96 pocos. Para cada amostra foram feitas diluicdes ao meio,
variando de 1,3 a 0,162 mg/mL para o extrato, e de 250 a 31,25 pg/mL para as substancias
isoladas. Cada poco possuia um volume final de 200 pL, contendo 5x10* trofozoitos/mL.
Apbs 24 h de incubacdo, a placa foi visualizada em microscépio invertido, observando-se a
viabilidade celular. Para o extrato, a viabilidade foi quantificada através do ensaio da
rezasurina (Duarte et al.,, 2009). Os ensaios quantitativos estdo sendo realizados em
eppendorf, utilizando-se 3 concentragdes das substancias isoladas a partir do resultado do
ensaio qualitativo. Foram utilizados 5x10* trofozoitos/mL em um volume final de 1 mL,
incubados por 24 h, e a contagem realizada utilizando camara de Thoma. Ensaio de
Hemolise: Ensaio visando verificar a acdo das substancias sobre a membrana de eritrécitos.
Para isso, foi utilizado o método descrito por Gauthier et al. (2009) com algumas
modificagdes. Sangue tipo O foi coletado com solugdo de Alsever (1:1), e ap6s tratamento,
ressuspendido em tampdo PBS, obtendo-se uma suspensdo de eritrocitos a 1%. A esta
suspensdo, adicionou-se cada uma das substancias, em triplicata, na concentracdo de 125
pg/mL. Apés 1 h no homogeneizador, o sobrenadante das amostras foi lido em
espectrofotobmetro (540 nm). A porcentagem de hemodlise causada pelas amostras foi
comparada com o controle, 100% de hemdlise, provocado por uma saponina comercial.
Determinacdo de liberagdo de LDH: A fim de verificar o mecanismo de acdo das
substancias, avaliou-se a agdo das mesmas sobre a membrana plasmatica dos trofozoitos. O
rompimento da membrana foi analisado atraveés da liberacdo de LDH no meio de incubacéo.
As amostras, em triplicata, na concentracdo de 125 pg/mL foram incubadas com 10 uL de
inibidor de protease e 5x10* trofozoftos/mL por 24 h a 37°C. A atividade enzimatica foi
determinada espectrofotometricamente no sobrenadante, em 500 nm, usando o kit Labtest. A



atividade da enzima LDH em cada amostra foi comparada com o 100% de atividade de LDH
liberada por lise total de parasitos. Citotoxicidade em celulas VERO: Para avaliar a
toxicidade do extrato e das substancias isoladas sobre células de mamiferos, utilizou-se o
ensaio MTT (Mosmann, 1983). Para cada pogo da placa de 96 pocos utilizou-se uma
densidade celular de 4x10* células/mL, que foram tratadas com extrato nas concentragdes de
0,325; 0,162 e 0,081 mg/mL, e com as substancias isoladas nas concentragdes de 250; 125;
62,5 e 31,25 pg/mL, por 24 h. A seguir, adicionou-se solu¢ao de MTT (5mg/mL), e apds 3 h
de reagdo, DMSO para solubilizar os cristais de formazan. A viabilidade celular foi avaliada
colorimetricamente, em 550nm (Anthos 2020).

Resultados e Discusséo

No ensaio da resazurina, o extrato de H. polyanthemum obtido por extracdo com fluido
supercritico apresentou uma concentracdo inibitéria minima (MIC) de 325 pg/mL frente a
trofozoitos de T. vaginalis. Porém, mostrou-se altamente citotoxico para as células de
mamiferos, apresentando na MIC em torno de 13% de viabilidade celular. No ensaio
qualitativo, os metabdlitos isolados nas concentracdes de 250, 125 e 62,5 pg/mL reduziam de
forma significativa viabilidade dos trofozoitos. Os ensaios quantitativos estdo sendo
realizados, confirmando esta reducéo de viabilidade, que é de pelo menos, mais da metade dos
trofozoitos. HP1, HP3 e uliginosina B ndo se mostraram citotdxicos nestas concentracfes para
as células de mamiferos, apresentando de 70 a 99% de viabilidade celular. Ja o composto
HP2, embora apresente atividade anti-T. vaginalis, mostrou-se altamente citotoxico. Nenhuma
das substancias testadas causou hemdlise de eritrocitos, e todas apresentaram valores de mais
de 90% de liberacdo de LDH. Estes dados sugerem que 0s compostos apresentam-se seletivos
no rompimento de membranas, rompendo apenas a membrana plasmatica dos parasitos.

Conclusdes

O extrato obtido por fluido supercritico de H. polyanthemum e seus compostos
isolados apresentam atividade citotoxica frente a trofozoitos de T. vaginalis. Embora a
atividade antiprotozoéaria das substancias testadas ndo seja muito pronunciada, a auséncia de
lise de eritrocitos e de citotoxicidade frente a células de mamiferos sdo indicios que estas
moléculas, principalmente HP1, HP3 e uliginosina B, podem ser utilizadas como prototipos
de novas moléculas com alta atividade antiprotozoaria e baixa toxicidade.
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Resumo — A atividade antifingica de saponinas de Chenopodium quinoa, uma planta
originaria dos Andes, foi avaliada nesse trabalho. Para tanto fracGes enriquecidas em
saponinas, denominadas FR70 e FR90, foram obtidas e caracterizadas utilizando-se
UPLC/Q-TOF-MS. Mediante a utilizacdo dessa técnica a estrutura do sinal majoritéario foi
identificada como 3-O-f-D-glucopyranosyl-(1—3)-[]-L-arabinopyranosyl phytolaccagenic
acid 28-O-p-D-glucopyranosyl ester. Ndo foi observada atividade para as fracGes de
saponinas testadas frente a fungos leveduriformes, porém evidenciou-se uma atividade
significativa sobre Trichophyton rubrum. Os halos de inibicdo do crescimento foram maiores
para a FR90, indicando que a estrutura das saponinas pode exercer influéncia sobre a
atividade, uma vez que a FR90 foi caracterizada pela presenca de saponinas mais apolares.
Palavras-chave: Chenopodium quinoa, saponinas, atividade antifungica

Introducéo

Chenopodium quinoa Willd € uma planta da familia Chenopodiaceae, originaria dos
Andes, onde tem sido cultivada com fins alimenticios hd pelo menos cinco mil anos
destacando-se pelo seu elevado teor de proteinas, aminodacidos, fibras e minerais (ZHU et al.,
2002; MADL et al., 2006). O gosto amargo das sementes € atribuido as saponinas, que obriga
a aplicacdo de um tratamento prévio de desaponificacdo por lixiviagdo com adgua ou remocao
mecanica do farelo (WOLDEMICHAEL;WINK, 2001; ZHU et al., 2002; MADL et al.,
2006).

O pool de saponinas de sementes de quinoa € bastante complexo e de maneira geral é
caracterizado por triterpenos que incluem derivados dos &cidos oleandlico, fitolacagénico,
serjanico e  acido  3p,23,30,-triidroxiole-12-ano-28-oico e da  hederagenina
(WOLDEMICHAEL;WINK, 2001; MADL et al., 2006).

Dentre as atividades atribuidas as saponinas cabe destacar a antifungica, considerando as
mesmas na forma isolada, em fracdes purificadas ou extratos brutos. Woldemichael e Wink
(2001) avaliaram a atividade antifungica e hemolitica das saponinas de Chenopodium quinoa
e verificaram para a fragéo de saponinas totais um efeito inibitorio no crescimento de Candida
albicans. Stuardo e San Martin (2008) detectaram para as saponinas de Chenopodium quinoa
atividade significativa contra o fungo Botrytis cinerea, responsavel por doencas em parreirais.
A pesquisa contra dermatofitoses utilizando-se espécies vegetais com potencial
medicamentoso € crescente. Isso porque, estas constituem um dos grupos de infeccdes
fangicas mais frequentes na pratica dermatoldgica (SIQUEIRA et al., 2006), com tendéncia
para cronicidade. Tais infec¢cdes sdo tratadas por meio da correcdo de fatores predisponentes
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e de terapéutica medicamentosa, no entanto, tém apresentado resisténcia aos tratamentos
convencionais.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade de inibicéo
sobre o crescimento de espécies de fungos leveduriformes oportunistas e fungos
dermatofitos, de fracbes enriquecidas em saponinas obtidas a partir de Chenopodium quinoa.

Materiais e Métodos

A partir de extrato bruto de Chenopodium quinoa foram obtidas fracdes enriquecidas
em saponinas, codificadas como FR70 e FR90. A caracterizagdo estrutural das mesmas foi
realizada utilizando-se UPLC/Q-TOF-MS (a Waters Acquity Ultra Performance LC system).
Nitrogénio foi usado como gés de nebulizagdo e gas auxiliar e 0 argdnio como gés de colisdo.
Uma coluna Hypersil Gold (Thermo) com 100 mm x 2,1mm e 1,9 um foi utilizada como fase
estacionaria e como fase movel acido formico a 0,1% (A) e acetonitrila (B) em sistema
gradiente. As analises foram realizadas em modo positivo de ionizacdo, monitorando sinais de
200 a 1500 m/z.

Foram submetidas ao ensaio de susceptibilidade espécies selecionadas de fungos
leveduriformes oportunistas e fungos dermatdfitos. Os isolados leveduriformes, a saber,
Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida
tropicalis, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii foram previamente semeados em
Agar Sabouraud contendo cloranfenicol 0,04% por 48h a uma temperatura de 30°C, para
obtencgdo de células vidveis para os testes. Para os isolados filamentosos, Aspergillus Niger,
Penicillium sp. e Trichophyton rubrum também foram semeados em Agar Sabouraud, porém,
0 periodo de incubacdo foi de 7 dias a 30°C. Tomando-se como referencial, 0 método de
difusdo em agar, segundo as recomendacdes do Clinical Laboratory Standart Institute (CLSI,
2006), as saponinas foram solubilizadas em solugdo de 4gua e DMSO, e na sequéncia foram
diluidas a uma concentracdo final de 1000 pug/mL. Posteriormente, utilizando-se céanulas
estéreis, foram produzidas cavidades que abrigaram 50uL dos indculos das saponinas. A
partir de uma cultura fungica pura e viavel e agua destilada estéril, foi preparado um indculo
equivalente a concentragdo de 10° UFC/mL e este foi semeado por espalhamento com um
swab previamente esterilizado, em uma placa de Petri estéril contendo Agar Sabouraud com
cloranfenicol. As placas foram incubadas a 30°C, por 48h e durante 7 dias, para fungos
leveduriformes e filamentosos, respectivamente. A leitura das placas foi realizada mediante
avaliagdo da presenca de halo de inibig&o ao redor da canaleta.

Resultados e Discusséo

A caracterizacdo estrutural das saponinas presentes nas fracdes enriquecidas foi
realizada utilizando-se UPLC/Q-TOF-MS, o que possibilitou a identificacdo das principais
saponinas que constituem as fracdes sendo o sinal majoritario identificado como derivado do
acido fitolacagénico: 3-O-p-D-glucopyranosyl-(1—3)-[J-L-arabinopyranosyl phytolaccagenic
acid 28-O-p-D-glucopyranosyl ester e cuja presenca € relatada para a espécie em questéo
(ZHU et al., 2002; MADL et al., 2006).
Dentre os isolados fungicos testados se evidenciou atividade para Trichophyton rubrum,
fungo dermatofito (figura 1), sendo mais acentuada a inibi¢do observada quando utilizou-se a
FR90. Para todos os agentes leveduriformes testados ndo se observou atividade inibitoria do
crescimento.

Atividades antifungicas sdo relatadas para varias espécies do género Phytolacca que
apresentam saponinas derivadas do &cido fitolacagénico, sendo essa a aglicona descrita para a



substancia majoritaria presente nas fracdes de saponinas obtidas de Chenopodium quinoa
(SPARG et al., 2004).

Pode-se inferir ainda, que a atividade de inibicdo do crescimento do fungo em questéo
esta relacionada com a estrutura das saponinas presentes, isso porque na FR90 estdo presentes
saponinas mais apolares quando comparada a FR70.

:’/‘. R /

Figura 1. Halos de inibicdo do crescimento de Tricopyton rubrum

Conclusdes

A partir do trabalho realizado verificou-se atividade antifangica frente a Trichophyton
rubrum das saponinas presentes em Chenopodium quinoa. Pode-se inferir ainda a respeito de
uma seletividade das saponinas em questao, pois ndo se observou atividade frente aos fungos
leveduriformes. As caracteristicas estruturais das saponinas também parecem interferir no
potencial antifungico, uma vez que, o halo de inibicdo do crescimento foi ligeiramente maior
para a FR90, onde saponinas mais apolares estdo presentes. Estudos adicionais para avaliar a
atividade antifungica das fracBes de saponinas em questdo, frente a outros fungos
dermatofitos, estdo sendo realizados.
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Resumo - As helmintoses gastrointestinais geram diversos prejuizos a pecuaria, sendo
buscados métodos alternativos de controle, frente a resisténcia parasitaria. O fungo
Duddingtonia flagrans resiste a passagem ao trato digestorio dos animais e possui agdo
nematofaga, sendo utilizado no controle bioldgico. Residuos de fungicidas podem interferir
no desenvolvimento deste agente. O objetivo deste estudo foi avaliar a susceptibilidade de D.
flagrans a residuos de triazois e benzimidazois, através de diluicdo em agar. Apenas residuos
de Tiabendazol ndo demonstrar atividade inibitoria.

Palavras-chave: D. flagrans; fungicidas; residuos; susceptibilidade.

Introducéo

O parasitismo gastrintestinal € um dos principais limitantes da pecuéaria. O controle
das helmintoses em ruminantes é realizado com o uso indiscriminado de anti-helminticos e
favorece a resisténcia parasitaria. Controle biolégico por fungos nematoéfagos é uma
alternativa utilizada. O fungo Duddingtonia flagrans possui a capacidade de destruir larvas no
solo e produzir clamiddsporos resistentes aos processos digestivos (MOTA et al., 2003).

Vérias substancias sdo utilizadas como pesticidas e os alimentos possuem limite
maximo de residuos (LMR) definidos pela ANVISA. Alguns benzimidazois sdo utilizados
como antihelminticos em ruminantes e fungicidas agricolas. Diversos fungicidas inibem
fungos entomopatogénicos in vitro (Ignoffo et al.,1975). D. flagrans ja demonstrou inibicédo
por carbendazim e tiabendazol (LUZ et al., 2007). O objetivo deste estudo foi avaliar a
susceptibilidade de D. flagrans a LMRs de triazéis e benzimidazdis por dilui¢do em &gar.

Materiais e Métodos

A cepa ARSEF 5701 foi testada em triplicata frente os fungicidas triazois:
Ciproconazol, Difenoconazol, Tebuconazol e Triadimenol; e benzimidazdis: Tiabendazol e
Carbendazim, pela técnica de diluicdo em agar (ALVES & CURY, 1992) modificada. Foram
avaliadas concentragdes superiores e inferiores aos LMRs (ANVISA, 2008). Os compostos
solubilizados em dimetilsulfoxido, foram diluidos em &gar batata e distribuidos em placas de
Petri, com dez concentragdes diferentes para de cada fungicida e LMR em concentragdes
centrais. Obtendo 0,8-0,0015625ug/mL de Ciproconazol e Difenoconazol, 1,6-
0,003125pg/mL de Tebuconazol e Tiabendazol, 8-0,015625ug/mL de Carbendazim e 3,2-
0,00625ug/mL de Triadimenol. Foi retirado plugs das culturas em agar batata a 25°C/sete dias
e depositado nas placas. Os resultados foram obtidos apos sete dias.
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Resultados e Discussao
As médias dos didmetros dos micélios frente as diferentes concentragdes estdo
representadas pelas figuras 1, 2, 3 e 4. Sendo os LMRs as quintas a concentracdes testadas.
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Concentagdes decrescentes 1,6 - 0,003125 ug/ml

Figura 1. Médias dos diametros das coldnias frente a Difenoconazol (Sequiéncia 1) e
Ciproconazol (Seqliéncia 2).
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Figura 2: Médias dos diametros das col6nias frente a Tiabendazol (Sequéncia 1) e
Tebuconazol (Sequéncia 2).
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Figura 3: Médias dos diametros das colonias frente a Carbendazim (Sequéncia 1).
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Figura 4: Médias dos didmetros das coldnias frente a Triadimenol (Sequéncia 1).

Verificou-se inibicdo no crescimento fungico, em concentracbes LMRs dos
fungicidas, exceto Tiabendazol. Os triazdis interferem na sintese do ergosterol, levando ao
rompimento da membrana. Os benzimidazois atuam na inibicdo da mitose e divisdo celular
(ZAMBOLIM et al., 2007). Os dados demonstram que D. flagrans é susceptivel as residuos
destes fungicidas, sendo necessaria precaucao se utilizados em conjunto.

Conclusdes
Todos os fungicidas avaliados, exceto Tiabendazol, testados nas concentracfes
preconizadas como LMRs tém efeito inibitorio no crescimento de D. flagrans.
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Resumo — Infecgbes causadas por bactérias do género Staphylococcus sdo de grande
relevancia para a saude humana. O S. aureus é considerado de maior importancia clinica,
sendo o S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) um dos principais agentes de infeccoes
nosocomiais. Os MRSA sintetizam uma proteina ligadora de penicilina alterada (PBP2a)
codificada pelo gene mecA, responsavel pela resisténcia a meticilina. Este estudo teve como
objetivo isolar e identificar espécies de Staphylococcus spp. por métodos fenotipicos e
detectar a presenca do gene mecA responsavel pela resisténcia aos beta-lactamicos. Foi obtido
um total de 75 isolados de Staphylococcus spp., dos quais 53 foram identificados em nivel de
espécie. As espécies mais frequentes foram S. aureus, S. intermedius e S. saprophyticus. Em
um total de 37 isolados foi verificada a presenca do gene mecA, sendo detectado em 29
isolados.

Palavras-chaves: Staphylococcus spp., MRSA, gene mecA.

