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RESUMOS PORTUGUES/INGLES

O presente estudo isolou fungos endofiticos de folhas de nove espécies de plantas
medicinais em Parintins (AM) e avaliou sua producao de amilase e lipase. Vinte isolados
(EMF1 a EMF20) foram obtidos e submetidos a ensaios qualitativos em meios sélidos
especificos. Todos os isolados (100%) apresentaram atividade lipolitica, enquanto apenas
quatro (20%) produziram amilase. Os isolados EMF17, EMF11 e EMF16 destacaram-se
para lipase (indice enzimatico maximo de 4,40; 3,93 e 3,60, respectivamente), ¢ EMF6 e
EMF15 para amilase (alta atividade). Quatro isolados (EMF6, EMF13, EMF14, EMF15)
exibiram dupla atividade. Conclui-se que os fungos endofiticos de plantas medicinais de

Parintins s3o fontes promissoras de enzimas extracelulares, com potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Fungos endofiticos. Amilase. Lipase. Bioprospec¢do amazonica.

Abstract

This study isolated endophytic fungi from leaves of nine medicinal plant species
in Parintins (AM, Brazil) and evaluated their production of amylase and lipase. Twenty
isolates (EMF1 to EMF20) were obtained and subjected to qualitative assays on specific
solid media. All isolates (100%) exhibited lipolytic activity, whereas only four (20%)
produced amylase. Isolates EMF17, EMF11 and EMF16 stood out for lipase (maximum
enzymatic index of 4.40, 3.93 and 3.60, respectively), and EMF6 and EMF15 for amylase
(high activity). Four isolates (EMF6, EMF13, EMF14, EMF15) displayed dual enzymatic
activity. It is concluded that endophytic fungi from medicinal plants of Parintins are

promising sources of extracellular enzymes with biotechnological potential.

Keywords: Endophytic fungi. Amylase. Lipase. Amazonian bioprospecting.
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1. Introducao

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que habitam os tecidos internos de
plantas sem causar sintomas de doenca ao hospedeiro durante parte de seu ciclo de vida.
Essa associacdo, que pode ser obrigatéria ou facultativa, representa um dos mais
complexos e difundidos exemplos de interagdo micro-organismo-planta nos ecossistemas
terrestres. Ao colonizar os espagos intercelulares e, em alguns casos, as células do
hospedeiro, os endofiticos estabelecem um equilibrio dinamico regulado por mecanismos
moleculares de reconhecimento e sinalizacdo, ainda parcialmente elucidados. Essa
relacdo, de caradter simbidtico ou comensal, pode proporcionar beneficios ao vegetal,
como maior tolerancia a estresses bidticos e abidticos, além da producdo de metabdlitos

bioativos e enzimas com potencial biotecnoldgico (PARDO et al., 2022).

Entre os mecanismos que conferem tais beneficios, destacam-se a indugdo de
resisténcia sistémica contra fitopatdégenos, a producdo de fitormonios que estimulam o
crescimento radicular e a modulacdo da expressdo génica relacionada a respostas de
defesa. Adicionalmente, esses fungos podem secretar enzimas que degradam compostos
estruturais da parede celular vegetal, facilitando a penetragdo e a nutricdo, sem
desencadear resposta hipersensivel no hospedeiro. Uma das areas mais promissoras na
pesquisa com fungos endofiticos ¢ a producdo de enzimas extracelulares — incluindo
amilases, proteases, lipases, celulases e pectinases — que apresentam ampla aplicacdo
industrial nos setores alimenticio, téxtil, de papel e celulose, de biocombustiveis, de
biorremediacao, entre outros (CUZZI, 2011). Essas enzimas atuam como biocatalisadores
em condi¢des brandas, reduzindo o consumo energético e o impacto ambiental em

comparagao aos processos quimicos convencionais.

No contexto amazonico, a elevada biodiversidade vegetal confere grande
potencial para a descoberta de endofiticos com propriedades inéditas. A regido
Amazonica abriga cerca de 30 mil espécies de plantas superiores, muitas das quais ainda
nao foram investigadas quanto a sua microbiota endofitica. Essa megadiversidade, aliada
a fatores edafoclimaticos tnicos — como altas temperaturas, pluviosidade intensa e baixa
disponibilidade de nutrientes nos solos —, favorece a selecdo de fungos com adaptagdes
metabodlicas singulares. Estudos realizados em plantas medicinais da Amazonia ja
demonstraram que fungos endofiticos a elas associados podem expressar atividades

enzimaticas expressivas. Por exemplo, em Calycophyllum spruceanum e Himatanthus
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sucuuba, isolados apresentaram atividades de celulase, protease, lipase e amilase
(MENDONCA et al.,2023). Tais achados reforgam a hipotese de que o bioma amazonico
constitui um reservatério estratégico de cepas flingicas com elevado potencial

biocatalitico.

Conforme relatado por Zhang et al. (2006) e Strobel (2000), fungos endofiticos
que se alojam em plantas medicinais contribuem para a adaptacdo do hospedeiro a
condigdes climaticas extremas. Essa adaptacdo envolve a producdo de compostos
osmoprotetores, enzimas antioxidantes e proteinas de choque térmico, cuja expressdo ¢
modulada pela interacdo fungo-planta. Sob estresse hidrico, por exemplo, endofiticos
podem alterar o balango hormonal do vegetal, aumentando os niveis de acido abscisico e
reduzindo a perda de 4gua por transpiracdo. As comunidades fingicas vivem no interior
dos tecidos sadios dessas plantas, aumentando a absor¢ao de nutrientes do solo e alterando
o ciclo de nutrientes (KRISHNAMURTHY et al., 2008). Especificamente, a solubilizacao
de fosfatos, a fixagcdo biologica de nitrogénio e a produgado de sideroforos sdo mecanismos
frequentemente atribuidos a fungos endofiticos, ampliando a disponibilidade de nutrientes

essenciais para o hospedeiro em solos oligotroficos.

Ademais, esses fungos constituem fontes importantes para a produgdo de diversos
metabolitos secundarios e compostos bioativos, Uteis tanto para a industria farmacéutica
(STROBEL, 2002; KRISHNAMURTHY et al., 2008; KHAN ef al., 2010) quanto para
uma ampla gama de outros setores industriais. Dentre esses metabdlitos, incluem-se
alcaloides, terpenoides, policetideos e peptideos ndo ribossomais, muitos dos quais

apresentam atividades antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatoria e inseticida.

As enzimas de origem flingica apresentam vantagens significativas para a
producdo em larga escala, incluindo alta especificidade, estabilidade e atividade em
condi¢des brandas de temperatura e pH, o que as torna biocatalisadores eficientes e
ambientalmente sustentaveis. Denti et al. (2022) destacam que o emprego de enzimas em
processos industriais se alinha aos principios da quimica verde, minimizando danos ao

meio ambiente e promovendo a seguranca alimentar.

A bioprospeccao de fungos endofiticos na Amazdnia ainda € incipiente, mas o
numero de publicagdes sobre o tema tem crescido de forma consistente, especialmente
entre 2017 e 2020. Uma revisdo sistemdtica conduzida por Mendoza et al. (2022)

identificou 31 trabalhos de produgdo bibliografica sobre aplicagdes biotecnologicas de
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fungos na Amazonia brasileira no periodo de 2010 a 2020, evidenciando o crescente
interesse da comunidade cientifica por esse bioma. No entanto, a regido permanece
subexplorada, e o potencial biotecnologico de sua diversidade fingica endofitica

representa uma fronteira de conhecimento ainda em fase inicial de investigacao.

Diante do exposto, a presente pesquisa isolou e agrupou as cepas de colonias
semelhantes devidamente codificadas; incluiu também a triagem de fungos endofiticos
dominantes selecionados, submetendo-os a dois diferentes ensaios de enzimas

extracelulares: amilase e lipase.
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2. Justificativa

A busca por fungos endofiticos em ambientes tropicais tem se mostrado
particularmente promissora para a descoberta de novas cepas produtoras de enzimas com
caracteristicas diferenciadas, como robustez térmica, atividade em pH extremo e
tolerancia a altas concentragdes salinas. Essas propriedades sao altamente valorizadas em
processos industriais inovadores, nos quais condigdes operacionais severas demandam

biocatalisadores estaveis e eficientes.

Do ponto de vista econdmico e ambiental, a relevancia deste projeto justifica-se
pelo papel central que as enzimas extracelulares de origem microbiana desempenham em
setores estratégicos como alimentos, detergentes, papel e celulose, e biocombustiveis. A
identificacdo de cepas nativas da Amazonia com alta expressdo enzimatica representa
uma oportunidade concreta para reducdo de custos logisticos associados a importagao de
insumos biotecnologicos, além de fomentar a consolidagcdo de uma bioeconomia de base

regional, alinhada aos principios do desenvolvimento sustentavel.

Adicionalmente, este estudo contribuird de forma significativa para o avango do
conhecimento cientifico na regido, ao gerar dados inéditos sobre a diversidade de fungos
endofiticos associados a plantas medicinais locais, bem como parametros enzimaticos
quantitativos e possiveis correlacdes entre a origem vegetal e o perfil enzimatico
produzido. Esses achados poderdo subsidiar publicacdes em periddicos especializados, a
formacdo de bancos de cepas com potencial biotecnoldgico e o delineamento de novos
projetos de inovagdo, ampliando assim o protagonismo da Amazdnia na pesquisa em

microbiologia aplicada.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Isolar fungos endofiticos de plantas medicinais ocorrentes no municipio de

Parintins (AM) e avaliar o perfil de produgdo de enzimas extracelulares.

3.2 Objetivos especificos

. Realizar coleta de tecidos vegetais (folhas) de plantas saudaveis na regiao
de estudo.
. Realizar assepsia superficial e isolamento de fungos endofiticos em meio

de cultura apropriado.

. Avaliar qualitativamente a producdo de enzimas extracelulares (ex:

amilase e lipase) em meio semissoélido.

. Selecionar cepas com maior potencial para novos projetos no que diz

respeito a otimizagdo de produgdo enzimatica.
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4. Referencial teorico

4.1 Plantas Medicinais

As plantas medicinais e os fitoterapicos sdo compostos por inimeras substancias
com diferentes efeitos, que agem em conjunto para obtengdo da agdo terapéutica
(ANVISA, 2022). Essa complexidade quimica faz com que os extratos vegetais
apresentem, muitas vezes, um perfil de atividade farmacologica distinto daquele obtido
com compostos isolados, o que pode resultar em efeitos sinérgicos entre os constituintes

e, consequentemente, em maior eficacia terapéutica.

O uso de plantas medicinais tem sido uma pratica consagrada em diversas épocas
da historia da humanidade, sendo encontrados registros sobre a sua utilizacdo em
diferentes civiliza¢des antigas, onde os Unicos recursos em medicamentos disponiveis

eram, em grande parte, provenientes dos vegetais (MOREIRA, 2025).

Plantas medicinais sao utilizadas pela humanidade para o tratamento de doencas
ha milhares de anos, mas seu uso deve ser feito com responsabilidade e conhecimento,
pois se forem utilizadas de modo errado, podem apresentar mais efeitos negativos do que
positivos (ANVISA, 2022). Determinadas utiliza¢des de plantas medicinais podem causar
maleficios, mulheres gravidas por exemplo podem ser ocasionadas por esses maleficios.
Como relata PIRES et. al., (2020), apesar da percep¢ao de seguranga, o uso de plantas
medicinais na gestacdo pode acarretar riscos, como efeitos abortivos e toxicos para o feto,
exigindo cautela e orientagdo profissional. Portanto, a fitoterapia, embora ancorada em
um saber tradicional milenar, requer o mesmo rigor de avaliagcdo de risco e beneficio que

os medicamentos sintéticos, especialmente em populacdes vulneraveis.

As plantas medicinais possuem grande importancia cultural, econdomica e
terapéutica em diversas regides do mundo. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS, 2002), grande parte da populagdo mundial utiliza plantas medicinais como parte
dos cuidados primarios de saude. Essa realidade ¢ particularmente evidente em paises em
desenvolvimento, onde o acesso aos medicamentos industrializados ¢ limitado ¢ a
medicina tradicional representa a primeira linha de ateng¢do a satde. Dessa forma, a
valorizagao e a validacdo cientifica das plantas medicinais tornam-se estratégicas para a

satde publica global.

