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RESUMO

A Floresta Amazonica engloba uma grande diversidade biologica de plantas e animais,
além de outros seres vivos como 0s microrganismos, dentre estes € possivel destacar os
fungos endofiticos, seres que estabelecem relagdes ecologicas com os vegetais a partir da
entrada e coloniza¢ao do interior de uma variedade de tecidos da planta, como sementes,
folhas, galhos e frutos. Dentro dessa associagdo, os endodfitos sdo capazes de sintetizar
moléculas bioativas que podem ser utilizadas em diversos ramos da industria, tendo em vista
o seu potencial biotecnoldgico. Pode-se destacar as enzimas, biomoléculas que atuam como
catalisadores nas reagdes quimicas que acontecem no metabolismo dos seres vivos. As
enzimas podem ser utilizadas, por exemplo, na produ¢do de tecidos, detergentes, alimentos e
de couro. Devido a relevancia dessas enzimas e a necessidade de ampliar os estudos
enzimaticos relacionados a biodiversidade amazodnica, este trabalho teve como objetivo
avaliar a producdo de hidrolases por fungos endofiticos isolados das plantas nativas da
Amazonia, jeniparana (Gustavia hexapetala) e camu-camu (Myrciaria dubia). Para a
obtencdo dos endodfitos de M. dubia, foram coletados fragmentos de folhas, galhos e frutos de
dois individuos no municipio de Manacapuru, Amazonas. Realizou-se a lavagem do material,
assepsia (utilizando alcool etilico 70%, hipoclorito de s6dio 3% e agua destilada autoclavada),
isolamento (placas BDA + EL triplicatas com quatro fragmentos nas temperaturas de 18 °C e
28 °C), purificagdo e conservacao dos isolados. Os fungos de G. hexapetala utilizados nesta
pesquisa foram retirados da CCM/UEA. Selecionou-se e caracterizou-se morfologicamente 25
fungos i1solados de galhos de cada uma das plantas. Dos 50 fungos selecionados, 31 foram
caracterizados em seis diferentes géneros: Fusarium (18%), Penicillium (6%), Helicosporium
(20%), Aspergillus (6%), Rhizoctonia (6%) e Guignardia (6%), sendo um fungo da espécie
Aspergillus niger. Os demais (38%) ndo apresentaram caracteristicas reprodutivas, o que
impossibilitou a identificagdo morfoldgica. Com a realizagdo dos testes enzimaticos, 6% dos
endofitos testados produziram halos de degradacdo amilolitica (18 mm e 10 mm) e 14%
apresentaram resultados positivos para a producdo 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 relevancia de fungos
endofiticos de plantas amazdnicas para aplicagdes biotecnoldgicas e enfatizam a importancia
de conservar essas espécies. O estudo também oferece uma base para pesquisas futuras que
visem explorar mais profundamente o potencial desses fungos na producdo de moléculas

bioativas para aplicacdo em diferentes setores industriais.

Palavras-chave: Amazodnia; Biotecnologia; Camu-camu; Enzimas; Fungos endofiticos.



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. INTRODUCAO

A Amazonia representa uma grande diversidade biologica de espécies que compdem a
fauna, a flora e a funga, além de outros grupos de seres vivos, como as bactérias, as algas e os
protozoarios (Lopes et al., 2020; Lemos et al., 2021; Lopes et al., 2023). Dentro do
ecossistema amazonico, muitos desses organismos estdo intimamente associados e
desempenham fungdes vitais para a sua sobrevivéncia; uma das relagdes ecoldgicas mais
estudadas nas ultimas décadas ¢ aquela estabelecida entre a flora e a funga, através do
endofitismo (Barros ef al., 2023).

O termo endofitico 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 relacdo, entende-se que fungos endofiticos sao
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; Aratjo, 2007; Moraes et
al., 2020; Martins et al., 2024). Esses seres vivos podem colonizar uma grande variedade de
estruturas da planta, como semente, 6vulo, fruto, caule, raiz, folha, tubérculo, broto, lenho,
raque e casca (Boas et al., 2020).

Segundo Amaral e colaboradores (2023), na interagdo fungo-planta, os fungos obtém
nutrientes da planta e, como contrapartida, podem aumentar a resisténcia do vegetal ao
estresse ambiental, protegendo-o contra patdgenos, herbivoros e insetos por meio da producao
de metabdlitos secundarios, que muitas vezes sdao semelhantes aos produzidos pela planta
(Maia et al., 2020; Monteiro et al., 2020; Barros et al., 2023). Nesse sentido, alguns endofitos
sdo capazes de produzir compostos quimicos que foram originalmente identificados como
sendo produzidos apenas pela planta hospedeira (Barros ef al., 2023), o que tornou bastante
significativo o estudo de fungos endofiticos associados a plantas medicinais em busca de
novas moléculas naturais (Kusari ef al., 2008; Facundo et al., 2008; Martins et al., 2024).

Os metabolitos secundérios produzidos por fungos endofiticos mostraram-se
promissores devido a 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
anticolinesterasicos (Alves ef al., 2020), antifingicos (Maciel, 2024) e antitumorais (Alves,
2023).

Dentre as diversas moléculas bioativas que podem ser produzidas por fungos

endofiticos destacam-se as enzimas, biomoléculas que atuam como catalisadores de reagoes
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biologicas e podem ser isoladas e purificadas para serem utilizadas em diversas industrias
(Martins et al., 2024), como para o processamento de alimentos, na industria té€xtil, produgao
de couro, fabricacdo de detergentes, produtos farmacéuticos, terapias médicas e biologia
molecular (Specian; Costa; Pamphile, 2021). As enzimas microbianas possuem alta
rentabilidade, baixo custo de produg¢do, estabilidade em condig¢des extremas e facilidade para
manipulagdo genética, tornando a utilizagao de fungos endofiticos para a producao e obtengao
de enzimas um processo promissor para a biotecnologia (Specian; Costa; Pamphile, 2021).

Diversos estudos demonstraram que fungos endofiticos sdo capazes de produzir uma
ampla variedade de enzimas, podendo-se destacar as amilases, que atuam na catalisacdo da
hidrolise de ligagdes glicosidicas entre as unidades de glicose das moléculas de amido, ¢ as
proteases, que realizam a catalizacao da hidrolise das ligagdes peptidicas entre os aminoacidos
das proteinas (Monteiro et al., 2020; Torres et al., 2023; Martins et al., 2024).

Outrossim, estima-se que existam cerca de 1 milhdo de microrganismos endofiticos
diferentes habitando os tecidos vegetais, entretanto, poucas espécies de plantas tropicais ja
foram estudadas e ainda se sabe pouco sobre os detalhes do funcionamento da interacao
fungo-planta e os mecanismos de produgao de metabdlitos secundarios dentro dessa relagao,
além das suas aplicabilidades (Esposito; Azevedo, 2010; Ferreira, 2020).

Pela importancia dada a producdao de moléculas bioativas para a biotecnologia,
destaca-se a necessidade do desenvolvimento de estudos sobre a atividade metabdlica de
microrganismos a partir da biodiversidade Amazodnica. Assim, ao considerar analisar
metabolitos microbianos de origem endofitica, ¢ recomendado pesquisar isolados de plantas
que ja possuem aplicacdo etnobotanica (Ferreira, 2020).

Dessa forma, o presente trabalho visa contribuir com conhecimentos sobre a producao
de enzimas hidroliticas por fungos presentes nos tecidos internos das plantas nativas da
Amazonia, jeniparana, Gustavia hexapetala (Alb.) Sm. (Lecythidaceae), que apresenta
potencial antirreumatico e auxilia no tratamento de problemas hepaticos (Corréa, 1994;
Revilla, 2002), e camu-camu, Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh. (Myrtaceae), conhecida
pelo alto nivel de compostos antioxidantes e potencial antidiabético (Garcia-Chacon et al.,
2023), a fim de corroborar com futuros estudos relacionados a taxonomia de fungos
endofiticos potencialmente produtores de moléculas bioativas e a aplicagcdo biotecnologica

desses compostos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.  Floresta Amazonica: caracteristicas, biodiversidade e importancia

A Amazonia ¢ uma floresta tropical que se destaca mundialmente por sua grande
biodiversidade e extensdo, cobrindo cerca de sete milhdes de km? entre nove paises da
América do Sul, sendo que a maior parte ocupa aproximadamente 59% do territorio brasileiro
(Santos et al., 2021; Lopes et al., 2023; Silva et al., 2023), incluindo os Estados do Acre,
Amapé, Amazonas, Mato Grosso, Para, Ronddonia, Roraima, Tocantins e Maranhdo, regiao

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

Figura 1 - Estados brasileiros que compdem a Amazonia Legal.
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Fonte: IBGE, 2022.