Introducéo

Staphylococcus spp. sdo cocos Gram positivos que podem ser classificados em
coagulase-positivos e coagulase-negativos. Os Staphylococcus coagulase-negativos (CNS)
pertencem a microbiota normal da pele humana, embora algumas espécies possam causar
infeccbes graves (Tortora et al., 2005). Entre os Staphylococcus coagulase positivos
(Staphylococcus intermedius, S. hyicus e S. aureus), o S. aureus é considerado de maior
importancia clinica, causando diversas infecgcdes piogénicas, intoxicacdao alimentar, sindrome
da pele escaldada e sindrome do choque téxico, sendo uma das principais causas de infec¢bes
hospitalares graves. No entanto, também é componente da microbiota normal, sendo portado
nas fossas nasais por 20% a 30% da populacdo humana saudavel (Plata et al., 2009).

Atualmente, tem sido descrita a resisténcia de S. aureus a diversas drogas
antimicrobianas, especialmente aos p-lactamicos. A resisténcia estes antimicrobianos pode ser
mediada por B-lactamases, bem como pelo gene mecA carreado pelo cassete génico SCCmec,
que codifica para uma proteina ligadora de penicilina alterada, PBP2a ou PBP2’, sendo
conhecidos como S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) (Utsui & Tokota, 1985).

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de Staphylococcus spp. entre
amostras ambientais obtidas na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS em Porto Alegre, bem como realizar a caracterizagdo fenotipica desses isolados e a
deteccdo do gene mecA através de PCR.

Materiais e Métodos
Foram coletadas 25 amostras semanalmente, durante 4 semanas de diferentes locais e
equipamentos dos leitos da UTI do Hospital S&o Lucas. As amostras foram obtidas com o
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auxilio de swab estéril embebido em solucdo salina 0,85% e colocados em tubos de ensaio
contendo o caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubados a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram semeadas em agar Chapman e incubadas a 37° C por 24
horas. Apds esse periodo, verificou-se a presenca de coldnias manitol positivas e de colénias
manitol negativas que foram submetidas a coloracdo de Gram para visualizacdo de cocos
Gram positivos em formato de cachos de uva. A caracterizagdo complementar foi realizada
através da prova da catalase, prova da coagulase em tubo, producdo de DNAse e provas
bioquimicas (glicose, maltose, manitol, sacarose, trealose e urease).

Para a deteccdo do gene mecA por PCR, foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores  especificos AS-1 5’AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC3” e AS -2
5’AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC3’, que amplificam uma regido de 533 pb. O DNA dos
isolados foi extraido utilizando um protocolo que emprega tiocinato de guanidina (Rademaker
& Bruijn, 1997). A mistura para a reacao de PCR foi preparada em um volume total de 25 pL,
contendo 1 uL. do DNA alvo, 20 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 1,5 mM de MgCly,
50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI (pH 8.3), 0,2 U de Tag DNA polimerase e agua milliQ. A
amplificacdo foi obtida através de uma desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94°C seguida por
40 ciclos de 45 segundos a 94° C, 45 segundos a 54°C e 1 minuto a 72°C e por uma extensao
final de 10 minutos a 72°C. O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta.

Resultados e Discussdo
Um total de 75 isolados de Staphylococcus spp. foi obtido a partir de diferentes locais
dos leitos da UTI (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies de Staphylococcus isoladas da UTI e presenca do gene mecA.

Espécies Frequéncia (%0) Presenca de mecA
Staphylococcus spp. 22 (29,3) 9/12
Staphylococcus aureus 17 (22,6) 13/15
Staphylococcus intermedius 12 (16) 3/5
Staphylococcus 10 (13,3) 3/4

saprophyticus

Staphylococcus hyicus 5 (6,6) 2/3
Staphylococcus epidermidis 5 (6,6) 6/6
Staphylococcus haemolyticus 4 (5,3) 1/2

Total 75 29/37

Entre as espécies identificadas, o S. aureus foi o mais prevalente. Este microrganismo
é uma das principais causas de infeccdes hospitalares graves, podendo levar a bacteremia,
bem como infectar pele, tecidos moles, trato respiratério inferior, endocardio e 0ssos. Os
pacientes hospitalizados estdo particularmente expostos a infec¢Ges por este microrganismo
devido ao seu sistema imunoldgico comprometido e frequentes puncbes e inserces de
cateteres (Chongtrakool et al., 2006; Moeira et al., 2007).

O S. intermedius, segunda espécie mais isolada neste trabalho, causa infeccOes
especialmente associadas a exposicdo a animais, mas também pode causar abscessos na pele e
em tecidos moles (Kelesidis & Tsiodras, 2010). O S. saprophyticus esta presente na
microbiota normal da pele, regido periuretral e mucosas do trato genito urinario, mas pode
causar infecgdes do trato urinario (Martins & Cunha, 2007). O S. epidermidis pertence a
microbiota endogena da pele e das mucosas, entretanto esté associado a infecgdes hospitalares
resultantes da contaminacgéo de cateteres, sondas de plastico, bem como a proteses devido a



sua capacidade de formar biofilmes (Tortora et al., 2005). Do total de isolados 6,6% foram
identificados como S. epidermidis e 6,6% como S. hyicus.

S. haemolyticus foi a espécie com menor percentual de isolamento (5,3%), sendo
raramente associado a infecgdes de tecidos moles, geralmente em pacientes
imunocomprometidos (Tortora et al., 2005).

Dos 75 isolados, 37 foram submetidos a deteccdo do gene mecA através de PCR, onde
verificou-se que 29 isolados apresentam 0 gene responsavel pela resisténcia aos B-lactamicos,
mostrando a alta prevaléncia do cassete génico SCCmec entre os isolados obtidos no ambiente
hospitalar.

Concluséo

Uma alta frequéncia de isolados de Staphylococcus no ambiente hospitalar, incluindo
espécies patogénicas para o ser humano, que carreiam resisténcia a meticilina foi observada
neste estudo, o que constitui uma possivel fonte de infeccdo para pacientes internados,
especialmente imunodeprimidos.
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Resumo - O fungo leveduriforme Malassezia pachydermatis € considerado um habitante
normal e patdgeno oportunista do meato acustico externo de cées e gatos, também podendo
ser encontrada no reto, pele interdigital, tegumento cutaneo, sacos anais e vagina. Novas
drogas antifungicas tém sido disponibilizadas para tratamento de infec¢bes flngicas.
Necessario, pois se faz que o uso de antifungico seja avaliado sobre Malassezia
pachydermatis, proporcionando um uso mais racional dos antifungicos na clinica, diminuindo
a casuistica de resisténcia deste agente frente a esta classe de medicamentos. Este estudo teve
por objetivo padronizar a técnica de susceptibilidade de disco difusdo através do protocolo
M44-A para a levedura Malassezia pachydermatis frente aos antifungicos topicos e
sistémicos. Os resultados apresentados demonstraram que a técnica é reprodutivel para a
espécie M. pachydermatis, podendo ser utilizada como rotina laboratorial, no monitoramento
da susceptibilidade deste agente a antifangico.

Introducéo

A Malassezia pachydermatis é considerada um habitante normal e patogeno
oportunista do meato acustico externo de cées e gatos, também podendo ser encontrada no
reto, pele interdigital, tequmento cutaneo, sacos anais e vagina (BOND et al., 1996), sendo
considerada, por varios autores, um dos mais freqlientes microorganismos associados com
otite externa em cdes (BAXTER, 1975; CHENGAPA, 1983; LANGONI et al., 1991;
GUPTA, et al., 2000;) e nos altimos anos, os estudos também apontam essa levedura como
causadora de dermatite canina (NOBRE et al., 1998). Embora a M. pachydermatis néo
represente uma ameaca a vida do animal, pode causar dor e prurido quando se torna
patogénica. Porém a resposta ao tratamento eleito pode ser complicada se ndo for utilizado de
forma adequada o medicamento.

As falhas no tratamento destas infeccdes podem ser atribuidas a resisténcia clinica ou
microbiologica. A determinacdo da correlacdo entre ambas as resisténcias ainda € bastante
ilimitada, o que aumenta a importancia de estudos para conhecer o perfil de sensibilidade de
cepas clinicas e o espectro de acdo dos antifingicos. Alem disso, com a disponibilidade de
novos antifungicos e estratégias terapéuticas, a deteccdo de resisténcia poderd ser vital no
momento de eleger uma alternativa terapéutica.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas 40 amostras de Malassezia pachydermatis, isoladas de cées e gatos
apresentando quadros de dermatite e otite causados pelo agente. Todos 0s organismos foram
repicados para dgar sangue ou agar Sabouraud dextrose para assegurar a pureza e viabilidade.
A técnica foi realizada seguindo o protocolo M44-A (CLSI, 2004), utilizando o meio MHA
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suplementado com dextrose e azul de metileno, o tamanho do inoculo de 0,5 a 2,5x103
UFC/mL preparado com o auxilio de espectrofotometria, os discos contendo antifngico
impregnado, foram dispensados nas placas a temperatura de incubacgédo de 35°C e com tempo
de leitura de 24h. A leitura foi realizada através da medida (mm) do halo de inibi¢do de
crescimento da levedura.

Resultados e discussao

Das 40 amostras de M. pachydermatis testadas 67,5% (n=27) dos isolados
demonstraram sensibilidade ao antifungico em estudo e 25% (n=10) apresentaram
sensibilidade dose dependente sendo que 7,5% (n=3) foram resistentes ao antifingico, quando
comparadas as medidas dos halos com aos da Tabela 1.

Tabela 1. Normas Interpretativas para leitura e interpretagdo do Didmetro da Zona para
espécies de Candida spp.

Antifungico Concentracéo Diametro do halo (mm)
(Hg/mL)
Fluconazol 25ug/mL R S-DD S
<14 15-18 >19

R- resistente; S-DD- sensivel dose dependente; S- susceptivel.

O método de disco difusdo, descrito por Anderson e modificado por Kirby e Bauer,
vem sendo empregado com sucesso ha bacteriologia desde 1966, com a finalidade de
determinar a susceptibilidade de bactérias a antimicrobianos, apresentando 6tima correlacéo
clinica laboratorial e bons resultados obtidos na bacteriologia sdo de extrema importancia a
tentativa de adaptar esta metodologia para os ensaios com antifingicos (M44-A, 2004).

Conclusdes

O teste de disco difusdo proporciona um resultado rapido, de baixo custo, ndo
exigindo equipamento especifico para sua realizacdo, proporcionando resultados qualitativos
de fécil interpretacdo, podendo assim ser utilizado em laboratérios de rotina avaliando a
susceptibilidade de leveduras. Entretanto é necessaria cautela na interpretacdo de resultados
de disco difusdo em ensaios, onde o crescimento inadequado da espécie testada pode
ocasionar resultado de falsa susceptibilidade.
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Resumo - Estudos moleculares tém possibilitado o uso da estrutura do material genético como
ferramenta para identificacdo da espécie. Varios métodos tém sido aplicados para
identifificacdo da espécie M. pachydermatis em subgrupos e recentemente a investigacdo
molecular das cepas isoladas de animais higidos e isolados de otite e dermatite, para estudo
epidemiol6gico da doenga. O objetivo deste trabalho foi identificar espécies da levedura
Malassezia pachydermatis proveniente de caninos e felinos através da técnica molecular PCR
(Reacédo da Polimerase em Cadeia) - ITS (Intergenic Ttranscribed Spacer). Os produtos de
amplificacdo foram verificados em gel de agarose a 1,5 % corado com brometo de etidio e
visualizados sob luz ultravioleta. Apdés a amplificacdo, o produto foi enviado ao
sequenciamento e foi confirmada sua identidade como M. pachydermatis, comprovando a
padronizacéo do teste.

Palavras-chave: PCR-ITS; Malassezia spp; Malassezia pachydermatis

Introducéo

Em animais a maioria dos casos de malasseziose esta associada com otite externa em
caes e apresenta formacOes excessivas de cerume e prurido, determinando eritema do meato
acustico externo. O exsudato produzido na otite externa quando causada pela levedura varia
de marrom escuro a negro. Esses animais demonstram frequentemente, prurido, entretanto a
apresentacdo clinica ndo é especifica e o diagnodstico deve ser baseado na identificacdo da
levedura, pela citologia do cerume e cultura do agente e identificacdo molecular (HUANG,
1994). Assim sendo, os autores consideram que a presenca de células compativeis
morfologicamente com a M. pachydermatis em um exame direto ndo significa doenga, mas a
presenca de numerosas células por campo é considerada patogénica (PLANT et al. GRIFFIN,
1998: BOND et al., 1996). Entretanto, Ribeiro et al, (1997) enfatizaram que a interpretacéo
deste exame laboratorial deve ser prudente ja que foi evidenciada a ocorréncia de células de
M. pachydermatis em nimero elevado tanto em animais higidos como em animais afetados
pelo agente. Atualmente técnicas moleculares de cariotipagem e PCR tém se tornado
confiaveis na diferenciacdo entre as espécies de Malassezia. A importancia na diferenciacao
de espécies ou subespécies de Malassezia nao reside no fato de identificacdo por si s6, mas
sim no fato de que possa haver diferencas na patogenicidade e na susceptibilidade a
antifungicos (STAMENTO SCHIOTTFELDT et al., 2002).

Materiais e Métodos
Para extracdo do DNA das cepas de Malassezia, sera utilizada uma colénia jovem com
repique de até 72 horas, através do processo fenol/cloroférmio. PCR para identificacdo do
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género Malassezia (SUGITA, et al., 2001): foram utilizados os primers especificos ITS1f-N
GGATCATTAGTGATTGCCTTTATA e ITS4-R TCCTCCGCTTATTGATATG para
identificacdo da regido ITS (intergenic transcribed spacer) da levedura, que amplificaram a
regido do rDNA incluindo a regido 1TS-1, anterior a regido 5.8S do gene rRNA, o produto de
amplificacdo gerado apresentou aproximadamente 220 pb. As condi¢cbes de amplificacdo foram
ajustadas conforme a necessidade, sendo a ideal um volume de 30ul no final da reacdo, sendo
5ul do tampdo 10X da DNA polimerase, 200 mM de cada dNTP, 5 mM MgCl,, 30 pmol de
cada primer, 50 ng do DNA molde, 2,5 U da enzima DNA polimerase. As amplificagdes foram
realizadas no termociclador modelo PTC-100 — Peltier Effect Cycling, nas seguintes condi¢es:
desnaturacéo inicial de 94°C por 3 min, seguida de 30 ciclos de 30s a 94°C, 1 min a 62°C, 40s a
72°C e extensao final a 72°C por 10 min. Os produtos de amplificacdo foram verificados em
gel de agarose a 1,5 % corado com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta.

Resultados e discussédo

A padronizacdo da técnica de ITS-PCR disponibiliza uma ferramenta bastante Gtil para
0 diagndstico de malassezioses, pois além de ser bastante especifica para fungos quando
amplifica a regido ITS e sensivel, é mais rapida que a cultura microbiol6gica comumente
empregada na rotina de diagnostico desta levedura. O resultado pode ser visualizado na Fig.
1.

Figura 1. Reacdo de PCR-ITS para Malassezia spp. Fragmentos gerados a partir do 1° round de
amplificagdo: Controle positivo: Linha 1 e 2 - Malassezia pachydermatis. Controle negativo: Linha 3
— E.coli. Amostras-teste: 22AM e 12 AM (Oriundas da Micoteca/LAPEMI/UFSM), linhas 4 e 5
respect@!vamente. Linha 6 — H,0. Linha 7 — Marcador de peso molecular (DNA Ladder, Ludwig
Biotec™).

Conclusotes
As modificagdes realizadas para padronizacdo ndo demonstraram alteragdes na
qualidade do diagnostico.
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Resumo — Setenta e cinco isolados de S. schenckii, oriundos de quatro estados brasileiros
(Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul) foram avaliados in vitro
frente a cinco agentes antifingicos, utilizando um método de microdiluicéo de referéncia. Em
geral, a terbinafina foi o farmaco mais ativo, seguida de cetoconazol e itraconazol. Houveram
diferengas no perfil de sensibilidade dos isolados de diferentes origens geogréficas para 0s
antifangicos cetoconazol e itraconazol.

Palavras-chave: Sporothrix schenckii; atividade antifungica; concentragdo inibitoria
minima.

Introducéo

Sporothrix schenckii, agora considerado como um complexo (MARIMON et al., 2007), é
um fungo patogénico dimdrfico e agente etioldgico da esporotricose humana e animal. A
esporotricose predomina nas zonas tropicais e temperadas, sendo a micose subcutanea de
maior incidéncia no estado do Rio Grande do Sul (DA ROSA et al., 2005).
O tratamento de escolha na esporotricose enquanto lesdo cutanea é a quimioterapia sistémica
com iodeto de potéassio ou de sddio (COSKUN et al., 2004). Nas formas cutaneas
disseminadas, linfocutaneas recidivantes e extracutaneas, a anfotericina B é o farmaco mais
efetivo. Porém, a frequiéncia de intolerdncia ao iodo e a alta toxicidade da anfotericina B,
muitas vezes, representam fatores impedientes ao seu uso (STERLING & HEYMANN,
2000). Nas ultimas décadas aumentou o emprego de derivados azélicos, dentre eles
cetoconazol, itraconazol e fluconazol como alternativa terapéutica aos esquemas classicos,
sendo o itraconazol o mais efetivo deles (MEINERZ et al.,, 2007). Por outro lado, a
terbinafina, em virtude da sua Otima atividade in vitro e in vivo estd sendo usada para
diversas infecc¢Bes fungicas (KOHLER et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de suscetibilidade in vitro de isolados

clinicos de Sporothrix schenckii de diferentes regibes do Brasil frente aos antifungicos
itraconazol, cetoconazol, fluconazol, anfotericina e terbinafina.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 75 isolados clinicos de S. schenckii oriundos de quatro estados
brasileiros (Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro).

