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RESUMO

A Floresta Amazônica engloba uma grande diversidade biológica de plantas e animais,

além de outros seres vivos como os microrganismos, dentre estes é possível destacar os

fungos endofíticos, seres que estabelecem relações ecológicas com os vegetais a partir da

entrada e colonização do interior de uma variedade de tecidos da planta, como sementes,

folhas, galhos e frutos. Dentro dessa associação, os endófitos são capazes de sintetizar

moléculas bioativas que podem ser utilizadas em diversos ramos da indústria, tendo em vista

o seu potencial biotecnológico. Pode-se destacar as enzimas, biomoléculas que atuam como

catalisadores nas reações químicas que acontecem no metabolismo dos seres vivos. As

enzimas podem ser utilizadas, por exemplo, na produção de tecidos, detergentes, alimentos e

de couro. Devido à relevância dessas enzimas e à necessidade de ampliar os estudos

enzimáticos relacionados à biodiversidade amazônica, este trabalho teve como objetivo

avaliar a produção de hidrolases por fungos endofíticos isolados das plantas nativas da

Amazônia, jeniparana (Gustavia hexapetala) e camu-camu (Myrciaria dubia). Para a

obtenção dos endófitos de M. dubia, foram coletados fragmentos de folhas, galhos e frutos de

dois indivíduos no município de Manacapuru, Amazonas. Realizou-se a lavagem do material,

assepsia (utilizando álcool etílico 70%, hipoclorito de sódio 3% e água destilada autoclavada),

isolamento (placas BDA + EL triplicatas com quatro fragmentos nas temperaturas de 18 ºC e

28 ºC), purificação e conservação dos isolados. Os fungos de G. hexapetala utilizados nesta

pesquisa foram retirados da CCM/UEA. Selecionou-se e caracterizou-se morfologicamente 25

fungos isolados de galhos de cada uma das plantas. Dos 50 fungos selecionados, 31 foram

caracterizados em seis diferentes gêneros: Fusarium (18%), Penicillium (6%), Helicosporium

(20%), Aspergillus (6%), Rhizoctonia (6%) e Guignardia (6%), sendo um fungo da espécie

Aspergillus niger. Os demais (38%) não apresentaram características reprodutivas, o que

impossibilitou a identificação morfológica. Com a realização dos testes enzimáticos, 6% dos

endófitos testados produziram halos de degradação amilolítica (18 mm e 10 mm) e 14%

apresentaram resultados positivos para a produção de proteases (14,67 mm, 12,67 mm, 11,33

mm, 11 mm, 10,67 mm, 10 mm e 9,67 mm). Estes resultados destacam a relevância de fungos

endofíticos de plantas amazônicas para aplicações biotecnológicas e enfatizam a importância

de conservar essas espécies. O estudo também oferece uma base para pesquisas futuras que

visem explorar mais profundamente o potencial desses fungos na produção de moléculas

bioativas para aplicação em diferentes setores industriais.

Palavras-chave: Amazônia; Biotecnologia; Camu-camu; Enzimas; Fungos endofíticos.



ABSTRACT

The Amazon Rainforest encompasses a vast biological diversity of plants and animals, as well

as other living organisms such as microorganisms. Among these, endophytic fungi stand out

as organisms that establish ecological relationships with plants by entering and colonizing a

variety of plant tissues, including seeds, leaves, branches, and fruits. Within this association,

endophytes can synthesize bioactive molecules that hold potential applications across various

industrial sectors, highlighting their biotechnological potential. Enzymes, in particular, are

notable biomolecules that act as catalysts in the chemical reactions occurring within the

metabolism of living organisms. Enzymes have applications in industries such as textile

production, detergents, food processing, and leather manufacturing. Given the relevance of

these enzymes and the need to expand enzymatic studies related to Amazonian biodiversity,

this study aimed to evaluate the production of hydrolases by endophytic fungi isolated from

the native Amazonian plants, jeniparana (Gustavia hexapetala) and camu-camu (Myrciaria

dubia). For the isolation of endophytes from M. dubia, fragments of leaves, branches, and

fruits were collected from two individuals in the municipality of Manacapuru, Amazonas. The

collected material underwent washing, asepsis (using 70% ethanol, 3% sodium hypochlorite,

and autoclaved distilled water), isolation (PDA + YE plates in triplicates with four fragments

incubated at 18 °C and 28 °C), purification, and preservation of isolates. The fungi from G.

hexapetala used in this research were obtained from CCM/UEA. Twenty-five fungi isolated

from branches of each plant species were selected and morphologically characterized. Of the

50 selected fungi, 31 were classified into six different genera: Fusarium (18%), Penicillium

(6%), Helicosporium (20%), Aspergillus (6%), Rhizoctonia (6%), and Guignardia (6%), with

one fungus identified as Aspergillus niger. The remaining 38% did not exhibit reproductive

characteristics, making morphological identification impossible. Enzymatic tests revealed that

6% of the tested endophytes produced amylolytic degradation halos (18 mm and 10 mm),

while 14% tested positive for protease production (14.67 mm, 12.67 mm, 11.33 mm, 11 mm,

10.67 mm, 10 mm, and 9.67 mm). These findings highlight the significance of endophytic

fungi from Amazonian plants for biotechnological applications and emphasize the importance

of conserving these species. The study also provides a foundation for future research aiming

to further explore the potential of these fungi in producing bioactive molecules for use in

various industrial sectors.

Keywords: Amazon; Biotechnology; Camu-camu; Enzymes; Endophytic fungi.
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1. INTRODUÇÃO

A Amazônia representa uma grande diversidade biológica de espécies que compõem a

fauna, a flora e a funga, além de outros grupos de seres vivos, como as bactérias, as algas e os

protozoários (Lopes et al., 2020; Lemos et al., 2021; Lopes et al., 2023). Dentro do

ecossistema amazônico, muitos desses organismos estão intimamente associados e

desempenham funções vitais para a sua sobrevivência; uma das relações ecológicas mais

estudadas nas últimas décadas é aquela estabelecida entre a flora e a funga, através do

endofitismo (Barros et al., 2023).

O termo endofítico foi introduzido pela primeira vez por Bary em 1866, para

descrever qualquer organismo vivo que habita os tecidos internos dos vegetais. Com o

desenvolvimento de pesquisas envolvendo essa relação, entende-se que fungos endofíticos são

aqueles organismos que habitam o interior dos tecidos das plantas, em algum ponto do seu

ciclo de vida, sem causar danos aparentes ao hospedeiro (Azevedo; Araújo, 2007; Moraes et

al., 2020; Martins et al., 2024). Esses seres vivos podem colonizar uma grande variedade de

estruturas da planta, como semente, óvulo, fruto, caule, raiz, folha, tubérculo, broto, lenho,

raque e casca (Boas et al., 2020).

Segundo Amaral e colaboradores (2023), na interação fungo-planta, os fungos obtêm

nutrientes da planta e, como contrapartida, podem aumentar a resistência do vegetal ao

estresse ambiental, protegendo-o contra patógenos, herbívoros e insetos por meio da produção

de metabólitos secundários, que muitas vezes são semelhantes aos produzidos pela planta

(Maia et al., 2020; Monteiro et al., 2020; Barros et al., 2023). Nesse sentido, alguns endófitos

são capazes de produzir compostos químicos que foram originalmente identificados como

sendo produzidos apenas pela planta hospedeira (Barros et al., 2023), o que tornou bastante

significativo o estudo de fungos endofíticos associados a plantas medicinais em busca de

novas moléculas naturais (Kusari et al., 2008; Facundo et al., 2008; Martins et al., 2024).

Os metabólitos secundários produzidos por fungos endofíticos mostraram-se

promissores devido à sua grande diversidade estrutural e bioatividades (Agrawal et al., 2022;

Maciel, 2024), como antimicrobianos (Souza et al., 2021; Lin et al., 2023), enzimas

(Monteiro et al., 2020; Torres et al., 2022), biossurfactantes (Ferreira, 2020), antioxidantes e

anticolinesterásicos (Alves et al., 2020), antifúngicos (Maciel, 2024) e antitumorais (Alves,

2023).

Dentre as diversas moléculas bioativas que podem ser produzidas por fungos

endofíticos destacam-se as enzimas, biomoléculas que atuam como catalisadores de reações
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biológicas e podem ser isoladas e purificadas para serem utilizadas em diversas indústrias

(Martins et al., 2024), como para o processamento de alimentos, na indústria têxtil, produção

de couro, fabricação de detergentes, produtos farmacêuticos, terapias médicas e biologia

molecular (Specian; Costa; Pamphile, 2021). As enzimas microbianas possuem alta

rentabilidade, baixo custo de produção, estabilidade em condições extremas e facilidade para

manipulação genética, tornando a utilização de fungos endofíticos para a produção e obtenção

de enzimas um processo promissor para a biotecnologia (Specian; Costa; Pamphile, 2021).

Diversos estudos demonstraram que fungos endofíticos são capazes de produzir uma

ampla variedade de enzimas, podendo-se destacar as amilases, que atuam na catalisação da

hidrólise de ligações glicosídicas entre as unidades de glicose das moléculas de amido, e as

proteases, que realizam a catalização da hidrólise das ligações peptídicas entre os aminoácidos

das proteínas (Monteiro et al., 2020; Torres et al., 2023; Martins et al., 2024).

Outrossim, estima-se que existam cerca de 1 milhão de microrganismos endofíticos

diferentes habitando os tecidos vegetais, entretanto, poucas espécies de plantas tropicais já

foram estudadas e ainda se sabe pouco sobre os detalhes do funcionamento da interação

fungo-planta e os mecanismos de produção de metabólitos secundários dentro dessa relação,

além das suas aplicabilidades (Esposito; Azevedo, 2010; Ferreira, 2020).

