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Microrganismos endofiticos encontrados no fruto da pupunheira (Bactris
gasipaes Kunth) e seu potencial antimicrobiano

Gerodes Vasconcelos da Costa', Waldireny Caldas Rochat, Adriana Dantas Gonzaga de Freitas?
Resumo

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) é encontrada em toda a bacia Amazénica, seus frutos sdo muito
utilizados na culindria Amazoénica. O cultivo da pupunheira comecou a apresentar a incidéncia de diversas
pragas. Pensando nisso o objetivo geral deste trabalho foi isolar, purificar, conservar os microrganismos
encontrados no fruto da pupunheira e verificar se estes possuem um potencial antimicrobiano frente a
algumas bactérias fitopatogénicas. Os frutos foram coletados no municipio de Coari, no Centro de Apoio a
Pesquisa do Médio Solimbes (CAPMEDSOL), no horario matutino e conduzidos ao laboratério de
microbiologia, onde foi realizada assepsia do material e o isolamento das culturas em meio de cultura BDA e
conservados em glicerol e castellani e onde foram realizados teste antagbnicos com fungos e bactérias
fitopatogénicos. Foram usados ANOVA para os testes estatisticos. Obtivemos resultados de atividade
antagonista dos microrganismos isolados inibindo o crescimento dos fitopatdgenos, no entanto ndo
obtivemos diferencas estatisticas significativas entre si, portanto, novos testes estdo sendo realizados para
verificagdo das atividades antagonistas.
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Abstract

Endophytic microorganisms found in the fruit of peach palm (Bactris gasipaes Kunth) and its
antimicrobial potential. The peach palm (Bactris gasipaes Kunth) is found throughout the Amazon
basin, its fruits are widely used in Amazonian cooking. With its expansion, the cultivation of peach palm
began to show the incidence of several pests. Thinking about this general objective was to isolate, purify,
conserve the microorganisms found in the fruit of peach palm and verify if they have an antimicrobial
potential against some phytopathogenic bacteria. The fruits were collected in the municipality of Coari, at the
Center for Research Support of the Middle Solimbes (CAPMEDSOL), at the morning time and conducted to
the microbiology laboratory, where the material asepsis and the isolation of the cultures in BDA culture
medium and preserved in glycerol and castellani and where antagonistic tests were carried out with fungi and
phytopathogenic bacteria. ANOVA was used for the statistical tests. We obtained results of antagonistic
activity of the isolated microorganisms inhibiting the growth of the phytopathogens, however we did not
obtain significant statistical differences among them, therefore, new tests are being performed to verify the
antagonistic activities.
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1. Introducéo

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) é uma
planta classificada taxonomicamente como uma
palmeira monocotiledénea da familia Arecaceae,
de grande porte, espinhosa, cespitosa e pode
atingir até 20 metros de altura, possuindo estipes
de 3 a 18 metros de comprimento e com diametro
de 12 a 18 centimetros (Lorenzi, 2010; Parmejiani
et al., 2013). E uma planta presente em diversos
paises da América do Sul e América Central, onde
pode ser conhecida por diversos nomes em
diversos paises por “peach palm” e “pewa palm”
(Trinidade), “pejibaye” (Costa Rica e Nicaragua),
“piba” (Panama), “pijiguao” € “macana”
(Venezuela), “chontaduro”  (Colémbia e
Equador), “pijuayo” (Peru), “tembe” ¢ “palma de
Castilla” (Bolivia), “parepon” (Guiana Francesa)
e pupunheira (Brasil) (Mora-Urpi et al., 1997;
Lorenzi, 2010).

Seu fruto possui um alto valor nutricional
(Camacho, 1970). Do estipe se retira o palmito,
produto que representa seu maior potencial
econdmico, pois, € uma cultura de ciclo curto e
altamente rentdvel em comparagdo com outras
palmeiras produtoras de palmito (Clement, 1987).

O principal uso do fruto é na forma inteira,
como parte do lanche ou do café de manha, sdo de
tamanho e formato variaveis, organizados em
cachos, o0 tamanho dos frutos pode variar de 1 a
1,5 cm de didmetro nos frutos sem caroco até 7
cm nos frutos normais e o formato varia entre
ovoide a cbnico, possui um epicarpo fibroso que
varia de cor podendo ser verde quando imaturos e
ser amarelo claro, laranja ou vermelho quando
maduros.