O ensaio de sensibilidade a antifungicos foi desenvolvido segundo a técnica de
microdiluicdo em caldo, através do protocolo M38-A do Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI (2002). Utilizaram-se cinco antifangicos disponiveis comercialmente para o
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tratamento da esporotricose, citando: cetoconazol, fluconazol, itraconazol, terbinafina,
anfotericina. A solucdo estoque dos antifingicos foi preparada em dimetilsulfoxido e
posteriormente, foram realizadas dilui¢des no meio RPMI 1640 tamponado a pH 7,0 com 165
mM de &cido morfolinopropanosulfénico (MOPS), para obter concentragdes de 0,25 a 128
pg/ml para fluconazol e de 0,03 a 16 pg/ml para os demais antifingicos.

A suspensdo de esporos de cada cultura foi ajustada em espectrofotometro e,
posteriormente, o indculo foi diluido na proporc¢édo 1:50 em caldo RPMI-MOPS. O ensaio foi
realizado em placas estéreis de 96 pogcos com fundo em U, onde foram adicionados 100ul de
cada concentracdo do antifingico a ser testado. Posteriormente, inoculou-se aliquotas de
100ul da diluicdo 1:50 do in6culo em cada um dos pogos. A concentracdo final de
microrganismos atingida foi de 5x10° a 5x10* UFC/ml. Foram incluidos nesses ensaios um
controle livre de antifingico (controle de crescimento) e um controle livre de microrganismo
(controle de esterilidade). As placas foram incubadas a 35°C por 3 dias.

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada visualmente
por comparagdo com o crescimento do controle livre de farmaco. A CIM foi definida como a
menor concentracdo de farmaco capaz de inibir totalmente o crescimento fungico para
itraconazol e terbinafina e 50% do crescimento para os demais antifungicos.

Resultados e Discusséo

Terbinafina foi o antifingico mais ativo, mostrando média geométrica (MG) de 0,06
pg/ml para todos os isolados analisados, seguido pelo cetoconazol, com MG 0,11 pg/ml. No
entanto, este antifingico apresentou maiores valores de CIM para isolados de Minas Gerais
(MG 0,23 pg/ml). Neste estudo, 96% dos isolados de S. schenckii foram sensiveis ao
itraconazol, apresentando CIM de até 0,5 pg/ml. Os isolados de Minas Gerais e Rio de Janeiro
apresentaram maiores MG 0,47 e 0,34 pg/ml, respectivamente, sendo que os isolados do Rio
Grande do Sul e S&o Paulo apresentaram MG de 0,19 e 0,24 pg/ml, respectivamente. A
elevada sensibilidade de S. schenckii frente a terbinafina e ao itraconazol observada neste
estudo estd de acordo com estudos de isolados de outros paises (MCGINNIS et al., 2001;
SILVEIRA et al., 2009). A anfotericina apresentou MG de 1,20 pg/ml e ndo houveram
variaces entre os isolados de diferentes estados. J& o fluconazol, ndo foi ativo contra
quaisquer um dos isolados testados, como ja havia sido demonstrado por outros autores
(TRILLES et al., 2005; MARIMON et al., 2008).

Conclusdes

Nossos resultados sugerem que algumas diferencas podem existir no perfil de
suscetibilidade a antifangicos (cetoconazol e itraconazol), de acordo com a origem
geogréfica dos isolados. Estudos de tipagem molecular estdo sendo desenvolvidos para
investigar se ha diferencas genotipicas e se as diferentes espécies do complexo S. schenckii
sdo importantes para confirmar estes resultados. Além disso, os resultados deste estudo
apoiam o0 uso terapéutico da terbinafina como uma primeira op¢do para o tratamento da
esporotricose.

Apoio
Os autores séo gratos a Capes, CNPg e FAPERGS.

Referéncias



MARIMON, R.; CANO, J.; GENE , J.; SUTTON, D. A.; KAWASAKI, M.; GUARRO, J.
Sporothrix brasiliensis, S. globosa, and S. mexicana, three new Sporothrix species of clinical
interest. Journal of Clinical Microbiology, v. 45, n. 10, p. 3198-206, ago. 2007.

DA ROSA, A.C.; SCROFERNEKER, M.L.; VETTORATO, R.; GERVINI, R. L,
VETTORATO, G.; WEBER, A. Epidemiology of sporotrichosis: a study of 304 cases in
Brazil. Journal of the American Academy of Dermatology, v. 52, p.451-9, mar. 2005.
COSKUN, B.; SARAL, Y.; AKPOLAT, N.; ATASEVEN, A.; CICEK, D. Sporotrichosis
successfully treated with terbinafine and potassio iodide: case report and review of the
literature. Mycopathologia, v. 158, p. 53-56, jul. 2004.

STERLING, J.B.; HEYMANN, W.R. Potassium iodide in dermatology: a 19th century drug
for the 21st century — Uses, pharmacology, adverse effects, and contraindications. Journal of
the American Academy of Dermatology, v. 43, n. 4, p. 691-7, out. 2000.

MEINERZ, A.R.M.; NASCENTE, P.S.; SCHUCH, L.F.D.; CLEFF, M. B.; SANTIN, R,
BRUM, C. S.; NOBRE, M. O.; MEIRELES, M. C. A;; MELLO, J. R. B. Suscetibilidade in
vitro de isolados de Sporothrix schenckii frente a terbinafina e itraconazol. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 40, n.1, p. 60-2, 2007.

KOHLER, L.M.; SOARES, B.M.; SANTOS, D.A.; BARROS, M.E.S.; HAMDAN, J.S. In
vitro susceptibilities of isolates of Sporothrix schenckii to amphotericin B, itraconazole, and
terbinafine: comparison of yeast and mycelial forms. Canadian Journal of Microbiology, v.
52, p. 843-7, 2006.

Clinical and Laboratory Standards Institute (2002). Reference Method for Broth Dilution
Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi, Approved Standard. CLSI, Vilanova,
pp. 221-27.

MCGINNIS, M. R.; NORDOFF, N.; LI, R. K.; PASARELL, L.; WARNOCK, D. W.
Sporothrix schenckii sensitivity to voriconazole, itraconazole and amphotericin B. Medical
Mycology, v. 39, n. 4, p. 369-71, ago. 2001.

SILVEIRA, C.P.; TORRES-RODRIGUEZ, JM.; ALVARADO-RAMIREZ, E,;
MURCIANO-GONZALDO, F.; DOLANDE, M.; PANIZO, M.; REVIAKINA, V. MICs and
minimum fungicidal concentrations of amphotericin B, itraconazole, posaconazole and
terbinafine in Sporothrix schenckii. Journal of Medical Microbiology, v. 58, n. 12, p. 1607-
10, ago 2009.

TRILLES, L., FERNANDEZ-TORRES, B.; DOS SANTOS M. L.; WANKE, B.; DE
OLIVEIRA, A. S.; DE ALMEIDA, R. P.; INZA, 1.; GUARRO, J. In vitro antifungal
susceptibilities of Sporothrix schenckii in two growth phases. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 49, n.9, p. 3952-4, set. 2005.

MARIMON, R.; SERENA, C.; GENE, J.; CANO, J.; GUARRO, J. In vitro susceptibilities of
five species of Sporothrix. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 52, n.2, p. 732-4, fev.
2008.



PERFIL DE SENSIBILIDADE A ANTIFUNGICOS DE A
DERMATOFITOS ISOLADOS DE PACIENTES COM INSUFICIENCIA
RENAL CRONICA

Cheila Denise Ottonelli Stopiglia"? Cibele Massotti Magagnin?; Fabiane Jamono Vieira?;
Daiane Heidrich?e Maria LUcia Scroferneker™?

Programa de P6s-Graduagdo em Medicina: Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. E-mail: cheila.dos@gmail.com; “Laboratério de Fungos Patogénicos
Humanos, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Basicas da Salde,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. E-mail: scrofern@ufrgs.br

Resumo — As dermatofitoses apresentam alta prevaléncia na populacdo em geral e,
principalmente, em pacientes com insuficiéncia renal crénica, necessitando tratamentos com
antifungicos topicos e/ou sistémicos. Estudos in vitro para avaliar a a¢do de antifingicos sao
raros, especialmente em fungos filamentosos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
perfil de suscetibilidade de diferentes espécies de dermatdfitos, isolados de pacientes com
insuficiéncia renal crénica, frente a nove antifingicos disponiveis comercialmente para o
tratamento de dermatofitoses. Foram analisados 26 isolados de dermato6fitos de pacientes com
insuficiéncia renal cronica frente a nove antifingicos (cetoconazol, ciclopirox olamina,
fluconazol, griseofulvina, itraconazol, miconazol, piroctona olamina, terbinafina e
tioconazol), através do método de microdiluicio em caldo proposto pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), com modificacBes para dermatofitos. Dentre os
antifangicos testados, a terbinafina e o tioconazol obtiveram os melhores resultados de
sensibilidade e o fluconazol apresentou baixa atividade. O perfil de sensibilidade dos
antimicéticos testados ratifica a necessidade de conhecimento da espécie causadora de
dermatofitose, devido a variacdo do perfil de suscetibilidade entre as espécies. Além disso,
nossos resultados demonstram a importancia da realizacdo de ensaios de sensibilidade in
vitro, pois alguns isolados da mesma espécie apresentaram diferente perfil de sensibilidade.
Palavras-chave: antimicéticos; Arthrodermataceae; insuficiéncia renal crénica; micoses.

Introducéo

Dermatofitos sdo um grupo de fungos estreitamente relacionados, capazes de invadir
tecidos queratinizados como pele, cabelo, pelo e unha, causando infec¢cbes denominadas
dermatofitoses (CHINELLI et al., 2002). Estudos epidemioldgicos indicam que esta patologia
esta dentre as mais prevalentes no mundo, sendo considerada a segunda doenga de pele mais
frequente na populacdo adulta (GREER, 1994). Estudos tem mostrado que pacientes com
insuficiéncia renal cronica sdo mais suscetiveis a dermatofitoses, principalmente onicomicose,
a qual é a segunda desordem mais frequente em pacientes em hemodialise, sendo uma das
condicGes dermatoldgicas com maior dificuldade de tratamento (KUVANDIK et al., 2007).

A escolha do tratamento adequado € determinada pelo local e extensdo da infeccdo,
pela espécie envolvida, bem como pela eficacia, perfil de seguranca e cinética dos
medicamentos disponiveis. A terapia com agentes de uso topico pode ser realizada com
antimicéticos imidazolicos, como tioconazol e miconazol ou com griseofulvina. A aplicagédo
topica de ciclopirox olamina pode ser um tratamento alternativo para infecgdes fungicas
superficiais, particularmente quando usado em combina¢do com outros antifungicos como
amorolfina, acido salicilico e cetoconazol (LORETTE & ERMOSILLA, 2006). A terapia oral
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com agentes antifingicos como terbinafina, itraconazol, cetoconazol e fluconazol sdo o
tratamento de escolha para dermatofitoses que ndo respondem as terapias com farmacos de
uso topico (FERNANDEZ-TORRES et al., 2002).

O espectro de atividade desses antifingicos é varidvel, podendo levar a falha no
tratamento, possivelmente devido a baixa adesdo dos pacientes, falta de penetracdo do
farmaco, biodisponibilidade do medicamento, interagdes medicamentosas ou resisténcia
(MANZANO-GAYOSSO et al., 2008). A analise in vitro da atividade antifingica destes
agentes permite a comparagdo entre diferentes antifungicos, podendo vir a auxiliar na escolha
de uma terapia eficaz para os pacientes acometidos por estas infeccdes. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de suscetibilidade de diferentes espécies de
dermatofitos, isolados de pacientes com insuficiéncia renal cronica, frente a nove antifingicos
disponiveis comercialmente para o tratamento de dermatofitoses.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 26 isolados clinicos de dermatdfitos (4 Microsporum canis, 7
Microsporum gypseum, 4 Trichophyton interdigitale, 8 Trichophyton mentagrophytes e 3
Trichophyton rubrum) oriundos de pacientes com insuficiéncia renal crénica do Ambulatério
de Dermatologia do Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre, submetidos a exame
micoldgico direto e cultural.

O ensaio de sensibilidade a antifungicos foi desenvolvido segundo a técnica de
microdiluicdo em caldo, através do protocolo M38-A do Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI (2002), modificado para dermatéfitos. Utilizaram-se nove antifungicos
disponiveis comercialmente para o tratamento de dermatofitoses, citando: cetoconazol,
ciclopirox olamina, fluconazol, griseofulvina, itraconazol, miconazol, piroctona olamina,
terbinafina e tioconazol. A solucdo estoque dos antifungicos foi preparada em
dimetilsulféxido e posteriormente, foram realizadas dilui¢des no meio RPMI 1640 tamponado
com &cido morfolinopropanosulfénico, para obter concentracbes de 0,25 a 128 pg/ml para
fluconazol e de 0,03 a 16 pg/ml para os demais antifingicos.

A suspensdo de esporos de cada cultura foi ajustada em espectrofotdmetro e,
posteriormente, o inéculo foi diluido na propor¢cdo 1:50 em caldo RPMI-MOPS. A
concentracéo final de microrganismos atingida foi de 5x10° a 5x10* UFC/mI. Foram incluidos
nesses ensaios um controle livre de antifungico (controle de crescimento) e um controle livre
de microrganismo (controle de esterilidade). As placas foram incubadas a 28°C por 3 dias.

A determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) foi realizada visualmente
por comparacao com o crescimento do controle livre de farmaco. A CIM foi definida como a
menor concentracdo de farmaco capaz de inibir totalmente o crescimento flngico para
itraconazol e terbinafina e 80% do crescimento para os demais antifungicos. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata.

Resultados e Discusséo

Fluconazol mostrou a menor atividade dentre todos os antifingicos avaliados, estando
de acordo com outros estudos (DA SILVA BARROS & HAMDAN, 2005, WILDFEUER,
1994). Além disso, cerca de 86% dos isolados de M. gypseum, 50% de T. mentagrophytes e
25% de T. interdigitale apresentaram resisténcia ao fluconazol, o que corrobora com o estudo
de DA SILVA BARROS & HAMDAN (2005). No entanto, T. rubrum, a espécie mais
frequente causadora de onicomicoses com altos indices de recidivas, foi mais sensivel ao
fluconazol que as outras espécies avaliadas.

De uma forma geral, os antifingicos mais eficazes foram tioconazol para M. gypseum
e T. rubrum e terbinafina para as demais espécies, inclusive para a M. canis, a qual de acordo



com os estudos de CLAYTON & HAY (1994) apresenta baixa sensibilidade aos antifungicos
azélicos. No entanto, observa-se que o perfil de sensibilidade de alguns isolados dentro da
mesma espécie € variado. Esta questdo reforca a importancia de realizar analise de
sensibilidade em, pelo menos, todas as culturas flngicas obtidas de pacientes com micoses
superficiais associadas a falha terapéutica, e, por sua gravidade, em todos 0s casos de micoses
sistémicas.

Conclusdes

A variacdo no perfil de suscetibilidade entre as espécies de dermatofitos testadas
ratifica a necessidade de conhecimento da espécie causadora da dermatofitose para orientar o
melhor antifingico para o tratamento. Além disso, nossos resultados demonstram a
importancia da realizacdo de ensaios de sensibilidade in vitro, pois alguns isolados da mesma
espécie apresentaram perfis de sensibilidade diferentes.
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Resumo - A infeccdo do trato urindrio (ITU) é uma doenca infecciosa que atinge
principalmente mulheres, sendo Escherichia coli uma das principais causas das infec¢oes.
Assim o objetivo deste trabalho foi verificar a prevaléncia de infeccdo do trato urinario, 0s
agentes etiologicos mais frequentes e o perfil de suscetibilidade dos microrganismos
encontrados nos processos de ITUs de académicas do curso de Enfermagem da Unoesc.
Foram analisadas 63 amostras de urina que foram semeadas em agar Mac Conkey e agar
CLED, incubadas a 36+ 1 °C por 24-48 horas. As amostras que apresentaram contagens
superiores a 10° UFC/mL foram submetidas a coloracdo de Gram e testes bioquimicos
segundo Koneman et al. 2001; Macfaddin, 2000. O perfil de suscetibilidade a antimicrobianos
foi realizada através da técnica de Kirby-Bauer conforme recomendagbes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005). Das 63 uroculturas analisadas, 10 (15,87 %)
amostras apresentaram contagens superiores a 10° UFC/mL, destas 6 (60%) foram positivas
para Escherichia coli, 2 (20%) foram positivas para Staphylococcus aureus e 2 (20%) de
Staphylococcus coagulase negativa. A maioria das voluntarias (53,96%) relatou casos
anteriores de ITU diagnosticada através de exames de urocultura, apenas 3,17% das
voluntarias faz uso de “chuveirinhos™ e 23,8% utiliza absorventes internos na fase menstrual.
Para Staphyloccocus aureus e Staphylococcus coagulase negativa os antimicrobianos acido
nalidixico e ceftriaxona foram o0s que apresentaram maior resisténcia, e para E.coli,
sulfazotrim e cefaclor foram os mais resistentes, demonstrando que 0 uso continuo e erroneo
dos antimicrobianos favorecem o desenvolvimento de cepas resistentes, sendo assim
necessario a realizacdo do antibiograma para o correto tratamento dessas infec¢des.
Palavras-chave: infec¢do urinaria; urocultura; prevaléncia.

Introducéo

A infeccdo do trato urinério (ITU) é definida como a invasdo microbiana de qualquer
orgéo do trato urinario, desde a uretra até os rins (PIRES et al., 2007) e € uma das principais
afeccBes mais comuns da clinica médica, figurando como a segunda infeccdo mais comum no
ser humano.

Embora a maioria das infecgOes seja aguda e de curta duracdo, elas contribuem para
uma taxa significante de morbidade na populagdo. A pielonefrite (infeccdo do trato urinario
superior) tem uma apresentagdo mais grave podendo resultar em perda da funcédo renal e em
sequelas graves permanentes (MIMS et al, 1999). A Escherichia coli é uma das principais
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causas de doengas infecciosas em seres humanos e € o0 agente etioldgico mais frequente das
ITUs, acometendo principalmente mulheres (ESPARIS et al. 2005).