Pela importância dada à produção de moléculas bioativas para a biotecnologia,

destaca-se a necessidade do desenvolvimento de estudos sobre a atividade metabólica de

microrganismos a partir da biodiversidade Amazônica. Assim, ao considerar analisar

metabólitos microbianos de origem endofítica, é recomendado pesquisar isolados de plantas

que já possuem aplicação etnobotânica (Ferreira, 2020).

Dessa forma, o presente trabalho visa contribuir com conhecimentos sobre a produção

de enzimas hidrolíticas por fungos presentes nos tecidos internos das plantas nativas da

Amazônia, jeniparana, Gustavia hexapetala (Alb.) Sm. (Lecythidaceae), que apresenta

potencial antirreumático e auxilia no tratamento de problemas hepáticos (Corrêa, 1994;

Revilla, 2002), e camu-camu, Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh. (Myrtaceae), conhecida

pelo alto nível de compostos antioxidantes e potencial antidiabético (García-Chacón et al.,

2023), a fim de corroborar com futuros estudos relacionados à taxonomia de fungos

endofíticos potencialmente produtores de moléculas bioativas e a aplicação biotecnológica

desses compostos.
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2. REVISÃO DA LITERATURA

2.1. Floresta Amazônica: características, biodiversidade e importância

A Amazônia é uma floresta tropical que se destaca mundialmente por sua grande

biodiversidade e extensão, cobrindo cerca de sete milhões de km2 entre nove países da

América do Sul, sendo que a maior parte ocupa aproximadamente 59% do território brasileiro

(Santos et al., 2021; Lopes et al., 2023; Silva et al., 2023), incluindo os Estados do Acre,

Amapá, Amazonas, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima, Tocantins e Maranhão, região

conhecida como Amazônia Legal (Figura 1) (IBGE, 2022; Silva et al., 2023).

Figura 1 - Estados brasileiros que compõem a Amazônia Legal.

Fonte: IBGE, 2022.

A sua vegetação é caracterizada como floresta ombrófila densa e pode ser dividida em

três fisionomias: floresta de igapó, floresta de várzea e floresta de terra firme; seu clima é

predominantemente equatorial úmido; 75% dos seus solos são ácidos e inférteis,

principalmente podzólicos e latossolos; além disso, comporta a maior bacia hidrográfica do
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mundo, representando 5% das terras emersas e cerca de 20% da água doce que deságua nos

oceanos (Arruda et al., 2023; Bringel et al., 2024).

Este bioma abriga cerca de 60 mil espécies descritas, incluindo plantas, mamíferos,

répteis, invertebrados, anfíbios, peixes e aves, apresentando um elevado nível de endemismo.

Isso representa aproximadamente 15% da biodiversidade global (Feng et al., 2021; Mendonza

et al., 2023). Mas além da flora e fauna, a Floresta Amazônica abriga uma biodiversidade

aparentemente invisível a olho nu, representada pela microbiota que pode estar presente no

solo, na água, no ar e em associação com outros seres vivos, como as plantas (Lopes et al.,

2020; Lemos et al., 2021; Barros et al., 2023). Segundo a Flora e Funga do Brasil (2024),

1222 espécies de fungos habitam a Amazônia.

Com cerca de 25% de sua área total formada por Terras Indígenas (TIs), essa região

também é lar de comunidades cuja riqueza cultural, saberes ancestrais e práticas tradicionais

são essenciais para a preservação ambiental (FUNAI, 2023). Ademais, a Floresta Amazônica

desempenha um papel importante em alguns processos ambientais, como na fixação de

carbono, ciclagem da água e regulação do clima, assim como atua de forma significativa no

cenário econômico do Brasil, seja através de produções rurais e outras formas de explorações

que utilizam seus recursos naturais para comércio ou uso próprio (Silva et al., 2023).

Apesar de sua importância ambiental, a Amazônia tem enfrentado altos níveis de

desmatamento e queimadas há décadas, mas que aumentaram de forma alarmante nos últimos

anos (INPE, 2020; Silva et al., 2023). Desde a década de 1960, mais de 20% da cobertura

florestal da Amazônia foi perdida devido ao desmatamento e às queimadas. Estima-se que

essa perda possa aumentar entre 21% e 40% até 2050, afetando significativamente a

biodiversidade local (Feng et al., 2021). Estas ocorrências geram danos irreversíveis ao meio

ambiente e à biodiversidade, levando à expansão de áreas degradadas e afetando os estoques

de carbono. Ademais, prejudicam as espécies exploradas no extrativismo, o que resulta na

extinção de várias espécies da fauna, flora, funga e outros microrganismos (Lopes et al.,

2023; Silva et al., 2023).

2.2. Espécies hospedeiras

As espécies amazônicas hospedeiras utilizadas neste trabalho foram a jeniparana,

Gustavia hexapetala (Alb.) Sm. (Lecythidaceae), e o camucamuzeiro, Myrciaria dubia

(Kunth) McVaugh. (Myrtaceae), que serão abordadas a seguir.
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2.2.1. Gustavia hexapetala (Alb.) Sm. (Lecythidaceae)

A família Lecythidaceae A.Rich., pertencente à ordem Ericales, abrange árvores de

sub-bosque a emergentes e alguns arbustos, possui 24 gêneros e 355 espécies com

distribuição pantropical de ocorrência na Ásia, África, Austrália e América tropical. No

Brasil, ocorrem 10 gêneros e 121 espécies (Flora e Funga do Brasil, 2024), com predomínio

de riqueza na Amazônia, onde apresenta grande relevância econômica, cultural e ecológica,

além de ser emblemática da antiga Floresta Tropical Amazônica (Ribeiro et al., 2022). A

Amazônia Central apresenta uma diversidade particularmente elevada de Lecythidaceae,

resultado de uma combinação de maior endemismo em comparação a outras regiões e

migrações de áreas adjacentes (Milton et al., 2022).

As lecitidáceas ocupam o terceiro lugar em termos de abundância na Floresta

Amazônica, ficando atrás apenas de Fabaceae e Sapotaceae, contém um dos gêneros e espécie

de árvores amazônicas mais abundantes, a Eschweilera coriacea (DC.) S.A.Mori (Steege et

al., 2020). Os membros da família são predominantes em diferentes estratos florestais e

desempenham um papel crucial em processos biogeoquímicos globais, como o sequestro de

carbono (Milton et al., 2022). Duas espécies de Lecythidaceae estão entre as três principais

espécies que contribuem para a biomassa na Amazônia de terras baixas: a mata-matá, E.

coriacea, e a castanheira-da-Amazônia, Bertholletia excelsa Bonpl. (Draper et al., 2021;

Ribeiro et al., 2022).

Dentre os gêneros que compõem essa família, Gustavia L. possui aproximadamente

40 espécies distribuídas na América Tropical (Prance; Mori, 1979; Ferreira, 2020). No

território brasileiro, há registros de dez espécies, das quais quatro são endêmicas. Elas

ocorrem principalmente nos domínios fitogeográficos da Amazônia e da Mata Atlântica, com

distribuição nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste (Flora e Funga do Brasil, 2024).

Diversos compostos químicos já foram isolados de espécies que pertencem a este

gênero, alguns estudos químicos para o tratamento de leishmaniose comprovam atividade

antitumoral e anti-inflamatória (Bastos et al., 2007). Realizando pesquisas com a casca do

caule de G. augusta, Souza et al. (2001) isolaram 16 compostos; Almeida et al. (2014)

isolaram 14 compostos utilizando a casca do caule e as folhas de G. eliptica; Pettit et al.

(2004) isolaram 4 substâncias dos extratos de casca do caule e galhos de G. hexapetala, em

que identificaram um inibidor de linhagens de células tumorais denominada gustastatina.

Gustavia hexapetala (Alb.) Sm. (Figura 2) é conhecida especialmente por suas

propriedades medicinais. O uso da casca do caule é relatado como antirreumático (Revilla,
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2002), enquanto as folhas são utilizadas no tratamento de problemas hepáticos e na redução

de úlceras, seus frutos são usados como eméticos, para induzir o vômito, e a casca da raiz é

descrita como tônica e laxativa (Corrêa, 1994).

Figura 2 - Aspectos morfológicos de G. hexapetala.

Fonte: Foster, 1992.

Essa espécie ocorre na vegetação de terra firme da Floresta Amazônica e está

distribuída, no Brasil, nas regiões Norte (Acre, Amazonas, Pará, Rondônia e Roraima) e no

Centro-Oeste (Mato Grosso). É conhecida como jeniparana, mata-fome, castanha-fedorenta,

entre outros nomes populares (Flora e Funga do Brasil, 2024).

O estudo de Ferreira (2020) foi pioneiro no isolamento de fungos endofíticos de G.

hexapetala. Foram obtidos 399 fungos isolados de fragmentos de folhas e galhos que foram

agrupados em 20 morfogrupos com oito gêneros identificados: Colletotrichum, Fusarium,

Pestalotiopsis, Penicillium, Guignardia, Phomopsis, Xylaria, Diaphorthe e os demais

desconhecidos (Mycelia sterilia). Ao serem realizados testes com 24 destes para a produção

de biossurfactantes, 9 apresentaram resultados promissores. Martins e colaboradores (2024),

testaram 35 fungos endofíticos de G. hexapetala para produção das enzimas hidrolíticas

amilases e proteases, dos quais 14,28% apresentaram atividade amilolítica e 51,42% atividade

proteolítica.
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2.2.2. Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh. (Myrtaceae)

A família Myrtaceae Juss. faz parte da ordem Myrtales e é composta por arbustos,

subarbustos e árvores que podem ser encontradas em ambiente aquático, terrícola e rupícola.