No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos incentiva a

pesquisa e o uso sustentavel dessas espécies vegetais (BRASIL, 2006). De acordo com
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Lorenzi e Matos (2008), o pais possui grande diversidade de plantas medicinais, muitas
das quais ainda apresentam potencial biotecnologico pouco explorado. Essa riqueza
bioldgica, aliada ao conhecimento tradicional de comunidades indigenas e quilombolas,
coloca o Brasil em posi¢ado privilegiada para liderar iniciativas de bioprospeccao, desde

que conduzidas de forma ética e com reparti¢do justa dos beneficios.

As politicas publicas, embora bem estruturadas, enfrentam barreiras economicas
e regionais que limitam o acesso aos fitoterapicos pelo SUS, revelando desigualdades na
implementagdo (Flores ef al, 2023). A produgao cientifica concentra-se na validagdo
farmacologica, sendo necessario ampliar estudos sobre a incorporagao desses saberes nos
servigos de satde e na formacgao profissional (OLIVEIRA et al., 2021). Superar essas
barreiras exige ndo apenas investimentos em pesquisa, mas também a capacitacdo de
profissionais de saude e a integracdo efetiva da fitoterapia nos curriculos universitarios,
garantindo que o conhecimento cientifico e tradicional dialoguem dentro do sistema de

saude.

Os beneficios farmacoldgicos das plantas medicinais ja sdo bastante explorados
no pais. As espécies nativas Maytenus ilicifolia, Bauhinia forficata e Curcuma longa
apresentam relevante potencial farmacoldgico, sendo amplamente utilizadas na medicina
popular brasileira para distirbios gastricos, diabetes e inflamagdes (SOUZA, 2023). A
espécie Cyperus rotundus destacou-se pelo amplo uso medicinal, especialmente para o
tratamento de inflamagdes, em 15 estados brasileiros (SILVA; MARTINS at al., 2022).
Esses exemplos ilustram a abrangéncia geografica e a solidez do conhecimento
etnobotanico nacional, que muitas vezes antecipa descobertas farmacologicas que a

ciéncia posteriormente valida.

O Brasil ¢ uma fonte extremamente rica de germoplasma com potencial medicinal,
que pode ser utilizado na cura de varias doengas; porém, com a exploragao indiscriminada
da flora brasileira, as plantas medicinais estao em perigo de extingdo (MOREIRA, 2025).
A perda de espécies vegetais implica ndo apenas a extingdo de recursos terapéuticos em
potencial, mas também o desaparecimento de microrganismos endofiticos associados,
cujo potencial biotecnoldgico permanecera desconhecido se nao houver esforgos

coordenados de conservagao ¢ estudo.

De acordo com Gongalves (2013), as plantas medicinais exercem importancia

fundamental para a humanidade, sendo utilizadas pela medicina cléassica e popular como
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fitoterapicos, em substitui¢ao aos medicamentos sintéticos e apresentam elevados teores
de 6leos essenciais, os quais sdo empregados nas industrias. Os 6leos essenciais, em
particular, sdo exemplos emblematicos de produtos naturais com propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatdrias que encontram aplicagdes que vao da aromaterapia

a formulagao de cosméticos e alimentos.

As pesquisas com plantas t€m aumentado, uma vez que a busca nao ¢ apenas sobre
as aplicagoes das plantas medicinais, mas também, o interesse em descobrir quais
microrganismos vivem nelas de forma mutualistica e quais compostos de interesse
biotecnoldgico eles podem produzir. Assim, muitas plantas amplamente utilizadas como
remédio por muito tempo, como a Aloe vera, ainda nao possuem as fungdes bioquimicas
sistematicamente investigadas (ROSA, 2025). Essa lacuna ressalta a importincia de
estudos integrativos que considerem a planta como um holobionte, ou seja, uma unidade
composta pelo vegetal e sua microbiota associada, cujas interagcdes podem ser

responsaveis por parte das atividades terap€uticas observadas.

Quase todas as espécies vegetais investigadas em pesquisas apresentam
microrganismos endofiticos e, portanto, acredita-se que muitas das propriedades
medicinais de algumas plantas podem estar relacionadas a eles, sugerindo que as
propriedades terapéuticas de uma planta podem estar na interacao entre ambos (ROSA,
2025). Essa hipotese tem impulsionado uma mudanga de paradigma na farmacognosia,
que passa a buscar ndo apenas os principios ativos do vegetal, mas também as moléculas

bioativas produzidas pelos endéfitos que colonizam seus tecidos.

Endofitos sdo isolados de todas as espécies de plantas investigadas até o momento,
de modo que a coevoluciao do metabdlica tem afetado o uso etnobotanico, especialmente
terapéutico, das plantas (microbiota) (CARUSO et al., 2020). A coevolucao do
metabdlica entre planta e enddéfito pode explicar por que certas plantas desenvolvem
perfis quimicos unicos em determinados ambientes, conferindo-lhes propriedades
medicinais que variam geograficamente, um fendmeno bem documentado pela

etnofarmacologia.

Neste sentido, a presenca de endodfitos ja foi constatada em intimeras plantas
medicinais e plantas de interesse econdmico, entre elas Taxus brevifolia, Artemisia annua
e Artemisia mongolica (SANTOS et al., 2013). Essas plantas sdo notorias produtoras de

farmacos anticancerigenos e antimalaricos, o que sugere que os fungos
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endofiticos podem desempenhar um papel direto na biossintese desses compostos ou na

modulagdo de sua produgdo pela planta.

Ao longo de um extenso periodo de evolugao, alguns endéfitos coexistentes e suas
plantas hospedeiras estabeleceram uma relagdo especial uns com os outros, a qual pode
influenciar significativamente a forma¢ao de produtos metabdlicos nas plantas, afetando
entdo a qualidade e a quantidade de farmacos brutos derivados de plantas medicinais (JIA
et al., 2016). Compreender os mecanismos moleculares dessa relagdo abre caminho para
a manipulacdo controlada da microbiota endofitica, visando aumentar a produgdo de
farmacos de forma sustentavel e independente do cultivo extensivo da planta hospedeira.
O que ¢ mais preponderante, portanto, ¢ investigar esse mundo endofitico das plantas

medicinais a fim de que possam ser caracterizados como produtores de farmacos.

4.2 Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos constituem um grupo de microrganismos que colonizam os
tecidos internos de plantas vivas sem causar sintomas aparentes de doeng¢a durante pelo
menos uma parte do seu ciclo de vida (PETRINI, 1991; STONE; BACON; WHITE,
2000).

Tais organismos podem ser encontrados em diferentes estruturas vegetais — folhas,
caules, raizes e sementes —, estabelecendo com seus hospedeiros associagdes ecologicas
complexas que variam do mutualismo ao comensalismo, ou que permanecem em estado
latente, a depender das condi¢des ambientais e do estado fisiologico da planta (SCHULZ;
BOYLE, 2005). Essa plasticidade ecoldgica € uma das caracteristicas mais notaveis do
grupo, pois permite que um mesmo fungo possa alternar entre um estilo de vida benéfico
e um potencialmente patogénico, dependendo de sinais ambientais ou genéticos do
hospedeiro. Tal fendmeno, conhecido como “continuum endofitico”, desafia
classificacoes rigidas e demonstra a natureza dinamica das interagdes planta-

microrganismo.

A colonizagdo endofitica inicia-se quando os fungos penetram os tecidos vegetais
por meio de aberturas naturais, como estOmatos, ou por microlesdes na superficie da
planta. Uma vez no interior do hospedeiro, esses microrganismos interagem fisiologica e
metabolicamente com as células vegetais, desempenhando multiplas fung¢des ecoldgicas

(RODRIGUEZ et al., 2009).
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O sucesso da colonizagdo depende ndo apenas da capacidade do fungo em superar
barreiras fisicas e quimicas impostas pelo vegetal, mas também de um intrincado
reconhecimento molecular entre as duas partes. Durante esse processo, a planta modula
respostas de defesa, evitando uma reacao de hipersensibilidade que eliminaria o invasor,
enquanto o fungo ajusta seu metabolismo ao microambiente interno do hospedeiro.
Destaca-se que os fungos endofiticos, justamente por habitarem os tecidos vegetais sem
provocar danos, possuem reconhecido potencial multifuncional: podem atuar no controle
bioldgico de pragas, na promocao do crescimento vegetal e na produ¢ao de compostos

bioativos de interesse industrial e farmacéutico (Flores ef al., 2023).

Embora as fungdes exatas desses microrganismos ainda ndo estejam
completamente elucidadas, especula-se que eles exercem papéis fundamentais na
aquisi¢do de nutrientes, melhorando o crescimento da planta, conferindo imunidade
vegetal e promovendo resisténcia a estresses de natureza biotica e abiotica (LIAO et al.,

2025).

Estudos cléssicos demonstram, por exemplo, que fungos endofiticos podem
proteger as plantas contra patdogenos, aumentar a tolerdncia a seca, salinidade e
temperaturas extremas, além de sintetizar metabolitos secundarios com propriedades
biologicas relevantes (STROBEL; DAISY, 2003). A protecdo contra patdégenos pode
ocorrer por diferentes mecanismos: competigdo direta por espago e nutrientes, producao
de compostos antimicrobianos, indugdo de resisténcia sistémica na planta ou mesmo

micoparasitismo.

J& a tolerancia a estresses abioticos frequentemente esta associada a produgdo de
fitohormdnios, como auxinas e giberelinas, que promovem o desenvolvimento radicular
e a absorc¢ao de agua, ou a sintese de osmolitos que protegem as células vegetais contra
danos oxidativos. A interacdo entre esses fungos e seus hospedeiros ¢, portanto, crucial
para a sobrevivéncia vegetal, e muitos dos compostos produzidos nessa associacdo
apresentam significativo potencial biotecnoléogico (COERTJENS; MASCARENHAS;
BATISTOTE, 2023).

Tais microrganismos sdo capazes de gerar compostos antimicrobianos,
antioxidantes e enzimas que auxiliam diretamente na defesa da planta ou na adaptagao a
condi¢des adversas. A comunicagdo quimica que sustenta essa simbiose ¢ especialmente

sofisticada: os fungos endofiticos atuam como elicitores bidticos, modulando o
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metabolismo secundario da planta e, ao mesmo tempo, respondendo a sinais do
hospedeiro para ativar seus proprios clusters de genes biossintéticos (BGCs), que
frequentemente permanecem silenciosos em cultura de laboratério (CHEN; JIANG,
2026). Essa sinalizagdo bidirecional explica por que muitos compostos bioativos de
interesse farmacologico s6 sdo produzidos na interagdao planta-fungo e ndo quando o
microrganismo ¢ cultivado isoladamente. Consequentemente, estratégias de co cultura ou
de adicao de elicitores quimicos tém sido empregadas para mimetizar o ambiente natural
e desbloquear vias metabolicas cripticas, ampliando as chances de descoberta de novas

moléculas.

A diversidade de fungos endofiticos ¢ amplamente influenciada pela espécie
vegetal hospedeira, pelas condigdes climaticas, pelo tipo de tecido analisado e pela
localizagdo geografica. Praticamente todas as plantas examinadas até o momento
apresentam algum tipo de associa¢do com microrganismos endofiticos (RODRIGUEZ et
al., 2009). Essa onipresenca sugere que a associacdo endofitica ¢ uma regra na natureza,
e ndo uma excecdo, tendo evoluido repetidamente ao longo da historia das plantas

terrestres.

Estudos de filogenia molecular indicam que a capacidade de colonizar
endofiticamente surgiu independentemente em diversas linhagens fiingicas, o que reforca
a vantagem adaptativa conferida por esse modo de vida. Esses fungos impactam também
as propriedades do solo, facilitando a absor¢do e a translocacdo de nutrientes e,
consequentemente, impulsionando o crescimento vegetal. Estudos de filogenia molecular
indicam que a capacidade de colonizar endofiticamente surgiu independentemente em
diversas linhagens flingicas (Hu et al., 2024), o que reforca a vantagem adaptativa

conferida por esse modo de vida

Contudo, o estudo dos endoéfitos enfrenta desafios metodoldgicos expressivos,
pois muitos ndo sao facilmente cultivaveis, o que dificulta sua identifica¢do por técnicas
tradicionais (ABDULLAHI, 2025). Para contornar essa limitacdo, abordagens
independentes de cultivo, como a metagendmica e a andlise de DNA ambiental, tém sido
fundamentais para revelar a verdadeira diversidade das comunidades endofiticas. Além
disso, o sequenciamento de Ultima geracdo permite acessar o potencial metabolico total
desses microrganismos, identificando genes biossintéticos mesmo naqueles fungos que

ainda ndo foram cultivados.
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Em regides tropicais como a Amazodnia, a elevada biodiversidade vegetal reflete-
se em uma notavel riqueza de fungos endofiticos. Strobel (2000) ja apontava esses
ecossistemas como importantes reservatorios de microrganismos produtores de
compostos bioativos e enzimas de interesse biotecnoldgico. A logica por trds dessa
afirmagdo ¢ que, em ambientes de alta competicdo e pressao seletiva, como as florestas
tropicais, os organismos desenvolveram estratégias quimicas sofisticadas de defesa e
comunicagdo, tornando a microbiota associada uma fonte particularmente rica de novas

moléculas.