No Brasil, um total de 80% das consultas clinicas devem-se a ITU. Aproximadamente
50 a 70% das mulheres apresentam pelo menos um episddio de ITU em suas vidas, sendo que,
20 a 30% destas apresentam episodios recorrentes (POLETTO; REIS, 2005).

Quando sintomatica, o quadro clinico de ITU pode ser bastante sugestivo para o
diagnostico. Contudo, o diagnostico s6 é confirmado pela urocultura, considerada o padréo-
ouro no diagnostico de ITU. A urocultura quantitativa ndo so indica a ocorréncia de
multiplicacdo bacteriana no trato urinario, como também permite o isolamento do agente
etiologico e o estudo de sua sensibilidade aos antimicrobianos através do antibiograma
(PIRES et al, 2007).

O tratamento visa, principalmente, erradicar a bactéria do trato urinério, com
consequente melhora dos sintomas, tratamentos de curta duragdo com antimicrobianos orais
sdo eficazes para infeccdo do trato urindrio inferior; a pielonefrite exige tratamentos mais
prolongados (GUIDONI; TOPOROVSKI, 2001).

Desta forma o objetivo desse trabalho foi verificar a prevaléncia de infecgéo do trato
urinario, os agentes etioldégicos mais freqientes e o perfil de suscetibilidade dos
microrganismos encontrados nos processos de ITUs em universitarias do curso de
enfermagem da Unoesc, Campus de Sdo Miguel do Oeste (SC).

Materiais e Métodos

Os procedimentos metodoldgicos foram efetuados no Laboratério de Pesquisa e
Diagnostico em Microbiologia da Universidade do Oeste de Santa Catarina, Campus de S&o
Miguel do Oeste-SC. Foram realizadas 63 uruculturas, de académicas do curso de
Enfermagem da Universidade do Oeste de Santa Catarina, campus de S&o Miguel do Oeste,
Brasil. Para as participantes foi distribuido coletores universais e instru¢fes para coleta, bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, juntamente com isso foi
aplicado um questionario para as mesmas, para avaliar os habitos de higiene pessoal.

As amostras foram homogeneizadas, foi realizado o teste de tiras reativas,
posteriormente uma aliquota de 10 pL de urina de cada amostra foi semeada em agar
MacConkey e agar CLED e incubadas a 36 +1°C por 24-48 horas. Foram consideradas
culturas positivas, aquelas apresentando contagem de coldnias igual ou superior a 10°
UFC/mL. As colénias foram identificadas por coloracdo de Gram e provas bioquimicas
segundo Koneman et al. (2001); Macfaddin, (2000). Os testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos foram realizados pelo método de difusdo de discos, de Kirby-Bauer, segundo
as recomendacdes do Clinical and Laboratiry Standards Institute ( CLSI, 2005). Os
antibidticos testados foram: imipenem (10ug), sulfazotrim (25ug), norfloxacin (10)ug,
nitrofurantoina (30ug), cefaclor (30ug), é&cido nalidixico (30ug), ceftriaxona (30ug),
cefalexina (30ug), ciprofloxacin (5ug), azitromicina (15ug), amicacina (30ug),
gentamicina(10ug).

Resultados e Discussdo

Das 63 uroculturas analisadas, 10 (15,87%) amostras apresentaram contagens
superiores a 10° UFC/mL. Destas 6 (60%) foram positivas para Escherichia coli, 2 (20%)
foram positivas para Staphylococcus aureus e 2 (20%) para Staphylococcus coagulase
negativa. Esses resultados sdo semelhantes aos de Randrianirina et al. (2006) e Pires et al.
(2007), que encontraram E. coli como a bactéria predominante em ITU, representando 67,2%
e 62,4% do total de amostras analisadas, respectivamente.



A maioria das voluntarias (53,96%) relatou casos anteriores de ITU diagnosticada
através de exames de urocultura e EQU, sendo que grande maioria dessas infeccOes relatadas
foi assintomatica. De acordo com Nuutinen, Uhari (2001), a infeccdo urinaria recorrente €
descrita em 12 a 75% dos pacientes.

A faixa etaria das académicas avaliadas foi de 18 a 33 anos e ndo houve relato de
Diabetes Mellitus e gravidez. Apenas 3,17% das voluntarias faz uso de “chuveirinhos” e
23,8% utiliza absorventes internos na fase menstrual, o que pode facilitar a contaminacéo da
bexiga por bactérias da regido peri-anal. Nao houve relato de uso de geéis espermicidas,
internacdo recente e uso de cateter.

Os antimicrobianos que apresentaram maior resisténcia para Staphyloccocus aureus e
Staphylococcus coagulase negativa foram, acido nalidixico e ceftriaxona e para E.coli, foi
sulfazotrim e cefaclor. Assim o monitoramento da resisténcia e o estudo do perfil de
sensibilidade auxiliam no acompanhamento terapéutico e na orientacdo dos pacientes, uma
vez que a prescricdo de medicamentos sem o conhecimento do perfil de sensibilidade
antimicrobiana da bactéria causadora da infeccao pode significar um gasto desnecessario com
antibidticos e um erro terapéutico.

Conclusdes

Os resultados encontrados revelam que E. coli, foi o principal agente etioldgico
causador de infec¢do urinaria, seguido por S. aureus e Staphylococcus coagulase negativa.

A resisténcia encontrada neste trabalho, ressalta a importancia da realizacdo do
antibiograma, para nortear o tratamento dessas infeccBes, pois muitas vezes, o tratamento
empirico, sem o conhecimento do perfil de resisténcia, gera a maior utilizagdo de antibidticos
de amplo espectro, estimulando, dessa forma, o desenvolvimento de cepas resistentes.
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Resumo - As infecgbes do trato urinario estdo entre as mais frequentes infec¢des presentes
tanto na comunidade como também em hospitais. O presente estudo visou identificar as
bactérias prevalentes nas infec¢des urinérias diagnosticadas em um laboratério de anélises
clinicas da cidade de Santa Rosa - RS, bem como, verificar o perfil de suscetibilidade das
mesmas aos antimicrobianos e ainda, relacionar o perfil do paciente (sexo e idade) com a
infeccdo. Foram analisadas 294 resultados positivos de urocultura realizadas no periodo de
agosto de 2007 a fevereiro de 2008. As bactérias isoladas foram: Escherichia coli (58,51%),
Enterobacter sp. (15,31%), Staphylococcus saprophyticus (14,62%), Proteus sp (5,44%),
Pseudomonas aeruginosa (3,74%), Staphylococcus sp. (2,38%). Os resultados dos testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos para as bactérias gram-negativas mostraram a ampicilina,
tetraciclina, sulfametoxazol e o &acido nalidixico como os quatro antimicrobianos mais
freqlientes nos casos de resisténcia, j4 para as bactérias gram-positivas os antimicrobianos
foram o &cido nalidixico, sulfametoxazol, tetraciclina e norfloxacina. Os resultados
mostraram que pacientes do sexo feminino foram os mais acometidos (80,95%). Em relacdo a
idade dos pacientes, 12,24% estavam abaixo de 10 anos; 10,20% estavam na faixa etaria entre
10 e 20 anos; 26,87% estavam na faixa etaria entre 20 e 40 anos; 22,79% encontravam-se
entre 40 e 60 anos e 27,90% apresentavam idade superior a 60 anos. A E. coli foi a bactéria
mais encontrada tanto em homens como em mulheres. Uma explicacdo para este fato é a
presenca de adesinas que fornecem vantagens para seu estabelecimento no trato urinario.
Palavras-chave: infeccdo urinéria, resisténcia bacteriana, Escherichia coli.

Introducéo

As Infecgbes do Trato Urinario (ITU) sdo extremamente freqlientes e ocorrem em
todas as idades. Dependendo do local acometido pelos microrganismos pode resultar em
uretrite, cistite, prostatite e pielonefrite (TRAPP & HASENACK, 2001).

As infecgdes urinarias podem ocorrer em qualquer sexo, apesar das mulheres serem as
mais afetadas. Estima-se que 40% delas, em algum momento de suas vidas, apresentardo um
episédio caracteristico desta infeccdo (HASENACK, 2004). Sdo geralmente de carater
benigno, porém geram um grande desconforto, dor, podem tornar-se complicadas,
necessitando de internacdo hospitalar e com freqliéncia propensas a reincidéncias (TRAPP &
HASENACK, 2001).

A era da antibioticoterapia deu a comunidade médica uma poderosa arma na batalha
contra as infeccdes, mas trouxe também a questdo da resisténcia bacteriana. A resisténcia
bacteriana tem se tornado um grande desafio pois tem se disseminado muito rapidamente
entre as comunidades bacterianas, dificultando o tratamento das infecgdes em geral (BAUM
& MARRE, 2005).

Diante do exposto, o estudo das principais bactérias que predominam nestas
enfermidades pode nos possibilitar a identificar o seu foco de origem e impedir a
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contaminacdo. Da mesma forma, se faz necessaria a pesquisa sobre os antibioticos mais
resistentes para tais bactérias, no sentido de rastrear a resisténcia das mesmas

O objetivo deste trabalho foi identificar as bactérias prevalentes nas infeccGes
urinarias diagnosticadas em um laboratdrio de andlises clinicas, bem como, verificar o perfil
de suscetibilidade das bacterias aos antimicrobianos e também relacionar o perfil do paciente
(sexo e idade) com a infecgéo.

Materiais e Métodos

Foram analisados os resultados positivos de 294 exames de urocultura, ou seja, com
desenvolvimento bacteriano acima de 10° UFC/mL, realizados no periodo de agosto de 2007
a fevereiro de 2008, de pacientes atendidos em um laboratorio de analises clinicas da cidade
de Santa Rosa/RS. Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética da URI, Campus Santo
Angelo. Foram coletadas todas as informacdes necessarias de acordo com as variaveis a
serem analisadas como: o tipo de bactéria, a idade, o sexo do paciente e a suscetibilidade da
bactéria aos antimicrobianos.

Resultados e Discussao

Os 294 exames bacterioldgicos de urina considerados positivos para ITU pertenciam a
pacientes ambulatoriais e hospitalares. Os resultados mostraram que pacientes do sexo
feminino foram os mais acometidos com 80,95% (n=238) dos casos de ITU, enquanto do sexo
masculino 19,04% (n=56). Estes dados conferem com outros estudos (MENEZES et al.,
2005; POLETTO et al, 2005). Segundo a literatura existem diversos fatores que podem
explicar a maior tendéncia feminina a infeccdo como: anormalidades anatbmicas do trato
urinério, gravidez, menopausa e comprimento da uretra (TRAPP & HASENACK, 2001).

Em relacdo a idade dos pacientes, 12,24% (n=36) estavam abaixo de 10 anos, 10,20%
(n=30) estavam na faixa etaria de 10 a 20 anos, 26,87% (n=79) estavam na faixa etéria de 20 a
40 anos, 22,78% (n=67) encontravam-se entre 40 a 60 anos e 27,89% (n=82) apresentavam
idade superior a 60 anos. Estes dados conferem com a literatura que cita uma prevaléncia
maior de UTI em adultos com vida sexual ativa e idosos com mais de 60 anos de idade
(MULLER et al., 2008). Em pacientes idosos podem ser esperadas maiores taxas devido a
condicdes que favorecem a infeccdo, como uropatias obstrutivas da préostata nos homens e
esvaziamento insuficiente da bexiga devido prolapso uterino nas mulheres (MULLER et al.,
2008)

Os microrganismos isolados foram  Escherichia coli com 58,51% (n=172),
Enterobacter sp. com 15,31% (n=45), Staphylococcus saprophyticus com 14,62% (n=43),
Proteus sp. com 5,44% (n=16), Pseudomonas aeruginosa com 3,74% (n=11) e
Staphylococcus sp. com 2,38% (n=7). A E. coli foi a bactéria mais encontrada tanto em
infecces em homens quanto em mulheres, o que também foi verificado em outros trabalhos
(POLETTO et al, 2005). Ela possui uma série de fatores de viruléncia que facilitam a sua
infeccdo, entre eles, as adesinas. As adesinas permitem a aderéncia da E. coli na célula
eucariotica facilitando a colonizagdo dos tecidos. Entre as adesinas mais conhecidas podem
ser citadas as fimbriadas (tipo I, P, S, FIC, Dr) e as afimbriadas (ANTAO et al, 2009). Outros
fatores de viruléncia que favorecem a E. coli uropatogéncia s@o as toxinas como hemolisina,
fator necrozante citotoxico e protease autotransportadora (KAPER, 2004; ANTAO et al,
2009).

Em relagdo aos antimicrobianos testados para bactérias gram-negativas (n=244) como
Escherichia coli, Enterobacter sp., Pseudomonas aeruginosa e Proteus sp. e bactérias gram-



positivas (n=50) como Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus sp., 0s resultados
observados estdo demonstrados nas figuras abaixo (Figura 1 e 2).

Os quatro antimicrobianos mais freqiientes nos casos de resisténcia para as bactérias
gram-negativas foram ampicilina, tetraciclina, sulfametoxazol e &cido nalidixico (figura 1), ja
para as bactérias gram-positivas foram o acido nalidixico, sulfametoxazol, tetraciclina e a
norfloxacino (figura 2). Estes resultados sdo compativeis com o0s encontrados por
NOGUEIRA & MOREIRA, (2006) mas diferentes dos encontrados por HORNER et al.,
(2006). Estes ultimos verificaram um grande numero de casos de resisténcia das bactérias
gram-negativas a nitrofurantoina, o qual representa o quinto farmaco com maiores casos de
resisténcia na nossa pesquisa.
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Figuras 1 e 2: Numero de casos de resisténcia das bactérias gram-negativas (figura 1-
esquerda) e das gram-positivas (figura 2- direita) em relacdo aos farmacos.

Concluséo

O predominio da bactéria E. coli (58%) nos isolados das ITU nos mostra a importancia
de se pensar em uma maneira de impedir 0 seu acesso ou a sua colonizagdo nos tecidos, ou
por medidas preventivas ou por vacina para algum dos seus fatores de viruléncia.
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Resumo — Leveduras do género Candida sdo responsaveis por causar boa parte de infeccdes
fangicas no homem, sendo Candida albicans a espécie predominante. O objetivo deste
trabalho foi isolar e identificar leveduras do género Candida, e a capacidade que estas
leveduras tém de produzir biofilme e hemolise. Foram isoladas e identificadas 70 amostras de
Céandida, e avaliada a capacidade de formar biofilme e hemdlise promovida por estas. A
espécie predominante foi C. albicans (63%), seguida por C. glabrata (13%). A espécie que
foi maior produtora de biofilme foi C. glabrata (56%). Nenhum dos isolados apresentou halo
de hemdlise. O aumento dos diagndsticos de candidiase em pacientes com algum tipo de
protese oral é decorrente da emergente patogenicidade das cepas das diversas espécies de
Candida.

Palavras-chave: candidiase oral; biofilme; hemolise.

Introducéo

As leveduras do género Candida sdo constituintes da microbiota da mucosa oral,
intestinal e vaginal, permanecendo nestes habitats como colonizantes até encontrarem
condicgdes apropriadas para se multiplicarem, expressarem fatores de viruléncia, invadirem a
mucosa e causarem infeccdo. As principais espécies de interesse clinico neste género sao
Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. dubliniensis, C.
guilliermondi e C. kefyr (COLOMBO et al. 2006, LEWIS et al. 2009 ).

Diversos fatores sdo citados como responsaveis pela ocorréncia de candidiase oral,
podendo ser relacionado com o individuo ou com a propria levedura. A capacidade de
aderéncia dessas leveduras, € um dos fatores associados ao potencial de viruléncia presente
nestas (LYON et al., 2010 ). Este fator determina a capacidade que esta levedura tem de
produzir biofilme (GAPARETTO et al., 2005 ).

Levando-se em consideracdo que o aparelho ortoddntico fixo (AOF) muitas vezes
causa lesdes no paciente e a dificuldade desses pacientes em fazer a correta higienizacao da
cavidade oral, hd um aumento consideravel no oportunismo das leveduras do género Candida
na cavidade oral (ATASSI et al., 2010; Salerno et al., 2010). Baseado neste contexto, este
trabalho teve como objetivo isolar e identificar leveduras oriundas de individuos usuarios e
ndo-usuarios de AOF, assim como avaliar a capacidade destes microrganismos em formar
biofilme e a capacidade hemolitica dos mesmos.

Materiais e Métodos
Isolamento e Identificacdo: A saliva de pacientes sintométicos e assintomaticos foi coletada
com um swab, que foi posteriormente incubado por 24h em caldo sabouraud com
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cloranfenicol, seguido de plagueamento em agar sabouraud, também acrescido de
cloranfenicol, e incubado a 32°C durante 48 h. Com o crescimento do fungo leveduriforme,
confirmado pelo exame direto, foi feita semeadura em meio cromogénico (CHROMagar ®
Candida), o qual foi incubado a 32°C por 72 h, onde identificou-se C. albicans como coldnias
verdes, C. krusei como coldnias rosas, C. tropicalis como col6nias azuis, C. glabrata como
coldnias lilas e col6nias brancas como outras espécies de Candida (PFALLER 1996) .
Formacdo de Biofilme: Para verificar a producdo de biofilme foi feita a avaliacdo em
triplicata pela técnica proposta por Stepanovic (2000) modificada em microplacas utilizando
S. epidermidis ATCC 35984 como controle positivo. A formacao de biofilme foi quantificada
em espectofotdmetro a 450nm e classificado como forte, médio, fraco ou ndo formador de
biofilme, de acordo com os pontos de corte validados pela técnica.

Capacidade Hemolitica: Para determinacdo da producdo de hemdlise, fez-se a partir de uma
colbnia pura, a semeadura em uma placa de agar sangue de acordo com a técnica proposta por
Franca (2010). A capacidade hemolitica foi observada a partir da formacdo de um halo de
hemolise em torno do crescimento da coldnia fangica.