Abrange cerca de 140 gêneros e 6.000 espécies, distribuídas nas regiões tropicais e

subtropicais do mundo, com maior diversidade na América do Sul, Austrália, Sudeste

Asiático e algumas na África. No Brasil, ocorrem 20 gêneros e 1.208 espécies, distribuídas

nos domínios fitogeográficos: Floresta Amazônica, Caatinga, Cerrado, Floresta Atlântica,

Pampa e Pantanal (Flora e Funga do Brasil, 2024).

As mirtáceas têm grande relevância econômica e cultural no Brasil. Por exemplo, o

eucalipto (Corymbia spp. e Eucalyptus spp.) é amplamente utilizado na indústria de papel e

celulose, enquanto espécies de Eucalyptus e Melaleuca são valorizadas por suas propriedades

antissépticas, pesticidas naturais e uso na perfumaria, devido à presença de óleos aromáticos

nas folhas (Silveira et al., 2021). Especiarias como cravo-da-índia (Syzygium aromaticum (L.)

Merr.) e pimenta-da-jamaica (Pimenta dioica (L.) Merr. & L.M.Perry) são populares na

culinária brasileira. Além disso, espécies de Eugenia e Myrcia são utilizadas na medicina

tradicional como pedra-ume-caá (Saber et al., 2023; Flora e Funga do Brasil, 2024).

Devido aos seus frutos carnosos, várias espécies brasileiras de Myrtaceae são

frequentemente cultivadas. Na região amazônica, destacam-se o araçá-boi (Eugenia stipitata

McVaugh), araçá-pera (Psidium acidum (DC.) Landrum), ata (Anonna squamosa L.), cajá

(Spondias mombin L.) e camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh.) (Borges et al.,

2022).

O gênero Myrciaria O.Berg possui numerosas espécies frutíferas e está distribuído

principalmente nas regiões tropicais e subtropicais do continente americano, pode ser

encontrado em quase todo o território brasileiro, onde há registros de ocorrência de 25

espécies, sendo 18 endêmicas (Flora e Funga do Brasil, 2024).

Além do consumo dos frutos, tanto frescos quanto processados em sucos, geleias e

doces, todas as partes das plantas desse gênero são utilizadas para fins terapêuticos ou

industriais, como em cosméticos, conservantes alimentares e produtos farmacêuticos. Cascas,

folhas, brotos, sementes, raízes e caules são empregados em diversas preparações e formas de

aplicação (Faria et al., 2019), há relatos de uma variedade de fitocompostos produzidos que

apresentam efeitos inseticidas, antibacterianos, anti-inflamatórios, analgésicos, antioxidantes e

citoprotetores, como kaempferol, quercetina, compostos fenólicos, isoquercetina, taninos

http://www.theplantlist.org/tpl1.1/search?q=Myrciaria%20O.Berg
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hidrolisáveis, antocianinas, flavonoides, entre outros (Pereira et al., 2020; Quatrin et al.,

2020; Menezes Filho, 2021).

O camucamuzeiro, Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh. (Figura 3), também conhecido

como caçari ou araçá d’água, é uma espécie frutífera perene de porte arbustivo, nativa da

região amazônica. Ela ocorre nas áreas inundáveis das margens de rios e igarapés da bacia

amazônica. Sua distribuição geográfica abrange os rios da Amazônia peruana, brasileira,

colombiana, venezuelana e da Guiana Inglesa (Costa, 2019; Percio et al., 2021).

Figura 3 - Aspectos morfológicos de M. dubia.

Fonte: (A) Ripley, 2009; (B, C) Autoria própria.

O camu camu é considerado uma matriz complexa que contém ácidos graxos, alguns

aminoácidos, compostos voláteis, minerais e vitaminas, incluindo a vitamina C (ácido

ascórbico) (García-Chacón et al., 2023). Também possui moléculas bioativas, como

antocianinas (cianidina-3-O-glicosídeo e delfinidina-3-O-glicosídeo), flavonóis (miricetina e

quercetina), elagitaninos (ácido elágico e seus derivados), proantocianidinas e carotenóides

(luteína, β-caroteno, violaxantina e luteoxantina), que integram seu perfil químico e podem

ser utilizados para atrasar ou prevenir diversas doenças crônicas, como dislipidemias,

obesidade, doenças cardiovasculares e câncer (Percio et al., 2021; García-Chacón et al.,

2023).

Corrêa et al. (2015), isolaram 307 fungos endofíticos associados às folhas e caules de

M. dubia, foram realizados testes para avaliar a atividade antagonista em relação à produção

de substâncias voláteis e difusíveis contra os fitopatógenos: Monilinia fructicola,
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Colletotrichum gloeosporioides e Aspergillus parasiticus. Observou-se que 22 isolados

inibiram o crescimento de pelo menos um dos fitopatógenos alvo, apresentando um potencial

de inibição (PI) variando de 25,62% a 93,84%.

2.3. Fungos endofíticos e a relação fungo-planta

Ao longo do processo evolutivo as plantas desenvolveram mecanismos adaptativos

complexos, muitos dos quais resultam de interações com microrganismos (Figura 4). A

literatura aponta que todas as espécies de plantas que existem no mundo possuem algum

microrganismo associado (Esposito; Azevedo, 2010; Martins et al., 2024).

Dentre esses microrganismos, destacam-se os endofíticos, seres que habitam o interior

dos tecidos vegetais em pelo menos uma fase de seu ciclo de vida, sem causar danos visíveis

ao seu hospedeiro (Azevedo; Araújo, 2007; Moraes et al., 2020; Martins et al., 2024). Entre

esses microrganismos estão os fungos, que conseguem colonizar semente, óvulo, fruto, caule,

raiz, folha, tubérculo, broto, lenho, raque e qualquer estrutura da planta sem prejudicá-la

(Boas et al., 2020). Sua entrada no hospedeiro se dá por meio de aberturas naturais ou

artificiais, como estômatos, feridas causadas por ferramentas agrícolas ou microferimentos

nas raízes resultantes do contato com o solo (Barros et al., 2023).

O processo de entrada ocorre quando os esporos do fungo germinam, seguidos pelo

crescimento das hifas na folha ou na superfície da raiz, resultando na penetração do

microrganismo no interior da planta. Para isso, alguns fungos utilizam estruturas

especializadas, enquanto outros liberam enzimas que facilitam a quebra da parede celular

(Martins, 2024). Oliveira (2010) também menciona a entrada por transferência vertical, que

acontece quando uma geração de plantas transmite fungos para a próxima por meio de

sementes ou estruturas reprodutivas. Assim, ao germinar, as sementes já contêm fungos

endofíticos nas células das plântulas.

Embora esses fungos não causem doenças visíveis no hospedeiro, sua presença não é

neutra e apresenta diversas funções no organismo dos hospedeiros. Acredita-se que a

interação entre endófitos e plantas pode não se dar apenas pelo equilíbrio entre a virulência e

as defesas, mas sim por uma interação complexa e cuidadosamente regulada. Em decorrência

da coevolução entre planta e endófitos, é possível que eles alterem a morfologia e a fisiologia

do hospedeiro, provocando efeitos como mudanças nos tecidos da planta e desenvolvam

mecanismos de resistência, contribuindo para a defesa química das plantas por meio da
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produção de metabólitos secundários bioativos (Azevedo, 1998; Araújo, 1996; Ferreira,

2020).

Figura 4 - Formas de interações entre plantas e microrganismos.

Fonte: Adaptado de Kim, 2024.

Esses compostos desempenham papéis essenciais para a saúde da planta, incluindo

proteção contra herbivoria, controle de outros microrganismos e aumento da tolerância a

alterações ambientais. Outrossim, dependendo do fator ambiental, esses microrganismos

podem se tornar potencialmente patogênicos em estado latente (Fontenele et al., 2022).

2.4. Moléculas bioativas e suas aplicações biotecnológicas

Os microrganismos produzem metabólitos secundários em resposta a funções

fisiológicas específicas, muitas vezes relacionadas à sua ecologia e interações sociais ou
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predatórias. Esses metabólitos estão presentes em diversos habitats e organismos, variando

conforme fatores ambientais, como temperatura, pH, salinidade e oxigenação. A produção de

metabólitos pelos endófitos depende diretamente das condições fisiológicas do hospedeiro e

do ambiente, sendo influenciada pelo crescimento e metabolismo da planta. Fatores como

baixa respiração ou pH inadequado dificultam a colonização por endófitos, enquanto climas

úmidos e com baixa luz solar favorecem essa interação (Pinto, 2019).

Ao longo da coevolução entre endófitos e suas plantas hospedeiras, estes seres vivos

podem ter se ajustado aos tecidos internos dos vegetais por meio de variações genéticas,

desenvolvendo ferramentas de transferência de informações entre si (Cui et al., 2019). Ao

invadir a planta hospedeira, os microrganismos se adaptam ao microambiente vegetal e

incorporam parte do DNA da planta ao seu próprio genoma. Esse processo de coevolução

permitiu aos endófitos adquirirem a habilidade de biossintetizar compostos bioativos

semelhantes às moléculas produzidas pela própria planta (Pinto, 2019; Martins et al., 2024).

Kusari et al. (2008); Facundo et al., (2008); Ferreira (2020) comentam que muitas das

substâncias produzidas pelas plantas podem ter sua origem na associação com endófitos,

como os fungos, o que justifica o crescente interesse em estudos sobre esses microrganismos.

Dessa forma, fungos endofíticos são uma fonte relevante de uma diversidade de metabólitos

secundários bioativos (anteriormente conhecidos apenas em plantas), devido à sua

versatilidade e grande capacidade de adaptação, podendo crescer em diversos meios e

produzir uma abundância de moléculas bioativas em diferentes condições nutricionais.