A sua vegetacdo ¢ caracterizada como floresta ombrofila densa e pode ser dividida em
trés fisionomias: floresta de igapo, floresta de varzea e floresta de terra firme; seu clima ¢
predominantemente equatorial umido; 75% dos seus solos sdo acidos e inférteis,

principalmente podzolicos e latossolos; além disso, comporta a maior bacia hidrografica do
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mundo, representando 5% das terras emersas e cerca de 20% da agua doce que desdgua nos
oceanos (Arruda et al., 2023; Bringel et al., 2024).

Este bioma abriga cerca de 60 mil espécies descritas, incluindo plantas, mamiferos,
répteis, invertebrados, anfibios, peixes e aves, apresentando um elevado nivel 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 Amazdnica abriga uma biodiversidade
aparentemente invisivel a olho nu, representada pela microbiota que pode estar presente no
solo, na 4gua, no ar e em associacdo com outros seres vivos, como as plantas (Lopes ef al.,
2020; Lemos et al., 2021; Barros et al., 2023). Segundo a Flora e Funga do Brasil (2024),
1222 espécies de fungos habitam a Amazonia.

Com cerca de 25% de sua area total formada por Terras Indigenas (TIs), essa regido
também ¢ lar de comunidades cuja riqueza cultural, saberes ancestrais e praticas tradicionais
sdo essenciais para a preservacao ambiental (FUNAI 2023). Ademais, a Floresta Amazodnica
desempenha um papel importante em alguns processos ambientais, como na fixagdo de
carbono, ciclagem da agua e regulacdo do clima, assim como atua de forma significativa no
cenario economico do Brasil, seja através de produgdes rurais e outras formas de exploragdes
que utilizam seus recursos naturais para comércio ou uso proprio (Silva et al., 2023).

Apesar de sua importdncia ambiental, a Amazonia tem enfrentado altos niveis de
desmatamento e queimadas hd décadas, mas que aumentaram de forma alarmante nos ultimos
anos (INPE, 2020; Silva et al., 2023). Desde a década de 1960, mais de 20% da cobertura
florestal da Amazonia foi perdida devido ao desmatamento e as queimadas. Estima-se que
essa perda possa aumentar entre 21% e 40% até 2050, afetando significativamente a
biodiversidade local (Feng et al., 2021). Estas ocorréncias geram danos irreversiveis ao meio
ambiente e a biodiversidade, levando a expansao de areas degradadas e afetando os estoques
de carbono. Ademais, prejudicam as espécies exploradas no extrativismo, o que resulta na
extingdo de vdrias espécies da fauna, flora, funga e outros microrganismos (Lopes et al.,

2023; Silva et al., 2023).

2.2.  Espécies hospedeiras

As espécies amazonicas hospedeiras utilizadas neste trabalho foram a jeniparana,
Gustavia hexapetala (Alb.) Sm. (Lecythidaceae), e o camucamuzeiro, Myrciaria dubia

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

A familia Lecythidaceae A.Rich., pertencente a ordem Ericales, abrange arvores de
sub-bosque a emergentes e alguns arbustos, possui 24 gé€neros e 355 espécies com
distribuigio pantropical de ocorréncia na Asia, Africa, Austrdlia e América tropical. No
Brasil, ocorrem 10 géneros e 121 espécies (Flora e Funga do Brasil, 2024), com predominio
de riqueza na Amazodnia, onde apresenta grande relevancia econdmica, cultural e ecoldgica,
além de ser emblematica da antiga Floresta Tropical Amazdnica (Ribeiro et al., 2022). A
Amazonia Central apresenta uma diversidade particularmente elevada de Lecythidaceae,
resultado de uma combinacdo de maior endemismo em comparagdo a outras regides €
migracdes de areas adjacentes (Milton et al., 2022).

As lecitiddceas ocupam o terceiro lugar em termos de abundancia na Floresta
Amazonica, ficando atras apenas de Fabaceae e Sapotaceae, contém um dos géneros e espécie
de arvores amazonicas mais abundantes, a Eschweilera coriacea (DC.) S.A.Mori (Steege et
al., 2020). Os membros da familia sdo predominantes em diferentes estratos florestais e
desempenham um papel crucial em processos biogeoquimicos globais, como o sequestro de
carbono (Milton et al., 2022). Duas espécies de Lecythidaceae estdo entre as trés principais
espécies que contribuem para a biomassa na Amazonia de terras baixas: a mata-matd, E.
coriacea, € a castanheira-da-Amazonia, Bertholletia excelsa Bonpl. (Draper et al., 2021,
Ribeiro et al., 2022).

Dentre os géneros que compdem essa familia, Gustavia L. possui aproximadamente
40 espécies distribuidas na América Tropical (Prance; Mori, 1979; Ferreira, 2020). No
territorio brasileiro, ha registros de dez espécies, das quais quatro sdo endémicas. Elas
ocorrem principalmente nos dominios fitogeograficos da Amazonia e da Mata Atlantica, com
distribuicdo nas regidoes Norte, Nordeste e Centro-Oeste (Flora e Funga do Brasil, 2024).

Diversos compostos quimicos ja foram isolados de espécies que pertencem a este
género, alguns estudos quimicos para o tratamento de leishmaniose comprovam atividade
antitumoral e anti-inflamatoria (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 substancias 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) ¢ conhecida especialmente por suas

propriedades medicinais. O uso da casca do caule ¢ relatado como antirreumatico (Revilla,
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2002), enquanto as folhas sdo utilizadas no tratamento de problemas hepaticos e na redugao
de ulceras, seus frutos sdo usados como eméticos, para induzir o vomito, ¢ a casca da raiz ¢

descrita como tonica e laxativa (Corréa, 1994).

Figura 2 - Aspectos morfologicos de G. hexapetala.

Fonte: Foster, 1992.

Essa espécie ocorre na vegetacdo de terra firme da Floresta Amazdnica e estd
distribuida, no Brasil, nas regides Norte (Acre, Amazonas, Para, Rondonia e Roraima) e no
Centro-Oeste (Mato Grosso). E 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 endofiticos de G.
hexapetala. Foram obtidos 399 fungos isolados de fragmentos de folhas e galhos que foram
agrupados em 20 morfogrupos com oito géneros identificados: Colletotrichum, Fusarium,
Pestalotiopsis, Penicillium, Guignardia, Phomopsis, Xylaria, Diaphorthe e os demais
desconhecidos (Mycelia sterilia). Ao serem realizados testes com 24 destes para a producao
de biossurfactantes, 9 apresentaram resultados promissores. Martins e colaboradores (2024),
testaram 35 fungos endofiticos de G. hexapetala para producdao das enzimas hidroliticas
amilases e proteases, dos quais 14,28% apresentaram atividade amilolitica e 51,42% atividade

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

A familia Myrtaceae Juss. faz parte da ordem Myrtales e € composta por arbustos,
subarbustos e arvores que podem ser encontradas em ambiente aquatico, terricola e rupicola.
Abrange cerca de 140 géneros e 6.000 espécies, distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, com maior diversidade na América do Sul, Australia, Sudeste
Asiatico e algumas na Africa. No Brasil, ocorrem 20 géneros e 1.208 espécies, distribuidas
nos dominios fitogeograficos: Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado, Floresta Atlantica,
Pampa e Pantanal (Flora e Funga do Brasil, 2024).

As mirtaceas t€ém grande relevancia economica e cultural no Brasil. Por exemplo, o
eucalipto (Corymbia spp. e Eucalyptus spp.) ¢ amplamente utilizado na industria de papel e
celulose, enquanto espécies de Eucalyptus e Melaleuca sdo valorizadas por suas propriedades
antissépticas, pesticidas naturais e uso na perfumaria, devido a presenga de 6leos aromaticos
nas folhas (Silveira et al., 2021). Especiarias como cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.)
Merr.) e pimenta-da-jamaica (Pimenta dioica (L.) Merr. & L.M.Perry) sdo populares na
culindria brasileira. Além disso, espécies de Eugenia ¢ Myrcia sdo utilizadas na medicina
tradicional como pedra-ume-caa (Saber ef al., 2023; Flora e Funga do Brasil, 2024).