Resultados e Discusséo

Das 70 amostras de Candida testadas até o0 momento, 63% s&o C. albicans, 13% C.
glabrata, 4,3% C. tropicalis, 8,7% C. krusei e 11% sdo Candida ndo-albicans. A formagéo de
biofilme foi observada em graus variaveis entre os isolados, sendo 30% dos isolados fraco
produtor de biofilme; 13% médio produtor de biofilme; 4% forte produtor de biofilme e 53%
dos isolados foi ndo produtor de biofilme. C. glabrata foi a espécie que apresentou maior
formagéo de biofilme (56%) e C. albicans foi a que apresentou menor formacao de biofilme,
sendo 66% ndo formador de biofilme. No teste de hemdlise, realizado em agar sangue para
observacdo da presenca de halos de hemdlise indicativos de potencial capacidade de infeccBes
na corrente sanguinea, nao foi observada a producdo de hemolise em nenhum dos isolados.

Tabela 1. Percentagens da capacidade de formacdo de biofilme das leveduras isoladas da
mucosa oral de portadores de AOF.

Faixa de OD C. albicans C. glabrata C. krusei C. tropicalis C. ndo-albicans
n° % n° % n° % n° % n° %
>0,280 1 14 1 14
0,170- 0,279 6 8,5 1 14 2 3
0,070-0,170 12 17 5 7 1 14 1 14 2 3
< 0,070 28 40 3 44 4 57 1 1,4 2 3
Total 47 9 6 2 6

Formacdo de biofilme: Forte:> 0,280; Médio 0,170-0,279; Fraco 0,070-0,170; Nao formador
< 0,070

O uso de artefatos protéticos, como proteses e aparelhos ortoddnticos, favorecem a
colonizacdo de microrganismos oportunistas, em potencial as espécies virulentas Candida. O
aumento dos diagnosticos de candidiase em pacientes com algum tipo de protese oral é
decorrente da emergente patogenicidade das cepas das diversas espécies de Candida
(ATASSI et al., 2010).

C. albicans é a espécie mais frequente segundo Schelenz et al. (2010), ocorrendo em
74% dos individuos estudados. Os dados deste trabalho confirmam a prevaléncia de C.
albicans, correspondendo a 63% dos isolados. A segunda mais isolada foi C. glabrata com
13% dos isolados, concordando também com os resultados encontrados por Schelenz et al.
(2010) e Zomorodian et al. (2010). Foram também isoladas C. tropicalis, C. krusei, porém em
menor quantidade. Onze por cento das leveduras isoladas neste trabalho foram identificadas
como Candida ndo-albicas.



Quanto a aderéncia 47% destes isolados foram capazes de produzir biofilme,
concordando com os dados de Ciok et al. (2009). C.glabrata foi a espécie que mais produziu
biofilme com (56%), demonstrando que os biofilmes produzidos por esta espécie possuem
maior quantidade de proteinas de resposta ao estresse podendo contribuir para uma maior
resisténcia aos antifungicos (SENEVIRATNE et al., 2010). Estes dados sugerem que a
maioria das leveduras do género Candida estudadas ndo tem a capacidade de aderirem as
células do hospedeiro, ndo ocasionando o quadro de candidiase oral, com isto estas leveduras
ndo apresentam resisténcia aos tratamentos com antifungicos convencionais (RUKAYADI et
al., 2010).

Do total de 70 isolados de Candida sp. analisados, 100% ndo promoveram hemolise,
discordando dos resultados achados por Franca et al. (2010). Este dado mostra que as
leveduras estudadas ndo tém a capacidade de secretar fatores hemoliticos com o objetivo de
obter hemoglobina como fonte de ferro para sua sobrevivéncia, com isto ndo tém a capacidade
de causar candidiase em outras partes do corpo do individuo (FRANCA et al., 2010; NEGRI
etal., 2010).

Conclusdes

Das 70 cepas, 63% sao C. albicans, 13% C. glabrata, 4,3% C. tropicalis, 8,7% C.
Krusei e 11% sdo Candida ndo-albicans . 30% dos isolados é fraco produtor de biofilme; 13%
médio produtor de biofilme; 4% forte produtor de biofilme e 53% dos isolados foi nédo
produtor de biofilme, tendo C. glabrata como maior produtora de biofilme. Nenhum dos
isolados foi capaz de utilizar hemacia como fonte de ferro para sua sobrevivéncia.
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Resumo - Considerando-se que o padrdo de secrecdo de proteases extracelulares de
diferentes isolados de Acanthamoeba pode estar associado ao potencial patogénico do género,
0 objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de proteases extracelulares produzidas por
isolados ambientais de estojos de lentes de contato e cepas padrdo de Acanthamoeba. Neste
estudo foram usadas cepas padrdo de Acanthamoeba patogénicas, ATCC 30461, e ndo
patogénicas, ATCC 30010 e 30872 e isolados ambientais pré-existentes no Laboratério de
Parasitologia — UFRGS, provenientes de estojos de lentes de contato. A partir de cultivos
axénicos e monoclonais, obteve-se 0 meio condicionado (MC) de cada isolado, que foi
utilizado para avaliacdo da atividade proteolitica por SDS-PAGE ndo desnaturante
(zimograma), bem como para determinacdo de proteinas totais de todos os isolados. Os
resultados demonstram que os isolados estudados produzem proteinas extracelulares, parte
destas com atividade proteolitica.

Palavras-chave: Acanthamoeba; Proteases Extracelulares; Ceratite

Introducéo

Dentre as amebas de vida livre (AVL), o género Acanthamoeba € o mais isolado da
natureza (Khan, 2006). AVL deste género sdo isoladas dos mais diversos ambientes, como
solo, poeira, fontes naturais de agua, reservatérios, agua do mar, dgua de torneira, piscinas,
solugdes de lentes de contato, ambientes hospitalares, entre outros (Marciano-Cabral &
Cabral, 2003; Caumo et al., 2009; Carlesso et al., 2010). Estes protozoarios sdo ditos
anfizoéicos, devido a sua capacidade de existir normalmente como organismos de vida livre,
mas serem capazes de sobreviver em tecidos de seres humanos e outros animais, causando
doengas como ceratite e encefalite (Visvesvara & Schuster, 2008).

Ceratite amebiana € uma doenca progressiva e dolorosa que ameaca a visao, estando
associada ao uso de lentes de contato. Seus principais sintomas sdo vermelhid&o,
lacrimejamento, fotofobia e edema nas palpebras, podendo progredir para perda da visdo e
enucleacdo (Awwad et al., 2007).

Diversos estudos tém associado a patogenia causada por Acanthamoeba a producéo e
secrecdo de proteases (He et al., 1990; Ferreira et al., 2009). Rocha-Azevedo et al. (2009),
observaram que uma espécie patogénica de Acanthamoeba reconhece proteinas da matriz
extracelular (MEC), como colageno | e laminina, de maneira mais eficiente, quando
comparadas a especie ndo-patogénica. Considerando-se que o padrdo de secrecdo de proteases
extracelulares de diferentes isolados de Acanthamoeba pode estar associado ao potencial
patogénico destas amebas, 0 objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de proteases



extracelulares produzidas por isolados ambientais de estojos de lentes de contato e cepas
padréo de Acanthamoeba.

Materiais e Métodos

Organismos: Neste estudo foram usadas cepas padrdo de Acanthamoeba patogénicas, ATCC
30461, e ndo—patogénicas, ATCC 30010 e 30872 e isolados ambientais pré-existentes no
Laboratorio de Parasitologia — UFRGS, provenientes de estojos de lentes de contato. Todas as
amostras foram avaliadas a partir de um cultivo axénico e monoclonal.

Cultivo e Obtencdo do Meio Condicionado (MC): Os organismos foram cultivados em meio
PYG (proteose peptona, extrato de levedura e glicose) contendo antibidtico penicilina-
estreptomicina na concentracdo de 40 pL/mL e mantidos em estufa a 30 °C, por 72 horas.
Apos este periodo o MC foi centrifugado a 250 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
filtrado através de uma membrana de 0,22 uM e estocado a 4°C. As amostras foram
liofilizadas e posteriormente ressuspensas em tampéo fostato, pH 7,0.

Perfil de Atividade proteolitica — Zimograma: Os MC liofilizados de diferentes isolados
foram misturados ao tampdo de amostra (1:1) (sem SDS ou B-mercaptoetanol) e analisados
por eletroforese em gel de poliacrilamida - dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) 12%,
contendo 2 mg/mL de gelatina. Apds a separagdo, 0s géis foram incubados em solucéo de
Triton X-100 2,5% (w/v) por 60 minutos, sendo em seguida transferidos para o tampéo de
desenvolvimento (50 mM de Tris-HCI, pH 7.5, contendo 10 mM de CaCl,) na temperatura de
37°C por 18 horas. Apos esse periodo, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue. As
areas de digestdo foram visualizadas como regides ndo coradas.

Quantificacao de proteinas:As proteinas totais foram determinadas pelo método de Lowry.

Resultados e Discusséo

A producdo de proteases é reconhecida como fator de viruléncia para diversos
protozoarios, incluindo Entamoeba histolytica e Giardia lamblia (Khan, 2006; Lejeune et al.,
2009; Ankarklev et al., 2010). Em Acanthamoeba a presenca e a quantidade de proteases tem
sido relacionadas a sua capacidade invasora, talvez determinantes para o fenétipo virulento
apresentado por alguns isolados (Ferreira et al., 2009; Rocha-Azevedo et al., 2009).

Em nosso estudo, de acordo com os resultados dos zimogramas das amostras (figura
1), pode-se observar que todos os isolados possuem atividade proteolitica (bandas brancas).
Os resultados das dosagens de proteinas totais, apresentados na tabela 1, demonstram os altos
niveis de proteinas produzidas e secretadas por estes protozoarios.

Tabela 1. Proteinas Totais nos isolados de ECL
e cepas padrdo de Acanthamoeba

Isolados Proteinas Totais
(mg/mL)

ATCC 30461 P 47,4

ATCC 30010 NP 61,6

ATCC 30872 NP 42,2

ELC32 52,6
Figura 1. Zimograma dos isolados de ELC e ELC48 51,4
cepas padrdo de Acanthamoeba. 1= ATCC *ECL = estojos de lentes de contato; P=
30461P; 2 = ATCC 30010NP; 3= ATCC patogénica; NP= ndo-patogénica

30872NP; 4= ELC32; 5= ELC48
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Muitos estudos tém conseguido isolar e caracterizar proteases extracelulares de
espécies variadas de Acanthamoeba, como determinado por Na et al (2001) que isolaram e
caracterizaram uma serino-protease de 12 kDa de A. castellanii, capaz de degradar proteinas
da MEC, entre outras proteinas da cornea de coelho. Em outro trabalho, também estudando
A.castellanii foi isolada uma protease de 133 kDa, capaz de lisar células do epitélio corneano
humano e de roedores (Hurt et al, 2003). Entretanto nenhum estudo buscou a comparacéo
entre diversos isolados em relacdo as proteases produzidas, o que poderia possibilitar a
descoberta de um possivel marcador de patogenicidade para este género.

Concluséo

Os resultados demonstram que os isolados estudados produzem proteinas
extracelulares e que parte destas possui forte atividade proteolitica. Estudos complementares
fornecerdo melhores dados sobre a caracterizacdo destas proteases e suas funcoes.
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Resumo - As helmintoses gastrointestinais em ruminantes, geram diversos prejuizos a
pecuaria mundial. O fungo Duddingtonia flagrans é um agente de controle biolégico que tem
mostrado resultados satisfatorios na diminuigdo das larvas infectantes. Residuos de pesticidas
podem se depositar no solo e agua, interferindo no desenvolvimento destes microrganismos.
Este teve por objetivo avaliar a susceptibilidade de D. flagrans, frente a residuos de
fungicidas agricolas, pela técnica de microdiluicdo em caldo (protocolo M38-A2), a partir das
concentragfes permitidas como limites maximos de residuos (LMR). Os fungicidas
Tebuconazol e Tiabendazol apresentaram concentracfes inibitérias minimas menores do que
as permitidas como residuos.

Palavras-chave: Duddingtoni flagrans; Microdiluicdo em caldo; Ruminantes

Introducéo

A infeccdo por nematddeos gastrintestinais € um significativo limitante a criacdo de
ruminantes mundialmente. Os prejuizos se devem especialmente a infec¢fes subclinicas,
levando a diminuicdo e ao retardo na producdo (FORBES et al., 2002). A associacdo de
métodos alternativos com a utilizagdo correta dos anti-helminticos, diminuindo a frequéncia
de tratamentos no controle das infec¢des, sdo opc¢des utilizadas frente ao desenvolvimento de
resisténcia parasitaria. Fungos nemat6fagos sdo agentes utilizados neste controle e
Duddingtonia flagrans é a espécie mais estudada (CEZAR et al., 2008).

Os efeitos ambientais de um pesticida dependem da sua ecotoxicidade e concentracfes
atingidas no solo, agua, plantas e atmosfera (SPADOTTO et al., 2004). Os alimentos, ficam
sujeitos a um limite maximo de residuos de pesticidas (LMR) na sua composi¢do, de forma a
proteger os consumidores (ANVISA, 2008). Ignoffo et al. (1975) observaram que diversos
fungicidas e alguns inseticidas e herbicidas, testados em meio de cultura, inibiram o
crescimento de fungos entomopatogénicos. Frente a D. flagrans, ja foi demonstrada atividade
inibitdria in vitro de fungicidas benzimidazois ( LUZ et al., 2007). O objetivo deste estudo foi
verificar a susceptibilidade de D. flagrans a residuos de fungicidas agricolas através de
microdiluigdo em caldo.

Materiais e Métodos

Foram utilizados isolados de D. flagrans, cepa ARSEF, mantidos em &gar batata a
25°C/sete dias. Os fungicidas, testados em triplicata, foram: Ciproconazol, Difenoconazol,
Tebuconazol, Tiabendazol e Carbendazim, adquiridos da empresa Sigma Alrich. Utilizou-se o
método de microdiluicdo em caldo RPMI 1640, adaptado para D. flagrans. Tendo os LMRs
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preconizado pela ANVISA (2008) como as concentracGes centrais, foram feitas dez diluigdes
sucessivas de acordo com o protocolo M - 38 A2 (CLSI, 2008).

O inoculo foi preparado adicionando as col6nias de sete dias, 3ml de solugédo salina
estéril (85%) e a suspensao obtida atraveés de movimentos com pipeta de Pasteur. A suspensao
de conidios foi transferida para um novo tubo, mantida em repouso por cinco minutos,
ajustada a densidade para 68 — 70% de transmitancia em 530 nm em espectrofotometro e
diluido em RPMI 1640 para se obter 10* UFC/m.

Aliquotas de cada concentracdo de fungicidas foram diluidas 1:5 em RPMI 1640 e
100ul dessas concentracdes foram dispensadas sequencialmente nas placas de microdiluicéo.
O indculo foi entdo dispensado nos tubos, provendo concentracdes fungicidas em estudo. As
CIMs foram determinadas ap6s 48h.

Resultados e discussao

A espectrofotometria € a metodologia com melhor reprodutibilidade para o teste de
susceptibilidade a antifangicos (PFALLER et al.,, 1988). A padronizacdo do teste de
susceptibilidade a antifingicos pelo atual CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute),
ocorreu ap6s 15 anos de trabalhos colaborativos. Em 2008, foi publicado o documento M38-
A2, que padroniza os ensaios microbiolégicos para avaliacdo da suscetibilidade de
hifomicetos, incluindo os géneros Aspergillus e Fusarium (CLSI, 2008). Nesta classe
encontra-se o género Duddingtonia. A partir desta padronizacdo, é possivel a determinacao
das concentrages inibitorias minimas dos antiflngicos testados.

As concentragBes inibitdrias minimas de cada fungicida testado estdo listadas na
Tabela 1. A partir destes dados verificou-se que Tebuconazol e Cyproconazol tiveram
concentraces inibitorias inferiores as permitidas como LMRs.

Tabela 1: Fungicidas testados e respectivas concentragdes inibitdrias minimas a D. flagrans

Fungicida Concentracao Inibitéria Minima
Difenoconazol 0,1ug/ml

Tebuconazol 0,0125ug/mi

Carbendazim 4ug/mi

Tiabendazol 1,6ug/ml

Cyproconazol 0,025ug/ml

Triadimenol 0,8ug/ml

Varios compostos do grupo dos benzimidaz6is sdo utilizados nos tratamentos
antihelminticos de ruminantes, sendo alguns deles também utilizados como fungicidas na
agricultura, como o tiabendazol (HORSFALL, 1956). Embora os métodos in vitro ndo
representem as reais condi¢fes a campo, este estudo demonstrou que estes farmacos tém acédo
inibitéria a D. flagrans, sendo necessaria precaucao quando da utilizacdo de fungicidas em
conjunto com agentes de controle bioldgico, principalmente se tratando de Tebuconazol e
Cyproconazol, cujas concentragdes inibitorias foram menores do que os residuos permitidos
pela ANVISA (2008).

Conclus6es

Os fungicidas Tebuconazol e Cyproconazol inibem D. flagrans, in vitro, em
concentra¢fes menores do que as permitidas como residuos agricolas e deve-se ter cautela na
utilizacdo do agente quando se faz uso destes compostos.
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Resumo - O objetivo principal deste trabalho foi fundamentar a utilizacdo de recursos
naturais renovaveis (plantas), verificando a possivel atividade antibacteriana de extratos de
diferentes estruturas de Acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.). In vitro, determinou-se a
Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB) e a Intensidade de Atividade de
Inativacdo Bacteriana (IINAB), através de Testes de Diluicdo em Sistema de Tubos
Mudltiplos, utilizando bactérias Padrfes da American Type Culture Colletion (ATCC),
Escherichia coli (11229), Staphylococcus aureus (25923) e Salmonella enteritidis (11076) de
interesse em seguranga dos alimentos. Os resultados indicam que existe uma atividade
bacteriostatica frente os diferentes indculos testados e bactericida principalmente para
Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: seguranca dos alimentos; atividade antibacteriana; Agafréo-da-terra.