Estudos recentes corroboram essa perspectiva: Barros et al. (2023) verificaram
que isolados endofiticos obtidos de espécies vegetais amazonicas e seus extratos exibem
atividades antibacteriana, antifiingica, citotoxica e biossurfactante, além de potencial para
o controle biologico de pragas e aplicagdes no diagndstico de doengas. Tal diversidade

metabolica ndo se restringe aos tropicos.

Zhang, Song e Tan (2006) ja haviam enfatizado a grande variedade de metabdlitos
secundarios e enzimas extracelulares produzidos por endofitos, com func¢des ecologicas
diversas e potenciais aplicagdes industriais. Dentre essas enzimas, destacam-se celulases,
xilanases e lacases, que encontram uso na industria de biocombustiveis, papel e celulose,

além de proteases e lipases com aplicagdes na producao de detergentes e alimentos.

O interesse pela produgdo de metabdlitos secundarios desses fungos intensificou-
se com o reconhecimento de seu valor biotecnologico. Zakariyah et al. (2024)
investigaram o vasto repertorio metabolico dos endéfitos e os métodos mais recentes para
despertar clusters génicos biossintéticos silenciosos, possibilitando a descoberta de novas
moléculas naturais; os autores também discutem os avancos das plataformas de

metabolomica empregadas para tragar o perfil desses compostos.

Na agricultura, Canuto et al. (2023) destacam que os fungos endofiticos
representam uma fonte promissora de novos compostos bioativos para o desenvolvimento
de bioprodutos como bioinseticidas, biofungicidas e bioherbicidas. A substituigdo de
agroquimicos sintéticos por bioprodutos derivados de endoéfitos alinha-se aos principios
da agricultura sustentavel, reduzindo a contaminagdo ambiental e os riscos a saude
humana, ao mesmo tempo em que diversifica as opgdes de manejo integrado de pragas e

doengas.
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Na industria farmacéutica, o potencial dos endoéfitos tornou-se evidente no século
XX com a descoberta da produgdo do diterpenoide taxol — potente agente anticancerigeno
— pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae, originalmente isolado de espécies do

género Taxus (SPECIAN et al., 2014).

Posteriormente, Santos et al. (2013) isolaram substancias bioativas de fungos
endofiticos que apresentavam constitui¢do quimica idéntica a de compostos produzidos
pelos hospedeiros vegetais. Entre esses compostos destacam-se os alcaloides vincristina
(obtido de Mycelia sterilia associado a Catharanthus roseus), a camptotecina (isolada de
endofitos de Nothapodytes foetida), a podofilotoxina (de Podophyllum hexandrum) e a
hipericina (de Hypericum perforatum). Essas evidéncias confirmam a capacidade
metabolica singular dos fungos endofiticos e reforcam o crescente interesse cientifico pela

prospeccao biotecnoldgica de microrganismos associados a plantas.

Ademais, a semelhanga estrutural entre metabolitos de endofitos e de suas plantas
hospedeiras sugere transferéncia horizontal de genes ou coevolucao. Independentemente
do mecanismo, os fungos endofiticos consolidaram-se como alternativa sustentavel para
producdo de farmacos, pois podem ser cultivados em biorreatores em larga escala.
Conforme apontam Chen e Jiang (2026), traduzir os mecanismos dessa 'sinalizagdo
quimica' em estratégias biotecnologicas oferece uma via sustentavel para a bioprodugao
de produtos farmacéuticos de alto valor, reduzindo assim a dependéncia da coleta

predatoria de plantas medicinais.

4.3 Classificacao dos fungos endofiticos

Os fungos endofiticos podem ser classificados de diferentes maneiras,
considerando aspectos ecologicos, filogenéticos e funcionais. Uma das classificagdes
mais amplamente utilizadas divide esses microrganismos em dois grandes grupos: os
endofitos da familia Clavicipitaceae (C-enddfitos) e os ndo-Clavicipitaceae (NC-

endofitos) (RODRIGUEZ et al., 2009).

Os C-endofitos estdo associados principalmente a gramineas e apresentam uma
relacdo altamente especializada com suas plantas hospedeiras. Esses fungos geralmente
sdo transmitidos verticalmente, ou seja, passam da planta-mae para as sementes,
garantindo sua permanéncia nas geragoes seguintes. Essa forma de transmissdo favorece
relagdes mutualisticas, nas quais tanto o fungo quanto a planta obtém beneficios

(RODRIGUEZ et al., 2009).
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Entre os beneficios proporcionados por esses endofitos as plantas hospedeiras
estdo o aumento da resisténcia contra herbivoros, patdogenos e condigdes ambientais
adversas. Além disso, esses fungos podem contribuir para a produgdo de metabolitos que
atuam na defesa quimica da planta. Tais beneficios sdo corroborados por Rana et al.
(2020), que destacam a "maior capacidade competitiva e aumento da resisténcia a
herbivoros, patdgenos e varios estresses abioticos", além de apontarem os endéfitos como

"um dos grupos mais criativos de produtores de metabolitos secundarios"

Por outro lado, os NC-endofitos apresentam maior diversidade taxonomica e
ecologica. Esses microrganismos podem colonizar uma grande variedade de plantas,
incluindo bridfitas, samambaias, coniferas e angiospermas. Diferentemente dos C-
endofitos, a transmissao ocorre principalmente de forma horizontal, por meio de esporos

presentes no ambiente (RODRIGUEZ et al., 2009).

De acordo com Schulz e Boyle (2005), os NC-endofitos formam um continuum
de intera¢des com as plantas, podendo atuar como mutualistas, comensais ou até mesmo
patogenos latentes dependendo das condigdes ambientais. Essa plasticidade ecoldgica

contribui para a grande diversidade funcional desses microrganismos.

Estudos em diversas espécies vegetais demonstram que a composi¢do da
comunidade de fungos endofiticos ndo ¢ homogénea pela planta, podendo variar
significativamente entre diferentes tecidos. Essa plasticidade ¢ apontada como uma
resposta adaptativa a microambientes e fungdes especificas em cada 6érgdo (HARDOIM

etal., 2015; AZEVEDO et al., 2000).

Silva et al. (2006), por exemplo, ao estudarem o género da plnata Annona,
observaram que folhas, caules e raizes abrigam comunidades microbianas distintas.
Corroborando essa ideia, Souza et al. (2004) verificaram que as comunidades de fungos
endofiticos em plantas da Amazdnia variavam conforme o tecido hospedeiro, com raizes

e folhas apresentando composigdes fungicas diferenciadas.

Essa diversidade ecologica e metabdlica torna os fungos endofiticos uma
importante fonte de compostos naturais e enzimas com potencial biotecnologico

(STROBEL; DAISY, 2003).
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4.4 Enzimas extracelulares produzidas pelos fungos endofiticos

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores biologicos, acelerando
reagdes quimicas essenciais para o metabolismo celular (NELSON; COX, 2014). Nos
microrganismos, muitas enzimas sdo secretadas para o meio extracelular, permitindo a
degradacao de compostos complexos presentes no ambiente e facilitando a absorcao de

nutrientes.

Nos fungos, a producao de enzimas extracelulares esta diretamente relacionada a
sua capacidade de decompor materiais organicos, especialmente polimeros complexos
como proteinas, lipidios e carboidratos. Essas moléculas sao inicialmente degradadas no
meio externo por enzimas secretadas pelo microrganismo, gerando compostos menores
que podem ser absorvidos pelas células fingicas. Fungos endofiticos sdo reconhecidos
por sua elevada capacidade de produzir enzimas extracelulares, muitas das quais estdo
envolvidas na degradacdo de componentes da parede celular vegetal ou de substancias

presentes nos tecidos hospedeiros (CUZZI et al., 2011).

Entre as enzimas frequentemente investigadas em estudos com fungos endofiticos
destacam-se amilases, lipases e proteases, que desempenham papéis importantes no
metabolismo desses microrganismos € apresentam amplo interesse biotecnologico

(AMARAL, 2020).

Segundo Valério et al. (2025), a anélise da produgdo de enzimas extracelulares por
fungos endofiticos constitui uma importante ferramenta para avaliar o potencial
biotecnoldgico desses microrganismos, uma vez que muitas dessas enzimas podem ser

utilizadas em processos industriais.
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4.4.1 Producio de amilase por fungos Figura 1. Estrutura molecular da amilase
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possuem elevada capacidade de secre¢ao de -
enzimas extracelulares. No caso dos fungos endofiticos, a producao dessas enzimas pode
estar relacionada a utilizacdo de carboidratos presentes nos tecidos vegetais ou na
adaptagdo metabdlica desses microrganismos ao ambiente interno das plantas (CUZZI et

al., 2011).

Estudos realizados com fungos endofiticos isolados de diferentes espécies
vegetais demonstram que muitos desses microrganismos apresentam atividade amilolitica
significativa. Cuzzi et al. (2011), por exemplo, ao investigarem fungos endofiticos
isolados de Baccharis dracunculifolia, observaram que diversos isolados foram capazes
de produzir enzimas hidroliticas, incluindo amilases, evidenciando o potencial metabolico

desses organismos.

Além disso, Amaral (2020) ressalta que fungos endofiticos isolados de clones de
seringueira apresentaram producdo de enzimas extracelulares com diferentes niveis de
atividade, incluindo enzimas envolvidas na degradacao de carboidratos. Esses resultados
reforgam a importancia desses microrganismos como fontes potenciais de enzimas com

aplicacdes biotecnologicas.
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As amilases microbianas apresentam ampla aplicagdo industrial, sendo utilizadas
principalmente nos setores alimenticio, farmacéutico e de biotecnologia industrial. Entre
suas principais aplica¢des destacam-se a produgdo de xaropes de glicose, processamento
de alimentos, fermentagio alcodlica e producdo de biocombustiveis (VALERIO et al.,
2025). Dessa forma, a identificagao de fungos endofiticos capazes de produzir amilases

contribui significativamente para a prospeccao de novas enzimas de interesse industrial.

4.4.2 Producdo de lipase por fungos Figura 2. Estrutura molecular da
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estar relacionada a interagcdo metabolica com os

tecidos vegetais, bem como a adaptag@o desses microrganismos as condigdes nutricionais

do hospedeiro (CUZZI et al., 2011).

Diversos estudos tém demonstrado que fungos endofiticos apresentam elevada
capacidade de produzir lipases com potencial aplicacdo biotecnoldgica. Mendonga et al.
(2023) por exemplo, ao avaliarem a atividade enzimatica de fungos endofiticos isolados
de plantas medicinais amazoOnicas, observaram que vdarios isolados apresentaram
atividade lipolitica significativa, indicando sua capacidade de degradar compostos

lipidicos.

De acordo com Amaral (2020), a diversidade metabdlica observada em fungos

endofiticos esta diretamente relacionada a variedade de substratos presentes nos tecidos
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vegetais, o que favorece a produgdo de diferentes enzimas extracelulares, incluindo

lipases.

As lipases microbianas sdo amplamente utilizadas em diferentes setores
industriais, incluindo a produ¢do de biodiesel, sintese de compostos farmacéuticos,
industria alimenticia e formulagdo de detergentes. Essas enzimas apresentam vantagens
importantes, como alta especificidade catalitica, estabilidade em diferentes condigdes

ambientais e capacidade de atuar em diversos tipos de substratos (VALERIO et al., 2025).

Dessa forma, a investigagdo da producdo de lipases por fungos endofiticos
contribui para a identifica¢do de novos microrganismos com potencial aplicagdo em

processos industriais e biotecnoldgicos.

4.5 Aplicacdes biotecnolégicas de fungos endofiticos associados a plantas
medicinais
Fungos endofiticos associados a essas plantas tém sido amplamente investigadas

devido ila sua capacidade de produzir compostos bioativos ¢ enzimas com diferentes

aplicagoes industriais e farmacologicas (STROBEL; DAISY, 2003).