As moléculas bioativas produzidas pelos fungos endofíticos desempenham funções

essenciais no hospedeiro vegetal, como na defesa contra estresses abióticos ao produzirem

compostos antioxidantes que protegem contra fatores adversos, como variações extremas de

salinidade e temperatura. Eles também atuam contra estresses bióticos, sintetizando

substâncias que combatem predadores e microrganismos, promovem o crescimento da planta

ao fornecer suporte nutricional, disponibilizando ferro, fósforo e nitrogênio, e ao auxiliar na

regulação hormonal (Bacon; White, 2016).

As diversas classes de moléculas produzidas por fungos endofíticos incluem

principalmente alcalóides, esteróides, terpenóides, isocumarinas, quinonas, fenilpropanóides,

ligninas, fenóis e ácidos fenólicos, além de metabólitos alifáticos, lactonas, citocalasinas,

flavonoides, peptídeos e xantonas (Figura 5), os quais podem apresentar atividades

hormonais, antibióticas, antitumorais, antifúngicas, citotóxicas, antivirais, imunossupressoras

e antiparasitárias, entre outras (Specian et al., 2014; Amaral, 2020; Barros et al., 2023).
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Figura 5 - Diversidade estrutural de metabólitos isolados de fungos endofíticos.

Fonte: Schulz et al., 2002.

Existe ainda um crescente interesse em pesquisas sobre endófitos de plantas

medicinais, com o objetivo de descobrir novos compostos. Isso se deve à hipótese de que as

propriedades terapêuticas possam estar associadas aos endófitos, e não necessariamente à

planta em si, ou que essas propriedades resultem da interação entre ambos (Kusari et al.,

2008; Facundo et al., 2008; Mussi-Dias et al., 2012, Ferreira, 2020). Por tantas atividades

biológicas atribuídas (Quadro 1), destaca-se a importância biotecnológica dos fungos

endofíticos e suas possíveis aplicações nas áreas farmacêutica, médica, industrial e também na

agricultura (Barros et al., 2023).
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Quadro 1 - Substâncias bioativas produzidas por fungos endofíticos isolados de plantas da região Amazônica.

Fonte: Autoria própria.
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2.4.1. Produção de enzimas hidrolíticas

Entre as diversas moléculas produzidas por esses fungos estão as enzimas, grupo de

proteínas que exercem funções fundamentais no metabolismo dos seres vivos, atuando como

catalisadores em reações bioquímicas (Lehninger; Nelson; Cox, 1995) e entre suas diversas

funções, podem decompor moléculas complexas em unidades menores, desempenhando um

papel crucial especialmente na degradação da matéria orgânica, gerando novos produtos

(Austríaco, 2022).

As enzimas microbianas são usadas em setores como a indústria têxtil, fabricação de

papel, degradação de celulose, curtimento de couro, produção de detergentes e bebidas

destiladas, além de serem empregadas na fabricação de cervejas, panificação, produção de

xaropes a partir da sacarificação do amido, ração animal, e também nas indústrias química e

farmacêutica (Austríaco, 2022).

Celulases, proteases, lipases, amilases, xilanases, tanases e pectinases são algumas das

classes de enzimas hidrolíticas empregadas nos diferentes setores industriais (Amaral, 2020;

Denti et al., 2022). Nos fungos endofíticos, a produção dessas moléculas ocorre

principalmente durante o processo de penetração no hospedeiro, na competição contra fungos

fitopatogênicos ou para melhorar o estado nutricional das plantas (Amaral, 2020; Martins et

al., 2024).

A forma de nutrição e a diversidade dos substratos que fungos endofíticos podem

utilizar para o seu crescimento contribuem para sua habilidade de produzir um amplo

conjunto de enzimas extracelulares. Os endófitos são a principal fonte de enzimas para

aplicações industriais, principalmente por seu rápido crescimento e baixo custo, em

comparação com enzimas derivadas de animais e plantas (Amaral, 2020).

Os avanços nas técnicas de biologia molecular, otimização de fermentação e

melhoramento genético possibilitam uma alta produtividade comercial a um custo reduzido. O

processo de biotransformação também requer menos energia, pois elimina a necessidade de

condições extremas de crescimento e a geração de subprodutos indesejados. As reações

geralmente ocorrem em temperatura ambiente, com menor emissão de resíduos industriais, já

que produzem resíduos biodegradáveis (Naik, 2019; Pinto, 2019).

Segundo Denti et al. (2021), a produção enzimática pode ocorrer de duas formas:
O primeiro é denominado fermentação em estado sólido (FES), onde são
empregados substratos sólidos com umidade suficiente para o crescimento do
microrganismo, mas sem a presença de água no meio. Esse método de fermentação é
aplicado com fungos filamentosos por apresentarem boa tolerância à baixa atividade
de água, enzimas como proteases e pectinases são desenvolvidas desse modo (...).
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Outro método (...) é a fermentação submersa (FS), onde o microrganismo é inserido
na forma de inóculo em um meio líquido, com os nutrientes dissolvidos. Dessa
forma é possível controlar a temperatura, pH, agitação e aeração do ambiente. Entre
as vantagens desse método de produção está o fácil controle do meio, menor tempo
de fermentação e maior produtividade, uma vez que o microrganismo está submerso
de forma uniforme, absorvendo os nutrientes com maior eficiência.

2.4.1.1. Amilases

A molécula de amido é essencialmente formada por dois polímeros quimicamente

semelhantes: a amilose e a amilopectina. Para que ocorra a hidrólise desses polímeros de alto

peso molecular, é necessário que um complexo enzimático atue em conjunto para hidrolisar

tanto a amilose quanto a amilopectina (Santos, 2020).

As amilases catalisam a hidrólise das ligações glicosídicas, que são as ligações

químicas que conectam as unidades de glicose (açúcares) nas moléculas de amido e

glicogênio. Dentro deste grupo, podemos destacar as α-amilases, que quebram as ligações

internas do substrato (endoamilases), as β-amilases, que realizam a hidrólise das unidades nas

extremidades não redutoras do substrato (exoamilases), e as glucoamilases, que liberam

unidades de glicose do extremo não redutor das moléculas do substrato (amiloglucosidases)

(Spier, 2004; Santos, 2020).

Dentre as enzimas industriais, as amilases apresentam grande importância,

correspondendo a cerca de 25% do mercado global de enzimas (Martins et al., 2024). São

reconhecidas como as principais enzimas empregadas na indústria alimentícia, especialmente

em produtos de panificação e fermentação de bebidas. Além disso, são aplicadas na síntese de

biopolímeros, nas indústrias têxteis e produtoras de papel, biodiesel, produtos farmacêuticos,

agroquímicos, compostos aromatizantes, no tratamento de poluentes e na demanda por

processos industriais mais sustentáveis quanto ao consumo de energia (Pinto, 2019; Santos,

2020).

2.4.1.2. Proteases

As proteases são enzimas cuja função catalítica consiste em hidrolisar as ligações

peptídicas das proteínas, quebrando-as em aminoácidos e peptídeos, também são chamadas de

peptidases, proteinases e enzimas proteolíticas e são classificadas como peptídeo hidrolases

ou peptidases (EC 3.4) (Martins, 2024).

Elas pertencem a um extenso grupo de enzimas da classe das hidrolases e podem ser

divididas de acordo com a localização da quebra da ligação peptídica na cadeia do substrato,

em endopeptidases (distantes do grupo terminal) e exopeptidases (próximas ao grupo
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terminal). Estão entre os três principais grupos de enzimas industriais, representando 40% do

mercado global de enzimas (Denti et al., 2021).

Estas enzimas são produzidas por vários seres vivos, sejam intracelular ou

extracelular. Normalmente, as proteases extracelulares hidrolisam moléculas grandes em

menores, facilitando a absorção pelas células, enquanto as proteases intracelulares

desempenham papéis na regulação do metabolismo. Além de suas funções fisiológicas em

organismos vivos, as proteases se tornaram extremamente valiosas para diversas aplicações

industriais. Os microrganismos são responsáveis por aproximadamente dois terços da

produção global de proteases, tornando-se uma das principais fontes de produção e podem ser

utilizadas na indústria de detergente, indústria alimentícia, indústria de couro, indústria

farmacêutica e de cosméticos (Bezerra, 2021).

Considerando o potencial de produção de moléculas com atividades biológicas por

fungos endofíticos, em especial as enzimas hidrolíticas, e suas diversas aplicações

biotecnológicas, este trabalho visa contribuir para a descoberta de fungos potencialmente

produtores de amilases e proteases, a fim de ampliar os conhecimentos acerca da comunidade

microbiana associada às plantas hospedeiras, sobre o funcionamento da relação ecológica

estabelecida entre fungo-planta e promover a conservação da biodiversidade amazônica

através do potencial que pode ser apresentado por essas espécies e explorado por meio da

biotecnologia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

● Avaliar a produção de enzimas hidrolíticas por fungos endofíticos isolados de plantas

nativas da Amazônia.

3.2. Objetivos específicos

● Investigar fungos endofíticos de diferentes fragmentos de M. dubia.

● Selecionar fungos endofíticos isolados de G. hexapetala depositados em uma coleção

microbiológica.

● Avaliar a produção de amilases e proteases por fungos endofíticos isolados de G.

hexapetala e M. dubia.

● Identificar a nível de gênero fungos endofíticos potencialmente produtores de enzimas

hidrolíticas de interesse biotecnológico.
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4. MATERIAL E MÉTODOS

No geral, esta pesquisa seguiu as etapas descritas abaixo:

Figura 6 - Fluxograma da metodologia do trabalho.