Introducéo

No sistema de producdo de alimentos, é crucial que sejam tomadas medidas que venham a
promover a seguranga dos alimentos dos produtos durante o desenrolar de sua vida de prateleira,
alimentos com uma grande carga de conservantes sdo utilizados para manter a sua integridade perante
0s microrganismos. Alguns preservativos quimicos sdo suspeitos ou sdo toxicos e hd um aumento da
pressao sobre as industrias alimenticias para remoc¢édo destes produtos quimicos, e conseqliente adogao
de alternativas naturais para obtencdo de seus propdsitos (Forsythe, 2002).

O Agafrdo-da-terra (Curcuma longa L.) tem cheiro forte, agradavel, sabor aromatico e
picante. O seu uso é milenar na medicina tradicional da india e da China. No Brasil estes
rizomas vém sendo utilizados como tempero de alimentos (Lorenzi e Matos, 2008). Devido
ao seu potencial como pigmento natural, e por conter 6leos essenciais com qualidades
técnicas e organolépticas, é utilizado pelos mercados de perfumaria, medicinal, alimenticio
(condimentar) e téxtil, abrindo novas perspectivas para a agroinddstria brasileira (Lorenzi e
Matos, 2002).

Este trabalho teve como objetivo principal fundamentar a utilizacdo de recursos naturais
renovaveis (plantas), verificando a possivel atividade antibacteriana de extratos de diferentes
estruturas Acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.) sobre bactérias de interesse em seguranca dos
alimentos.

Materiais e Métodos
O Acafrio-da-terra foi colhido na regido metropolitana de Porto Alegre/RS em uma
propriedade agro familiar, sendo que, as estruturas planta foram separadas em folhas frescas e raizes


../Configurações%20locais/Documents%20and%20Settings/User/Meus%20documentos/Downloads/marcelloppaim@yahoo.com.br
mailto:monicajm@univates.br
mailto:hhcarvalho@terra.com.br
../Configurações%20locais/Documents%20and%20Settings/User/Meus%20documentos/Downloads/jmwiest@ufrgs.br

(rizomas frescos), estas foram picadas grosseiramente. O PO de raiz seco foi adquirido em mercado
varejista de Porto Alegre/RS. Todas as estruturas foram deixadas em maceracdo alcodlica e
hidroalcodlica. Ap6s tempo de contato adequado, os extratos foram submetidos a destilacdo fracionada
sob pressao reduzida em sistema de rota vapor, desprezando-se a por¢do alcodlica e reidratando-os
com agua destilada estéril, reconstituindo-se na proporc¢do inicial segundo Farmacopéia (1959) e
Avancini e Wiest (2008). Estes extratos reconstituidos foram denominados de solugdes conservantes
ou antibacterianas.

Para a avaliacdo antibacteriana, foram utilizados indculos padrées de Escherichia coli
(ATCC 11229), de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e de Salmonella enteritidis (ATCC
11076) reativados em caldo BHI (Brain-Hearth Infusion Broth - Acumedia - Michigan, EUA)
da colecdo da bacterioteca do Laboratério de Higiene do ICTA/UFRGS, devendo atingir no
minimo > 1,0 x 10 ® UFC/mL para confrontacdo com as diferentes solugbes conservantes
através de diluigBes seriais logaritmicas (Avancini, 2002). A atividade do extrato foi lida
como Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de
Atividade de Inativacdo Bacteriana/bactericidia (IINAB) e foram realizadas através do Teste
de Diluicdo segundo (DVG, 1981) baseado na técnica do sistema de tubos multiplos,
modificada por Avancini (2002). Entendeu-se por I|INIB/bacteriostasia, o resultado do
confronto da bactéria com o extrato, em agar BHI (Brain Hearth Infusion) e por
IINAB/bactericidia, 0 mesmo resultado, porém sob a influéncia de desinibidores bacterianos
(desestressantes) como Tween 80, L-histidina e lecitina de soja, acrescidos ao mesmo BHI
(Carvalho et al., 2010).

Resultados e Discussao

Os resultados das atividades antibacterianas de inibic¢&o e inativagdo foram representados por
variaveis arbitrarias, representados nos graficos 1 e 2, que assumiram valores de 1 a 12, indicando a
intensidade destas atividades. Assim a variavel zero indicou a auséncia de atividade antibacteriana dos
diferentes extratos vegetais em todas as concentracGes dos indculos das diferentes bactérias e 12
indicou 0 maximo de atividade na maior concentracdo bacteriana, como pode ser observado nas
figuras abaixo:

Partesda Planta

4
3
024 horas
2
. W48 horas
072 horas
0 LM%
0144 horas

IINIB IINAB IINIB IINAB

Folhas Freseas  Raizes Frescas

Figura 1 - Valores ordinais arbitrarios da Intensidade de atividade de inibicdo = IINIB (bacteriostasia) e da
Intensidade de atividade de inativacdo = IINAB (bacteriocidia) de folhas e raizes frescas de Acafrdo-da-terra
(Curcuma longa L.) sobre Escherichia coli (ATCC 11229), em diferentes tempos de confronto.
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Figura 2 - Valores ordinais arbitrarios da Intensidade de atividade de inibicdo = IINIB (bacteriostasia) e da
Intensidade de atividade de inativacdo = IINAB (bacteriocidia) de raiz seca em pé de Acafrdo-da-terra (Curcuma
longa L.) sobre bactérias padrfes de interesse em alimentos, em diferentes tempos de confronto.

Na figura 1 pode-se observar a pouca atividade dos extratos das estruturas frescas da planta
em questdo sobre Escherichia coli. Aparentemente os resultados foram significativos nas primeiras 48
horas em IINIB, mostrando possivel resisténcia da bactéria & medida que o tempo de confronto se
estendeu.

Os extratos indicaram uma atividade de bacteriostatica frente aos diferentes inéculos testados,
sendo que a bactéria mais sensivel para bacteriostasia foi Salmonella enteritidis. Nota-se na figura 2
que o valor 9 (IINIB), indicou que a planta mostrou-se eficaz em relacdo a uma possivel inibigcdo
(parada de multiplicacdo) até 10° UFC/ml e o valor 0 (zero) (IINAB) demonstrou que a planta ndo
possui henhuma atividade bactericida para a mesma bactéria. A mesma figura 2 demonstra que para o
Staphylococcus aureus os valores apresentam-se relativamente altos para bacteriostasia, no entanto
verifica-se que houve certa bacteriocidia (valor 4).

Observa-se que o extrato de planta verde/folhas apresentaram uma maior atividade
antibacteriana quando comparada com as raizes. O extrato de planta desidratada (seca) manteve a sua
atividade antibacteriana, ndo perdendo seus principios ativos durante o processo de secagem.

Para os diferentes extratos de Acafrdo-da-terra, o efeito antibacteriano diferiu quanto a adigéo
ou ndo dos desinibidores e em relagdo aos horarios e acéo.

Conclusoes

Os resultados parciais demonstraram as boas perspectivas do uso desta planta medicinal,
condimentar e aromatica. Assim, procura-se estabelecer a utilizacdo de novos antimicrobianos
naturais, contribuindo para seguranca dos alimentos nas diferentes fases de obtengéo do alimento.
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Resumo - Atualmente os consumidores tém se preocupado em consumir alimentos naturais e
menos processados. O uso de conservantes quimicos artificiais pode ser prejudicial a satde.
Os conservantes quimicos naturais podem ser utilizados como antibacterianos em alimentos,
como o hibisco. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade bacteriostatica/inibi¢do e
bactericida/inativagdo “in vitro” do extrato de sépalas e das capsulas deiscentes por
maceracdo alcoodlica de Hibiscus sabdariffa L. frente ao microrganismo padrdo Salmonella
Enteritidis (ATCC 11076). O método utilizado foi o de diluicho em sistema de tubos
maltiplos. O extrato de sépalas mostrou-se mais eficiente do que o extrato de capsulas
deiscentes, frente a Salmonella Enteritidis.

Palavras-chave: Hibiscus sabdariffa L.; atividade anti-Salmonella; Salmonella Enteritidis.

Introducéo

Os condimentos, as especiarias e as plantas medicinais podem aumentar a vida Util dos
alimentos através da sua atividade bacteriostatica e bactericida (SOUZA, 2003).

O hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) é um alimento funcional nos paises da Asia (LIU et
al., 2005). O interesse econdbmico esta nos seus calices desidratados para a producdo de
bebida, alimento, conservante e corante (D’ HEUREX- CALIX & BADRIE, 2004). A
atividade antibacteriana do hibisco pode ser comparada a da Estreptomicina. As sementes
(capsula deiscente) sdo trituradas para a alimentacdo humana e quando torradas, substituem o
café (MORTON, apud ESA et al., 2010).

As infeccOes provocadas pelas Salmonella sdo universalmente consideradas como as
mais importantes causas de doencas transmitidas por alimentos (GERMANO & GERMANO,
2003).

O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade bacteriostatica/inibicdo e
bactericida/inativacdo “in vitro” do extrato de sépalas e das capsulas deiscentes por
maceracdo alcoolica de Hibiscus sabdariffa L. frente ao microrganismo padrdo Salmonella
Enteritidis (ATCC 11076).

Materiais e Métodos

As sépalas e as capsulas deiscentes do Hibiscus sabdariffa L. (hibisco) foram
coletadas no municipio de Porto Alegre/RS. A obtencdo das solugdes conservantes ou
antimicrobianas alcodlicas foram baseadas segundo Avancini & Wiest (2008).
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Utilizou-se a amostra de inéculo padrdo Salmonella Enteritidis (ATCC 11076) para a
avaliacdo da atividade antibacteriana (IINIB/bacteriostasia e IINAB/bactericidia) das
diferentes partes de Hibiscus sabdariffa L. Os inoculos foram ativados em meio de cultura
BHI a 37 °C por um periodo de 18 a 24 horas de incubacéo aerdbia, com o objetivo de atingir
uma concentracéo > 1,0 x 108 UFC/mL para confrontagdo com o extrato alcodlico de capsulas
deiscentes e sépalas de Hibiscus sabdariffa L.

Para a determinacdo da atividade antibacteriana dos extratos de hibisco, utilizou-se o
Teste de Diluigdo segundo Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft/Sociedade Alemé de
Medicina Veterindria (DVG, 1981), modificada por Wiest et al. (2009). O valor final
considerado constituiu-se da média das contagens das gotas triplicadas, avaliadas
biometricamente segundo Cavalli-Sforza (1974).

IINIB/bacteriostasia € o resultado do confronto da bactéria com a solugdo
antibacteriana em meio especifico, e por IINAB/bactericidia, 0 mesmo resultado, porém sob a
influéncia dos desinibidores bacterianos acrescidos ao BHI (WIEST et al., 2009). Os
resultados de IINIB e IINAB foram representados por varidveis ordinais arbitrarias, com
valores de 12 a 0, o valor de 12 (doze) representa atividade maxima e O (zero) a ndo-
atividade. A avaliacdo dos resultados obtidos nas variaveis de IINIB e IINAB foi verificada
através da Andlise de Variancia (ANOVA) num nivel de significancia de 5% (p<0,05),
através do programa Excel/Windows 2007.

Resultados e Discussao

A solucdo conservante de sépalas de hibisco frente a Salmonella Enteritidis mostrou
intensa inibicdo (IINIB) e inativacao (IINAB) (Tabela 1). Houve inibicdo e inativagdo mesmo
apos 144h de exposicdo do indculo a solucdo conservante. Os resultados de 1INIB e IINAB
foram excelentes, pois além do estado de laténcia houve morte microbiana, ou seja, em todas
as horas o extrato permaneceu com o efeito antibacteriano (p=0,78).

Tabela 1- Intensidade de Inibic&o e Inativacdo do extrato alcodlico das sépalas de Hibiscus sabdariffa L., sobre
Salmonella Enteritidis (ATCC 11076)

Extrato alcodlico de Sépalas Hibiscus sabdariffa L.

IINIB IINAB

Tempo 1%andlise  2%andlise  Média 12andlise  2%andlise Meédia
24h 12 12 12 9 11 10
48h 12 12 12 12 11 11,5
72h 12 12 12 12 11 115
144h 12 10 11 12 12 12

12 a 1=variaveis ordinais arbitrarias que representam a Intensidade de Inibigdo/laténcia (IINIB) ou Inativagdo/morte
(IINAB). 0= néo houve atividade.

Observando as Tabelas 1 e 2, em relacdo aos numeros arbitrarios, ambas diferem
notoriamente. As capsulas deiscentes do hibisco apresentaram baixa atividade antibacteriana
se comparado as sépalas, fato que também pode ser examinado na Figura 1. O extrato, tanto
nas 144h do IINIB e do IINAB, parou de inibir/inativar as Salmonellas (Tabela 2).

Tabela 2- Intensidade de Inibicdo e Inativacdo do extrato alcodlico das capsulas deiscentes de Hibiscus
sabdariffa L., sobre Salmonella Enteritidis (ATCC 11076)

Extrato alcodlico de Caspulas deiscentes Hibiscus sabdariffa L.

1INIB IINAB
Tempo 1%andlise  2%andlise  Média 12andlise  2%andlise Média
24h 5 4,5 6 3 4,5

4
48h 2 1 15 8 0 4

72h 2 0 1 3 0 15
144h 0 0 0 0 0 0




12 a 1=variadveis ordinais arbitrarias que representam a Intensidade de Inibicdo/laténcia (IINIB) ou Inativagdo/morte
(IINAB). 0= ndo houve atividade.
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Figura 1 — Média da Intensidade de Inibicdo e Inativacdo do extrato alcodlico das sépalas e das capsulas
deiscentes de hibisco, sobre Salmonella Enteritidis

Um dos fatores determinantes para a atividade antimicrobiana eficiente da sépala pode
ser em razdo da quantidade elevada de antocianinas existentes, 0 que ndo acontece com as
capsulas deiscentes.

Conclusdes

O extrato de sépalas do hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) demonstrou atividade
antimicrobiana excelente frente a Salmonella Enteritidis, fato que se confirmou com o tempo
de acdo, inibicdo e inativacdo. O extrato das capsulas deiscentes ndo apresentou atividade
antimicrobiana satisfatoria.
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Resumo - Atualmente o consumo e a comercializacdo dos alimentos artesanais tém
aumentado constantemente por serem vistos como mais saborosos e naturais. Desse modo, 0
objetivo desse estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica de produtos produzidos e
comercializados pelas agroindustrias do extremo oeste catarinense. Foram coletadas 44
amostras (10 de salame, 5 de linguicinha, 5 de banha, 4 de torresmo, 1 de presunto, 1 de
bacon, 2 de copa, 3 de morcela branca, 2 de queijo colonial, 2 de leite pasteurizado, 1 de
manteiga, 1 de nata, 1 de doce de leite, 1 de requeijdo, 1 de miudos de frango, 1 de cortes
congelados de frango e 2 amostras de peixes (filé e carpa) provenientes das agroindustrias.
ApoOs a coleta, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo e conduzidas ao Laboratério de
Pesquisa e Diagnostico de Microbiologia da Universidade do Oeste de Santa Catarina, para
analise. As analises microbioldgicas foram realizadas de acordo com a recomendacao e
exigéncia da RDC 12 de janeiro de 2001. A metodologia para efetuar as andlises
microbioldgicas foi de acordo com a Instrucdo Normativa N° 62 de 26 de agosto de 2003 do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento. Das 44 amostras analisadas, 6 (13,6%)
estavam impréprias para o consumo. Destas, apenas duas (33,33%) estavam contaminadas
somente por coliformes termotolerantes, duas (33,33%) por coliformes termotolerantes e
Staphylococcus coagulase positiva e duas (33,33%) por Staphylococcus coagulase positiva.
Os demais alimentos analisados estavam dentro dos padr@es permissiveis. Ndo foram
encontradas contaminagdes por Salmonella sp., Listeria monocytogenes, e Clostridium sulfito
redutor em nenhuma das amostras analisadas.

Palavras-chave:  Staphylococcus coagulase positiva; agroindustrias;  coliformes
termotolerantes.

Introducéo

Alimentos contaminados sd80 uma das principais preocupacGes de saude publica
(WHO, 2007), podendo ser uma das maiores causas de doencas e mortes (SARTER;
SARTER; GILABERT, 2010). Apesar dos esforgos para a sua prevencdo, as doencas
transmitidas por alimentos (DTA) continuam sendo um evento muito frequente, podendo
apresentar elevada gravidade para um grande numero de pessoas, no Brasil e no mundo
(HAVELAAR et al., 2009; SVS, 2005).
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A substituicao de produtos industrializados pelos coloniais tem aumentado nos ultimos
anos, pois estes sdo considerados pela populagdo em geral como, mais saborosos ¢ “naturais”
que os industrializados, porém geralmente ndo possuem controle microbiologico e podem ser
um veiculo frequente de patdgenos por serem, na maioria das vezes, bastante manipulados e
elaborados sem tratamento térmico adequado.

Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica dos
alimentos artesanais produzidos pelas agroindustrias e comercializados NA regido do extremo
oeste catarinense, uma vez que esses alimentos sdo amplamente consumidos pela populagéo.

Materiais e métodos

Foram coletadas 44 amostras de alimentos produzidos pelas agroinddstrias da regido
extremo oeste de Santa Catarina. Nas agroinddstrias foram adquiridos no minimo 200 g ou
mL de cada um dos produtos, de acordo com a disponibilidade no momento da coleta. Apos a
coleta, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo e conduzidas ao Laboratério de Pesquisa
e Diagnostico de Microbiologia da Universidade do Oeste de Santa Catarina, para analise.

Do total de amostras coletadas, 10 eram de salame, 5 de linguicinha, 5 de banha, 4 de
torresmo, 1 de presunto, 1 de bacon, 2 de copa, 3 de morcela branca, 2 de queijo colonial, 2
de leite pasteurizado, 1 de manteiga, 1 de nata, 1 de doce de leite, 1 de requeijdo, 1 de milidos
de frango, 1 de cortes congelados de frango e 2 amostras de peixes (filé e carpa).