Em funcdo de sua domesticagdo ter se
processado por tribos ndmades, no seu habitat, ela
sofre menos o ataque de pragas e doengas. No
entanto, quando plantada em condi¢cGes de
monocultivo, tornou-se suscetivel a varios
patégenos (Johr, 1999).

Doengas em plantas geralmente sdo causadas
por varios agentes etiolégicos, em geral esses
agentes sdo fungos, bactérias, virus e nematoides,
responsaveis por pequenas ou grandes perdas que
podem ser fatores limitantes a uma determinada
cultura (Pozza et al.,1999). Como microrganismos
causadores de doencas da pupunha, destacam-se
os fungos Thielaviopsis paradoxa e Chalaropsis
thielavioides porque colonizam rapidamente a
polpa, penetrando e apodrecendo a Semente
(Hernandez et al., 1999).
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Pensando nisso o trabalho teve como objetivo
geral isolar os microrganismos encontrados no
fruto da pupunheira e verificar as possiveis

atividades  antagonistas  destes frente a
microrganismos fitopatogénicos.
2. Material e Método
Coleta das pupunhas
O fruto da pupunheira foi coletado no

municipio de Coari, no Centro de Apoio a
Pesquisa do Médio Solim@es no horario matutino,

e transportado para o Laboratério de
Microbiologia, do Instituto de Saude e
Biotecnologia da Universidade Federal do

Amazonas, ISB-UFAM.
Esterilizacdo do material bioldgico e isolamento
dos microrganismos

Os frutos da pupunheira foram lavados e
cortados em pequenos fragmentos em matrizes de
2 x 2 e inoculados, utilizado a assepsia do
material segundo a metodologia para isolamento
dos microrganismos endofiticos (Aradjo, 2002),
foram isolados em duplicata, em placas de Petri
contendo meios de cultura sélidos BDA (Batata
Dextrose Agar), onde foram adicionados ao meio
de cultura antibidtico (tetraciclina) para inibicéo
do crescimento de bactérias.

Em seguida as placas de Petri com as amostras
foram transferidas para estufa tipo B.O.D
(Biological Oxygen Demand) a 26°C durante 7
dias para o crescimento das colbnias
microbioldgicas. Apds este tempo, foi realizada a
repicagem das amostras inoculadas, transferindo
fragmentos de agar, para novas placas contendo o
referido meio de cultura BDA, até a obtencéo das
linhagens puras de fungos e bactérias.
Identificagdo dos microrganismos

Para a identificacdo dos isolados, realizaram-se
observacOes macroscopicas da colbnia
(crescimento, coloragdo, textura e pigmento
difuso) e observagdes microscopicas das
estruturas  vegetativas (hifas) por meio de
microcultivos.

Atividade antagonista

O antagonismo foi ensaiado pelo método de
cultura pareada, ou simplesmente pareamento, que
consistiu no confronto direto do antagonista
(bactérias fitopatogénicas, Pseudomonas sp.,
Streptomyces sp. e os fungos, Agrobacterium sp.,
Phytophthra sp., Fusarium sp., Tricoderma sp.,
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Aspergillus  sp.) e dos
encontrados na pupunha.

Foram utilizados microrganismos conservados
de projetos e que estdo no Laboratério de
Microbiologia do ISB/UFAM. Foram utilizadas
60 bactérias fitopatogénicas e cultivados em
placas de Petri com meio BDA (Batata Dextrose
Agar), pH 6,8 a 28°C, de 7 a 14 dias. Onde foram
retirados cilindros de 4gar de 5 mm de diametro,
das bordas das colénias dos fungos em
crescimento. As bactérias foram inoculadas em
BDA, por 18 a 22 horas a 37°C. Apds este
periodo, foram coletadas por meio de uma alca de
platina e a seguir também transferidas para as
placas do ensaio. O cilindro de meio de cultura
contendo o fungo alvo a ser inibido bem como a
bactéria atuando como possivel agente inibidor
foram colocados em polos opostos equidistantes a
1 cm da borda interna da placa de Petri onde
foram realizados os ensaios. Durante a incubacdo,
foi analisada a inibicdo do crescimento do fungo
simbionte.