Estudos realizados com fungos endofiticos isolados de plantas medicinais
amazoOnicas demonstram que esses microrganismos podem apresentar elevada diversidade
metabolica e significativa produgdo de enzimas extracelulares (MENDONCA et al., 2023).
Dessa forma, a investigacao da atividade enzimatica desses microrganismos contribui para
ampliar o conhecimento sobre a diversidade microbiana e identificar novas fontes de

enzimas com potencial aplica¢do industrial.

Segundo Pardo ef al. (2022), a prospecgdo biotecnologica de fungos endofiticos
tem se destacado como uma estratégia promissora para a descoberta de novos produtos

naturais, incluindo enzimas, antibiéticos, antioxidantes e outras moléculas bioativas.

Os resultados mostraram que compostos bioativos secretados por fungos
endofiticos tém propriedades antibacterianas, antioxidantes, anticancerigenas, inseticidas
etc., indicando também sua utilidade em aplicag¢des biotecnoldgicas, como na agricultura

ou na fabricacdo de medicamentos. (ABD-ELSALAM et al., 2025)

Esses produtos bioativos estdo relacionados a sistemas de produgdo sustentaveis
e ao desenvolvimento de novas substancias com fortes propriedades farmacoldgicas,

como antiviral, antifingica, anti-inflamatoria, antitumoral e antiparasitaria, antidiabética
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e imunossupressora, incluindo resposta a micro-organismos resistentes. (SILVA et al.,

2022).

Nesse sentido os fungos endofiticos também atuam como biocontrole em
plantagdes como afirma S& (2024), o uso de fungos endofiticos para biocontrole de
patdgenos na cultura do tomate apresenta-se como uma alternativa promissora no cenario

da agricultura sustentavel.

No campo da pesquisa por novas alternativas de tratamento do cancer, compostos
de fontes naturais estdo sendo explorados, como fungos endofiticos, que possuem
potencial significativo devido ao seu crescimento rapido e producdo escalavel de baixo
custo... Varios dos compostos avaliados superaram os resultados de farmacos
relacionados a quimioterapia, de modo que se espera que varios deles possam prosseguir
para as proximas fases, a fim de obter melhores terapias contra o cancer. (RIVERA-

CAZANO et al., 2025).

Segundo Goma et al. (2023) expde que, nesta revisao fungos endofiticos e seus
compostos bioativos e aplicagdes biomédicas foram discutidos. Endofitos, uma nova
categoria de fonte microbiana que pode produzir uma variedade de componentes

biologicos, tem grande valor para estudo e amplas perspectivas de desenvolvimento.
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5. Metodologia

5.1 Coleta de amostra foliar

Foram selecionadas 9 espécies de plantas medicinais (tabela 1), essas saudaveis
(sem sintomas visiveis de doenga) e coletadas folhas, para garantir diversidade de nichos

microbianos.

A coleta das amostras foi realizada com material estéril (tesouras, luvas, sacos
estéreis), no viveiro do campus do Centro de Estudos Superior de Parintins-UEA, sendo

todas coletadas no mesmo dia.

Tabela 1. Espécies de Plantas Medicinais utilizadas no cultivo dos Fungos Endofiticos.

ESPECIES DE PLANTAS MEDICINAIS

NOME POPULAR NOME CIENTIFICO
1. VASSOURINHA Supermacoce verticillata
2. HORTELA Menta spicata

3. BOLDO Peumus boldos

4. PIAO ROXO Jatropha gassypiifolial
5. ALFAVACA Ocimum basilicum L.

6. SARA TUDO. Justice acuminatassima
7. CAPIM SANTO Cymbopogon citratus

8. MASTRUZ Dysphania ambrosioeide
9. CORAMA Kalanchoe pinnata




1.

verticillata

Supermacoce 2.

3. Peumus boldos

Cymbopogon citratus 8.

ambrosioeide

Dysphania

9. Kalanchoe pinnata

Figura 3. Espécies de plantas medicinais utilizadas no cultivo dos Fungos Endofiticos.
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5.2 Tratamento das amostras e isolamento

As amostras (folhas) foram lavadas inicialmente em 4gua corrente seguida de
assepsia superficial; posteriormente as amostras sofreram secagem superficial em papel
estéril e em seguida seccionadas em fragmentos quadrados de 5 mm. A assepsia dos
fragmentos se deu por imersdo em etanol 70 % por 1 minuto, hipoclorito de sodio a 1—

2 % 3 minutos e em etanol 70% por 1 minuto, seguido de sucessivas lavagens em agua
destilada. (Figura 4)

| AT |

Figura 4. Assepsia das folhas das planta

- -
s medicinais (A e B)

Os fragmentos foram colocados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA
— Batata Dextrose e Agar ou meios enriquecidos suplementados com antibidtico (para
inibir crescimento de bactérias) como mostra a figura 5. Incubagao foi feita em condigdes

de temperatura ambiente e estufa com 28-30°C até surgimento de micélio.

Figura S. ragmento de folhas nas placas de petri.

Ap6s o surgimento das colonias, os isolados fungicos foram submetidos ao
procedimento de repicagem e purificacdo como mostra a figura 6, com o objetivo de obter
culturas axénicas para as analises subsequentes. Esse processo permitiu a sele¢do de
isolados com caracteristicas morfoldgicas distintas, garantindo maior confiabilidade nos

ensaios realizados.



32

Figura 6. Procedimento de repiagem e urcac;éo.

Estas foram armazenadas em método Castellani (Figura 7) em refrigerador com

temperatura de 12°C até posterior uso na determinacdo das enzimas.

Figura 7. Armazenamento dos Fungos Endofiticos.

Posteriormente, os fungos endofiticos isolados foram submetidos a avaliacao de
seu potencial biotecnoldgico por meio de testes de producdo de enzimas extracelulares.
Foram realizados ensaios para detec¢do das atividades amilolitica e lipolitica, utilizando
meios de cultura especificos para cada enzima. A capacidade de crescimento dos isolados
nesses meios, associada a formacdo de halos de degradacdo dos substratos, permitiu
avaliar o potencial dos fungos para a producdo de amilases e lipases, enzimas amplamente

utilizadas em processos industriais, biotecnologicos e ambientais.

5.3 Teste de avaliacdo de enzimas extracelulares

5.3.1 Atividade amilolitica (Amilase)

E para a enzima amilase, preparou-se o meio nutriente composto por 18 g de Agar
e 10 g de amido soluvel dissolvidos em 1000 mL de Tampao acetato de sodio 0,1 Molar

(pH 5,0).
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A revelagdo da atividade enzimatica para amilase ocorre com a formagao de halos
translucidos apos aplicagdo de iodo ressublimado. Os halos foram aferidos com o auxilio

de um paquimetro.

5.3.2 Atividade lipolitica (Lipase)

A andlise da produgdo qualitativa de lipases foi realizada em duplicata, seguindo
a metodologia descrita por Hankin e Anagnostakis (1975). Os fungos estudados foram
pontualmente repicados, ao centro da placa de Petri, contendo 20 mL de meio de cultura
solido para lipases, pH 6,0, composto por 10 g.L-1 de azeite extravirgem, 0,1 g.L-1 de
NaCl, 0,2 g.L-1 de MgSO4 e 15 g.L-1 de 4gar bacteriologico, previamente autoclavados

a 120 °C, 1,5 atm durante 40 minutos.

Os fungos filamentosos apds o repique pontual no meio foram incubados em
estufa bacteriologica, a 30°C, por 115 horas. Posteriormente, os raios miceliais dos
microrganismos foram determinados com o auxilio de um paquimetro para expressar o
raio de crescimento fungico em centimetros (cm). Os raios enzimaticos foram
identificados pela formacdo de uma zona clara ao redor da colonia, resultante da
acidificagcdo do meio pela liberacdo de 4cidos graxos contra a coloragdo rosa, revelados
pela adi¢do de solucdo reveladora (azul de metileno). Os raios enzimaticos da coldnia

foram medidos com o auxilio de um paquimetro e expresso em centimetros (cm).

Para isso, foi inserido 10 mL da solucdo reveladora as placas de Petri para a
observagao de halos transparentes ao redor do micélio fingico, caracterizando a formagao
dos halos lipoliticos, os quais foram medidos com o auxilio de um paquimetro, obtendo a

medida em centimetros.

5.3.3 Indice enzimatico e atividade enzimatica

A determinacao do indice enzimatico foi expresso mediante a relagcdo do diametro

médio do halo de degradacao e o diametro médio da coldnia.

IE=dh
dc

onde:
E: indice enzimatico,

dh: diametro do halo e
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dc: didmetro da coldnia.
Todas as atividades foram avaliadas em duplicata.

Os isolados que exibirem os maiores indices nos meios de cultivo avaliados sao

0s que possuem maior potencial enzimatico extracelular.

5.3.4 Analise de dados

Os dados coletados foram tabulados, e tabelas e graficos feitos para analise através dos

elementos que descrevem a distribuicdo desses dados, notadamente média e desvio padrao.

Utilizou-se o software estatistica STATISTICA 3.0 para obtengdo dos pardmetros

descritivos.
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6. Resultados

De acordo com a metodologia a partir do cultivo dos fragmentos foliares das
plantas medicinais selecionadas para este estudo, foi observado o crescimento de colonias
fingicas endofiticas em todas as espécies vegetais analisadas como mostra o exemplo a
Figura 8. Esse resultado demonstra a ampla ocorréncia desses microrganismos nos tecidos
internos das plantas investigadas, evidenciando sua capacidade de colonizagdo sem causar

sintomas aparentes de doenga ao hospedeiro.

Figura 8. Colonias de fungos endofiticos em fragmento de folhas.

A obtengdo de fungos endofiticos a partir de todas as plantas medicinais (Figura
9) estudadas reforga a elevada diversidade microbiana associada a flora amazonica e
evidencia a importancia desses microrganismos como fontes promissoras de compostos

bioativos e enzimas de interesse biotecnoldgico.

Figura 9. Fungos endofiticos isolados de folhas de plantas medicinais.

6.1 Frequencia dos fungos endofiticos isolados de plantas medicinais

Um total de 20 isolados de fungos endofiticos (codificados como EMF1 a EMF20)
foram obtidos a partir de fragmentos foliares de nove espécies de plantas medicinais
cultivadas no viveiro do Centro de Estudos Superiores de Parintins-UEA. A Figura 10

mostra a distribui¢do da quantidade de isolados para cada espécie vegetal analisada.



36

5
G

4
]
o
-— 3
is)
o
c 2
=]
A

l l l

0

e @ ca - 2" % L o
e X e o S WO <> o A
- -0 e & o . P o
<& ~ ¢ <5 o 2 ety S
o v ~z ] 57 > & Q
o” & Y ) z
- & o T 5 a7 . 8
’ @ N q Oy >
E “ o xi >
7 > o v
| 5] ) Re) o
- s _,:\\N-* %

ot At

Figura 10. Distribuicdo do nimero de isolados por planta hospedeira.

As espécies Dysphania ambrosioeide e Supermacoce verticillata foram a que
apresentaram maior numeros de isolados endofiticos, respectivamente, enquanto,
Kalanchoe pinnata e Ocimum basilicum L. foram as que apresentaram apenas 1 isolado

(Figura 10).

A tabela 2 mostra quais os fungos endofiticos foram isolados por cada hospedeiro
analisado. Para a espécie Supermacoce verticillata, por exemplo, foram isolados EMFS,
EMFI10, EMFI11 e EMI12. A espécie Kalanchoe pinnata foi a inica na qual foi isolado
somente um fungo endofitico (EMF15).

6.1.1 Isolados com multiplos hospedeiros
Dois isolados apresentaram capacidade de colonizar mais de uma espécie vegetal

(Tabela 2):

. EMFS8 foi isolado simultaneamente de Supermacoce

verticillata e Dysphania ambrosioides.
. EMF13 foi isolado de Peumus boldos e Ocimum basilicum.