Devido aos seus frutos carnosos, varias espécies brasileiras de Myrtaceae sdo
frequentemente cultivadas. Na regido amazonica, destacam-se o araca-boi (Eugenia stipitata
McVaugh), aragéd-pera (Psidium acidum (DC.) Landrum), ata (4dnonna squamosa L.), caja
(Spondias mombin L.) e camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh.) (Borges et al.,
2022).

O género Myrciaria O.Berg possui numerosas espécies frutiferas e estd distribuido
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do continente americano, pode ser
encontrado em quase todo o territorio brasileiro, onde héd registros de ocorréncia de 25
espécies, sendo 18 endémicas (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 género sdo utilizadas para fins terapéuticos ou
industriais, como em cosméticos, conservantes alimentares ¢ produtos farmacéuticos. Cascas,
folhas, brotos, sementes, raizes e caules sao empregados em diversas preparagdes e formas de
aplicagdo (Faria et al., 2019), ha relatos de uma variedade de fitocompostos produzidos que
apresentam efeitos inseticidas, antibacterianos, anti-inflamatorios, analgésicos, antioxidantes e

citoprotetores, como kaempferol, quercetina, compostos fenolicos, isoquercetina, taninos
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hidrolisdveis, 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 cagari ou aragd d’4dgua, ¢ uma espécie frutifera perene de porte arbustivo, nativa da
regido amazonica. Ela ocorre nas dreas inundaveis das margens de rios e igarapés da bacia
amazonica. Sua distribuicdo geografica abrange os rios da Amazonia peruana, brasileira,

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

Figura 3 - Aspectos morfologicos de M. dubia.

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

O camu camu ¢ considerado uma matriz complexa que contém acidos graxos, alguns
aminoacidos, compostos volateis, minerais e vitaminas, incluindo a vitamina C (&cido
ascorbico) (Garcia-Chacon et al., 2023). Também possui moléculas bioativas, como
antocianinas (cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo), flavonois (miricetina e
quercetina), elagitaninos (acido elagico e seus derivados), proantocianidinas e carotenoides
(luteina, B-caroteno, violaxantina e luteoxantina), que integram seu perfil quimico e podem
ser utilizados para atrasar ou prevenir diversas doengas cronicas, como dislipidemias,
obesidade, doencas cardiovasculares e cancer (Percio et al., 2021; Garcia-Chacon et al.,
2023).

Corréa et al. (2015), isolaram 307 fungos endofiticos associados as folhas e caules de
M. dubia, foram realizados testes para avaliar a atividade antagonista em relagdo a producao

de substancias volateis e difusiveis contra os fitopatogenos: Monilinia fructicola,
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Colletotrichum gloeosporioides e Aspergillus parasiticus. Observou-se que 22 isolados
inibiram o crescimento de pelo menos um dos fitopatogenos alvo, apresentando um potencial

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

2.3.  Fungos endofiticos e a relacido fungo-planta

Ao longo do processo evolutivo as plantas desenvolveram mecanismos adaptativos
complexos, muitos dos quais resultam de interagdes 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 endofiticos, seres que habitam o interior
dos tecidos vegetais em pelo menos uma fase de seu ciclo de vida, sem causar danos visiveis
ao seu hospedeiro (Azevedo; Araujo, 2007; Moraes et al., 2020; Martins et al., 2024). Entre
esses microrganismos estdo os fungos, que conseguem colonizar semente, 6vulo, fruto, caule,
raiz, folha, tubérculo, broto, lenho, raque e qualquer estrutura da planta sem prejudicé-la
(Boas et al., 2020). Sua entrada no hospedeiro se da por meio de aberturas naturais ou
artificiais, como estoOmatos, feridas causadas por ferramentas agricolas ou microferimentos
nas raizes 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 superficie da raiz, resultando na penetracdo 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 transferéncia vertical, que
acontece quando uma geracdo de plantas transmite fungos para a proxima por meio de
sementes ou estruturas reprodutivas. Assim, ao germinar, as sementes ja contém fungos
endofiticos nas células das plantulas.

Embora esses fungos ndo causem doencas visiveis no hospedeiro, sua presenca nio ¢é
neutra e apresenta diversas funcdes no organismo dos hospedeiros. Acredita-se que a
interacao entre endofitos e plantas pode ndo se dar apenas pelo equilibrio entre a viruléncia e
as defesas, mas sim por uma interacdo complexa e cuidadosamente regulada. Em decorréncia
da coevolugdo entre planta e endoéfitos, ¢ possivel que eles alterem a morfologia e a fisiologia
do hospedeiro, provocando efeitos como mudangas nos tecidos da planta e desenvolvam

mecanismos de resisténcia, contribuindo para a defesa quimica das plantas por meio da
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produg¢do de metabolitos secundarios bioativos (Azevedo, 1998; Aratjo, 1996; Ferreira,

2020).

Figura 4 - Formas de interagdes entre plantas e microrganismos.
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Esses compostos desempenham papéis essenciais para a saude da planta, incluindo
protecdo contra herbivoria, controle de outros microrganismos e aumento da tolerancia a
alteragdes ambientais. Outrossim, dependendo do fator ambiental, esses microrganismos

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

2.4. Moléculas bioativas e suas aplicacdes biotecnologicas

Os microrganismos produzem metabolitos secundarios em resposta a funcdes

fisiologicas especificas, muitas vezes relacionadas a sua ecologia e interagdes sociais ou
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predatorias. Esses metabolitos estdo presentes em diversos habitats e organismos, variando
conforme fatores ambientais, como temperatura, pH, salinidade e oxigena¢do. A produgdo de
metabolitos pelos endofitos depende diretamente das condigdes fisiologicas do hospedeiro e
do ambiente, sendo influenciada pelo crescimento ¢ metabolismo da planta. Fatores como
baixa respiracdo ou pH inadequado dificultam a colonizagdo por endofitos, enquanto climas
umidos e com baixa luz solar favorecem essa interagao (Pinto, 2019).

Ao longo da coevolugdo entre endofitos e suas plantas hospedeiras, estes seres vivos
podem ter se ajustado aos tecidos internos dos vegetais por meio de variagdes genéticas,
desenvolvendo ferramentas de transferéncia de informacdes 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 proprio genoma. Esse processo de coevolucao
permitiu aos endodfitos adquirirem a habilidade de biossintetizar compostos bioativos
semelhantes as moléculas produzidas pela propria planta (Pinto, 2019; Martins et al., 2024).

Kusari et al. (2008); Facundo et al., (2008); Ferreira (2020) comentam que muitas das
substancias produzidas pelas plantas podem ter sua origem na associagdo com endofitos,
como os fungos, o que justifica o crescente interesse em estudos sobre esses microrganismos.
Dessa forma, fungos endofiticos sdo uma fonte relevante de uma diversidade de metabolitos
secundarios bioativos (anteriormente conhecidos apenas em plantas), devido a sua
versatilidade e grande capacidade de adaptacdo, podendo crescer em diversos meios €
produzir uma abundancia de moléculas bioativas em diferentes condi¢des nutricionais.

As moléculas bioativas produzidas pelos fungos endofiticos desempenham fungdes
essenciais no hospedeiro vegetal, como na defesa contra estresses abidticos ao produzirem
compostos antioxidantes que protegem contra fatores adversos, como variacdes extremas de
salinidade e temperatura. Eles também atuam contra estresses bioticos, sintetizando
substancias que combatem predadores e microrganismos, promovem o crescimento da planta
ao fornecer suporte nutricional, disponibilizando ferro, fésforo e nitrogénio, e ao auxiliar na
regulacao hormonal (Bacon; White, 2016).

As diversas classes de moléculas produzidas por fungos endofiticos incluem
principalmente alcaldides, esterdides, terpendides, isocumarinas, quinonas, fenilpropandides,
ligninas, fendis e acidos fenodlicos, além de metabolitos alifaticos, lactonas, citocalasinas,
flavonoides, peptideos e xantonas (Figura 5), os quais podem apresentar atividades
hormonais, antibioticas, antitumorais, antifungicas, citotoxicas, antivirais, imunossupressoras

e antiparasitarias, entre outras (Specian et al., 2014; Amaral, 2020; Barros et al., 2023).
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Figura 5 - Diversidade estrutural de metabolitos isolados de fungos endofiticos.
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Fonte: Schulz et al., 2002.

