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1. INTRODUCAO

A Amazobnia é um dos mais complexos ecossistemas da Terra em
equilibrio, onde participam fatores como umidade, alta precipitacdo e
reciclagem da matéria organica. Entretanto, por sua fragilidade, o
desmatamento vem quebrando este equilibrio de modo acelerado (DI STASI,
1989), com o risco de desaparecimento de riquissimo nimero de espécies da
flora ainda n&o convenientemente estudadas.

Diversos projetos vem sendo desenvolvidos com a implantacdo de
bancos de germoplasma de plantas medicinais e aromaticas, com o objetivo de
sua conservagdo ex-situ para uso futuro no melhoramento genético das
espécies.

Pedra ume caa, Myrcia punicifolia, D. C. da familia Myrtaceae, possui
efeitos hipoglicemiantes pronunciados, de tal modo que chegou a ser chamada
de insulina vegetal. E uma arvore de porte arbustivo, bastante ramificada, de
caule e ramos tortuosos, ocorrendo em terrenos arenosos a beira de rios,
podendo ocorrer sob sombra, chegando a atingir até 5 metros de altura.
Normalmente, a populacédo usa o decocto (cha quente) de suas folhas ou até
mesmo suas raizes para diabetes, enterite, hemorragia, como agente
cicatrizante e anti-inflamatério. No século passado cerca de 50 toneladas de
folhas de pedra-ume-caa foram exportadas para a Alemanha e hoje para o
Japao (KALIL FILHO, 1998).

Apds a descoberta da insulina em 1922 por Banting e Best, varios
pesquisadores comecaram a estudar a natureza dos principios
hipoglicemiantes existentes em algumas plantas, utilizadas, desde longa data,
no tratamento do diabetes melitus, procurando estabelecer sua analogia com o
horménio existente nas ilhotas de Langherans. Sendo o0s vegetais anti-
diabéticos, em geral, adstringentes, os taninos devem inativar os fermentos que
atuam nos carboidratos impedindo-lhes a atividade diastastica (COSTA, 1975).

Certos vegetais produzem farmacos e devido a isso sdo considerados
como plantas de uso medicinal. Na realidade, estes vegetais podem possuir

microrganismos endofiticos que também produzem estes compostos de uso



medicinal o que pode ser explicado por transferéncia horizontal dos genes
durante a longa convivéncia entre enddfito e planta hospedeira. Em outros
casos efeitos sinergisticos entre plantas e microrganismos endofiticos
acentuam o poder medicinal dessas plantas.

Endéfitos sdo aqueles microrganismos que podem ser isolados do interior
de tecidos vegetais desinfectados superficialmente, e que ndo causam dano ao
seu hospedeiro. Estes microrganismos colonizam um nicho ecoldgico
semelhante aquele ocupado por fitopatdgenos e, portanto, podem ser
importantes candidatos para o controle destes. Diversos trabalhos tém
mostrado o potencial dos endoéfitos para o controle biolégico de doencas e
pragas, e na promocao de crescimento da planta hospedeira. Entretanto, sabe-
se que a interacdo entre os endofitos e outros microrganismos que estao
associados a planta hospedeira, pode inviabilizar a utilizacdo préatica de fungos
e bactérias enfofiticas. Desta forma, o amplo conhecimento da comunidade
microbiana e das interacdes que ocorrem na planta permitem a utilizacdo
destes microrganismos na agricultura, promovendo o crescimento vegetal e/ou
controlando patégenos de interesse, consequentemente reduzindo a utilizacéo
de agroquimicos e os custos de producdo. Os microrganismos endofiticos tem
também importancia em outras areas do conhecimento além da agricultura.
Muitos deles ja foram descritos como produtores de compostos antimicrobianos
e anti-cancerigenos que vem sendo utilizados na area de saude. Outros
endofitos tem mostrado alta producéo de substancias de interesse bioteclogico,
especialmente enzimas. Na conservacdo do ambiente, endofitos vém sendo
usados como degradadores de produtos toxicos, na biorremediacdo, enfim,
reduzindo o efeito de poluentes (ARAUJO et. al., 2010)