Essa ocorréncia sugere que certas cepas fungicas possuem baixa especificidade
por hospedeiro, podendo estabelecer associacdo endofitica com diferentes plantas

medicinais no mesmo ambiente.
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6.1.2 Consideracoes sobre a diversidade

A planta que apresentou o maior nimero de isolados foi Dysphania ambrosioides
(Mastruz), com 5 isolados, seguida por Supermacoce verticillata (Vassourinha),
com 4 isolados e Cymbopogon citratus (Capim Santo), 3 isolados. As demais espécies
contribuiram com 1 ou 2 isolados cada. Essa variagdo pode refletir diferengas na
composi¢do quimica dos tecidos foliares, na arquitetura foliar ou na densidade de

microrganismos endofiticos naturalmente associados a cada planta.
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1 2. Menta 3. Peumus 4. Jatropha 5. Ocimum 6. Justice 7. Cymbopogon 8. Dysphania 9. Kalanchoe
CODIGO Supermacoce spicata boldos gassypiifolial basilicum L. acuminatassima | citratus ambrosioeide pinnata
FUNGO verticillata
EMF1 X
EMEF2 X
EMF3 X
EMF4 X
EMF5
EMF6
EMEF7
EMEF8 X
EMF9
EMF10 X
EMF11
EMF12 X
EMF13 X X
EMF14 X
EMF15 X
EMF16 X
EMF17 X
EMF18 X
EMF19 X
EMF20 X

X)X X

<

Tabela 2. Isolados de fungos endofiticos obtidos de cada espécie vegetal. (X indica isolamento da respectiva planta.)
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6.2 Fungos endofiticos que testaram positivo para a produciao de amilase e

lipase

A Tabela 3 sintetiza a capacidade dos 20 isolados (EMF1 a EMF20) em produzir
as enzimas extracelulares amilase e lipase, conforme detectado em meios sélidos

especificos, associada a planta de origem de cada fungo.

Das 9 espécies de vegetais analisadas 100% foi positiva apara atividade lipolitica,

enquanto 44,4% foi positiva para atividade amilética.

Tabela 3. Fungos endofiticos que testaram positivo para a produgdo de amilase ¢ lipase.

Cédigos dos Amilase Lipase Planta Hospedeira
fungos
EMF1 + Menta spicata
EMF2 + Menta spicata
EMF3 + Justice acuminatassima
EMF4 + Justice acuminatassima
EMFS5 + Dysphania ambrosioeide
EMF6 + + Dysphania ambrosioeide
EMEF7 + Dysphania ambrosioeide
EMF8 + Dysphania ambrosioeide /
Supermacoce verticillata
EMF9 + Dysphania ambrosioeide
EMF10 + Supermacoce verticillata
EMF11 + Supermacoce verticillata
EMF12 + Supermacoce verticillata
EMF13 + + Peumus boldos /
Ocimum basilicum L.
EMF14 + + Peumus boldos
EMF15 + + Kalanchoe pinnata
EMF16 + Jatropha gassypiifolial
EMF17 + Jatropha gassypiifolial
EMF18 + Cymbopogon citratus
EMF19 + Cymbopogon citratus
EMF20 + Cymbopogon citratus

6.2.1 Producio de lipase

Todos os 20 isolados (100%) apresentaram atividade lipolitica positiva,
evidenciada pela formacdo de halos de degradagdo nos meios contendo lipidio. Esse
resultado indica que a capacidade de secretar lipase ¢ uma caracteristica amplamente

distribuida entre os fungos endofiticos isolados das plantas medicinais de Parintins,
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independentemente da espécie hospedeira. Nao foi observada relagdo exclusiva entre a
producao de lipase e uma determinada planta, uma vez que isolados provenientes de todas

as nove espécies vegetais exibiram a enzima.

Exemplos de fungos produtores de lipase em placa de petri com presenca do halo

e corado com azul de metileno com o meio especifico para essa enzima. (Figura 11)

3 ” > ’,

Figura 11. Placas testes de lipase verso a reverso EMFS (AeB), EMFI (Ce D).

6.2.2 Producio de amilase

Do total de endofiticos isolados que testaram positivo para as enzimas analisadas,
a producao de amilase foi observada em 20% dos isolados. Diferentemente da lipase, a
producao de amilase foi restrita a 44,4% dos hospedeiros: EMF6, EMF13, EMF14 ¢
EMF15. Esses fungos foram capazes de hidrolisar o amido presente no meio de cultura,
conforme evidenciado pelos halos translicidos apods revelacdo com iodo. Os demais 16

isolados ndo apresentaram atividade amilolitica detectavel nas condi¢des testadas.

Os isolados produtores de amilase distribuiram-se entre as seguintes plantas

hospedeiras:
. EMF6 — Dysphania ambrosioides (mastruz)

. EMF13 — Peumus boldos (boldo) e Ocimum basilicum (alfavaca)
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. EMF14 — Peumus boldos (boldo)
. EMF15 — Kalanchoe pinnata (corama)

Destaca-se que a planta Peumus boldos forneceu dois isolados amiloliticos
(EMF13 e EMF14), enquanto Dysphania ambrosioides, que foi a planta com maior
numero total de isolados (5), contribuiu com apenas um produtor de amilase (EMF6).
Kalanchoe pinnata, apesar de ter fornecido um unico isolado (EMF15), este mostrou-se
positivo para amilase.

Exemplos de fungos produtores de amilase em placa de petri com presenga do

halo com o meio especifico para essa enzima. (Figura 12)

Figura 12. Placas testes de amilase verso a reverso EMF15 (AeB), EMF13 (CeD).

6.2.3 Isolados com dupla atividade enzimatica

Quatro isolados — EMF6, EMF13, EMF14 e EMF15 — foram capazes de produzir
simultaneamente amilase e lipase (Tabela 3). Esses fungos apresentam, portanto, um
perfil enzimatico mais versatil, sendo candidatos prioritarios para estudos de otimizagdo
e aplicagdes biotecnologicas que exijam a degradacdo de diferentes classes de substratos

(amido e lipidios).
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Os demais 16 isolados produziram exclusivamente lipase, ndo sendo detectada

atividade amilolitica. Nenhum isolado produziu apenas amilase sem produzir lipase.

6.3 Crescimento micelial para amilase

Os isolados que apresentaram atividade amilolitica (EMF6, EMF13, EMF14 e
EMF15) foram avaliados seu crescimento micelial em meio sélido contendo amido como

unica fonte de carbono, onde a Figura 13 mostram o crescimento didrio do micélio.

A analise da produgdo didria de amilase (ou crescimento micelial) ao longo de
quatro dias revelou perfis distintos entre os isolados. O EMF13 destacou-se por uma
producao precoce e rapidamente estabilizada: partiu do maior valor inicial (1,30 no 1°
dia) e atingiu um plato entre o 3° e o 4° dia (2,26 ¢ 2,28, respectivamente), indicando

intensa atividade inicial seguida de saturagao metabolica.

Em contraste, 0o EMF6 apresentou um padrao de crescimento progressivo e tardio,
com valor inicial baixo (0,67), porém com aceleragdo acentuada a partir do 2° dia,
especialmente entre o 3° e 0 4° dia (incremento de 0,74), alcangando o maior valor final
(2,74) entre todos os isolados — sugerindo um perfil de produgdo mais lento, porém de

alta intensidade ao final do periodo.

O EMF14 exibiu aumento continuo € moderado, atingindo 2,24 no 4° dia, mas
manteve-se sistematicamente abaixo do EMF13 até o 3° dia. Por fim, o EMFI15
apresentou o desempenho mais modesto em todos os tempos, com crescimento constante,
porém com os menores valores absolutos (de 0,46 a 1,80), indicando baixa eficiéncia de

produgdo nas condi¢des testadas.
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Crescimento micelial de amilase

(didrio)
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Figura 13. Crescimento micelial (cm) diario de quatro isolados de fungos endofiticos em

meio de producao de amilase.

6.3.1 Dispersao e forma da distribuicao

Como mostra a figura 14 e a tabela 4, o isolado EMF13 apresentou a maior média
de crescimento micelial (1,98) e o menor coeficiente de variagao (23,33%), indicando nao
apenas maior biomassa produzida, mas também alta homogeneidade e reprodutibilidade
entre as repeti¢des. Esse comportamento é desejavel para processos biotecnologicos que

exigem producado estavel de amilase.

Os isolados EMF6 (CV = 52,42%), EMF14 (56,45%) e EMF15 (51,17%)
exibiram alta variabilidade relativa, com CV acima de 50%. Isso sugere menor
estabilidade do crescimento ou maior sensibilidade a variagdes ambientais no meio de

cultivo.



O isolado EMF6, embora tenha média intermedidria (1,69), apresentou o maior
desvio padrao (0,89), refletindo baixa precisdo e grande dispersao dos dados. O

isolado EMF15 apresentou a menor média (1,1), com variabilidade ainda consideravel.

Crescimento Micelial em teste de amilase
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Figura 14. Média do crescimento micelial em teste de amilase

Tabela 4. Média aritmética, desvio padrdo e coeficiente de variagdo para os fungos que

reagiram a amilase.

EMF6 EMF13 EMF14 EMF15
MEDIA ARITMETICA 1,69 1,98 1,31 1,1
DESVIO PADRAO 0,89 0,46 0,74 0,56
COEFICIENTE DE 52,42% 23,33% 56,45% 51,17%

VARIACAO



6.4 Crescimento micelial em meio de producio de lipase

O crescimento micelial de 20 isolados fungicos (EMF1 a EMF20) foi monitorado
diariamente durante quatro dias em meio especifico para indugdo de lipase. Para cada dia,
calculou-se a média aritmética do crescimento considerando todos os isolados, permitindo

avaliar a tendéncia geral da populagdo ao longo do tempo (Figura 15).

Observa-se uma clara tendéncia de aumento progressivo ao longo dos dias. Do
primeiro para o segundo dia, o crescimento médio mais que duplica (acréscimo de 0,67),
indicando uma rapida resposta adaptativa dos isolados ao meio. Os incrementos
subsequentes foram menores: 0,60 entre o segundo e o terceiro dia e 0,45 entre o terceiro
e o quarto dia, sugerindo uma desaceleragdo gradual do ritmo de crescimento,

possivelmente associada a limita¢des nutricionais ou acimulo de produtos metabolicos.

Quando se analisa individualmente cada fungo, as médias acumuladas nos quatro
dias variam consideravelmente — de 0,65 (EMF9) a 2,81 (EMF17). Os isolados mais
promissores, com as maiores médias, foram EMF17 (2,81), EMF11 (2,48), EMF16 (1,97)
e EMF3 (1,93), indicando maior capacidade de crescimento e, potencialmente, maior
producao de lipase. Em sentido oposto, EMF9 (0,65), EMF7 (0,73), EMF20 (0,76) e
EMEF2 (0,77) apresentaram os menores valores médios, revelando baixo desempenho nas
condi¢des testadas. Os demais isolados situaram-se em faixa intermediaria, com médias
entre 1,03 e 1,80, podendo ser considerados em anélises complementares dependendo de

outros critérios, como variabilidade.

Em sintese, a progressdo didria das médias gerais confirma um aumento
consistente do crescimento micelial ao longo do tempo, e os isolados EMF17 e EMF11
destacam-se como 0s mais promissores para processos biotecnologicos voltados a

producdo de lipase.
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Figura 15. Crescimento micelial diario (cm) de 20 isolados de fungos endofiticos em meio de
producido de lipase.
6.4.1 Dispersao e forma de distribuiciao

Na figura 16 observa-se uma ampla variacdo no desempenho médio, que oscila

entre 0,65 (EMF9) e 2,81 (EMF17).

Os maiores valores concentram-se em EMF17 (2,81), EMF11 (2,48), EMF16
(1,97), EMF3 (1,93) e EMF10 (1,81), indicando maior producdo acumulada de amilase

ou crescimento micelial ao longo do periodo experimental.

Em contrapartida, os menores desempenhos médios foram registrados para EMF9

(0,65), EMF7 (0,73), EMF2 (0,77), EMF20 (0,76) ¢ EMF12 (0,90), sugerindo baixa

eficiéncia metabolica ou limitada capacidade de produgdo nas condi¢des testadas. A

maioria dos isolados situa-se em faixas intermedidrias (entre aproximadamente 1,0 e 1,4),

como EMF4, EMFS5, EMF6, EMF8, EMF13, EMF14, EMF15, EMF18 ¢ EMF19,

representando um desempenho mediano.
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Entretanto, a interpretagdo isolada da média aritmética ndo ¢ suficiente; ¢
necessario confronta-la com o desvio padrdo e o coeficiente de variagdo. Por exemplo,
embora EMF17 apresente a maior média, seu coeficiente de variacao de 57,26% indica
dispersdo consideravel, o que pode comprometer a previsibilidade do processo. Ja
isolados com médias mais modestas, como EMF20 (média 0,755), exibem o menor CV

(40,20%), denotando consisténcia — ainda que em nivel baixo de produgao.
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Figura 16. Crescimento micelial médio (cm) de 20 isolados de fungos endofiticos em meio de

produgdo de lipase.