Existe ainda um crescente interesse em pesquisas sobre endofitos de plantas
medicinais, com o objetivo de descobrir novos compostos. Isso se deve a hipotese de que as
propriedades terap€uticas possam estar associadas aos endofitos, e ndo necessariamente a
planta em si, ou que essas propriedades resultem da interagdo entre ambos (Kusari et al.,
2008; Facundo et al., 2008; Mussi-Dias et al., 2012, Ferreira, 2020). Por tantas atividades
biologicas atribuidas (Quadro 1), destaca-se a importancia biotecnologica dos fungos
endofiticos e suas possiveis aplicacdes nas areas farmacéutica, médica, industrial e também na

agricultura (Barros ef al., 2023).
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Quadro 1 - Substancias bioativas produzidas por fungos endofiticos isolados de plantas da regido Amazonica.

Atividade " . Lo A
Lo Fungo endofitico Planta hospedeira Descrigao Referencia
biologica
Phomonsis s Aspidosperma tomentosum Mart  Potencial de inibicdo do crescimento de bactérias, Corrado; Rodrigues,
'PSIS SPP- Spondias mombin L. leveduras e fungos filamentosos. 2004
. . Trichoderma asperellum Atividade antimicrobiana contra linhagens de
Antibacteriana . ) . S e .
) Paullinia cupana Kunth Pseudomonas aeruginosa suscetiveis e multirresistentes Silva, 2016
Diaporthe phaseolorum e
a antibidticos.
Aspergillus sp. Euterpe precatoria Mart Atividade inibitéria contra Staphylococcuis aureus. Batista ef al., 2018
Curvlaria sp., C(.)/fetomchum i Atividade antifiingica frente a Fusarium decemcellulare .
sp., Acremonium sp. e Acmella ciliata (Kunth) Cass . . Ojeda, 2017
. e Colletotrichum gloeosporioides.
Aspergillus sp.
Antiflingica Fusarium solani Equisetum arvense 1. Conse?gum u__ubn' o crescimento do fungo patogénico Silva, 2012
Candida albicans,
. ; s . Lo Atividade antifingica contra Candida albicans e contra
Nectria sp. e Mycelia sterilia Myrcia guianensis (Aubl.) DC. Penicillium avellaneum. Banhos et al., 2014
. . Atividade antitumoral contra a linhagem celular de .
Xylaria sp. Duroia macrophylia Huber carcinoma colorretal HCT 116. Oliveira, 2018
o Humirianthera ampla (Miers)  Potencial citotdxico frente a trés linhagens de células
Citotoxica Isolado B4-3L Baehni tumorais (colorretal, glioblastoma e da prostata). Barbosa, 2018
Atividade citotoxica entre 50% e 100%, frente as
Penicillium chrysogenum Gustavia sp. linhagens de células tumorais leucemia, glioblastoma e Almeida, 2014
melanoma.
Pesta]ot:lo PSIS Sp. € Apresentaram halos de degradagio amilolitica.
Fusarium spp.
Fusarium spp., Penicillium sp.,  Gustavia hexapetala (Alb.) Sm. Martins ef al., 2024
Helicosporium sp. Apresentaram halos de degradagéo proteolitica.
Lo Colletotrichum spp.
Enzimatica

Penicillium spp. e
Talaromyces spp.

Tillandsia catimbauensis Leme,
W. Till & J.A. Siqueira

Capacidade de produzir L-asparaginase. Silva, 2018

Isolado PH-R 18

Isolados PHR 16 e PH-R 20

Piper hispidum Sw.

Apresentou atividades amilolitica,

xilanolitica.

pectinolitica e
Oliveira, 2010

Apresentaram atividades amilolitica e celulolitica.

Fonte: Autoria propria.
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2.4.1.  Producao de enzimas hidroliticas

Entre as diversas moléculas produzidas por esses fungos estdo as enzimas, grupo de
proteinas que exercem func¢des fundamentais no metabolismo dos seres vivos, atuando como
catalisadores em reacdes bioquimicas (Lehninger; Nelson; Cox, 1995) e entre suas diversas
fungdes, podem decompor moléculas complexas em unidades menores, desempenhando um
papel crucial especialmente na degradacdo da matéria organica, gerando novos produtos
(Austriaco, 2022).

As enzimas microbianas sao usadas em setores como a industria téxtil, fabricagao de
papel, degradacdo de celulose, curtimento de couro, producdo de detergentes e bebidas
destiladas, além de serem empregadas na fabricacdo de cervejas, panifica¢do, producao de
xaropes a partir da sacarificacdo do amido, racdo animal, e também nas industrias quimica e
farmacéutica (Austriaco, 2022).

Celulases, proteases, lipases, amilases, xilanases, tanases e pectinases sao algumas das
classes de enzimas hidroliticas empregadas nos diferentes setores industriais (Amaral, 2020;
Denti et al., 2022). Nos fungos endofiticos, a producdo dessas moléculas ocorre
principalmente durante o processo de penetragdo no hospedeiro, na competicdo contra fungos
fitopatogénicos ou para melhorar o estado nutricional das plantas (Amaral, 2020; Martins et
al., 2024).

A forma de nutricdo e a diversidade dos substratos que fungos endofiticos podem
utilizar para o seu crescimento contribuem para sua habilidade de produzir um amplo
conjunto de enzimas extracelulares. Os endofitos sdo a principal fonte de enzimas para
aplicagdes industriais, principalmente por seu rdpido crescimento e baixo custo, em
comparagdo com enzimas derivadas de animais e plantas (Amaral, 2020).

Os avancos nas técnicas de biologia molecular, otimizagdo de fermentagdo e
melhoramento genético possibilitam uma alta produtividade comercial a um custo reduzido. O
processo de biotransformagdo também requer menos energia, pois elimina a necessidade de
condi¢des extremas de crescimento e a geracdo de subprodutos indesejados. As reacdes
geralmente ocorrem em temperatura ambiente, com menor emissao de residuos industriais, ja
que produzem residuos biodegradaveis (Naik, 2019; Pinto, 2019).

Segundo Denti ef al. (2021), a producdo enzimatica pode ocorrer de duas formas:

O primeiro ¢ denominado fermentagdo em estado solido (FES), onde sdo
empregados substratos solidos com umidade suficiente para o crescimento do
microrganismo, mas sem a presenga de agua no meio. Esse método de fermentagdo ¢
aplicado com fungos filamentosos por apresentarem boa tolerancia a baixa atividade
de agua, enzimas como proteases e pectinases sdo desenvolvidas desse modo (...).
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Outro método (...) ¢ a fermentagdo submersa (FS), onde o microrganismo ¢é inserido
na forma de indculo em um meio liquido, com os nutrientes dissolvidos. Dessa
forma € possivel controlar a temperatura, pH, agitagdo e aeragdo do ambiente. Entre
as vantagens desse método de produgdo esta o facil controle do meio, menor tempo
de fermentagdo e maior produtividade, uma vez que o microrganismo esta submerso
de forma uniforme, absorvendo os nutrientes com maior eficiéncia.

24.1.1. Amilases

A molécula de amido ¢ essencialmente formada por dois polimeros quimicamente
semelhantes: a amilose e a amilopectina. Para que ocorra a hidrélise desses polimeros de alto
peso molecular, ¢ necessario que um complexo enzimatico atue em conjunto para hidrolisar
tanto a amilose quanto a amilopectina (Santos, 2020).

As amilases catalisam a hidrolise das ligagdes glicosidicas, que sdo as ligagdes
quimicas que conectam as unidades de glicose (aglcares) nas moléculas de amido e
glicogénio. Dentro deste grupo, podemos destacar as a-amilases, que quebram as ligacdes
internas do substrato (endoamilases), as B-amilases, que realizam a hidrolise das unidades nas
extremidades nao redutoras do substrato (exoamilases), e as glucoamilases, que liberam
unidades de glicose do extremo ndo redutor das moléculas do substrato (amiloglucosidases)
(Spier, 2004; Santos, 2020).