As anélises microbioldgicas foram realizadas de acordo com a recomendacéo e
exigéncias da RDC 12 de janeiro de 2001, uma vez que sdo variaveis para cada alimento
comercializado. A metodologia para efetuar as analises microbioldgicas foi de acordo com a
proposta pela Instrucdo Normativa N° 62 de 26 de agosto de 2003 do Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

Resultados e Discusséo

Das 44 amostras analisadas, 6 (13,6%) estavam improprias para o consumo, conforme
os padrbes microbioldgicos estabelecidos pela RDC/12 de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL,
2001). Destas, apenas duas (33,33%) estavam contaminadas por coliformes termotolerantes,
duas (33,33%) por coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva e duas
(33,33%) por Staphylococcus coagulase positiva.(Tabela 1).

As amostras de banha, presunto, torresmo, linguicinha, copa, miudos e cortes de
frango, peixes (filé e carpa), leite pasteurizado, manteiga, doce de leite e requeijdo estavam
dentro dos padrdes microbiologicos estabelecidos pela RDC/12 de 2 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001). Além disso, destacam-se que ndo foram encontradas contaminacdes por
Salmonella sp., Listeria monocytogenes, e Clostridium sulfito redutor em nenhuma das
amostras analisadas.

Resultados semelhantes aos deste trabalho foram obtidos por Salvatori, Bessa,
Cardoso (2003), que do total de 93 amostras de embutidos artesanais avaliados, nenhuma das
amostras apresentou Salmonella sp, porém 5 amostras estavam em condi¢Oes sanitarias
insatisfatdrias para coliformes termotolerantes.

Diferentemente dos nossos resultados, Rohden et al. (2005), em pesquisa realizada
com salames coloniais coletadas, no comércio local da mesma regido deste estudo,
demonstraram que de 24 amostras analisadas, 21 estavam fora dos padrbes permitidos pela
legislacdo para Staphylococcus aureus,com média de 6,7 x 10’ UFC/g.

As contagens elevadas de coliformes termotolerantes indicam um processamento
inadequado e ou/ recontaminacdo pds processamento, sendo as causas mais frequentes
aquelas provenientes da materia-prima, equipamento contaminado ou manipulacdo sem
cuidados de higiéne. (FRANCO e LANDGRAF, 2005).



Tabela 1: Resultados encontrados para as amostras consideradas como impréprias para 0 consumo.

Alimento Resultado Padroes
Analisado permissiveis
Salame 1 Coliformes termotolerantes: 1,9 x 10 UFC/g 10° UFClg
Salmonella sp.: Auséncia em 25¢g Auséncia em 25¢g
Staphylococcus coagulase positiva: <1 x 10 UFC/g 5x 10° UFC/g
Salame 2 Coliformes termotolerantes: 3,6 x 10° UFC/g 10° UFClg
Salmonella sp.: Auséncia em 25¢g Auséncia em 259
Staphylococcus coagulase positiva: <1 x 102UFC/g 5x 10° UFC/g
Bacon Salmonella sp.: Auséncia em 25¢g Auséncia em 25¢g
Staphylococcus coagulase positiva: 1,4 x 10° UFC/g 3x10° UFClg
Morcela branca  Coliformes termotolerantes: 30 UFC/g 10° UFClg
Salmonella sp.: Auséncia em 25¢g Auséncia em 25¢g
Staphylococcus coagulase positiva: 3,5 x 10° UFC/g 3x 10° UFC/g
Clostridium sulfito redutor: <1 x 10" UFC/g 5x 10° UFC/g
Queijo colonial  Coliformes termotolerantes: 5,8 x 10° UFC/g 10° UFC/g
Salmonella sp.: Auséncia em 25¢g Auséncia em 25¢g
Staphylococcus coagulase positiva: 1,5 x 10* UFC/g 10° UFClg
Listeria monocytogenes: Auséncia em 25g Auséncia em 259
Creme de leite Coliformes termotolerantes: NMP > 110/g NMP 10/g
pasteurizado Salmonella sp.: Auséncia em 25¢g Auséncia em 259
Staphylococcus coagulase positiva: 550 UFC/g 10° UFClg

Conclusodes

Os resultados permitem concluir que apesar de apenas 13,6% das amostras avaliadas
serem consideradas como improprias para 0 consumo, elas apresentaram elevadas contagens
de coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva, o que demonstra a falta de
um controle mais efetivo das matérias-primas, dos manipuladores, bem como do
processamento do produto até a fase final, pois esses resultados indicam condic@es higiénico-
sanitarias deficientes no processo de producao destes alimentos.
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Resumo - A intoxicacdo estafilocdcica € uma das doengas mais comuns transmitidas por
alimentos (DTA), causada pela ingestdo de toxinas pré-formadas no alimento. Desse modo, 0s
sistemas de refrigeracdo tém sido utilizados para armazenar alimentos, no intuito de controlar
0 crescimento microbiano. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento de
Staphylococcus aureus em presuntos sob diferentes temperaturas. Para a avaliagdo do
comportamento do crescimento de S. aureus em presuntos foram cortados, em cubos de
aproximadamente 10 g no qual foi inoculado 1 mL de S. aureus ATCC 25923 (10° UFC/mL).
As amostras (presunto+ S. aureus) foram mantidas nas temperaturas avaliadas (7, 12, 15, 20,
25 °C) e analisadas no momento da inoculagdo, 01 h, 02 h, 03 h,04 h, 06 h, 07 h e 24 h apds a
inoculacdo. Para contagem de S. aureus as amostras ap0s homogeneizadas em 90 mL de a4gua
peptonada 0,1% foram semeadas em agar Baird-Parker e incubadas a 36 +1 °C por 48 horas.
Colbnias caracteristicas foram contadas e confirmadas por coloracdo de Gram e testes
bioquimicos. Os resultados demonstraram que temperaturas maiores como 20°C e 25°C
favorecem o crescimento de S. aureus, ou seja, apés 24 horas a contagem foi de 12 e 9 Log
UFC/g respectivamente. Ja nas temperaturas de 12 e 7 °C praticamente ndo houve
crescimento, pois apds 24 h as contagens foram de 6,49 e 6,07 logUFC/g, respectivamente
Assim, este estudo permite concluir que, baixas temperaturas diminuem a multiplicacéo
celular de S. aureus, controlando o crescimento microbiano e consequentemente a producao
de toxinas.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; presuntos; temperatura; refrigeracao.

Introducéo

Staphylococcus aureus € um dos principais causadores de intoxicacdo em todo o
mundo e em muitos paises é o principal causador de doencas transmitidas por alimentos
(DTA) (BALABAN, RASOOLY, 2000). Assim, surtos de intoxica¢do alimentar causado por
este microrganismo sdo frequentemente relatados, pois, havendo no alimento condicdes
favoraveis a sua multiplicacdo, em poucas horas, certas cepas podem produzir toxina
termoestavel que é responsavel pelo quadro clinico.
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Os produtos carneos, como por exemplo, os presuntos sdo alimentos comumente
expostos a contaminacdo e constituem um excelente meio para a multiplicacdo de
microrganismos. Dentre as provaveis fontes de contaminagdo estdo as matérias-primas, as
tripas ou envoltorios, os temperos ou condimentos, bem como a agua utilizada em todas as
aplicacdes de limpeza e manutencdo. Além disso, a manipulacdo desses alimentos também
constituiu importante fonte de contaminacdo, uma vez que 0s manipuladores sdo veiculos de
transmissao de patdégenos, como S. aureus. (CUNHA NETO, SILVA, STAMFORD, 2002).

O processo de refrigeracdo controla o crescimento dos microrganismos responsaveis
pela deterioracdo dos produtos, contribui para o controle das infeccBes e toxinfecgdes
alimentares, em virtude da incapacidade da maioria de seus agentes se proliferarem em
temperaturas muito baixas, além de ser um excelente método de conservacdo de alimentos
(MURMANN et al. 2004). Desse modo, este trabalho teve como objetivo avaliar o
comportamento de S. aureus, ATCC 25923, em presuntos armazenados em diferentes
temperaturas e avaliados em diferentes tempos.

Materiais e Métodos

Presuntos de marca Unica, foram adquiridos em supermercados da regido extremo-
oeste de Santa Catarina e conduzidos ao Laboratério de Pesquisa e Diagnostico em
Microbiologia da Universidade do Oeste de Santa Catarina, Campus S&o Miguel do Oeste-
SC.

Para os experimentos os presuntos foram cortados em cubos e 10 g de presunto,
inoculado 1 mL de S. aureus ATCC 25923 (10°UFC/mL). As amostras (presunto+ S.
aureus) foram mantidas nas temperaturas avaliadas (7, 12, 15, 20, 25 °C) e analisadas no
momento da inoculacdo, 01 h, 02 h, 03 h, 04 h, 06 h, 07 h e 24 h apds a inoculacdo. Como
controle negativo foi realizado a pesquisa de S. aureus no presunto antes da inoculagdo do
microrganismao.

Para contagem de S. aureus foi adicionado 90 mL de &gua peptonada 0,1%
separadamente nas 10g do presunto, previamente inoculado com S. aureus e incubado nos
tempos e temperaturas citados acima. Em seguida, as amostras foram agitadas por 60
segundos em Stomacker, diluidas e plagueadas em Agar Baird-Parker e incubadas a 36 +1 °C
por 48 horas. Coldnias caracteristicas foram contadas e confirmadas por coloracdo de Gram e
testes bioquimicos conforme Instrucdo Normativa N° 62 de 26 de agosto de 2003 do
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento.

Resultados e Discusséo

Os resultados dos testes sobre o comportamento de crescimento de S. aureus em
presuntos revelaram que na temperatura de 25 °C a partir de 2 h apds a contaminacao observa-
se aumento no numero de S. aureus, atingindo 12 logUFC/g ap6s 24 h. Na temperatura de
20°C, nas primeiras horas o crescimento microbiano manteve-se estavel, com uma diminuicéo
em 3 h, mas com aumento a partir de 4 h chegando a 9 logUFC/g. Na temperatura de 15 °C
verificou-se o crescimento no nimero de microrganismos foi reduzido, atingindo apenas 6,88
log UFC/g somente ap6s 24 h. Ja nas temperaturas de 12 e 7 °C praticamente ndo houve
variacdes com valores de crescimentos iniciais de 6,86 e 5,91 logUFC/g e valores finais de
6,49 e 6,07 logUFC/g, respectivamente (Figura 1).

Resultados semelhantes foram encontrados por Malheiros et al. (2010), que também
observaram que nas primeiras horas ndo houve crescimento microbiano significativo, mas
com altas contagens ap0s 24 horas nas temperaturas mais elevadas. Em todos os resultados do
presente trabalho foram observadas quantidades de S. aureus consideradas necessarias para



causar surtos de intoxicacao alimentar, que fica em torno de 5 a 6 logUFC/g (Su, Wong,
1997).

Além disso, € necessario ressaltar que os resultados mais preocupantes desse estudo,
sdo aqueles das temperaturas mais elevadas (25°C e 20°C) que apresentaram um acentuado
crescimento, uma vez que segundo Malheiros et al (2010), células de S. aureus podem crescer
até 7 °C, mas a producdo de enterotoxinas s6 ocorre na faixa de temperatura entre 10 °C até 46
°C e € necessario que o alimento contenha pelo menos 5 logUFC/g do microrganismo para
produzir enterotoxinas suficientes para causar intoxicacdo alimentar.
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Figura 1. Comportamento de crescimento de Staphylococcus aureus em presuntos.
Fonte: O autor, 2009.

Os resultados encontrados para as temperaturas de 7°C e 12°C, foram as que
obtiveram melhores resultados no controle do crescimento microbiano, com pequenas
variacdes no crescimento microbiano (Figura 1), o que corrobora com a idéia de Murmann et
al. (2004), que uma industria de alimentos, em especial a de produtos industrializados, como o
presunto, a adequacdo da refrigeracdo € de fundamental importancia, para garantir que o
produto chegue ao consumidor final com a qualidade e o aspecto desejaveis, sendo
necessario, para isto, ter um controle eficiente da temperatura em ambientes onde héa
manipulacdo de matéria-prima, camaras de estocagem, transporte, entre outros cuidados,
sempre respeitando a cadeia de frios.

Conclusdes

Os resultados encontrados revelaram que baixas temperaturas diminuem a
multiplicacdo celular de S. aureus e que a refrigeracdo tem grande influéncia na multiplicacéo
dos microrganismos, controlando o crescimento microbiano. Além disso, muitas doengas
transmitidas por alimentos poderiam ser evitadas com a correta utilizacdo da cadeia de frios.

Desta forma, para a industria de alimentos a adequada utilizacéo de refrigeracéo é de
fundamental importancia em todas as etapas da fabricacdo, principalmente durante a
manipulacdo e industrializagdo da matéria-prima, para garantir a qualidade do produto final.
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Resumo — O processo de tratamento téermico por UHT visa a diminuicdo de contaminantes
microbianos e potenciais patdgenos, sem modificar as propriedades organolépticas do leite. O
dominio Archaea apresenta microrganismos com elevada termorresisténcia, sendo possiveis
candidatos a suportar o processo de tratamento por UHT. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um método de deteccdo de células viaveis de microrganismos do dominio
Archaea em leite UHT. O microrganismo Halobacterium salinarum foi utilizado para a
padronizacdo dos métodos de extracdo de DNA e de deteccdo por PCR, a qual se demonstrou
sensivel e aplicdvel na matriz leite, detectando em torno de 1 UFC/mL. A utilizacdo do
intercalante de DNA propidio monoazida nas concentraces de 5, 10 e 20 pg/mL ndo foi
suficiente para a deteccdo seletiva de DNA de células vidveis. Portanto, o protocolo
desenvolvido para deteccdo de representantes do dominio Archaea apresenta sensibilidade e
aplicabilidade na matriz leite UHT, no entanto a deteccdo somente de células viaveis ainda
necessita ser otimizada.

Palavras-chave: Archaea; PCR, células viaveis; leite.

Introducéo

No Brasil, o leite in natura apresenta, de maneira geral, altas contagens de
microrganismos aerobios mesofilos, psicrotroficos e coliformes, indicando assim uma
deficiéncia na higiene durante a obtencéo deste produto (Pinto et al., 2006; Rossi Jr et al.,
2006). As fontes de contaminacdo por estes microrganismos sdo, principalmente, solo, agua,
vegetacdo, teto/Ubere e equipamentos de ordenha higienizados inadequadamente (Coorevits et
al., 2008). Portanto, o controle microbiolégico do leite é de grande importancia para a reducéo
da contaminagcdo microbiana do produto final, minimizando riscos de desenvolvimento de
doencas relacionadas ao consumo deste produto (Moraes, 2005). O tratamento térmico
conhecido como UHT (Ultra High Temperature) consiste no aquecimento entre 130°C a
150°C, por 2 a 4 segundos, seguido de imediato resfriamento e armazenamento em
embalagens assepticas. Desta forma, consegue-se minimizar os riscos & saude publica e
aumentar o periodo de vida Gtil do produto (Aaku et al., 2004).

Muitos microrganismos extremofilos e termorresistentes estdo agrupados dentro do
dominio Archaea. Este dominio é caracterizado por uma ampla diversidade metabdlica,
contendo representantes psicrofilos, mesofilos, hipertermofilos, halofilicos e resistentes a
outras condicBes extremas. Devido as suas caracteristicas Unicas, principalmente relacionadas
a termorresisténcia, estes procariotos sdo possiveis candidatos a suportar o processo de
tratamento UHT. Uma grande fracdo da biodiversidade deste dominio é representada por
organismos até entdo ndo cultivaveis em laboratorio, sendo identificados apenas através de
seus registros moleculares. Para isso, a PCR pode ser utilizada para a deteccéo e identificacdo
a partir de amplificacdo de fragmentos génicos distintivos do grupo, como a regido 16S de
RNAr, podendo ser aplicada para detecgcdo de Archaea em ambientes naturais e em alimentos
(Einen et al., 2008; Park et al., 2009). Porém, tal técnica ndo é capaz de diferenciar células



viaveis de células comprometidas ou DNA livre, possivelmente gerando resultados
superestimados. Entretanto, o uso concomitante do propidio monoazida (PMA) possibilita a
deteccdo seletiva de células viaveis, impedindo a amplificacdo de DNA de células mortas
(Nocker et al., 2006).

Portanto, este trabalho teve por objetivo estabelecer um protocolo de deteccdo de
celulas viaveis de representantes do dominio Archaea por PCR que possa ser aplicado em
amostras de leite UHT.

Materiais e Métodos

A padronizacdo do protocolo de deteccdo de Archaea foi efetuada utilizando-se o
Halobacterium salinarum ATCC 19700. Os métodos de contagem de col6nias em superficie e
medicdo da densidade Optica do cultivo em diferentes fases de crescimento foram utilizados
para estabelecer a curva de crescimento padrdo da H. salinarum a fim de localizar a sua
entrada em fase estaciondria e a densidade de células correspondente, possibilitando a
contaminacéo artificial do leite com concentragdes conhecidas do microrganismo.

Para a extracdo do DNA gendmico, padronizou-se um protocolo que utiliza
tiocianato de guanidina (Rademaker & Bruijn, 1997) em cultura de H. salinarum, em
sedimento marinho e em conteddo ruminal, com a possivel presenca de outros grupos do
dominio Archaea. Para estabelecer o limite de deteccdo da técnica e sua aplicabilidade na
matriz leite, aliquotas de leite UHT foram artificialmente contaminadas com H. salinarum em
diluicdo decimal seriada, e a densidade celular correspondente foi determinada pela técnica de
espalhamento em superficie, semeando 100 pL de cada diluicdo, em duplicata. As condicGes
de amplificacdo foram padronizadas a partir de oligonucleotideos iniciadores especificos para
a regido 16S do rRNA do dominio Archaea previamente descritos (Takai & Horikoshi, 2000).
Os produtos da amplificacdo foram analisados atraves de eletroforese em gel de agarose a
0,8% corado com brometo de etideo (0,5 ng/mL) e visualizado sob radiacéo ultravioleta.