O coeficiente de variagdo (CV) evidenciou elevada heterogeneidade intra-isolado
(Tabela 5). Os isolados EMF20, EMF8 e EMF4 apresentaram coeficiente de variagdo de
40,20%, 42,57% e 47,45 % respectivamente. Em contraste, os isolados EMF15, EMF19
e EMF16 apresentaram maiores valores para o coeficiente de variacao de 85,36%, 71,45%

e 63,37% respectivamente.

Os valores de desvio padrao (DP) acompanharam a magnitude das médias:
isolados com maiores médias tenderam a apresentar maiores DP, como observado para
EMF17 e EMF 11 com DP médio de 1,61 e 1,50 respectivamente. Isso sugere que o

crescimento mais vigoroso nao ¢ necessariamente mais uniforme.

Assim, para fins de sele¢do de linhagens promissoras, recomenda-se priorizar
aqueles que aliam média elevada a moderada a baixa variabilidade, como EMF10 (média
1,8025; CV 53,89%) ou, em analises complementares, EMF3 (média 1,93; CV 62,55%)

requer maior cautela devido a alta dispersdo. (Tabela 5)
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Tabela 5. Valores de média aritmética, desvio padrio e coeficiente de variagao.

EMF1 EMF2 EMF3 EMF4 EMFS EMF6 EMF7 EMF8 EMF9 EMF10
1.72 0.77 1.93 1.03 1.09 1.11 0.73 1.03 0.65 1.80

1.01 0.39 1.21 0.49 0.52 0.53 0.34 0.44 0.31 0.97
59.04% 50.02% 62.55% 47.45% 47.68% 47.55% 47.70% 42.57% 47.56% 53.89%

EMF11 EMF12 EMF13 EMF14 EMF15 EMF16 EMF17 EMF18 EMF19 EMF20
2.48 0.90 1.11 1.10 1.17 1.97 2.81 1.32 1.37 0.76

1.50 0.43 0.55 0.58 1.00 1.25 1.61 0.78 0.98 0.30

60.59% 47.64% 49.62% 53.01% 85.36% 63.37% 57.26% 59.34% 71.45% 40.20%

6.5 Indice enzimatico

6.5.1 Indice enzimatico para amilase

Quatro isolados (EMF6, EMF13, EMF14 e EMF15) produtores de amilase foram
submetidos ao ensaio de atividade amilolitica, com medigéo do indice Enzimatico (IE =

diametro do halo / didmetro da coldnia) ao longo de quatro dias (Figura 17).
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Figura 17. indice enzimatico (IE) para amilase de quatro isolados de fungos endofiticos,

medido diariamente durante quatro dias.



O Indice enzimatico variou em média de 0,54 (EMF13) a 1,17 (EMF15). O isolado
EMF15 apresentou o melhor desempenho, com IE constante de 1,00 nos dois primeiros
dias, elevando-se para 1,33 no 3° ¢ 4° dias. (Tabela 6). O EMF6 também mostrou um bom
indice, cuja variabilidade diaria foi de 0,93 para 1,20 ao longo do periodo. Por outro lado,
o isolado EMF14 apresentou evolugdo gradual (0,80 — 1,08), enquanto o isolado EMF13
foi o que apresentou a menor valor do indice enzimatico inicial (0,25) atingindo valor de

0,94 no ultimo dia. O isolado EMF13 foi o apresentou uma média de IE inferior a 0,90.

Assim como observado para lipase, houve tendéncia de aumento do IE com o
tempo, exceto para EMF13 que, embora tenha crescido, partiu de um patamar muito

inferior. O EMF15 manteve-se estdvel nos primeiros dias e depois atingiu o maior pico

(1,33). (Tabela 6)

Tabela 6. Variacgao diaria do indice enzimatico.

Indice Enzimatico didrio
ISOLADO 1° dia 2° dia 3° dia 4° dia
EMF6 0,93 0,93 1,10 1,20
EMF13 0,32 0,65 1,5 2,15
EMF14 0,4 0,81 1,46 1,6
EMF15 0,46 0,92 1,6 2.4

6.5.2 Classificaciao dos isolados para amilase

Para a classificagdo dos isolados em relagdo ao indice enzimatico, adotou-se a

seguinte classificacao:

e Alta atividade (IE > 1,0)
e Me¢édia atividade (0,90 <IE < 1,0)
e Baixa atividade (IE < 0,90)

Os isolados EMF 15 e EMF 6 apresentaram alta atividade amilolitica (Tabela 7). O
isolado EMF 14 apresentou uma atividade amilolitica média, enquanto o isolado EMF 13

foi o que apresentou uma baixa atividade amilolitica.
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Tabela 7. Classificagdo de isolados quanto ao indice enzimatico.

Fungo endofitico Atividade amilolitia Planta hospedeira
EMFo6 Alta Dysphania ambrosioeide
EMF13 Baixa Peumus boldos /

Ocimum basilicum L.

EMF14 Média Peumus boldos

EMF15 Alta Kalanchoe pinnata

6.5.3 Indice Enzimatico para lipase

A Figura 18 apresenta os valores médios do indice enzimatico para os fungos

endofiticos isolados.

O indice enzimatico médio (ao longo de 4 dias) variou entre os isolados de 0,65
(EMF9) a 2,81 (EMF17). Os isolados com menores médias foram EMF9 (0,65), EMF7
(0,73), EMF20 (0,76) ¢ EMF2 (0,77). O maior valor maximo de indice enzimatico
registrado em um unico dia foi de 4,40 para o isolado EMF17 no quarto dia, seguido por
EMF11 com 3,93 no quarto dia e EMF16 com 3,60 também no quarto dia. Apenas 25%
dos isolados (5 de 20) apresentaram média do indice enzimatico inferior a 1,0,
notadamente EMF2, EMF7, EMF9, EMF12 ¢ EMF20. Os demais isolados (75%)

mantiveram-se acima desse limite, sugerindo atividade lipolitica de moderada a alta.

Dentre todos os isolados, o fungo EMF17 destacou-se nitidamente como o melhor
produtor de lipase, apresentando valor maximo de 4,40 para o indice enzimatico no quarto
dia de  crescimento.  Ressalta-se = que os  isolados fungicos EMF11 e
EMF16 também apresentaram excelentes indices, com valores maximos de 3,93 e
3,60 respectivamente. Em contraste, os isolados EMF9 (média 0,65), EMF7 (média
0,73) e EMF20 (média 0,76) apresentaram os menores valores médios de indice

enzimatico, indicando menor atividade lipolitica.
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Figura 18. Indice enzimatico (IE) para lipase de 20 isolados de fungos endofiticos

(média) medido diariamente durante quatro dias.

6.5.4 Evolucao temporal da atividade lipolitica

De modo geral, observou-se um padrdao de aumento do IE ao longo dos dias,
conforme mostra a Tabela 8. Nos dois primeiros dias, a maioria dos isolados apresentou
valores entre 0,30 e 0,70, indicando que a secrecdo de lipase ocorre de maneira gradual
no inicio da produgao. A partir do 3° dia, ja melhor adaptados ao meio, ocorre um aumento
na producdo enzimdtica para a maioria dos fungos, com destaque para os isolados
EMF17, EMF11 e EMF16, que atingiram indices de 3,67, 3,28 e 2,16 no 3° dia,
respectivamente. No 4° dia, a atividade lipolitica continuou intensa, com valores de 4,40

(EMF17), 3,93 (EMF11), 3,60 (EMF16) e 3,09 (EMF3).

Ressalta-se, por outro lado, que o isolado EMF14 mostrou um padrao diferente de
adaptagdo ao meio, onde apresentou um acréscimo no valor do indice enzimatico no 2°
dia (de 0,34 para 0,96). Os isolados EMF9 e EMF20 mantiveram valores de indice
enzimatico num patamar baixo (<1,0) ao longo de todos os dias, sugerindo baixa producao

de lipase.
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Tabela 8. Variagdo diaria do indice enzimatico.

INDICE ENZIMATICO DIARIO

1° DIA 2° DIA 3° DIA 4° DIA
EMF1 0,39 1,51 2,26 2,71
EMF2 0,31 0,63 0,94 1,2
EMF3 0,33 1,72 2,58 3,09
EMF4 0,43 0,86 1,29 1,54
EMF5 0,45 0,91 1,36 1,63
EMFo6 0,46 0,93 1,39 1,66
EMF7 0,3 0,61 0,91 1,09
EMF8 0,52 0,84 1,26 1,51
EMF9 0,27 0,54 0,81 0,97
EMF10 0,56 1,55 2,32 2,78
EMF11 0,5 2,19 3,28 3,93
EMF12 0,37 0,75 1,12 1,34
EMF13 0,45 0,91 1,36 1,72
EMF14 0,34 0,96 1,44 1,65
EMF15 0,31 0,71 1,06 2,59
EMF16 0,67 1,44 2,16 3,6
EMF17 0,72 2,45 3,67 4.4
EMF18 0,35 1,12 1,68 22
EMF19 0,35 0,71 2,2 22
EMF20 0,41 0,61 0,91 1,09

6.5.6 Classificacido dos isolados quanto ao potencial lipolitico

Para a classificacdo dos isolados em relagdo ao indice enzimatico, adotou-se a

seguinte classificagdo:

e Alta atividade (IE > 1,0)
e  Média atividade (0,90 <IE < 1,0)
e Baixa atividade (IE < 0,90)

De modo geral, observou-se um padrao de aumento do IE ao longo dos dias,
conforme mostra a Tabela 8. Nos dois primeiros dias, a maioria dos isolados apresentou
valores entre 0,30 e 0,70, indicando que a secrec¢do de lipase ocorre de maneira gradual

no inicio da producdo. A partir do 3° dia, ocorre um aumento acentuado para a maioria



dos fungos, com destaque para os isolados EMF17 (3,67), EMFI11 (3,28)¢
EMF16 (2,16). No 4° dia, a atividade lipolitica continuou intensa, com valores de 4,40

(EMF17), 3,93 (EMF11), 3,60 (EMF16) e 3,09 (EMF3).

Ressalta-se que os isolados EMF2, EMF7, EMF9, EMF12 ¢ EMF20 mantiveram
indices enzimaticos majoritariamente abaixo de 1,0 ao longo de todo o periodo, sugerindo

baixa produgdo de lipase.

Tabela 9. Classificacao de isolados quanto ao indice enzimatico

Fungo endofitico Atividade Lipolitica Planta Hospedeira
EMF 1 Alta Menta spicata
EMF 2 Média Menta spicata
EMF 3 Baixa Justice acuminatassima
EMF 4 Baixa Justice acuminatassima
EMF 5 Média Dysphania ambrosioeide
EMF 6 Baixa Dysphania ambrosioeide
EMF 7 Baixa Dysphania ambrosioeide
EMF 8 Alta Dysphania ambrosioeide /

Supermacoce verticillata
EMF 9 Alta Dysphania ambrosioeide
EMF 10 Alta Supermacoce verticillata
EMF 11 Baixa Supermacoce verticillata
EMF 12 Baixa Supermacoce verticillata
EMF 13 Baixa Peumus boldos /

Ocimum basilicum L.

EMF 14 Baixa Peumus boldos
EMF 15 Baixa Kalanchoe pinnata
EMF 16 Média Jatropha gassypiifolial
EMF 17 Média Jatropha gassypiifolial
EMF 18 Baixa Cymbopogon citratus
EMF 19 Baixa Cymbopogon citratus
EMF 20 Alta Cymbopogon citratus
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7. Discussao

Os resultados obtidos demonstram que os fungos isolados de plantas medicinais
de Parintins apresentam comportamento metabodlico diversificado, refletindo a riqueza
funcional das comunidades endofiticas amazdnicas. Conforme destacado por Hardoim et
al. (2015), a interagdo entre microrganismos endofiticos e plantas hospedeiras influencia
diretamente a expressdo de caracteristicas fisiologicas, incluindo crescimento,

colonizagao e producdo de enzimas extracelulares.

De maneira geral, os isolados avaliados apresentaram crescimento satisfatorio nos
meios de produgdo de lipase e amilase, indicando potencial para estudos posteriores de
caracterizacdo enzimatica e aplicagdes biotecnoldgicas. Esses resultados reforcam a
importancia da biodiversidade amazonica como fonte de microrganismos promissores

para os setores farmacéutico, ambiental ¢ industrial.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que os fungos endofiticos
isolados de plantas medicinais apresentaram capacidade de crescimento em meios
especificos para avaliagdo da atividade lipolitica e amilolitica, evidenciando seu potencial
para producdo de enzimas extracelulares. Esses resultados corroboram os achados de
Cuzzi et al. (2011), que observaram a produ¢do de enzimas hidroliticas por fungos
endofiticos isolados de Baccharis dracunculifolia, destacando a importancia desses

microrganismos como fontes promissoras de biocatalisadores.