Dentre as enzimas industriais, as amilases apresentam grande importancia,
correspondendo a cerca de 25% do mercado global de enzimas (Martins et al., 2024). Sao
reconhecidas como as principais enzimas empregadas na industria alimenticia, especialmente
em produtos de panificagdo e fermentagdo de bebidas. Além disso, s@o aplicadas na sintese de
biopolimeros, nas industrias téxteis e produtoras de papel, biodiesel, produtos farmacéuticos,
agroquimicos, compostos aromatizantes, no tratamento de poluentes e na demanda por
processos industriais mais sustentdveis quanto ao consumo de energia (Pinto, 2019; Santos,

2020).

2.4.1.2. Proteases

As proteases sdo enzimas cuja fungdo catalitica consiste em hidrolisar as ligacdes
peptidicas das proteinas, quebrando-as em aminoacidos e peptideos, também sao chamadas de
peptidases, proteinases e enzimas proteoliticas e sdo classificadas como peptideo hidrolases
ou peptidases (EC 3.4) (Martins, 2024).

Elas pertencem a um extenso grupo de enzimas da classe das hidrolases ¢ podem ser
divididas de acordo com a localizagdo da quebra da ligagao peptidica na cadeia do substrato,

em endopeptidases (distantes do grupo terminal) e exopeptidases (proéximas ao grupo
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terminal). Estdo entre os trés principais grupos de enzimas industriais, representando 40% do
mercado global de enzimas (Denti et al., 2021).

Estas enzimas sdo produzidas por varios seres vivos, sejam intracelular ou
extracelular. Normalmente, as proteases extracelulares hidrolisam moléculas grandes em
menores, facilitando a absor¢do pelas células, enquanto as proteases intracelulares
desempenham papéis na regulacdo do metabolismo. Além de suas fungdes fisioldgicas em
organismos vivos, as proteases se tornaram extremamente valiosas para diversas aplicagdes
industriais. Os microrganismos sdo responsdveis por aproximadamente dois ter¢os da
produgdo global de proteases, tornando-se uma das principais fontes de produgdo e podem ser
utilizadas na industria de detergente, industria alimenticia, industria de couro, industria
farmacéutica e de cosméticos (Bezerra, 2021).

Considerando o potencial de producdo de moléculas com atividades biologicas por
fungos endofiticos, em especial as enzimas hidroliticas, e suas diversas aplicagdes
biotecnologicas, 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 as plantas hospedeiras, sobre o funcionamento da relagdo ecoldgica
estabelecida entre fungo-planta e promover a conservagdo da biodiversidade amazodnica
através do potencial que pode ser apresentado por essas espécies e explorado por meio da

biotecnologia.
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OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral
Avaliar a producao de enzimas hidroliticas por fungos endofiticos isolados de plantas

nativas da Amazonia.

3.2.  Objetivos especificos

Investigar fungos endofiticos de diferentes fragmentos de M. dubia.

Selecionar fungos endofiticos isolados de G. hexapetala depositados em uma colegao
microbiologica.

Avaliar a producdo de amilases e proteases por fungos endofiticos isolados de G.
hexapetala e M. dubia.

Identificar a nivel de género fungos endofiticos potencialmente produtores de enzimas

hidroliticas de interesse biotecnologico.
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4. MATERIAL E METODOS

No geral, esta pesquisa seguiu as etapas descritas abaixo:

Figura 6 - Fluxograma da metodologia do trabalho.
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Fonte: Autoria propria.
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4.1. Coleta do material vegetal

As amostras de M. dubia foram coletadas na Estrada do Arapapa - Igarapé do Lago
Preto, zona rural do municipio de Manacapuru/AM (Figura 7), de coordenadas geograficas:
03°16°42.5”S e 60°23°25.9”0 (planta 1), 03°16°42.1”’S e 60°23°26.2”0 (planta 2) (Figura 8 -
E, F). A coleta foi realizada no dia 11 de marco de 2024, durante a estagdo chuvosa na regido
Amazodnica, utilizando-se como critérios de escolha: folhas, galhos e frutos (verdes e

maduros) com aparéncia sadia, sem sintomas visuais de doengas ou lesdes.

Figura 7 - Localizagdo geografica do local da coleta do material vegetal.

DISTRIBUIQZ\O DOS PONTOS DE COLETA
Myrciaria Dubia - Manacapuru/AM

3.10°S
1

3.15°S
|

Legenda

S\% Planta 1
& Planta 2

/( Rodovia Estadual

3.20°S
|

3.25°S
I

=~ Hidrografia

Limite Manacapuru

| Limite Amazonas

[ ] Limite Brasil
™

3.30°S

UEA

UNIVERSIDADE

DO'ESTADO DO

AMAZONAS
L— |

. .I [N
60.60°W 60.55°W

3.35°S

T T
60.45°W .40° 60.35°W 60.30°W 60.25°W

Fonte: Autoria propria.

No local da coleta, o material botanico foi selecionado e coletado de dois diferentes
individuos. Este material (folhas, galhos e frutos) foi pré-lavado com agua destilada
autoclavada (Figura 8 - (), armazenado em sacos plasticos novos, identificado e
acondicionado em caixa de isopor com bolsas de gelo, para conservacao (Figura 8 - H). Em
seguida, foram transportados para o Laboratério de Biotecnologia - ILUM do HUB -
Inovacao 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 - Arvores da coleta e processamento do material vegetal.

Fonte: (A, B) Souza, 2023; (C - J) Autoria propria. (A, B) Camucamuzeiro em floragdo,
dezembro de 2023; (C, D) Frutos do camucamuzeiro, mar¢o de 2024; (E, F) Arvores onde

foram realizadas as coletas; (G) Lavagem de folhas, galhos e frutos logo apds coleta; (H)
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Acondicionamento do material botanico pés lavagem para serem transportados ao local de
procedimento laboratorial; (I, J) Amostras coletadas dos dois individuos, planta 1 e 2,

respectivamente.

4.2. Desinfeccio do material vegetal e isolamento de fungos endofiticos de

Mpyrciaria dubia (Kunth) McVaugh. (Myrtaceae)

O material vegetal coletado foi processado 24 horas apos a coleta. No laboratorio,
realizou-se uma lavagem em 4gua corrente com o auxilio de uma esponja nova e sabao
neutro, a fim de retirar sujidades e possiveis microrganismos epifiticos.

Seguindo a metodologia utilizada por Ferreira (2020) com adaptacgdes (Figura 9), no
interior de uma cabine de seguranca bioldgica, as folhas, os galhos e os frutos foram imersos,
respectivamente, em agua destilada autoclavada (30 segundos), solucdo de alcool etilico 70%
(1 minuto), solu¢do de hipoclorito de sédio 3% (3 minutos), novamente solucdo de alcool
etilico 70% (30 segundos) e agua destilada autoclavada. Para cada fragmento utilizou-se
novas solugdes desinfetantes em que, utilizando uma micropipeta, retirou-se 50 pL da altima
agua 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 auxilio de uma alc¢a de Drigalski.

Figura 9 - Metodologia de isolamento dos microrganismos endofiticos de Myrciaria dubia.
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Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.

Ap0s a desinfecgdo, utilizando furador de papel e laminas 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, agar + extrato de levedura) (Apéndice A) (Souza et al., 2004) e
antibioticos Tetraciclina (50 mg/mL™") e Ampicilina (50 mg/mL™") (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 °C e 28 °C

(Tabela 1).

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

Fonte: Autoria propria. (A) Desinfeccdo de frutos de M. dubia; (B) Corte de fragmentos com
o auxilio de um furador de papel esterilizado; (C, D) Fragmentos cortados; (E) Placas de
isolamentos ap6s inoculagdo dos fragmentos; (F) Placa de isolamento com quatro fragmentos

inoculados apos 4 dias; (G) Fungo endofitico repicado em tubo de ensaio.

Tabela 1 - Condicdes de cultivo para o isolamento dos endofiticos de Myrciaria dubia.

Tecidos vegetais Total de
Temperatura Folha Galho Fruto lacas
Planta 1 Planta 2  Controle | Planta ]  Planta 2  Controle | Planta I  Planta 2 Controle p
18°C 03 03 04 03 03 04 03 03 04 30
28 °C 03 03 04 03 03 04 03 03 04 30
Total de fragmentos
. 48 - 48 - 48 - -
inoculados

Fonte: Autoria propria.