Com intuito de restringir a detec¢do a apenas células viaveis, testou-se diferentes
concentracdes de PMA (5, 10 e 20 pg/mL) em cultivos inviabilizados por exposi¢éo ao calor
(100°C por 30 minutos) e isopropanol 70%, por 30 minutos.

Resultados e Discusséo

A amplificacdo especifica de fragmentos de DNA menores que 500 pb foi obtida a
partir do DNA oriundo de uma cultura pura de H. salinarum. Os resultados obtidos com as
amostras de sedimento marinho e de conteddo ruminal suportam a conclusdo de que o
protocolo pode ser utilizado para a extracdo de DNA e deteccao de outros taxa de Archaea. A
padronizacdo da curva de crescimento de H. salinarum mostrou a sua entrada em fase
estaciondria no periodo de 48h de cultivo, correspondendo a uma densidade celular de 1,8 x
10® UFC/mL. A técnica de deteccdo por PCR se mostrou sensivel, havendo amplificacdo de
fragmentos génicos até a diluicdo 10 (Figura 1), a qual corresponde a um densidade celular
de em torno de 1 UFC/mL. N&o houve inibicdo total da amplificacdo de DNA oriundo de
celulas comprometidas utilizando PMA nas concentracgdes de 5, 10 e 20 pg/mL.

Conclus6es
O protocolo desenvolvido para deteccdo de representantes do dominio Archaea apresenta
aplicabilidade e sensibilidade na matriz leite UHT.
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Figura 1 — Amplificacéo a partir de diluicdo seriada decimal (10 a 10°®) de um cultivo com
densidade celular correspondente a 10° UFC/mL.
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Resumo - Manipuladores de alimentos podem ser responsaveis por contaminacdes cruzadas nas
industrias, pois podem ser portadores assintomaticos de microrganismos como Staphylococcus aureus,
um dos principais causadores doengas transmitidas por alimentos, ou carrear outras bactérias como,
por exemplo, aquelas do grupo coliformes que sdo usadas como indicadoras de condic¢des higiénicas
sanitarias. Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar a prevaléncia de S. aureus nas maos e narinas
dos manipuladores e coliformes termotolerantes nas mdos dos manipuladores em um frigorifico.
Foram coletadas 30 amostras das méos e 30 das narinas de manipuladores, usando swabs embebidos
em solucdo salina e transportados ao Laborat6rio de Microbiologia da Universidade, para analise. A
metodologia usada para a contagem de coliformes termotolerantes foi baseada na Instrugdo Normativa
n°62, de 26 de agosto de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Para a
contagem de S. aureus 100 pl de cada amostra foram semeados em Agar Sal Manitol e incubadas a
36+1°C por 48 h. Colbnias caracteristicas foram identificadas por coloragdo de Gram e testes
bioquimicos, conforme Koneman et al. (2001) e Macfaddin (2000). Os resultados revelaram que 13
(44%) dos manipuladores apresentaram S. aureus nas maos ou narinas. Destes, 17% apresentaram S.
aureus nas maos e 27% nas narinas. Nenhuma das amostras apresentou coliformes termotolerantes, o
que demonstra as boas condigdes higiénico sanitarias das mdos dos manipuladores. Ja a presenga de S.
aureus indica que manipuladores de alimentos podem ser portadores assintomaticos desse
microrganismo, 0 que aumenta os riscos de ocorrer contaminacao durante a manipulacao de alimentos.
Palavras-chave: Staphylococcus aureus; coliformes termotolerantes; manipuladores de alimentos.

Introducéo

As condigdes de higiene inadequadas dos manipuladores e a contaminacdo cruzada s&o 0s
principais causadores de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA). Dentre 0s microrganismos que
comprometem a qualidade sanitaria dos produtos em industrias, destacam-se Staphylococcus aureus e
os coliformes termotolerantes (BASS, ERSUN, KIVANGC, 2006; FRANCO, LANDGRAF, 2005).

Segundo Acco et al. (2003), S. aureus é um dos mais importantes agentes causadores de
intoxicacdo alimentar, devido a capacidade de produzir toxinas no alimento. A presenca deste
microrganismo em alimentos ocorre frequentemente devido manipulagéo inadequada das pessoas que
carreiam este microrganismo, principalmente nas mdos e mucosa nasal, sendo esta a principal fonte de
propagacao desta bactéria (HATAKKA et al. 2000; VON et al. 2001).

Os coliformes termotolerantes sdo microrganismos indicadores de contaminagéo de origem
fecal e de provavel presenca de patogenos. A presenca destes nos alimentos indica condicGes
sanitarias inadequadas durante o processamento, producdo ou armazenamento. Assim quando sdo
encontrados coliformes termotolerantes em manipuladores isso indica uma situagéo de risco, devido a
possibilidade de transmissdo desses patdgenos presentes nas fezes para os alimentos (OLIVEIRA et al.
2003).
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Assim, o presente trabalho teve o objetivo de verificar a prevaléncia de Staphylococcus aureus
e coliformes termotolerantes nos manipuladores de alimentos de uma industria alimenticia do
extremo-oeste catarinense, uma vez que estes podem transferi-los para os alimentos durante a
manipulagdo. Além disso, esse trabalho poderd ser uma importante ferramenta para ser utilizado no
controle de qualidade da industria.

Materiais e Métodos

Foram coletadas 60 amostras provenientes das médos (30) e da cavidade nasal (30) de
manipuladores de alimentos do setor de producdo de uma industria alimenticia da regido extremo-
oeste de Santa Catarina.

As amostras das maos foram coletadas com o auxilio de swab estéril previamente umedecido
em solucdo fisioldgica e friccionado trés vezes em cada dedo da mao, na regido entre os dedos e na
palma da médo. A coleta da amostra nasal também foi realizada com o auxilio de um swab estéril
previamente umedecido que foi friccionado em ambas as cavidades nasais dos manipuladores. Apos a
coleta, os swabs foram transportados em tubos contendo solugdo fisioldgica, acondicionados em caixa
térmica e conduzidos ao Laboratério de Microbiologia da Universidade do Oeste de Santa Catarina,
Campus de Sao Miguel do Oeste, para analise.

Foi realizado a contagem de S. aureus e coliformes termotolerantes nas maos e S. aureus nas
narinas. A metodologia usada para a contagem de coliformes termotolerantes foi baseada na Instrugdo
Normativa n°62, de 26 de agosto de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.
Para a contagem de S. aureus, 100 pl de cada amostra foram semeados em placas contendo Agar Sal
Manitol e incubadas a 36x1°C por 48 h. Colonias caracteristicas foram identificadas por coloracéo de
Gram e testes bioquimicos especificos, conforme Koneman et al. (2001) e Macfaddin (2000).

Resultados e Discussao

Dos 30 manipuladores avaliados 13 (44%) apresentaram S. aureus nas maos Ou narinas.
Destes, 17% apresentaram S. aureus nas maos e 27% nas narinas. Além disso, observou-se que todos
os manipuladores que portavam S. aureus, apresentavam esta bactéria ou nas maos ou nas narinas, ou
seja, nenhum dos portadores apresentou em ambos.

Em nenhuma das amostras constatou-se a presenca de coliformes termotolerantes nas maos.
Os dados encontrados neste estudo comprovam gque manipuladores de alimentos podem ser portadores
assintomaticos de S. aureus. Além disso, verificou-se que resultados semelhantes foram encontrados
por outros pesquisadores como por exemplo, aqueles de Grando et al. (2008), que isolaram S. aureus
em 32,7% (19) das amostras. Destas, 8 isolados (42,10%) foram provenientes das maos e 11 isolados
(57,90%) da cavidade nasal dos manipuladores avaliados. Ainda, Rall et al. (2010), em pesquisa
realizada com 82 manipuladores de cozinhas industriais, isolaram das méos e cavidade nasal 20 cepas
(24,4%) de Staphylococcus coagulase positiva.

Esses resultados corroboram com a idéia de Vandenbergh et al. (1999) de que a presenca de
S. aureus na cavidade nasal pode variar de 20 a 55% em uma populagdo adulta saudavel.

Além disso, algumas pesquisas revelam que os portadores podem apresentar diferentes cepas
de S. aureus na mucosa nasal, pois segundo um estudo realizado por Acco et al. (2003), dos 47
manipuladores de alimentos avaliados 14 (30%) apresentaram S. aureus na cavidade nasal e destes 11
portavam multiplas cepas. A presenca de diferentes cepas na mucosa nasal dos manipuladores pode
aumentar os riscos de intoxicacdo alimentar. Desta forma, como S. aureus se encontra presente nas
fossas nasais, 0 risco de ocorrer contaminacgao dos alimentos por manipuladores é elevado, ja que este
patdgeno pode ser transferido ao alimento através de espirros (ACCO et al. 2003).

Esses resultados sdo preocupantes, pois 0os manipuladores tem um importante papel na
seguranca dos alimentos, e podem também contribuir para a transmissdo desse microrganismo, uma
vez que podem contamina-los durante o processamento, distribuicdo e manipulagdo (ANGELILLO et
al. 2001).

Conclusoes



Embora a auséncia de coliformes termotolerantes nas maos avaliadas possam indicar boas
condicBes higiénicas sanitarias dos manipuladores, eles podem ser portadores de S. aureus tanto nas
ma&os como nas narinas, 0 que aumenta o risco de contaminagdo microbioldgica dos alimentos, atraves
dos manipuladores. Desse modo, verifica-se a importancia e a necessidade de implantacdo de Boas
Préticas de fabricacdo para prevenir e evitar contaminagdes aos produtos.

Apoio
Universidade do Oeste de Santa Catarina-UNOESC.
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RESUMO - Bactérias lacticas isoladas de leite e queijo de ovelha foram identificadas e
avaliadas in vitro quanto a caracteristicas probioticas indicadoras da possibilidade de adesdo
ao intestino - autoagregacao e hidrofobicidade. A maioria das linhagens foram identificadas
como Lactobacillus plantarum. Todas as linhagens apresentaram autoagregagao superior a
50%, com excecdo de L. casei SM G e L. parabuchneri SM L, que também foram as
bactérias com menor indice de hidrofobicidade (inferior a 30%). Estes resultados instigam a
continuidade dos estudos de parte destes isolados visando aplicacdes probidticas.

Palavras-chave: bactérias lacticas; probidticos; autoagregacéo; hidrofobicidade.

Introducéo

Bactérias &cido lacticas (BAL) sdo empregadas na producdo de uma grande
variedade de alimentos fermentados como produtos lacteos, carneos e vegetais. Nos Gltimos
anos, propriedades de promogdo a satde tém sido atribuidas as BAL e aplicaces probidticas
sd0 majoritariamente desenvolvidas com este grupo, uma vez que varias espécies estdo
presentes no trato intestinal humano e muitas apresentam status GRAS (PINTO et al., 2006).

A aderéncia da bactéria probidtica a mucosa intestinal, como primeiro passo para
assegurar a0 menos uma colonizacdo temporaria, € considerada de grande importancia para
possibilitar os efeitos benéficos a salde a ela atribuidos. Este critério funcional pode estar
relacionado ao aumento da habilidade de estimulagéo do sistema imune, bem como vantagem
competitiva, importante para a manutencdo da bactéria no trato gastrointestinal humano
(SCHILLINGER et al., 2005).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar propriedades in vitro de
autoagregacao e hidrofobicidade, indicativas da possibilidade de aderéncia as superficies da
mucosa intestinal, de bactérias lacticas isoladas de leite e queijo de ovelha. Estudos anteriores
revelaram que estes isolados apresentam, de uma forma geral, boa toleréncia in vitro ao pH
3,0 e a 0,3% de sais biliares por 4 horas, caracteristicas de importancia para a passagem pelo
estdmago e intestino delgado.

Materiais e Métodos

Bacterias lacticas e identificacdo molecular: As bactérias acido lacticas foram isoladas de
leite ovino cru e de queijo elaborado a partir de leite cru de ovelha da raga Lacaune e
maturado por 60 dias de laticinios do Rio Grande do Sul. Os isolados foram estocados a -20°C
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em glicerol 20% (v/v) e propagados duas vezes antes do uso. Linhagens ATCC de
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fermentum tambeém foram incluidas neste estudo.

A identificacdo molecular foi realizada por meio da obtencdo e sequenciamento do

rDNAL6S. O DNA total foi extraido pelo método fenol/cloroformio e as Rea¢Ges em Cadeia
da Polimerase foram realizadas empregando o0s primers universais 27f (5-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1525r (5-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-37),
conforme Lisboa et al. (2006). Os amplicons foram purificados e enviados para ATCGene
(Porto Alegre, Brasil), onde foram sequenciados. O algoritmo BLAST foi utilizado para busca
por sequéncias homologas no GenBank e, para alinhamento destas seqliéncias, utilizou-se o
software CLUSTAL W versdo 1.8.
Ensaios de autoagregacdo e hidrofobicidade: As linhagens foram incubadas por 24 h a
30°C em caldo MRS. As células foram separadas por centrifugacdo a 12000 g por 5 min,
lavadas duas vezes e ressuspendidas em tampéo fosfato 10 mM pH 7,0 a uma absorbancia
(Asoonm) de 0,25+0,02, para padronizar o0 nimero de bactérias em 10-10° UFC/mL
(COLLADO et al., 2008).

Para 0 ensaio de autoagregacao, as suspensdes celulares foram incubadas em aliquotas
a 37°C e as absorbancias a 600 nm monitoradas em diferentes tempos (2, 16, 20 e 24 horas).
A porcentagem de autoagregacao foi expressa como: 1 - (Agoonm da suspensao superior/ Agoonm
da suspensdo bacteriana total) x 100. A avaliacdo da hidrofobicidade das linhagens foi
realizada empregando-se xileno, de forma a determinar a ades&o ao hidrocarboneto. Para isto,
3 mL das suspensdes celulares foram misturados a 400 uL de xileno, vortexando por 1 min.
Apo6s 2 h a 37°C, a fase aquosa foi removida e a absorbancia a 600 nm medida. A afinidade
pelo hidrocarboneto foi expressa como porcentagem de adeséo: [(Ao-A)/A]x100, onde Age A
representam a absorbancia antes e ap0s a extracdo com o solvente organico, respectivamente.

Resultados e Discusséo

As linhagens bacterianas identificadas pertenceram ao género Lactobacillus, sendo a
maioria L. plantarum (6 linhagens), conforme a Tabela 1. Outras duas linhagens foram
identificadas como L. casei e as demais identificadas como L. paracasei ou L. casei, L.
parabuchneri e L. brevis. Todas as linhagens apresentaram identidade superior a 98% com as
respectivas espécies.

Tabela 1 — Linhagens de BAL identificadas por 16S rDNA e propriedades de autoagregagdo e
hidrofobicidade.

. Autoagregacdo (%) Hidrofobicidade

Linhagem 2h 16h 20 h 24 h (%)

L. plantarum SM C 199+10 651+£12 687+10 726+21 754+6,7
L. plantarum SM | 16,7+35 66,1+£10 719+23 747+£36 76540
L. plantarum SM 5 21,718 457+05 51,1+10 554+25 70,6+%6,7
L. plantarum LCN 35 286+30 590+04 622+09 670+16 336+1,2
L. plantarum LCN 39 226+08 509+31 532+40 56,3+12 693+34
L. plantarum LCN 56 262+25 605+35 656+14 70654 828%35
L. casei SM G 157+4,0 354+29 393+32 433t44 17,7+50
L. casei SM H 322+39 701+21 752+17 798+26 51,7+33
L. paracasei/casei LCN 27 224+1,7 592+24 652+40 704132 723+49
L. parabuchneri SM L 113+36 290+34 319+32 363+06 29,4+58
L. brevis SM A 184+26 389+46 452+24 523+50 88021
L. plantarum ATCC 8014 19.8+2,7 49,7146 510+58 56,2+54 349+75
L. fermentum ATCC 9338 286+6,8 582+25 609+49 669+61 75151




Uma propriedade importante de muitas linhagens bacterianas usadas como probidticos
é a habilidade de aderéncia as células epiteliais e superficies da mucosa intestinal. Neste
sentido, em muitos casos, a capacidade de agregacdo esta relacionada as propriedades de
aderéncia celular. Em paralelo, a hidrofobicidade da superficie celular € comumente aceita
como um dos principais fatores da adesdo nao especifica (COLLADO et al., 2008).

Os resultados da avaliacdo destas propriedades revelaram que a maior parte dos
lactobacilos apresentaram valores de autoagregacéo (ap6s 24 h) e de hidrofobicidade acima de
50% (Tabela 1). As linhagens com maior autoagregacao foram L. casei SM H (79,8%) e L.
plantarum SM | (74,7%), enquanto os maiores valores de hidrofobicidade foram obtidos para
L. brevis SM A (88,0%) e L. plantarum LCN 56 (82,8%).

Superficies celulares altamente hidrofobicas sdo muitas vezes associadas a capacidade
de autoagregagio (MUNOZ-PROVENCIO et al., 2009). Neste sentido, esta associacio foi
evidenciada para L. casei SM G e L. parabuchneri SM L, ambas com os menores valores de
autoagregacao e hidrofobicidade, denotando a correlagdo entre estas propriedades.

A habilidade de autoagregar juntamente com a hidrofobicidade da superficie celular
podem ser usadas como triagem inicial para a selecdo de bactérias potencialmente probidticas,
conforme Collado et al. (2008). Da mesma forma, Xu et al. (2009) afirmam que a
hidrofobicidade pode ser considerada um indicador para essa triagem, pois em seu trabalho a
afinidade com xileno foi altamente correlacionada com a autoagregacdo e habilidade de
adesdo a células Caco-2.

Conclusdes

As bactérias lacticas avaliadas, pertencentes a espécies do género Lactobacillus,
apresentaram em sua maioria interessantes caracteristicas funcionais como potenciais
probioticos para uso em alimentos — altos indices de autoagregacdo e hidrofobicidade. Os
resultados significam a possibilidade de estas bactérias aderirem ao intestino, as quais serao
objeto de estudos posteriores.
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