No teste de lipase, verificou-se que os isolados apresentaram crescimento
progressivo ao longo do periodo de incubagdo, acompanhado pela formagdo de halos
enzimaticos. A presenca desses halos indica a degradacdo de compostos lipidicos
presentes no meio de cultura, demonstrando a capacidade dos fungos em secretar enzimas
extracelulares para obtenc¢do de nutrientes. Segundo Mendonga et al. (2023), a atividade
lipolitica ¢ frequentemente observada em fungos endofiticos associados a plantas
medicinais amazoOnicas, sugerindo que esses microrganismos possuem elevada

plasticidade metabolica e potencial para aplicagdes industriais.

Os indices enzimdticos observados para lipase revelam que alguns isolados
apresentaram desempenho superior aos demais, indicando maior eficiéncia na degradagado
do substrato. Essa diferenga pode estar relacionada as caracteristicas fisiologicas de cada

fungo e a adaptacdo ao hospedeiro vegetal. De acordo com Rodriguez et al. (2009), a
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interagdo entre fungos endofiticos e plantas hospedeiras influencia diretamente a

expressao de caracteristicas metabolicas, incluindo a produgao de enzimas extracelulares.

Em relacdo a atividade amilolitica, os resultados também evidenciaram a
capacidade dos isolados em degradar amido, demonstrada pela formacao de halos de
hidrdlise. Esse comportamento confirma a producao de amilases, enzimas importantes
para a utilizacdo de carboidratos complexos como fonte de carbono. Resultados
semelhantes foram relatados por Amaral (2020), que identificou atividade amilolitica em
fungos endofiticos isolados de seringueira, destacando o potencial desses organismos para

aplicagdes biotecnologicas.

A variagdo observada entre os isolados quanto ao indice enzimatico sugere que
nem todos os fungos apresentam a mesma eficiéncia metabolica. Essa diversidade
funcional ¢ esperada em comunidades endofiticas, uma vez que fatores como espécie
hospedeira, tecido vegetal e condigdes ambientais influenciam a composi¢do e o
comportamento metabolico dos microrganismos associados (HARDOIM et al., 2015).
Além disso, Rodriguez ef al. (2009) destacam que a diversidade de fungos endofiticos
representa uma importante estratégia adaptativa das plantas, favorecendo a ocupagdo de

diferentes nichos ecoldgicos.

Os resultados obtidos reforcam ainda a relevancia da biodiversidade amazonica
como fonte de microrganismos com potencial biotecnoldgico. Strobel e Daisy (2003)
afirmam que ecossistemas tropicais constituem importantes reservatorios de fungos
produtores de enzimas e metabolitos secundarios de interesse industrial. De forma
semelhante, Barros et al. (2023) destacam que fungos endofiticos associados a espécies
vegetais amazOnicas apresentam potencial para aplicagdes nas industrias farmacéutica,

alimenticia, agricola e ambiental.

Reconhecem-se limitagdes: auséncia de identificagdo molecular (Petrini, 1991),
ensaios qualitativos e alta variabilidade (CV > 50%). Ainda assim, os fungos endofiticos
de plantas medicinais de Parintins constituem fonte promissora de amilases e lipases.
Estudos futuros com identificagdo molecular, quantificacdo enzimatica e otimizacao das
condi¢des de cultivo ampliardo o conhecimento sobre seu potencial biotecnoldgico e o

aproveitamento sustentavel da biodiversidade amazdnica.
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8. Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que as plantas medicinais
ocorrentes no municipio de Parintins (AM) abrigam uma diversidade de fungos
endofiticos com potencial metabolico diferenciado. Foram isolados 20 fungos endofiticos
a partir de nove espécies vegetais, confirmando a ampla ocorréncia desses

microrganismos nos tecidos foliares sadios da flora amazonica.

A produgdo de enzimas extracelulares revelou-se significativa para ambas as
atividades investigadas. A totalidade dos isolados (100%) apresentou capacidade de
secretar lipase, evidenciando que a degradagdo de compostos lipidicos constitui uma
estratégia metabolica amplamente distribuida entre os endéfitos analisados. Em contraste,
a producdo de amilase foi observada em apenas quatro isolados (20%), indicando uma via
metabolica mais restrita e possivelmente associada a linhagens ou condigdes especificas

de interagdao com o hospedeiro.

Entre os isolados, destacam-se aqueles que exibiram dupla atividade enzimatica
(EMF6, EMF13, EMF14 ¢ EMF15), com potencial para aplicagdes que demandem a
degradagdo simultdnea de amido e lipidios. A anélise dos indices enzimaticos revelou que,
para lipase, os isolados EMF8, EMF9, EMF10 e EMF20 apresentaram alta atividade,
sendo os mais promissores para processos biotecnoldgicos. Para amilase, os isolados
EMF15 e EMF6 foram classificados como de alta atividade, enquanto EMF 14 apresentou
atividade média e EMF13, baixa.

Em sintese, os fungos endofiticos isolados de plantas medicinais de Parintins
constituem uma fonte relevante de enzimas extracelulares, especialmente lipases, com
potencial para aplicagdes nos setores industrial, farmacéutico e ambiental. Estudos
futuros voltados a identificagdo molecular dos isolados, a quantificacdo enzimatica e a
otimizacdo das condi¢des de cultivo sdo necessarios para viabilizar o aproveitamento

sustentavel desse patrimonio bioldgico amazdnico.
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Resumo - Fungos endofiticos sdo microrganismos que vivem no interior de
tecidos vegetais sem causar danos a planta hospedeira, podendo produzir
enzimas de interesse biotecnologico, como lipases. Este estudo avaliou
qualitativamente a produgao de lipase por fungos endofiticos isolados de dez
espécies de plantas medicinais coletadas no herbario do Centro de Estudos
Superior de Parintins — UEA. Apds assepsia superficial das folhas, os fragmentos
foram cultivados em meio BDA, e os fungos isolados foram submetidos a teste
especifico para produgao de lipase em meio sélido contendo azeite de oliva como
substrato. A atividade lipolitica foi detectada pela formacéao de halos translucidos
ao redor das col6nias, revelados com solucdo de azul de metileno. Foram
avaliadas 24 cepas fungicas; todas apresentaram resultado positivo para lipase,
com indices enzimaticos (relagéo halo/colonia) variando entre 1,04 e 1,85. Os
resultados indicam que os fungos endofiticos das plantas medicinais amazbnicas
analisadas sao promissores produtores de lipase, com potencial para aplicagao
em processos biotecnoldgicos industriais, como na producdo de biodiesel,
farmacos e detergentes.

Termos para indexagao: Fungo endofitico, Atividade enzimatica,
Biotecnologia.

Introducao / Introduction

Os fungos endofiticos sao microrganismos que habitam os tecidos
internos de plantas sem causar sintomas de doenc¢a ao hospedeiro durante parte
de seu ciclo de vida. Essa relacdo simbidtica ou comensal pode proporcionar
beneficios a planta, como toleréncia a estresses bidticos e abidticos, além da
producdo de metabdlitos bioativos e enzimas com potencial biotecnoldgico
(Pardo et al., 2022).


mailto:emb.bio20@uea.edu.br

No contexto amazénico, caracterizado por sua alta biodiversidade vegetal,
ha grande potencial para a descoberta de fungos endofiticos com propriedades
inéditas. Estudos com plantas medicinais amazdnicas, como Calycophyllum
spruceanum e Himatanthus sucuuba, ja demonstraram que os fungos endofiticos
associados a essas plantas podem expressar atividades enzimaticas
expressivas, incluindo celulase, protease, lipase e amilase (Mendonga et al.,
2023). Além disso, Zhang et al. (2006) e Strobel (2002) relataram que fungos
endofiticos alojados em plantas medicinais auxiliam o hospedeiro a se adaptar a
condi¢des climaticas extremas, aumentam a absorcao de nutrientes do solo e
alteram o ciclo de nutrientes (Krishnamurthy et al., 2008).

Diante do exposto, este estudo ndo apenas promoveu o isolamento de
colénias de fungos endofiticos de plantas medicinais, mas também realizou a
triagem desses fungos quanto a producao da enzima extracelular lipase, visando
identificar cepas com potencial para aplicagdes biotecnoldgicas.

Material e métodos / Materials and Methods

1. Coleta de Amostras (Folhas).

Foram coletadas folhas de dez espécies de plantas medicinais (Tabela 1)
que estavam depositadas no herbario do Centro de Estudos Superior de
Parintins — UEA. As folhas foram escolhidas por ndao apresentarem sinais
aparentes de doengas, a fim de garantir maior assertividade no isolamento dos
endofiticos.

ESPECIES DE PLANTAS MEDICINAIS

NOME POPULAR NOME CIENTIFICO

1. VASSORINHA Supermacoce verticillata
2. HORTELA Menta spigata

3.BOLDO Peymus boldos

4. PIAO ROXO Jatropha gassypiifolial.
5. ALFAVACA Qcimum basilicum L.

6. SARATUDO. Justice gcuminatassima
7. CAPIM SANTO Cymbaopogon citratus

8. MASTRUZ Dysphania ambresiogide,
9. MANJERICAQ Qcimum basilicum

10. CORAMA Kalanchoe ninnata

Figura 2. Espécies de plantas medicinais ultilizadas

2. Assepsia das amostras. As folhas foram inicialmente lavadas em agua
corrente. Em seguida, foram submetidas a assepsia superficial com imersao
sequencial em: etanol 70% por 1 minuto, hipoclorito de sédio a 1,5% por 3 minutos
e sucessivas lavagens em agua destilada esterilizada (trés vezes, 1 minuto
cada). Posteriormente, as amostras foram secas superficialmente em papel
estéril e seccionadas em fragmentos de 5 mm x 5 mm. Foram inoculados 5
fragmentos por placa de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-
Agar) suplementado com cloranfenicol (50 mg/L) para inibir o crescimento
bacteriano. Nao foram utilizados outros meios de cultura. As placas foram
incubadas a 28-30 °C, e o crescimento fungico foi observado diariamente; o
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isolamento dos fungos foi realizado entre 5 e 10 dias, quando colbnias visiveis
surgiram.

3. Incubacao, isolamento e armazenamento dos fungos Apods o
crescimento, cada colbnia fungica morfologicamente distinta foi repicada para
uma nova placa com BDA para obtencgao de culturas puras. Todas as colbnias
que cresceram nos fragmentos foram utilizadas, sem aplicagdo de critério
seletivo adicional. A purificagcao foi realizada por repiques sucessivos até se obter
micélio homogéneo. Os fungos isolados foram armazenados pelo método de
Castellani (1939), que consiste em manter fragmentos miceliais em agua
destilada esterilizada a 4-8 °C.

‘3 — y oy \:/ y\‘,y N

)

Figura 3. Assepsia e cultivo dos fragmentos das folhas de plantas medicinais.

4. Teste de producao de lipase. Os fungos armazenados foram
repicados pontualmente no centro de placas de Petri contendo 20 mL de meio
solido para lipase (pH 6,0), composto por: 10 g/L de azeite de oliva extravirgem,
0,1 g/L de NaCl, 0,2 g/L de MgSO, e 15 g/L de agar bacteriolégico, previamente
autoclavado a 120 °C, 1,5 atm por 20 minutos. As placas foram incubadas a 30
°C até que o crescimento fungico preenchesse completamente a superficie da
placa. O tempo de incubagao variou entre 5 e 12 dias, dependendo da velocidade
de crescimento de cada isolado. Apds o crescimento completo, adicionaram-se
10 mL da solugéo reveladora (azul de metileno) sobre a superficie do meio. A
formacado de halos translucidos ao redor da colbnia, indicativa da atividade
lipolitica (acidificagdo do meio pela liberagdo de acidos graxos), foi observada
apo6s 30 minutos. Foram medidos o didmetro da col6nia (Dc) e o didmetro do halo
enzimatico (Dh) com auxilio de um paquimetro, ambos em centimetros. O indice
de atividade enzimatica foi calculado como AS = Dh/Dc.

5. Solucgao reveladora do halo A solugao reveladora consistiu em azul
de metileno a 0,1% (p/v) em agua destilada. Foram adicionados 10 mL dessa
solugéo sobre cada placa ja colonizada. Apés 30 minutos, o excesso de corante
foi descartado, e os halos translucidos foram medidos conforme descrito no item
anterior.
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Figura 4. Amostra de fungo na placa com solugao reveladora para a analise do
halo da producéo de lipase.