4.3. Purificacio e analise de dados do isolamento

As placas de isolamento foram acompanhadas diariamente durante o periodo de

realizacdo do experimento e os fungos endofiticos que comecavam a crescer a partir dos
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fragmentos eram entdo 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 °C e 28 °C). A etapa de purificacdo iniciou com a transferéncia das cepas dos
tubos inclinados para placas de Petri e realizacdo de repiques sucessivos a fim de obter
coldnias puras (Figura 10 - G), se caso dois ou mais microrganismos estivessem crescendo
juntos, observando as caracteristicas macromorfologicas.

Posteriormente, os fungos endofiticos isolados foram conservados em triplicata
seguindo o método de Castellani (1939).

A partir do numero de isolados obtidos, realizou-se o célculo do indice de colonizagdo

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

Taxa de colonizagao (TC):

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

Numero total de fragmentos da amostragem

Frequéncia relativa (FR):

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

Numero total de isolados

4.4. Selecao dos fungos endofiticos

As linhagens fungicas isoladas de G. hexapetala foram obtidas a partir do isolamento
de Ferreira (2020), depositadas na Central de Colecdes Microbioldgicas 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 Mpyrciaria dubia (Kunth) McVaugh que apresentavam as
caracteristicas macromorfologicas mais distintas observadas e registradas para avaliar a
producdo de moléculas bioativas, todas as linhagens foram provenientes de fragmentos de

galhos das respectivas plantas amazonicas.

4.5. Reativacao das linhagens fungicas

Os fungos endofiticos selecionados de G. hexapetala toram reativados em placas de
Petri (100 x 20 mm) duplicatas tripontuais, com trés 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 condi¢des de

incubagao (Figura 11).

Figura 11 - Reativagdo e repique dos fungos endofiticos selecionados.

_— gzsoc? 7 dias &zsncz 7 dias
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Colecdo CCM/UEA  Reativacao tripontual Incubacao Repique unipontual Incubagao
duplicata (BDA + EL) (BDA +EL)

Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.

4.6. Caracterizacio morfologica

A caracterizacdo da macromorfologia das linhagens fingicas foi feita a partir da
observagdo das caracteristicas presentes nas colonias, considerando os aspectos: coloragao,
textura, relevo, forma da borda, producdo de pigmento e exsudato (Pereira, 2001). Foram
feitas fotografias das placas para comparagdo 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 ef al., 2014; Ferreira, 2020; Martins et al., 2024). A paleta de
cores para definir a coloragdo das colonias teve como referéncia o catdlogo de cores Suvinil
Fresh.

Para a andlise micromorfologica realizou-se a produg¢do de laminas utilizando a
técnica de microcultivo, que consiste na inoculacao de fragmentos do micélio da amostra nas
extremidades de duas laminulas que sdo posicionadas dentro da placa de Petri contendo meio
BDA + EL. As placas foram incubadas em B.0O.D., na temperatura de 28 °C e apds 48 - 72 h
cada laminula foi retirada e colocada em uma lamina de microscopia com uma gota do
corante azul de lactofenol (Figura 12). As laminas foram visualizadas no microscopio Optico
(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 identificacao.
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Figura 12 - Andlise micromorfologica pela técnica de microcultivo.
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Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.

4.7.  Analise qualitativa da atividade enzimatica

Os testes para a verificagdo de produgdo das enzimas hidroliticas extracelulares
amilases e proteases seguiram o método cup plate, que consiste na inoculagdo em meio solido
de aliquotas do caldo de fermentagcdo das linhagens fingicas apos o seu cultivo em meio
liquido (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 fermentacao

Para a realizagdo dos ensaios, apds serem reativadas em meio BDA + EL, as linhagens
fingicas foram cultivadas em meio liquido Solu¢do de Manachini (Apéndice 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 trés discos (6 mm) do micélio de cada colonia em frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 60 mL de meio seletivo, que foram incubados em agitador tipo Shaker, sob agitacao

a 140 rpm, na temperatura de 28 °C, por 7 dias (Figura 13).
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Figura 13 - Cultivo em meio liquido e obten¢do do caldo de fermentacao para a realizagdao dos

testes enzimaticos.

X 7 dias @28 c
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Cultivo em meio liquido Incubagao Filtragdo

Fonte: Autoria propria. Criado com BioRender.

4.7.2.  Ensaio qualitativo cup plate

Ap0s o periodo de incubagdao em meio liquido, os cultivos foram filtrados com auxilio
de papel filtro, gaze, algodio e membrana milipore 0,45 pum. O conteudo filtrado foi
armazenado em refrigerador, a 4 °C.

Em seguida, foram preparados meios solidos contendo os substratos indutores
especificos para cada enzima, sendo agar-amido para amilase e agar-gelatina-leite para
protease (Apéndice A). Foram feitos cup plates de 6 mm na superficie dos meios de cultura
em placas de Petri (100 x 20 mm ou 150 x 25 mm), em que se inoculou 100 pL. de cada caldo
de cultivo, em triplicata (Figura 14). As placas foram incubadas em B.0O.D., na temperatura de

28 °C, por 24 horas.

Figura 14 - Etapas do teste enzimdatico em cup plate.

- -

OL} ' I oF \

A & 28°C Ez.qh \_C_}/’/

A B c D

Caldo de fermentacao filtrado Inoculagdo de aliquotas da amostra Incubacgéo Leitura dos resultados

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

controle.
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4.7.3.  Determinacdo da producdo de enzimas e analise de dados

A avaliagdo da produgdo de amilases foi feita por meio da revelagdo do meio
agar-amido com solucdo de lugol forte que foi borrifado sobre as placas. Para protease nao foi
necessario a utilizacdo de solucao reveladora, observou-se a formagao de halos translicidos
ao redor dos cup plates das placas agar-gelatina-leite. Os halos decorrentes da hidrolise
enzimdtica foram metidos com o auxilio de um paquimetro e, a partir dos dados obtidos,

calculou-se a média e o desvio padrao da triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento e purificacdo de fungos endofiticos de Myrciaria dubia (Kunth)

McVaugh (Myrtaceae)

Do total de 144 fragmentos isolados, sendo 48 fragmentos de cada tecido avaliado,
foram isolados 176 fungos endofiticos, em que 69 fungos sao 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 propria.

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

temperatura.
Tecidos vegetais
Temperatura Folha Galho Fruto Total
Planta 1  Planta 2 | Plantal Planta2 | Plantal Planta 2
18 °C 15 13 13 12 16 13 82
28 °C 21 20 12 15 11 15 94
Total 36 33 25 27 27 28 176

Fonte: Autoria propria.

O nuimero de isolados obtido com esta pesquisa a partir dos fragmentos inoculados foi
proporcionalmente superior ao isolamento realizado por Corréa et al. (2015). Utilizando o
mesmo meio de isolamento porém temperatura de 25 + 3 °C, foram amostrados 31 individuos
de M. dubia e para cada individuo 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 endofiticos. Nesta pesquisa, o nimero 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 Corréa e colaboradores.

Considerando a temperatura ideal de crescimento, os microrganismos isolados podem
ser considerados psicrofilos, que sao aqueles que se desenvolvem preferencialmente em
temperaturas entre 15 °C e 20 °C ou até mesmo em condi¢des mais frias, e mesofilos, 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 adaptagao dos

diversos microrganismos colonizadores dos tecidos internos da planta hospedeira.

5.1.1.  Analise de dados do isolamento

A partir do total de fungos endofiticos isolados, calculando a taxa de colonizagdo
(Tabela 3) foi possivel determinar que os fragmentos de folhas de ambos os individuos
amostrados, bem como os fragmentos de galho da planta 2, tiveram 100% de seus fragmentos
com crescimento fingico, ja os fragmentos de galho da planta 1 tiveram 91,66% de TC (dois
fragmentos ndo tiveram isolados), enquanto os fragmentos de frutos de ambos os individuos

apresentaram 95,83% de colonizacao (um fragmento de cada individuo ndo teve isolados).

Tabela 3 - Total de fungos isolados por individuo, taxa de colonizagdo (TC) e frequéncia

relativa (FR).