A diversidade dos microrganismos endofiticos é bastante alta em plantas
e, neste particular, o Brasil é privilegiado, pois além de possuir uma das
maiores floras do mundo, localiza-se em grande parte na regido tropical que ao
gue tudo indica é também a que possui a maior diversidade endofitica tanto em
bactérias como fungos. Cerca de 100 espécies microbianas foram descritas
além de muitas outras desconhecidas ou ainda néo classificadas evidenciando

a enorme diversidade encontrada. Tudo isso indica que enddfitos provenientes



de plantas tropicais e sub-tropicais cultivadas ou ndo, sdo uma fonte de novas
estruturas moleculares e compostos biologicamente ativos. Mecanismos para
detectar a variabilidade inter e intra-especifica nos microrganismos ficou
facilitada pelo uso de marcadores moleculares.

A ferramenta mais utilizada tem sido o gene do DNA ribossomal pois
possibilita observar regido ortdgola e com variabilidade como as regides ITS1 e
ITS2. Existem varias sequéncias ITS depositadas no GenBank para espécies
de Colletotrichum e Glomerella as quais tem sido utilizadas para a identificacédo
de espécies desses géneros (MORIWAKI et al., 2002; LOBUGLIO e PFISTER,
2008; CROUCKH et al., 2009).

A amplificacdo desse gene tem sido realizada por meio da técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction), que consiste na amplificacdo de uma
regido especifica de DNA sendo flanqueada por oligonucleotideos. O perfil da
amplificacdo é conseguido pela desnaturacdo, anelamento e extensao do gene
alvo. Tem sido largamente utilizada na identificacdo de espécies (BROWN et
al., 1996; AFANADOR-KAFURI et al., 2003; ANDRADE et al., 2007).

Propriedades medicinais de algumas plantas podem estar relacionadas
com metabolismo que sdo produzidos por microrganismos endofiticos. Devido
a4 grande diversidade vegetal em territorio brasileiro, seria importante o
isolamento e a caracterizacdo desses microrganismos em plantas ainda nao
exploradas, como sédo aquelas utilizadas medicinalmente por culturas indigenas
das regides da Amazobnia e da mata Atlantica, dentre outros

Microrganismos isolados diretamente de tecidos de plantas quer sejam na
condicdo de enddfitos ou diretamente de tecidos necrosados, necessitam de
uma correta identificacdo. Tradicionalmente tém-se realizado a identificacdo
com base nos descritores morfolégicos, 0s quais tém sido largamente
criticados pelo fato da grande influéncia ambiental. Tal fato levou varios
pesquisadores a ao isolarem um microrganismo que ndo se enquadrava nos
manuais de taxonomia adotados, o identificarem como nova espécie e
adotarem geralmente o nome do hospedeiro.

Atualmente com a revolugédo das técnicas moleculares que séo ofertadas

para esse objetivo, ou seja, a identificagdo taxondmica, com o diferencial de



que acessam diretamente a informagdo genética contida na molécula de DNA,
sem a forte influéncia ambiental exercida na expressao da forma e tamanho
das estruturas usualmente utilizadas para a identificacdo, é possivel uma
informac&o mais acurada a cerca da identificacdo da espécie em analise.

Essa técnica vem sendo executada como rotina no Laboratério de
Genética de Microrganismos (LAGEM) o que tem contribuido para uma rapida
identificacdo dos enddfitos isolados de plantas. Nesse sentido, justificamos a
execucado desse projeto ora submetido, para a identificacdo da comunidade
endofitica de Myrcia punicifolia, D. C. a nivel morfolégico e molecular.

Este trabalho tem como objetivos estudar a diversidade da comunidade
de Myrcia punicifolia, D. C (Myrtaceae), além de caracterizar a nivel
morfolégico os endofitos de Myrcia punicifolia, D. C (Myrtaceae) e identificar
com ferramenta molecualr por meio da técnica de PCR utilizando a
amplificacdo de parte do gene DNA ribossomal dos endofitos de Myrcia

sphaerocarpa, D. C (Myrtaceae).