Resultados e discussao/ Results
Resultados e discussoes.

Todas as dez espécies vegetais analisadas apresentaram crescimento de
fungos endofiticos nos fragmentos foliares, totalizando 24 cepas isoladas. Esse
resultado confirma a eficacia dos procedimentos de assepsia e evidencia a
presengca desses microrganismos nos tecidos vegetais sem causar danos
aparentes. De acordo com Amaral (2020), a diversidade metabdlica observada
em fungos endofiticos esta diretamente relacionada a variedade de substratos
presentes nos tecidos vegetais, o que favorece a produgéo de diferentes enzimas
extracelulares, incluindo lipases. O numero de cepas isoladas por planta foi
variavel: Dysphania ambrosioides forneceu 5 cepas; Supermacoce verticillata, 4;
Jatropha gossypiifolia, 3; Cymbopogon citratus, 3; Menta spicata, 2; Justicia
acuminatissima, 2; Peumus boldos, 2; Ocimum basilicum (alfavaca), 1; Ocimum
basilicum (manjericao), 1; Kalanchoe pinnata, 1.

Todas as 24 cepas apresentaram resultado positivo para produgao de
lipase, demonstrado pela formacgao de halos translucidos ao redor das colénias
apos a adicdo do azul de metileno (Tabela 2). Os indices enzimaticos (AS =
Dh/Dc) variaram de 1,04 a 1,85. Esses resultados indicam que os fungos
endofiticos associados a plantas medicinais amazénicas sao fontes promissoras
de lipase, corroborando estudos anteriores que apontam a produgdo de
metabdlitos secundarios e enzimas de interesse pelas industrias farmacéutica e
de biotecnologia (Strobel, 2002; Krishnamurthy et al., 2008; Khan et al., 2010).
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Planta de Origem

CODIGO FUNGO

LIPASE Atividade Enzimatica (AS=Dh/Dc)

Menta spicata HOEMF1 + 1.16
Menta spicata HOEMEF2 + 1,57
Ocimum basilicum MAEMF1 + 1,10
Justice STEMF1 + 1,09
acuminatassima
Justice STEMF2 + 1,18
acuminatassima
Dysphania MAZEMFI + 1,30
ambrosioeide
Dysphania MAZEMF2 + 1,26
ambrosioeide
Dysphania MAZEMF3 + 1,27
ambrosioeide
Dysphania MAZEMF4 + 1,31
ambrosioeide
Dysphania MAZEMFS + 1,69
ambrosioeide
Supermacoce VAEMFI + 1,52
verticillata
Supermacoce VAEMF2 + 1,73
verticillata
Supermacoce VAEMF3 + 1.11
verticillata
Supermacoce VAEMF4 + 1,13
verticillata
Peumus boldos BOEMF1 + 1.69
Peumus boldos BOEMEF2 + 1,19
Ocimum FAEMF1 + 1,10
basilicum L.
Kalanchoe pinnata COEMF1 t 1,04
Jatropha PREMF1 + 1,20
gassypiifolial
Jatropha PREMEF2 + 1,54
eassvpiifolial
Jatropha PREMF3 + 1,85
gassypiifolial
Cymbopogon CSEMFI + 1,33
citratus
Cymbopogon CSEMEF2 + 1,09
citratus
Cymbopogon CSEMF3 + 1,05
citratus
Total: 24 cepas

Figura 4. Tabela de reagcéo de producao de lipase.

A cepa PREMF3 (isolada de Jatropha gossypiifolia) apresentou o maior
indice enzimatico (AS = 1,85), seguida pela cepa VAEMF2 (de Supermacoce
verticillata), com AS = 1,73. A diferenga entre a cepa PREMF3 e a cepa
COEMF1 (de Kalanchoe pinnata), que exibiu o menor indice (AS = 1,04), é
estatisticamente significativa (p < 0,0001), indicando que a produgéo de lipase
pela melhor cepa & superior de forma consistente, mesmo considerando a
variabilidade experimental. A deteccao de atividade lipolitica em todas as cepas
avaliadas sugere que os fungos endofiticos associados a plantas medicinais
amazodnicas sao fontes promissoras para aplicagdes biotecnoldgicas industriais,
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como na sintese de biodiesel, formulagdo de detergentes e processamento de
alimentos.

Conclusées / Conclusion

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que todas as 24 cepas
de fungos endofiticos isoladas das plantas medicinais amazénicas apresentaram
capacidade de produzir lipase, evidenciada pela formagao de halos translucidos
nos meios de cultura especificos. A alta frequéncia de atividade lipolitica (100%
dos isolados) sugere que essas plantas hospedeiras abrigam uma comunidade
fungica metabolicamente adaptada a degradacgado de lipidios, possivelmente
relacionada a mecanismos de colonizacdo ou defesa. Os indices enzimaticos
variaram entre 1,04 e 1,85, com destaque para as cepas PREMF3 (1,85),
VAEMF2 (1,73), BOEMF1 (1,69) e MAZEMF5 (1,69), que apresentaram os
maiores potenciais para producdo dessa enzima. Dessa forma, os fungos
endofiticos isolados neste trabalho constituem fontes promissoras e de baixo
custo para a obtengcdo de lipases com aplicabilidade biotecnoldgica,
especialmente nas industrias alimenticia, farmacéutica, de biocombustiveis e de
detergentes. Estudos futuros devem contemplar a identificagcdo taxonémica
desses isolados, a otimizagdo das condi¢cdes de cultivo e a caracterizagao
bioquimica das lipases produzidas.
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TITULO: Integracdo Teoria-Pratica em Biosseguranca e Procedimentos Laboratoriais:
Relato de Minicurso sobre Cultivo de Fungos Endofiticos no Laboratério de Estudos
Fungicos (CESP-UEA).
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Introdugao, Contexto e Objetivo: A formagdo em microbiologia exige o dominio simultaneo
dos fundamentos de biosseguranca e da operagdo de equipamentos essenciais. Nesse
sentido, o Laboratério de Estudos Fungicos (LABEF) promoveu um minicurso com o objetivo
de capacitar participantes na rotina de isolamento de fungos endofiticos, articulando os niveis
de biosseguranca NB-1 e NB-2 com a pratica de esterilizacdo e assepsia. O curso visou
demonstrar a importancia do controle de riscos bioldgicos e fisicos (como calor e presséo)
para a obtencao de culturas axénicas, utilizando como modelo o método de fragmentagao
foliar.

Metodologia: O minicurso foi estruturado em duas etapas. A primeira, tedrica e conduzida
pelo professor coordenador, abordou a classificagdo dos laboratérios segundo os Niveis de
Biossegurancga (NB-1 a NB-4), o uso correto de EPIs (luvas nitrilicas e de latex), a simbologia
de risco GHS e o principio de funcionamento de equipamentos como o bico de Bunsen e as
pipetas automaticas (deslocamento de ar e positivo). A segunda etapa, pratica e orientada por
pesquisadores, focou no ciclo de esterilizagcdo da autoclave (121°C/1 atm) para meios de
cultura e vidrarias, seguido do procedimento de assepsia: fragmentagdo de folhas,
desinfeccdo superficial com hipoclorito de sodio e alcool 70% (devido a sua eficacia na
desnaturacao proteica e rompimento de membranas lipidicas) e subsequente inoculagédo em
meio de cultura.

Resultados: A aula tedrica elucidou a diferenca critica entre a chama azul do bico de Bunsen
(combustao completa, ideal para esterilizacado de algas) e a chama amarela de seguranca. Foi
demonstrado que o alcool 70% é mais eficaz que o 92% devido a presenca de agua, que
facilita a desnaturagao proteica e a lise celular. Na pratica, os participantes aplicaram os
protocolos de seguranga da NR-32 ao operar a autoclave, compreendendo a importancia da
exaustao do ar e do resfriamento para evitar acidentes. A assepsia com hipoclorito garantiu a
eliminagao da microbiota epifitica, viabilizando o isolamento dos fungos endofiticos do tecido
vegetal.

Conclusao: A metodologia dual do minicurso mostrou-se eficaz para consolidar o
conhecimento sobre biosseguranca e procedimentos operacionais padrdao. A experiéncia
destacou a interdependéncia entre a teoria da esterilizagao (calor umido vs. calor seco) e a
pratica laboratorial segura, comprovando que o uso correto da autoclave e a assepsia rigorosa
sdo pré-requisitos indissociaveis para o sucesso do cultivo e pesquisa de microrganismos
endofiticos em ambientes de NB-2.

Palavras-chave: Biosseguranca Laboratorial; Autoclave; Fungos Endofiticos; Assepsia;
Esterilizacao.

e Fundagaa ds Amparo & Posquisa
0 E8tido o Ambconnas


mailto:ebm.bio20@uea.edu.br
mailto:shods.bio21@uea.edu.br
mailto:nsoc.bio24@uea.edu.br
mailto:biotecs7@gmail.com
mailto:adcastro-mao@hotmail.com

Feira Amazonica de onn

Ciéncia e Tecnologia 1
do IFAM Parintins am " INSTITUTO FEDERAL

TiTULO: Laboratério de Estudos Fungicos (LABEF) como Ferramenta de Popularizagio
da Ciéncia e Tecnologia em Parintins-AM: Relato de Visitas Técnicas e Interagao entre
Ensino Basico e Superior
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Introducao, Contexto e Objetivo: O Laboratério de Estudos Fungicos (LABEF) do CESP-
UEA tem atuado como nucleo difusor de ciéncia e tecnologia no municipio de Parintins-AM,
promovendo a interagdo multidisciplinar entre o ensino basico e o superior. Durante a Semana
de Biologia do CESP-UEA, o LABEF recebeu instituicdes de ensino e érgaos municipais para
visitas técnicas e atividades praticas. O objetivo foi popularizar o conhecimento sobre fungos
endofiticos e carpoforos, bem como demonstrar rotinas laboratoriais de biosseguranca e
cultivo, aproximando estudantes e profissionais da realidade cientifica.

Metodologia: As visitas foram divididas conforme o periodo de realizagdo e o publico-alvo:
Periodo 1 — Semana de Biologia do CESP-UEA: Foram recebidas as seguintes instituigdes
com o intuito de conhecer as colegbes cientificas de fungos carpéforos e endofiticos, bem
como as pesquisas realizadas pela equipe: SESI Parintins, Escola Municipal Civico Militar
"Tsukasa Uyetsuka", Escola Estadual Dom Gino Malvestio e a Secretaria Municipal de
Desenvolvimento Sustentavel e Meio Ambiente (SEDEMA). As atividades consistiram em
visita guiada ao laboratério, apresentacao das colecdes e explanagao sobre os projetos de
pesquisa. Periodo 2 — Visitas técnicas complementares: O laboratério recebeu a Escola
Municipal de Tempo Integral Didimo Rocy e os cursos de Estética e Cosmética (SENAC) e
Farmacia (UNIGRANDE). Essas visitas seguiram um roteiro dividido em duas etapas: (1) aula
tedrica de microbiologia voltada para as respectivas areas de ensino, abordando conceitos de
biosseguranga e aplicagdes dos fungos; (2) minicurso pratico sobre assepsia e técnicas de
cultivo de microrganismos, incluindo manuseio de materiais, esterilizagao e inoculagéo.

Resultados: Os participantes puderam conhecer as cole¢des cientificas de fungos carpoéforos
e endofiticos mantidas pelo LABEF, bem como as pesquisas em andamento. As aulas tedricas
proporcionaram entendimento sobre niveis de biosseguranca e aplicacdes dos fungos nas
respectivas areas profissionais (estética, farmacia, meio ambiente). Na etapa pratica, os
visitantes executaram procedimentos de assepsia e cultivo sob supervisdo, relacionando a
teoria a rotina laboratorial. Houve interacdo produtiva entre alunos do ensino basico,
graduandos, professores e técnicos, fortalecendo a percepg¢ao da ciéncia como atividade
acessivel e colaborativa.

Conclusao: A atuagdo do LABEF como ferramenta de popularizacao cientifica mostrou-se
eficaz ao integrar diferentes niveis de ensino e setores da sociedade. O modelo de visita
técnica com abordagem dual (tedrico-pratica) favoreceu a aprendizagem significativa e
despertou interesse pela pesquisa em microbiologia. A experiéncia reforca o papel dos
laboratdrios de ensino superior na promog¢ao da alfabetizagdo cientifica e na reducdo da
distancia entre a universidade e a comunidade parintinense.

Palavras-chave: Popularizagdo da Ciéncia; Fungos Endofiticos; Visitas Técnicas; Ensino
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