Fonte: Autoria própria.
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4.1. Coleta do material vegetal

As amostras de M. dubia foram coletadas na Estrada do Arapapá - Igarapé do Lago

Preto, zona rural do município de Manacapuru/AM (Figura 7), de coordenadas geográficas:

03º16’42.5”S e 60º23’25.9”O (planta 1), 03º16’42.1”S e 60º23’26.2”O (planta 2) (Figura 8 -

E, F). A coleta foi realizada no dia 11 de março de 2024, durante a estação chuvosa na região

Amazônica, utilizando-se como critérios de escolha: folhas, galhos e frutos (verdes e

maduros) com aparência sadia, sem sintomas visuais de doenças ou lesões.

Figura 7 - Localização geográfica do local da coleta do material vegetal.

Fonte: Autoria própria.

No local da coleta, o material botânico foi selecionado e coletado de dois diferentes

indivíduos. Este material (folhas, galhos e frutos) foi pré-lavado com água destilada

autoclavada (Figura 8 - G), armazenado em sacos plásticos novos, identificado e

acondicionado em caixa de isopor com bolsas de gelo, para conservação (Figura 8 - H). Em

seguida, foram transportados para o Laboratório de Biotecnologia - ILUM do HUB -

Inovação e Tecnologia, localizado na Escola Superior de Tecnologia da Universidade do

Estado do Amazonas (EST/UEA), onde ocorreram os procedimentos laboratoriais.
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Figura 8 - Árvores da coleta e processamento do material vegetal.

Fonte: (A, B) Souza, 2023; (C - J) Autoria própria. (A, B) Camucamuzeiro em floração,

dezembro de 2023; (C, D) Frutos do camucamuzeiro, março de 2024; (E, F) Árvores onde

foram realizadas as coletas; (G) Lavagem de folhas, galhos e frutos logo após coleta; (H)
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Acondicionamento do material botânico pós lavagem para serem transportados ao local de

procedimento laboratorial; (I, J) Amostras coletadas dos dois indivíduos, planta 1 e 2,

respectivamente.

4.2. Desinfecção do material vegetal e isolamento de fungos endofíticos de

Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh. (Myrtaceae)

O material vegetal coletado foi processado 24 horas após a coleta. No laboratório,

realizou-se uma lavagem em água corrente com o auxílio de uma esponja nova e sabão

neutro, a fim de retirar sujidades e possíveis microrganismos epifíticos.

Seguindo a metodologia utilizada por Ferreira (2020) com adaptações (Figura 9), no

interior de uma cabine de segurança biológica, as folhas, os galhos e os frutos foram imersos,

respectivamente, em água destilada autoclavada (30 segundos), solução de álcool etílico 70%

(1 minuto), solução de hipoclorito de sódio 3% (3 minutos), novamente solução de álcool

etílico 70% (30 segundos) e água destilada autoclavada. Para cada fragmento utilizou-se

novas soluções desinfetantes em que, utilizando uma micropipeta, retirou-se 50 μL da última

água de lavagem para fazer o controle de assepsia do isolamento (duplicata), o volume foi

inoculado em placas de Petri (100 x 20 mm) contendo o meio de cultura do experimento e

espalhado com auxílio de uma alça de Drigalski.

Figura 9 - Metodologia de isolamento dos microrganismos endofíticos de Myrciaria dubia.

Fonte: Autoria própria. Criado com BioRender.

Após a desinfecção, utilizando furador de papel e lâminas de bisturi estéreis, foram

cortados fragmentos de aproximadamente 5 x 5 mm das folhas, galhos e frutos (Figura 10 - B,

C, D). Foram inoculados quatro fragmentos em cada placa de Petri contendo meio de cultura

BDA + EL (batata, dextrose, ágar + extrato de levedura) (Apêndice A) (Souza et al., 2004) e

antibióticos Tetraciclina (50 mg/mL⁻¹) e Ampicilina (50 mg/mL⁻¹) (T + A), para impedir o
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crescimento de bactérias (Figura 10 - E, F). Os experimentos foram realizados em triplicata e

as placas foram incubadas em B.O.D. por 15 dias em duas temperaturas: 18 ºC e 28 ºC

(Tabela 1).

Figura 10 - Assepsia, preparo dos fragmentos e isolamento dos fungos endofíticos.

Fonte: Autoria própria. (A) Desinfecção de frutos de M. dubia; (B) Corte de fragmentos com

o auxílio de um furador de papel esterilizado; (C, D) Fragmentos cortados; (E) Placas de

isolamentos após inoculação dos fragmentos; (F) Placa de isolamento com quatro fragmentos

inoculados após 4 dias; (G) Fungo endofítico repicado em tubo de ensaio.

Tabela 1 - Condições de cultivo para o isolamento dos endofíticos de Myrciaria dubia.

Fonte: Autoria própria.

4.3. Purificação e análise de dados do isolamento

As placas de isolamento foram acompanhadas diariamente durante o período de

realização do experimento e os fungos endofíticos que começavam a crescer a partir dos
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fragmentos eram então repicados (raspagem do micélio) para tubos de ensaio contendo o meio

de cultura BDA + EL inclinado e armazenados em B.O.D. na mesma temperatura de

isolamento (18 ºC e 28 ºC). A etapa de purificação iniciou com a transferência das cepas dos

tubos inclinados para placas de Petri e realização de repiques sucessivos a fim de obter

colônias puras (Figura 10 - G), se caso dois ou mais microrganismos estivessem crescendo

juntos, observando as características macromorfológicas.

Posteriormente, os fungos endofíticos isolados foram conservados em triplicata

seguindo o método de Castellani (1939).

A partir do número de isolados obtidos, realizou-se o cálculo do índice de colonização

e das taxas de frequência, conforme descrito por Petrini; Stone; Carrol (1992).

Taxa de colonização (TC):

TC (%) = Número total de fragmentos com um ou mais isolados x 100

Número total de fragmentos da amostragem

Frequência relativa (FR):

FR (%) = Número total de isolados de um grupo x 100

Número total de isolados

4.4. Seleção dos fungos endofíticos

As linhagens fúngicas isoladas de G. hexapetala foram obtidas a partir do isolamento

de Ferreira (2020), depositadas na Central de Coleções Microbiológicas da Universidade do

Estado do Amazonas (CCM/UEA).

Com base na macromorfologia, selecionou-se 25 fungos de Gustavia hexapetala

(Alb.) Sm. e 25 fungos de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh que apresentavam as

características macromorfológicas mais distintas observadas e registradas para avaliar a

produção de moléculas bioativas, todas as linhagens foram provenientes de fragmentos de

galhos das respectivas plantas amazônicas.

4.5. Reativação das linhagens fúngicas

Os fungos endofíticos selecionados de G. hexapetala foram reativados em placas de

Petri (100 x 20 mm) duplicatas tripontuais, com três fragmentos cada, contendo meio de

cultivo BDA + EL e mantidas em incubadora B.O.D., na temperatura de 28 °C, por 7 dias.
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Em seguida, para todos os fungos selecionados, foi feito um repique unipontual de cada

linhagem no mesmo meio de cultivo e as placas foram mantidas nas mesmas condições de

incubação (Figura 11).

Figura 11 - Reativação e repique dos fungos endofíticos selecionados.

Fonte: Autoria própria. Criado com BioRender.

4.6. Caracterização morfológica

A caracterização da macromorfologia das linhagens fúngicas foi feita a partir da

observação das características presentes nas colônias, considerando os aspectos: coloração,

textura, relevo, forma da borda, produção de pigmento e exsudato (Pereira, 2001). Foram

feitas fotografias das placas para comparação com a literatura (Gilmar, 1959; Bononi; Grandi

1998; Kiffe; Morelet, 1999; Guerrero; Silveira, 2003; Zhao; Liu; Wu, 2007; Almeida et al.,

2012; Lazarotto, 2013; Visagie et al., 2014; Ferreira, 2020; Martins et al., 2024). A paleta de

cores para definir a coloração das colônias teve como referência o catálogo de cores Suvinil

Fresh.

Para a análise micromorfológica realizou-se a produção de lâminas utilizando a

técnica de microcultivo, que consiste na inoculação de fragmentos do micélio da amostra nas

extremidades de duas lamínulas que são posicionadas dentro da placa de Petri contendo meio

BDA + EL. As placas foram incubadas em B.O.D., na temperatura de 28 ºC e após 48 - 72 h

cada lamínula foi retirada e colocada em uma lâmina de microscopia com uma gota do

corante azul de lactofenol (Figura 12). As lâminas foram visualizadas no microscópio óptico

(objetivas de 4x, 10x, 20x, 40x e 100x) (Leica DM2500 LED e Nikon Eclipse E200), as hifas

e estruturas reprodutivas observadas foram fotografadas e analisadas com base em guias e

chaves de identificação.
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Figura 12 - Análise micromorfológica pela técnica de microcultivo.

Fonte: Autoria própria. Criado com BioRender.

4.7. Análise qualitativa da atividade enzimática

Os testes para a verificação de produção das enzimas hidrolíticas extracelulares

amilases e proteases seguiram o método cup plate, que consiste na inoculação em meio sólido

de alíquotas do caldo de fermentação das linhagens fúngicas após o seu cultivo em meio

líquido (Dingle; Reid; Salomons, 1953; Souza; Oliveira; Andrade, 2008; Teixeira et al., 2011;

Specian; Costa; Pamphile, 2021; Martins, 2024).

4.7.1. Preparo do caldo de fermentação

Para a realização dos ensaios, após serem reativadas em meio BDA + EL, as linhagens

fúngicas foram cultivadas em meio líquido Solução de Manachini (Apêndice A) (Manachini;

Fortina; Parini, 1987), adicionado de substrato indutor (2%) e pH ajustado para cada enzima:

amilase - amido de milho, pH 6,0 e protease - gelatina incolor sem sabor, pH 6,9. Foram

introduzidos três discos (6 mm) do micélio de cada colônia em frascos Erlenmeyer de 125 mL

contendo 60 mL de meio seletivo, que foram incubados em agitador tipo Shaker, sob agitação

a 140 rpm, na temperatura de 28 °C, por 7 dias (Figura 13).
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Figura 13 - Cultivo em meio líquido e obtenção do caldo de fermentação para a realização dos

testes enzimáticos.