2. JUSTIFICATIVA

Propriedades medicinais de algumas plantas podem estar relacionadas
com metabolismo que sdo produzidos por microrganismos endofiticos. Devido
a4 grande diversidade vegetal em territorio brasileiro, seria importante o
isolamento e a caracterizagcdo desses microrganismos em plantas ainda nao
exploradas, como sédo aquelas utilizadas medicinalmente por culturas indigenas
das regides da Amazobnia e da mata Atlantica, dentre outros

Microrganismos isolados diretamente de tecidos de plantas quer sejam
na condicdo de enddfitos ou diretamente de tecidos necrosados, necessitam de
uma correta identificacdo. Tradicionalmente tém-se realizado a identificacao
com base nos descritores morfoldgicos, os quais tém sido largamente
criticados pelo fato da grande influéncia ambiental. Tal fato levou varios
pesquisadores a ao isolarem um microrganismo que ndo se enquadrava nos
manuais de taxonomia adotados, o identificarem como nova espécie e

adotarem geralmente o nome do hospedeiro.



Atualmente com a revolucéo das técnicas moleculares que sao ofertadas
para esse objetivo, ou seja, a identificacdo taxondmica, com o diferencial de
gue acessam diretamente a informacdo genética contida na molécula de DNA,
sem a forte influéncia ambiental exercida na expressao da forma e tamanho
das estruturas usualmente utilizadas para a identificacdo, € possivel uma
informacdo mais acurada a cerca da identificagdo da espécie em analise.

Essa técnica vem sendo executada como rotina no Laboratorio de
Genética de Microrganismos (LAGEM) o que tem contribuido para uma rapida
identificagdo dos enddfitos isolados de plantas. Nesse sentido, justificamos a
execucado desse projeto ora submetido, para a identificacdo da comunidade
endofitica de Myrcia sphaerocarpa, D. C. a nivel morfol6gico e molecular.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar a diversidade da comunidade endofitica de Myrcia
sphaerocarpa, D. C (Myrtaceae).

3.2. Objetivos Especificos

Caracterizar a nivel morfolégico os endofitos de Myrcia sphaerocarpa,
D. C (Myrtaceae).

Identificar com ferramenta molecualr por meio da técnica de PCR
utilizando a amplificacdo de parte do gene DNA ribossomal dos endofitos de

Myrcia sphaerocarpa, D. C (Myrtaceae).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Bioldgico

Foram utilizadas folhas da planta Myrcia punicifolia. D. C (Myrtaceae)
coletadas no setor sul do campus da Universidade Federal do Amazonas, no
municipio de Manaus (3°06°'05.20” S, 59°58'23.14"W), sendo amostradas 10
plantas. As coletas foram feitas a partir de tecidos sadios de plantas isentas de
manchas ou lesdes. As amostras acondicionadas em sacos de papel,
protegidas do calor e encaminhadas ao Laboratorio, onde foram processadas

com menos de 12 horas apés a coleta.

4.2. Meios de Cultura

O meio de cultura utilizado foi Agar Batata Dextrose (BDA), composto de
infusdo de batatas (200 g;L), dextrose (15 g/L) e agar (15 g/L). O pH foi

ajustado para 6,8.

4.3. Obtencgdo de fungos endofiticos

A metodologia utilizada foi a descrita por Pereira et al. (1993), com
modificacdes. Folhas do hospedeiro foram lavadas em &gua corrente com
detergente. A desinfestacdo superficial foi feita por meio de imersdo em: 1)
etanol 70% por um minuto; 2) em hipoclorito de sédio (NaClO) 3% por trés
minutos; 3) em etanol 70% por 30 segundos: 4) em agua destilada estéril por 1
minuto.