Os testes foram realizados em triplicata e
foram utilizados como controle placas contendo
somente o fungo e somente as bactérias. No qual
foram analisados o halo de inibic&o.

microrganismos

3. Resultados e Discusséo
Purificacdo dos microrganismos

Foram isolados 60 fungos da pupunha e 15
bactérias, eles foram analisados por meio das
caracteristicas macroscopicas e microscopicas. O
aspecto macromorfologico das colbnias dos
isolados foi examinado a olho nu, com atengdo
especial ao crescimento micelial, a forma das
bordas a presencga de pigmento difuso, a textura e
a coloragdo de colbnia. Observou-se o
crescimento de fungos com  coloragOes
esverdeadas, amareladas marrons e brancas.
Alguns com texturas liguenta e alguns
esporulentos. Foi notada presenca de hifas, de
conidioéforo sem os conidios, e conidios de forma
dispersa. Para as bactérias teve-se tanto Gram
positivas como Gram negativas.

O aspecto micromorfol6gico das estruturaras
vegetativas e reprodutivas foi examinada sob
microscopia de luz, em aumento total de 1000x,
durante o teste pode-se observar estrutura de hifas
amadurecidas.

Atividade antagonista
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Ap6és a andlise das caracteristicas
macroscépicas e microscopicas dos fungos
encontrados no fruto da pupunha (B. gasipaes)
foram iniciados os testes de antagonismao.

Das 3 bactérias fitopatogénicas utilizados
contra os 60 fungos isolados da pupunha, 33

apresentaram  resultado  negativo e 27
apresentaram resultados positivos de
antagonismo. No entanto, ndo apresentaram

diferencas estatisticas segundo o teste ANOVA a
5% de significancia.

Vérios trabalhos sobre atividade antagonista
vém comprovando a importdncia do uso de
microrganismo como controle biolégico sobre
varias  pragas causadoras de  doencas
fitopatogénicas. Quando se pensa em antagonismo
microbiano (uma situacdo em que um
microrganismo aciona seu arsenal de recursos
para inibir o crescimento e a multiplicacdo de
outro ou mesmo de provocar sua morte) ha que se
pensar em mdltiplas possibilidades, como
competicdo por nutrientes e por nichos ecolégicos
(Lim et al., 2002). Os testes com esses isolados
demostraram alguns resultados com relacdo ao
poder de inibicdo desses microrganismos.

Artley (1921) descreveu um dos primeiros
trabalhos envolvendo a introdugdo consciente de
antagonistas visando o controle biolégico de
enfermidades de plantas aconteceram no inicio do
século XX, nas décadas de 1920-1940.

Os resultados foram  negativos, néao
apresentando atividade antagonista entre 0s
microrganismos isolados da pupunha e os fungos
fitopatogénicos (Phytophthra sp., Fusarium sp.,
Tricoderma sp., Aspergillus sp).

Por esse motivo 0 segundo teste antagonista
teve continuacao com bactérias fitopatogénicas.

O teste com bactérias fitopatogénicas
obtiveram resultados positivos. Segundo Lima et
al., (2002), a produgdo de substéncias
antimicrobianas por microrganismos, como forma
de exercer  antagonismo  sobre  outros
microrganismos, é praticamente universal.

Varios trabalhos utilizando microrganismos
como controle biolégico ja foram realizados.
Chin-A-Woeng et al., (2003) comentam que
bactérias, como as espécies fluorescentes do
género Pseudomonas, sdo muito versateis em
produzir  substincias  antimicrobianas com
propriedades antifungicas e antibacterianas.

O uso de microrganismo como agente no
controle biol6gico vem sendo estudada a anos. Na
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década de 1980, Milton Schroth e seu grupo, nos
EUA, foram de imensa importancia na pesquisa
com controle biol6gico (Schroth e Becker, 1990).

Silva, et al., (2008) relatou no seu trabalho
sobre atividade antagonica in vitro que isolados de
Trichoderma spp. foram capazes de inibir o
crescimento micelial do fungo Phytophthora
citrophthora.

Obtivemos  resultados  satisfatorios  das
bactérias fitopatogénicas utilizadas nos testes de
antagonismo a acdo antagonista contra, pelo
menos, 10 fungos encontrado no fruto da
pupunha.

Com tais resultados satisfatorios, o proximo
passo do trabalho é realizar a identificagdo
molecular dos isolados da pupunha, para a
realizacdo de outros experimentos.

4. Concluséo

Os resultados obtidos nos testes antagonistas
foram satisfatorios, estudos demostraram que 0
uso de micro-organismos como controle biolégico
para microrganismo causadores de doencas €
promissor, porém uma analise mais detalhada na
identificacdo desses microrganismos € necessaria.
Durante o trabalho pode-se observar resultados
mais positivos quando se trata de atividade
antagonista em fungos contra as bactérias.

Para analisar com mais exatiddo o uso desse
microrganismo  justifica-se ~ estudos  mais
detalhados.
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