Fonte: Autoria própria. Criado com BioRender.

4.7.2. Ensaio qualitativo cup plate

Após o período de incubação em meio líquido, os cultivos foram filtrados com auxílio

de papel filtro, gaze, algodão e membrana milipore 0,45 μm. O conteúdo filtrado foi

armazenado em refrigerador, à 4 ºC.

Em seguida, foram preparados meios sólidos contendo os substratos indutores

específicos para cada enzima, sendo ágar-amido para amilase e ágar-gelatina-leite para

protease (Apêndice A). Foram feitos cup plates de 6 mm na superfície dos meios de cultura

em placas de Petri (100 x 20 mm ou 150 x 25 mm), em que se inoculou 100 μL de cada caldo

de cultivo, em triplicata (Figura 14). As placas foram incubadas em B.O.D., na temperatura de

28 °C, por 24 horas.

Figura 14 - Etapas do teste enzimático em cup plate.

Fonte: Autoria própria. Criado com BioRender. 1, 2, 3= triplicata da amostra; B= branco; C=

controle.
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4.7.3. Determinação da produção de enzimas e análise de dados

A avaliação da produção de amilases foi feita por meio da revelação do meio

ágar-amido com solução de lugol forte que foi borrifado sobre as placas. Para protease não foi

necessário a utilização de solução reveladora, observou-se a formação de halos translúcidos

ao redor dos cup plates das placas ágar-gelatina-leite. Os halos decorrentes da hidrólise

enzimática foram metidos com o auxílio de um paquímetro e, a partir dos dados obtidos,

calculou-se a média e o desvio padrão da triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1. Isolamento e purificação de fungos endofíticos deMyrciaria dubia (Kunth)

McVaugh (Myrtaceae)

Do total de 144 fragmentos isolados, sendo 48 fragmentos de cada tecido avaliado,

foram isolados 176 fungos endofíticos, em que 69 fungos são isolados de folhas, 52 fungos

isolados de galhos e 55 fungos isolados de frutos (Figura 15) (Tabela 2).

Figura 15 - Diferentes fungos isolados dos tecidos de M. dubia.

Fonte: Autoria própria.

Tabela 2 - Isolamento de fungos endofíticos de diferentes tecidos de Myrciaria dubia por

temperatura.

Fonte: Autoria própria.

O número de isolados obtido com esta pesquisa a partir dos fragmentos inoculados foi

proporcionalmente superior ao isolamento realizado por Corrêa et al. (2015). Utilizando o

mesmo meio de isolamento porém temperatura de 25 ± 3 °C, foram amostrados 31 indivíduos

de M. dubia e para cada indivíduo foram preparados 9 fragmentos de folhas e 9 fragmentos de

galhos, totalizando 279 fragmentos de cada tecido. Dessa forma, inoculando 558 fragmentos

no total, foram isolados 307 fungos endofíticos. Nesta pesquisa, o número de fragmentos de

folhas e galhos inoculados (96) representam 17,2% dos fragmentos inoculados no trabalho
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citado. Considerando também o isolamento de fungos dos frutos, o total de fragmentos

utilizados representam 25,8% do total inoculado por Corrêa e colaboradores.

Considerando a temperatura ideal de crescimento, os microrganismos isolados podem

ser considerados psicrófilos, que são aqueles que se desenvolvem preferencialmente em

temperaturas entre 15 °C e 20 °C ou até mesmo em condições mais frias, e mesófilos, que

englobam os microrganismos que crescem em uma faixa de temperatura de 25 °C a 40 °C

(Pelczar; Chan; Krieg, 1997). Isso demonstra a capacidade de cultivo e adaptação dos

diversos microrganismos colonizadores dos tecidos internos da planta hospedeira.

5.1.1. Análise de dados do isolamento

A partir do total de fungos endofíticos isolados, calculando a taxa de colonização

(Tabela 3) foi possível determinar que os fragmentos de folhas de ambos os indivíduos

amostrados, bem como os fragmentos de galho da planta 2, tiveram 100% de seus fragmentos

com crescimento fúngico, já os fragmentos de galho da planta 1 tiveram 91,66% de TC (dois

fragmentos não tiveram isolados), enquanto os fragmentos de frutos de ambos os indivíduos

apresentaram 95,83% de colonização (um fragmento de cada indivíduo não teve isolados).

Tabela 3 - Total de fungos isolados por indivíduo, taxa de colonização (TC) e frequência

relativa (FR).

Fonte: Autoria própria.

Isolando fungos endofíticos de Myrtaceae, Silva (2018) também obteve 100% de TC

para fragmentos de folhas. Gazis e Chaverri (2010), ao analisarem 225 amostras (90 de folhas

e 135 de caule), isolaram 175 endófitos provenientes de 15 árvores de Hevea brasiliensis e

obtiveram uma taxa de colonização de 90% nas folhas e de 60% nos caules. Esses resultados

mostram-se semelhantes aos obtidos nesta pesquisa, em que a maior TC foi para fragmentos

de folhas, embora para os outros fragmentos também tenha sido alta.

Quanto à frequência relativa (Figura 16), observou-se que houve maior número de

isolados a partir de fragmentos de folha tanto para a planta 1 com 40,9%, quanto para a planta
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2 com 37,5%. Para frutos obteve-se 30,7% e 31,8%, e para galhos a FR foi de 28,4% e 30,7%,

planta 1 e planta 2, respectivamente.

Figura 16 - Frequência relativa (FR) do isolamento dos tecidos vegetais de cada indivíduo.

Fonte: Autoria própria.

A partir do estudo de Ferreira (2020), a frequência de isolamento indicou um maior

número de isolados provenientes dos galhos de G. hexapetala no meio BDA + EL, com

74,6%. Nas folhas, também em meio BDA + EL, a frequência foi de 49,6%. Nos meios Aveia

e ISP2, a frequência de isolamento continuou mais elevada para os galhos (47,2% e 41,5%,

respectivamente) e mais baixa para as folhas. Banhos et al. (2014) isolaram 156 fungos

endofíticos a partir de 270 fragmentos inoculados de Myrcia guianensis (Myrtaceae) e

também obtiveram maior FR para galhos (32%) do que para folhas (30,1%), o que difere dos

resultados obtidos com esta pesquisa.

Já Souza et al. (2004) encontraram uma maior quantidade de endófitos nas folhas

(72%) em comparação aos galhos (37,5%) em suas pesquisas com Palicourea longiflora

(Rubiaceae). Santos e colaboradores (2021), tiveram um total de 28 fungos endofíticos

isolados de Uncaria tomentosa, desses, 18 (64,2%) foram obtidos a partir de amostras de

folhas e 10 (35,7%) de amostras de caule. Conjuntamente, ao investigar as plantas Pueraria

phaseoloides (Fabaceae) e Theobroma grandiflorum (Sterculiaceae), Galvão (1998) obteve as

maiores frequências de isolamento nas folhas, com 72,5% e 58,7%, respectivamente. Esses

resultados se assemelham com os dados obtidos a partir do isolamento deste trabalho, em que

os fragmentos de folhas tiveram maior frequência.
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5.2. Seleção e reativação dos fungos endofíticos

Para a etapa de seleção, foram selecionadas 25 linhagens isoladas de fragmentos de

galhos de Gustavia hexapetala depositadas na coleção, e dos 52 fungos endofíticos isolados e

já purificados de fragmentos de galhos de Myrciaria dubia, também foram selecionados 25

linhagens (Figura 17).

Figura 17 - Diversidade de características apresentadas pelos endófitos de G. hexapetala e M.

dubia selecionados.

Fonte: Autoria própria.

5.3. Caracterização morfológica

Com base na observação das características macro e micromorfológicas e comparação

com descrições na literatura, foi possível sugerir a identificação de um fungo da espécie

Aspergillus niger Tiegh. (isolado de M. dubia), e seis diferentes gêneros: Fusarium Link

(18%), Penicillium Link (6%), Helicosporium Nees (20%), Aspergillus P. Micheli (6%),

Rhizoctonia DC (6%) e Guignardia Viala & Ravaz (6%) (Figura 18). Alguns fungos não

produziram estruturas reprodutivas para dar prosseguimento à identificação (Mycelia sterilia -

38%). No estudo de Santos et al. (2021), de 28 fungos endofíticos isolados, 28,57% não

puderam ser identificados por serem estéreis.
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Figura 18 - Diversidade de gêneros sugeridos dos fungos isolados de G. hexapetala e M.

dubia identificados morfologicamente.

Fonte: Autoria própria.

Ao examinar diversos estudos, observa-se que os gêneros de fungos endofíticos mais

comumente encontrados em plantas são Aspergillus, Penicillium e Fusarium (Souza et al.,

2004; Silva et al., 2006; Diniz et al., 2020), o que se assemelha aos resultados deste trabalho.

Endófitos dos gêneros identificados já foram isolados de outras plantas tropicais, como T.

grandiflorum, U. tomentosa, P. phaseoloides, Calycophyllum spruceanum, Himatanthus

sucuuba, Piper hispidum e G. hexapetala (Galvão, 1998; Souza et al., 2004; Oliveira, 2010;

Ferreira, 2020; Santos et al., 2021; Mendonça et al., 2023; Martins et al., 2024). Silva (2018)

também isolou A. niger em espécie de Myrtaceae.