Seis fragmentos de 5-7 mm obtidos de modo asséptico de folha foram
dispostos de modo seriado em placas de Petri contendo o meio BDA, acrescido
de ampicilina (50 pg/mL) para inibir o crescimento de bactérias. Todas as
placas foram incubadas a 28 °C, em auséncia de luz. Para comprovar a

desinfestacdo, 100 uL da agua destilada estéril, foi plaqueada em meio BDA e
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incubado nas mesmas condi¢Bes. O repique dos fungos isolados apds o
crescimento micelial foi feito para tubos de ensaio contendo meio BDA

inclinado, a temperatura ambiente.

4.4. Amplificacdo de regido do gene rDNA

A PCR (Polimerase Chain Reaction) foi realizada para um volume final
de 25 uL, sendo composta por: 1 uL de DNA gendmico (10 ng/uL), 2,5 uL
Tampéao de amplificagédo (10X), 3 uL de MgClz (25 mM), 2,5 uL de dNTPs (2,5
mM), 1 uL do iniciador ITS1 5 — TCC GTA GGT GAA CCT GCG G - 3
(iniciador anverso) (20 mM), 1 uL do iniciador ITS4 5' — TCC TCC GCT TAT
TGA TAT GC - 3' (iniciador reverso) (20 mM), 0,3 uL de Taq DNA polimerase
(5 U/uL) e 13,7 uL de agua Milli-Q.

O perfil de amplificacdo para os conjuntos de iniciadores consistiu de
uma etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por dois minutos e 35 ciclos, sendo
94°C por um minuto — desnaturacdo, 50°C por um minuto — anelamento, 72°C
por dois minutos — extensao, e uma extensao final a 72°C por cinco minutos. A
reacao foi realizada em termociclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR System
9.600.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal
em gel de agarose 0,8%, por 60 minutos e corados com brometo de etidio (0,5
ug/uL). O DNA amplificado foi observado em fotodocumentador de imagem
(Biotech Image Master VDS modelo FTI-500, da Amersham Pharmacia
Biotech) com luz ultravioleta. Foi utilizado DNA Ladder de 1 Kb (Invitrogen Life

Technologies) como marcador molecular de pares de bases.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero total de fungos endofiticos isolados de folhas de Myrcia

punicifolia coletadas no municipio de Manaus/AM, apos trés dias de incubacao
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foi de 100 isolados obtidos de seis fragmentos inoculados isolados de dez
plantas, representando 83,3 %.

A completa identificacdo dos microrganismos endofiticos nédo € tarefa facil

devido a deficiéncia de especialistas em taxonomia das diferentes espécies.

Foram identificados até o nivel de género: Colletotrichum, Guignardia, e

Xylaria (Figura 3).

Os isolados estdo sendo identificados em nivel de Geénero por
microscopia Optica, os quais foram observados a nivel macroscopico alguns
Géneros como Guignardia sp, Botryosphaeria sp, Colletotrichum sp.

Os enddfitos apresentam certa dificuldade de esporulacéo dificultando a
identificacdo microscopica, devido a este fato ndo podemos no momento
identificar os isolados a nivel de géneros. Os isolados que ndo conseguirmos
identificar por meio da microscopia 6ptica serdo identificados por técnicas
moleculares em etapas posteriores ao trabalho.

O fungo de género Guignardia foi 0 que apareceu com maior frequéncia
no isolamento, sendo assim, foram selecionados 16 individuos puros para
identificagdo molecular. Foi feita a PCR do DNA extraido e posteriormente
colocados em eletroforese no gel de agarose 0,8%.

12 13 14 15 16

Figura 1: Quantificacdo do DNA apdés a PCR.



13

A foto tirada do gel de agarose 0,8% demonstrou que os fragmentos de
DNA amplificados possuem cerca de 500 a 750 pares de base quando
comparados com o ladder. As regides amplificadas foram a ITS1 e ITS4. O
individuo de numero 16 ndo amplificou.

Sera feita a purificacdo das amostras e entdo serdo encaminhadas para

sequenciamento e comparadas no GenBank.
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