Souza et al. (2004) e Ferreira (2020) enfatizam que a escassez de especialistas em

taxonomia de fungos microscópicos e a falta de conhecimento sobre a ecologia dessas

espécies tem tornado a identificação completa de fungos endofíticos um desafio significativo.

Essa limitação ainda impede avanços em pesquisas como esta, o que reflete no número de

endófitos não identificados, sendo possível que entre estes existam espécies ainda não

descritas.

A seguir, o Quadro 2 apresenta as características macro e micromorfológicas

observadas para a sugestão de gêneros das 50 linhagens selecionadas para a avaliação da

produção de moléculas bioativas.
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Quadro 2 - Aspectos macro e micromorfológicos das colônias de fungos endofíticos

selecionados.
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Fonte: Autoria própria. Ghx = Gustavia hexapetala; G = galho; TA = Tetraciclina +

Ampicilina; TI = Tetraciclina + Itraconazol; Md = Myrciaria dubia; GL1 = galho planta 1;

GL2= galho planta 2.

5.4. Análise da atividade amilolítica

Com a realização dos testes enzimáticos de atividade amilolítica, 2 dos 50 fungos

testados apresentaram halos de hidrólise (Figura 19), sendo um fungo isolado de G.

hexapetala (Mycelia sterilia - Ghx G - 3.3.2 – TA) (Tabela 4), que teve halo de 18,00 ± 2,16

mm, e um fungo isolado de M. dubia (Aspergillus sp. - Md GL2 1.1.2 28 ºC) (Tabela 5), que

teve halo de 10,00 ± 0,82 mm.

Diversos estudos abordam o potencial de produção de amilases por fungos endofíticos,

como no trabalho de Mendonça e colaboradores (2023), em que foram testados 21 fungos de

C. spruceanum e 24% apresentaram resultados positivos para a produção da enzima. Os

autores testaram também 16 fungos endofíticos de H. sucuuba, dos quais 6% apresentaram

atividade amilolítica.
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Figura 19 - Halos de degradação amilolítica produzidos pelos fungos endofíticos testados.

Fonte: Autoria própria. 1-10 = diferentes fungos testados, sendo 8 o fungo Mycelia sterilia

(Ghx G - 3.3.2 – TA) e 10 o fungo Aspergillus sp. (Md GL2 1.1.2 28 ºC); ND = Não

Detectado; CN = Controle Negativo.

Tabela 4 - Atividade amilolítica dos fungos endofíticos isolados de G. hexapetala testados.

Caracterização
morfológica

Código de
isolamento

Diâmetro do
halo (mm)

Mycelia sterilia Ghx G - 3.3.2 – TA 18,00 ± 2,16
Mycelia sterilia Ghx G - 1.2.1B – TI 0,00
Mycelia sterilia Ghx G - 5.4.1 – TA 0,00
Mycelia sterilia Ghx G - 5.2.1 – TA 0,00
Mycelia sterilia Ghx G - 3.3.1C – TA 0,00
Guignardia sp. Ghx G - 4.2.1 – TI 0,00
Fusarium sp. Ghx G - 4.3.2 – TI 0,00
Fusarium sp. Ghx G - 2.1.2 – TI 0,00

Mycelia sterilia Ghx G - 1.1.1 – TI 0,00
Guignardia sp. Ghx G - 1.3.2 – TA 0,00
Mycelia sterilia Ghx G - 3.3.1 – TI 0,00
Penicillium sp. Ghx G - 2.3.1 – TA 0,00

Helicosporium sp. Ghx G - 4.4.1 – TA 0,00
Helicosporium sp. Ghx G - 2.1.1A – TI 0,00
Mycelia sterilia Ghx G - 2.2.1 0,00
Fusarium sp. Ghx G-3.3.1B -TA 0,00

Helicosporium sp. Ghx G - 2.3.1 0,00
Fusarium sp. Ghx G - 1.2.1B - TA 0,00
Penicillium sp. Ghx G - 1.2.2A – TA 0,00

Helicosporium sp. Ghx G - 3.1.1 – TA 0,00
Helicosporium sp. Ghx G - 3.4.1B – TI 0,00

Fusarium sp. Ghx G - 2.1.2- TA 0,00



53

Fusarium sp. Ghx G - 2.2.1A - TA 0,00
Fusarium sp. Ghx G - 2.2.1 – TI 0,00
Penicillium sp. Ghx G - 2.1.1B – TI 0,00

Fonte: Autoria própria.

Tabela 5 - Atividade amilolítica dos fungos endofíticos isolados de M. dubia testados.

Caracterização
morfológica

Código de
isolamento

Diâmetro do
halo (mm)

Aspergillus sp. Md GL2 1.1.2 28 ºC 10,00 ± 0,82
Rhizoctonia sp. Md GL1 2.2.1 18 ºC 0,00
Rhizoctonia sp. Md GL13.1.1 28 ºC 0,00

Helicosporium sp. Md GL1 1.1.1 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 2.4.2 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 2.4.1 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 3.1.1 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 3.4.1 28 ºC 0,00
Guignardia sp. Md GL1 2.4.1 28 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 2.3.1 28 ºC 0,00
Fusarium sp. Md GL1 1.4.1 28 ºC 0,00

Mycelia sterilia Md GL1 1.3.1 28 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 1.2.1 28 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 1.1.1 28 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL2 3.3.1 18 ºC 0,00
Rhizoctonia sp. Md GL2 3.1.1 18 ºC 0,00
Aspergillus niger Md GL2 2.2.3 18 ºC 0,00
Helicosporium sp. Md GL2 1.1.1 18 ºC 0,00
Helicosporium sp. Md GL2 1.2.1 18 ºC 0,00
Helicosporium sp. Md GL2 1.1.1 28 ºC 0,00

Fusarium sp. Md GL2 2.1.1 28 ºC 0,00
Aspergillus sp. Md GL2 1.2.1 28 ºC 0,00

Helicosporium sp. Md GL2 2.2.1 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL2 1.4.1 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL2 3.4.1 18 ºC 0,00

Fonte: Autoria própria.

No estudo de Martins et al. (2024), foram testados em cup plate 35 fungos endofíticos

isolados de G. hexapetala, em que 14,28% (5/35) apresentaram halos de degradação

amilolítica variando de 6,67 e 10,67 mm. Bezerra (2017) também testou em cup plate 15

fungos endofíticos de planta amazônica, em que 6 dos testados apresentaram resultados

positivos para esta enzima, com halos variando de 1 a 9 mm. Nesta pesquisa, os resultados

obtidos foram semelhantes, sendo que um fungo apresentou halo de hidrólise maior que os

relatados (18 mm), sendo considerada uma linhagem promissora para a produção da enzima

em grande escala (Orlandelli et al., 2011).
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Um dos fungos endofíticos que positivaram para a produção de amilases foi

caracterizado morfologicamente como Aspergillus sp., este gênero é relatado na literatura

como um ótimo produtor de amilases, sendo bastante utilizado em processos industriais

(Tabela 6) (Brito, 2017; Santos, 2020). Brito (2017), testou para atividade amilolítica 14 cepas

de Aspergillus em cup plate com meio ágar-amido, destes, 13 mostraram um bom potencial

enzimático.

Tabela 6 - Produção de amilases por Aspergillus spp. em fermentação submersa.

Fonte: Adaptado de Brito (2017).

5.5. Análise da atividade proteolítica

Testando as mesmas linhagens para a produção de enzimas proteolíticas, 14% (7/ 50)

dos fungos apresentaram halos de degradação do substrato (Figura 20). Foram estes cinco

fungos isolados de G. hexapetala, que tiveram halos de 11,33 mm, 11,00 mm, 10,67 mm,

10,00 mm e 09,67 mm, respectivamente (Tabela 7). O desvio padrão, medida que descreve a

diferença entre as médias das triplicatas, variou entre 0,00 mm a 0,94 mm. Apenas o último

destes foi possível identificar pela caracterização morfológica, sendo pertencente ao gênero

Guignardia. Os outros dois fungos que positivaram para a produção da enzima foram isolados

de M. dubia, ambos foram identificados morfologicamente como do gênero Rhizoctonia e

produziram halos de 14,67 ± 1,70 mm e 12,67 ± 2,05 mm (Tabela 8).
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Figura 20 - Halos de degradação proteolítica produzidos pelos fungos endofíticos testados.

Fonte: Autoria própria. 1-12 = diferentes fungos testados, sendo 2 o fungo Rhizoctonia sp.

(Ghx G - 3.3.1C – TA) e 10 o fungo Rhizoctonia sp. (Md GL1 2.2.1 18 ºC); ND = Não

Detectado; CN = Controle Negativo; B = Branco.

Tabela 7 - Atividade proteolítica dos fungos endofíticos isolados de G. hexapetala testados.

Caracterização
morfológica

Código de
isolamento

Diâmetro do
halo (mm)

Mycelia sterilia Ghx G - 3.3.2 – TA 0,00
Mycelia sterilia Ghx G - 1.2.1B – TI 11,33 ± 0,94
Mycelia sterilia Ghx G - 5.4.1 – TA 11,00 ± 0,81
Mycelia sterilia Ghx G - 5.2.1 – TA 10,67 ± 0,94
Mycelia sterilia Ghx G - 3.3.1C – TA 10,00 ± 0,00
Guignardia sp. Ghx G - 4.2.1 – TI 09,67 ± 0,94
Fusarium sp. Ghx G - 4.3.2 – TI 0,00
Fusarium sp. Ghx G - 2.1.2 – TI 0,00

Mycelia sterilia Ghx G - 1.1.1 – TI 0,00
Guignardia sp. Ghx G - 1.3.2 – TA 0,00
Mycelia sterilia Ghx G - 3.3.1 – TI 0,00
Penicillium sp. Ghx G - 2.3.1 – TA 0,00

Helicosporium sp. Ghx G - 4.4.1 – TA 0,00
Helicosporium sp. Ghx G - 2.1.1A – TI 0,00
Mycelia sterilia Ghx G - 2.2.1 0,00
Fusarium sp. Ghx G-3.3.1B -TA 0,00

Helicosporium sp. Ghx G - 2.3.1 0,00
Fusarium sp. Ghx G - 1.2.1B - TA 0,00
Penicillium sp. Ghx G - 1.2.2A – TA 0,00

Helicosporium sp. Ghx G - 3.1.1 – TA 0,00
Helicosporium sp. Ghx G - 3.4.1B – TI 0,00

Fusarium sp. Ghx G - 2.1.2- TA 0,00
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Fusarium sp. Ghx G - 2.2.1A - TA 0,00
Fusarium sp. Ghx G - 2.2.1 – TI 0,00
Penicillium sp. Ghx G - 2.1.1B – TI 0,00

Fonte: Autoria própria.

Tabela 8 - Atividade proteolítica dos fungos endofíticos isolados de M. dubia testados.

Caracterização
morfológica

Código de
isolamento

Diâmetro do
halo (mm)

Aspergillus sp. Md GL2 1.1.2 28 ºC 0,00
Rhizoctonia sp. Md GL1 2.2.1 18 ºC 14,67 ± 1,70
Rhizoctonia sp. Md GL13.1.1 28 ºC 12,67 ± 2,05

Helicosporium sp. Md GL1 1.1.1 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 2.4.2 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 2.4.1 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 3.1.1 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 3.4.1 28 ºC 0,00
Guignardia sp. Md GL1 2.4.1 28 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 2.3.1 28 ºC 0,00
Fusarium sp. Md GL1 1.4.1 28 ºC 0,00

Mycelia sterilia Md GL1 1.3.1 28 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 1.2.1 28 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL1 1.1.1 28 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL2 3.3.1 18 ºC 0,00
Rhizoctonia sp. Md GL2 3.1.1 18 ºC 0,00
Aspergillus niger Md GL2 2.2.3 18 ºC 0,00
Helicosporium sp. Md GL2 1.1.1 18 ºC 0,00
Helicosporium sp. Md GL2 1.2.1 18 ºC 0,00
Helicosporium sp. Md GL2 1.1.1 28 ºC 0,00

Fusarium sp. Md GL2 2.1.1 28 ºC 0,00
Aspergillus sp. Md GL2 1.2.1 28 ºC 0,00

Helicosporium sp. Md GL2 2.2.1 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL2 1.4.1 18 ºC 0,00
Mycelia sterilia Md GL2 3.4.1 18 ºC 0,00

Fonte: Autoria própria.

Os fungos endofíticos podem ter a capacidade de produzir essas enzimas para serem

utilizadas pelo seu metabolismo de forma natural, em processos bioquímicos. Além disso,

eles liberam enzimas para degradar o tecido vegetal, facilitando a sua entrada nas plantas, o

que constitui um dos principais mecanismos de invasão desses fungos (Azevedo, 1998;

Martins, 2024). A produção de proteases pode ser verificada com esta pesquisa e em diversos

outros trabalhos como o de Specian; Costa; Pamphile (2021), que investigaram a atividade

enzimática de protease do fungo Diaporthe helianthi, em que observaram halos de 9,33 mm.

Também com o estudo de Diniz et al. (2020), em que foram avaliados 8 fungos endofíticos de
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Oenocarpus bacabaMart., dos quais 1 (12,5%) apresentou halos de degradação para protease,

além de outros 3 (37,5%) para amilase.

Martins et al. (2024), testando 35 fungos endofíticos de G. hexapetala, 51,42%

(18/35) apresentaram halos de degradação proteolítica em cup plate com meio

ágar-gelatina-leite. Orlandelli et al. (2011) testaram para protease 28 fungos isolados da planta

medicinal Piper hispidum e obtiveram resultados 100% positivos, os autores consideram que

medidas de hidrólise do meio sólido acima de 9 mm são consideradas promissoras. Nesta

pesquisa, apresentaram resultados positivos 20% dos fungos de G. hexapetala e 8% dos

fungos de M. dubia (14% no total), sendo que todos os sete fungos apresentaram halos acima

de 9 mm.

Um dos fungos produtores de proteases segundo esta pesquisa pertence ao gênero

Guignardia. Sposito et al. (2011) analisaram o perfil enzimático do endófito Guignardia

mangiferae e do fitopatógeno Guignardia citricarpa. Os autores destacaram a escassez de

estudos sobre a produção enzimática dessas espécies e observaram que elas exibiram um nível

elevado de produção de enzimas hidrolíticas.

Outro gênero que apresentou resultados positivos para a produção de proteases foi o

Rhizoctonia. Comparando com a literatura, na pesquisa de Flores (2022), ao testar fungos

endofíticos de soja deste gênero, não foi possível observar atividade proteolítica, o que difere

dos dados obtidos com este trabalho.



58

6. CONCLUSÃO

O isolamento utilizando fragmentos de folhas, galhos e frutos de Myrciaria dubia

possibilitou analisar a abundância de fungos endofíticos que podem ser encontrados em

associação com a espécie vegetal e verificar o potencial biotecnológico que pode ser

desempenhado por esses organismos.

Selecionou-se e caracterizou-se morfologicamente 50 fungos endofíticos para a

realização dos testes enzimáticos, sendo 25 de G. hexapetala e 25 de M. dubia. A partir da

caracterização macro e micromorfológica, foram identificados 6 diferentes gêneros fúngicos

pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota (Rhizoctonia). No entanto, não foi

possível identificar 38% dos fungos selecionados, uma vez que não produziram estruturas

reprodutivas.

Quanto ao potencial de produção de moléculas bioativas, testando a atividade

amilolítica, 4% dos fungos apresentaram resultados positivos. Já para a produção de enzimas

proteolíticas, 14% dos fungos testados produziram halos de hidrólise enzimática. Todos os

resultados mostraram que as linhagens são promissoras para a produção das moléculas

bioativas em grande escala.

Dessarte, esta pesquisa destaca o potencial que pode ser apresentado por fungos

endofíticos isolados de plantas nativas da Amazônia, demonstrando novas possibilidades de

uso pela biotecnologia em diferentes setores da indústria, e a importância da conservação

dessas espécies para a sociedade e o meio ambiente como um todo. É uma base para futuras

pesquisas quantitativas, com o objetivo de aprofundar o conhecimento já consolidado, além

de explorar a capacidade dessas linhagens fúngicas em diferentes áreas, ampliando a

descoberta do seu potencial de produção de moléculas bioativas.
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APÊNDICE A - Preparo dos meios de cultura

Para o preparo dos diferentes meios de cultura utilizados nesta pesquisa, foram

necessários os reagentes e substratos descritos abaixo, nas seguintes concentrações:

a. BDA + EL (batata, dextrose, ágar + extrato de levedura)

Componentes Quantidade

Batata in natura 200 g

Dextrose 20 g

Ágar 15 g

Extrato de Levedura 2 g

Água destilada 1 L

Para o preparo das batatas, foi necessário lavá-las, descascá-las, cortá-las em cubos e

cozinhá-las com 1 L de água destilada. Após amolecer, foi coado o caldo do cozimento.

Depois de pesar e misturar os outros ingredientes, foi adicionado o caldo de batata e

completado o volume de água destilada.

b. Ágar-amido

Componentes Quantidade

Ágar 18 g

Amido de milho 10 g

Ácido cítrico 0,1865 g

Fosfato de sódio 0,3665 g

Água destilada 1 L

c. Ágar-gelatina-leite

Componentes Quantidade

Ágar 18 g

Gelatina incolor sem
sabor 10 g
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Leite desnatado 10 g

Ácido cítrico 0,1865 g

Fosfato de sódio 0,3665 g

Água destilada 1 L

d. Solução de Manachini

Componentes Quantidade

Fosfato de potássio 2 g

Sulfato de amônia 1 g

Sulfato de magnésio 0,1 g

Fosfato de sódio 0,9 g

Extrato de Levedura 1 g

Água destilada 1 L

Para os testes de atividade amilolítica, foi adicionado 2% (20 g) de amido. Já para os

testes de atividade proteolítica, acrescentou-se gelatina incolor na mesma concentração.

Os meios de culturas foram previamente preparados e autoclavados por 15 minutos a

121 °C. No caso dos meios para atividade proteolítica, os substratos (leite desnatado e

gelatina) foram preparados separadamente dos demais ingredientes, em que foi feita uma

solução contendo 60% da água destilada (300 mL para 500 mL de meio de cultura), que foi

então autoclavada por 15 minutos, a partir do momento que a temperatura da autoclave

começou a subir.

Após autoclavagem, para os meios sólidos, dentro de uma cabine de segurança

biológica e com o auxílio de pipeta graduada com bomba de pipetagem manual, foram

transferidos aproximadamente 25 mL/55 mL de cada meio de cultura para placas de Petri

(100 x 20 mm ou 150 x 25 mm).

No caso dos tubos com meio inclinado, o processo de transferência de

aproximadamente 10 mL foi feito com o auxílio de uma micropipeta (1000-5000 μL) e

realizado anteriormente à autoclavagem. Os tubos foram vedados com plástico filme, papel

alumínio e liga elástica. Após serem autoclavados, eles foram dispostos em uma superfície de

3,5 cm para a posição inclinada.
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No que se refere ao meio líquido, utilizou-se proveta de 100 mL para adicionar o meio

de cultura (60 mL) em erlenmeyers de 125 mL. Os frascos foram vedados com plástico filme,

papel alumínio e liga elástica e então autoclavados.

Após o preparo do material, as placas e erlenmeyers foram embalados em sacos

plásticos e armazenados sob refrigeração a 4 °C.
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