Individuo Fungos isolados Taxa de colonizacao Frequéncia relativa
Folha Galho Fruto | Total | Folha Galho Fruto Folha Galho Fruto
Planta 1 36 25 27 88 100% 91,66% 95.83% 40,9% 28.4% 30.7%
Planta 2 33 27 28 88 100% 100% 95.83% 37.5% 30,7% 31.8%
Total 69 52 55 176 100%  95,85%  9585% | 39,2% 29,55%  31,25%

Fonte: Autoria propria.

Isolando fungos endofiticos 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 endoéfitos provenientes de 15 arvores de Hevea brasiliensis e
obtiveram uma taxa de colonizagdao de 90% nas folhas ¢ 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 a frequéncia relativa (Figura 16), observou-se que houve maior nimero 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 - Frequéncia relativa (FR) do isolamento dos tecidos vegetais de cada individuo.

Planta 1 Planta 2

Fruto

Folha
40.9%

:‘;‘“ -U{r

Fonte: Autoria propria.

A partir do estudo de Ferreira (2020), a frequéncia de isolamento indicou um maior
nimero de isolados provenientes dos galhos de G. hexapetala no meio BDA + EL, com
74,6%. Nas folhas, também em meio BDA + EL, a frequéncia foi de 49,6%. Nos meios Aveia
e ISP2, a frequéncia 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
endofiticos 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.

J& Souza et al. (2004) encontraram uma maior quantidade de endofitos nas folhas
(72%) em comparagdo aos galhos (37,5%) em suas pesquisas com Palicourea longiflora
(Rubiaceae). Santos e colaboradores (2021), tiveram um total de 28 fungos endofiticos
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), Galvao (1998) obteve as
maiores frequéncias 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 frequéncia.
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5.2.  Selecao e reativaciao dos fungos endofiticos

Para a etapa de selecdo, foram selecionadas 25 linhagens isoladas de fragmentos de
galhos de Gustavia hexapetala depositadas na colecdo, e dos 52 fungos endofiticos isolados e
jé purificados de fragmentos de galhos de Myrciaria dubia, também foram selecionados 25

linhagens (Figura 17).

Figura 17 - Diversidade de caracteristicas apresentadas pelos endofitos de G. hexapetala e M.

dubia selecionados.

Fonte: Autoria propria.

5.3.  Caracterizacao morfologica

Com base na observacao das caracteristicas macro e micromorfoldgicas e comparagao
com descrigdes na literatura, foi possivel sugerir a identificagdo de um fungo da espécie
Aspergillus niger Tiegh. (isolado de M. dubia), e seis diferentes géneros: 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 nao
produziram estruturas reprodutivas para dar prosseguimento a identificacao (Mycelia sterilia -
38%). No estudo de Santos et al. (2021), de 28 fungos endofiticos isolados, 28,57% nao

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

dubia identificados morfologicamente.

Géneros identificados
Total

Fusarium

18 0%

Myeelia sterilia

Penicillium
0. 0%

Helicosporium

Guignardia 50 (197
6,0% Aspergillus
Rhizoctonia P rg]
0,0% e
Myreiaria dubia Gustavia hexapetala

Fusarium
8 0%

Helicosporium

Fusarium
25,0%
Mycelia sterilia

Aspergillus Penicillium

_ ; 12,0%
Helicosporium
20,0%

Guignardia

Guignardia Rhizoctonia <.0%
1.0 12.0°

0

Fonte: Autoria propria.

Ao examinar diversos estudos, observa-se que os géneros de fungos endofiticos mais
comumente encontrados em plantas sao Aspergillus, Penicillium e Fusarium (Souza et al.,
2004; Silva et al., 2006; Diniz et al., 2020), o que se assemelha aos resultados deste trabalho.
Endofitos dos géneros identificados ja4 foram isolados de outras plantas tropicais, como 7.
grandiflorum, U. tomentosa, P. phaseoloides, Calycophyllum spruceanum, Himatanthus
sucuuba, Piper hispidum e G. hexapetala (Galvao, 1998; Souza et al., 2004; Oliveira, 2010;
Ferreira, 2020; Santos et al., 2021; Mendonga 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 microscopicos e a falta de conhecimento sobre a ecologia dessas
espécies tem tornado a identificagdo completa de fungos endofiticos um desafio significativo.
Essa limitagdo ainda impede avangos em pesquisas como esta, o que reflete no nimero de
endofitos ndo identificados, sendo possivel que entre estes existam espécies ainda nao
descritas.

A seguir, o Quadro 2 apresenta as caracteristicas macro e micromorfologicas
observadas para a sugestdo de géneros das 50 linhagens selecionadas para a avaliagdo da

producdo de moléculas bioativas.
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Quadro 2 - Aspectos macro e micromorfologicos das colonias de fungos endofiticos

selecionados.

Mpycelia sterilia

Ghx G-1.2.1B-T1

Mycelia sterilia

Ghx G-54.1-TA

Mpycelia sterilin

Ghx G33.2-TA

Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Regular Regular Trregular
Coloracio
Coloracio - Verso: cinza/verde Coloracio
- Verso: terra cota militar - Verso: castor
-Reverso: grafite - Reverso: conhaque/ - Reverso: castanho
cmmza chumbo
Textura Textura Textura
Algodonoso Algodonoso Pulverulento
Relevo Relevo Relevo
Plano Plano Plano
Pigmento Pigmento Pigmento
Grafite Conhaque Castanho
Exsudato Exsudato Exsudato
- - Hialmo
Micrografia Micrografia Micrografia
Hifas lualinas Hifas demaceas Hifas lualinas
septadas. septadas. septadas.

Mycelia sterilia

Mycelia sterilia

Guignardia sp.

Forma da borda
Regular

Coloracio
-Verso: areia
-Reverso: areia/
bege

Textura
Veludoso

Relevo
Apiculado

Pigmento
Bege

Exsudato

Micrografia
Hifas lnalinas
septadas.

Forma da borda
Regular

Coloracio
- Verso: bege
- Reverso: grafite

Textura
Algodonoso

Relevo
Plano

Pigmento
Grafite

Exsudato

Micrografia
Hifas hialinas
septadas.

Forma da borda

Trrepular

Coloracio
- Verso: verde pastel
- Reverso: verde
mulitar

Textura
Algodonoso

Relevo
Membranoso

Pigmento
Verde militar

Exsudato

Micrografia

Hifas demaceas septadas,

ascosporos elipsoidats,
mchados no centro.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Mycelia sterilia

Forma da borda
Trregular

Coloracio
- Verso: branco
- Reverso: branco

Textura
Aleodonoso

Relevo
Crateriforme

Pigmento

Exsudato

Micrografia
Hifas hialinas
septadas, macro-
conidios em forma
de foice.

Forma da borda

Repular

Coloracao
- Verso: branco/areia
- Reverso: conhaque

Textura
Algodonoso

Relevo
Apiculado

Pigmento
Conhaque

Exsudato

Micrografia
Hifas hialinas
septadas, micro-
conidios ovais e
retos.

Forma da borda
Trrepular

Coloracio
- Verso: terra cota
- Reverso: grafite

Textura
Algodonoso

Relevo
Apiculado

Pigmento

Exsudato

Micrografia
Hifas hialinas
septadas.

Ghx G-1.3.2-TA

Ghx G-3.3.1-TI

inchados no centro.

Guignardia sp. Mycelia sterilia
Forma da borda Coloracio Textura Forma da borda Coloraciio Textura
Regular - Verso: cinza polar Algodonoso Repular s PR ¢ Algodonoso
o - Verso: cinza
Relevo -Reverso: cinza Exsudato Relevo R eveie: castanliG Exsudato
Plano polar/ verde militar - Apiculado -
: Micrografia : :
Pigmento - : . : Pigmento Micrografia
- Hifas alinas septadas, ascosporos elipsoidass, Cactaaba Hifas demceas septadas.




Ghx G-2.3.1-TA

Penicillium sp.

Ghx G4.4.1-TA

Heficosporium sp.

Ghx G-2.1.1A-
TI

Helicosporium sp.

Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Trregular Regular Regular
Coloracio Coloracio Coloracio
- Verso: verde folha - Verso: verde militar - Verso: cinza polar
_Reverso. amarelo - Reverso: verde malitar - Reverso: cinza polar
Textura Textura Textura
Pulverulento Algodonoso Alsodonoso
Relevo Relevo Relevo
Rugoso Membranoso Plano
Pigmento Pigmento Pigmento
Verde folha Verde militar #
Exsudato Exsudato Exsudato
Amarelo % #
Micrografia . .
Hifas haslinas Micrografia Micrografia
septadas, filiades e Hifas hialinas Hifas hialinas
conidios arredondados septadas, esporos septadas, esporos
Pmdlﬂido_i em cadeias helicoidais. helicoidais.
acropmtas.
Ghx G-2.2.1 Mycelia sterilin | Ghx G-3.3.1B-TA|  Fusarium sp. Helicosporium sp.
Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Repular Repular Regular
Coloragio 2 Coloraciio
- Verse: cinza polar/ Coloragio R rsor el
verde pastel - Verso: branco -
-Reverso: cinza polar/ _ Reverso: creme CEATGA
verde pastel - Reverso: grafite
Textura Textura Textura
Algodonoso Algodonoso Algodonoso
Relevo Relevo Relevo
Plano Plano Plano
Pigmento Pigmento Pigmento
Verde pastel Creme Grafite
Exsudato Exsudato Exsudato
Micrografia ]\«Ii_cr_ngraﬁa Micrografia
Hifas degméceas Hifas hialinas septadas, Hifas ]mlmfs septadas,
microconicios obovoides| © Do Ei
St septadas. S il e esporos helicoidais.
Ghx G-1.2.1B-TA | Fusarium sp. Penicillium sp. Ghx G-3.1.1-TA | Helicosporium sp.
Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Regular Regular Regular
Coloracio Coloracdo Coloracio
- Verso: brancco = ;:ISO: Y"_Hde bandeira - Verso: mn.:a polar
- Reverso: amarelo
-Reverso: branco palba - Reverso: grafite
Textura Textura Textura
Algodonoso Algodonoso Algodonoso
Relevo Relevo Relevo
Plano Plano Plano
Pigmento Pigmento Pigmento
- Verde bandeira Grafite
Exsudato Exsudato Exsudato
= Amarelo =
Ticr Micrografia
}1;1[11.;: ‘E:;f; Hifas l:ngaljn 24 Micrografia
septadas, micro- sepl:adas,ﬁ]jadese Hifas halinas
st ipd conidios arredondados septadas, esporos
conidios ovais e ot e Eadar helicoidais.
tetos. acropitas.

Ghx G-3.4.1B-TI

Helicosporium sp.

Fusarium sp.

Forma da borda Coloracio Textura Forma da borda Coloracio Textura
Tiregular - Verso: vermelho Algodonoso Regular Verso bratfco Algodonoso
Relevo cerdmica Exsudato Relevo i Reverr;o s Exsudato

Plano - Reverso: mel - Crateriforme -
: Micrografia : Micrografia
, Plgmentt: . Hifas hialinas septadas, esporos Femento Hifas hialinas septadas. microconidios
Vermelho cerdimica - .
helicoidais. ovais e retos, endosporos.
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Ghx G-2.2.1A-TA

Fusarium sp.

Ghx G-2.2.1 TI

Fusarium sp.

Ghx G-2.1.1B-TI

Penicillium sp.

Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Regular Regular Regular
- thracaﬂ Coloracio Coloracao
- Verso: branco il e
. - Verso: branco - Verso: verde folha
- Reverso: branco/ - Reverso: branco - Reverso: amarelo
amarelo colomal i
Textura Textura Textura
Algodonoso Algodonoso Algodonoso
Relevo Relevo Relevo
Plano Crateriforme Rugoso
Pigmento Pigmento Pigmento
Amarelo colomal - Verde folha
Exsudato Exsudato Exsudato
- - Amarelo
Micrografia
Micrografia Micrografia Hifas hialinas
Hifas hialinas septadas, Hifas hialinas septadas, septadas, filiades e
microconidios ovais e microconidios ovais e conidios amedondados
retos. retos. produzidos em cadetas
acropitas.
Aspergillus sp. Rhizoctonia sp. Rhizoctonia sp.
Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Irregular Regular Irregular
Ve SE,G‘]::;;Z;“-& Coloracio Coloracao
i Revefso' g lo 1 - Verso: cinza polar - \erso: cinza polar
it ) - Reverso: areia/grafite - Reverso: areia/ grafite
Textura Textura Textura
Pulverulento Algodonoso Algodonoso
Relevo Relevo Relevo
Membranoso Plano Plano
Pigmento Pigmento Pigmento
Verde guanya Grafite Grafite
Exsudato Exsudato Exsudato
I-ﬁﬁ_? Eﬁ: ? ;Zdas Micrografia Micrografia
i SR * Hifas hialinas septadas, Hifas hialinas septadas,
filiades e conidios % 3
&firicos prodicados e células longas e retas células longas e retas
- |formando dngulo de 90° formando dngulo de 90°
cadeia ao redor da com a hifa principal com a hifa principal
vesicula. pat ]
Md GLi 1.1.1 18 °C | Helicosporium sp. Mycelia sterilia | Md GL, 24.118°C | Mycelia sterilia
Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Irregular Irregular Irregular
i CCf]nragﬁn Coloracio Coloracio
7 Veaso hrantrifvenls - Verso: branco - Verso: cinza
guariys 3 nuvem concreto
-Reverso: branco/ ;s
verde folha - Reverso: areia - Reverso: castor
Textura Textura Textura
Algodonoso Pulverulento Penugento
Relevo Relevo Relevo
Rugoso Plano Plano
Pigmento Pigmento Pigmento
Verde folha - Castor
Exsudato Exsudato Exsudato
Micrografia Micrografia Micrografia
septadas, esporos Hifas lalinas Hifas hialinas
tehicoiis, septadas. septadas vacuoladas.

Md GL13.1.118 °C

Md GL1 3.4.128 °C

S— {]
2oy
Mpycelia sterilia Mpycelia sterilia
Forma da borda Coloragio Textura Forma da borda Coloracio Textura
Iiregular - Verso: cinza concreto Pulverulento Regular - Verso: cinza concreto Algodonoso
Relevo -Reverso: bege Exsudato Relevo - Reverso: cinza Exsudato
Plano espuma e Apiculado concreto € chumbo Sim
Pigmento Micrografia Pigmento Micrografia
5 Hifas hialinas septadas. Chumbo Hifas hialinas septadas vacuoladas.
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Md GL:124128°C | Guignardia sp. | Md GL,12.3.128°C | Mycelia sterilia | Md GL11.4.1 28°C Fusarium sp.
Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Trregular Regular Trregular
Coloracio = 2
- Verso: conhaque Coloragio Coloracdo
R e o - Verso: branco - Verso: branco
;rof;:mo' Aate - Reverso: verde folha - Reverso: branco
Textura Textura Textura
Algodonoso Algodonoso Penugento
Relevo Relevo Relevo
Apiculado Apiculado Plano
Pigmento Pigmento Pigmento
Amarelo cromo Verde folha -
Exsudato Exsudato Exsudato
Conhaque Cinza .
Micrografia Micrografia
Hifas hialinas Micrografia Hifas hialinas
septadas, ascosporos Hifas lalinas sepladas. maco-
R comdios em forma de
elipsoidais, inchados septadas. tice. mmiceo: coridics
1o centro. ovais e retos.
Mycelia sterilia Mpycelia sterilia Mycelia sterilia
Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Trregular Repular Repular
Coloracio C_o;ora; ao Coloracio
- Verso: branco gelo 3 gﬁf{;ofz’;ﬁg:m’em - Verso: canmirga
- Reverso: areia concretofverde railitas - Reverso: castor
Textura Textura Textura
Penugento Algodonoso Algodonoso
Relevo Relevo Relevo
Plano Apiculado Plano
Pigmento Pigmento Pigmento
Verde militar Castor
Exsudato Exsudato Exsudato
Micrografia Micrografia Micrografia
Hifas hialinas Hifas lualinas Hifas hialinas
septadas. septadas. septadas vacuoladas.
Mycelia sterilia Rhigoctonia sp. | Md GL:2.2.3 18 °C | Aspergillus niger
Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Regular Regular Regular
Coloragio " C_olpra; an o Coloracio
-Verso: castor - kr;o SiEAcomIe - Verso: areia/castanho
- Reverso: camurga cz]\;e 3 - Reverso: amarelo
= Verso: castor
Textura Textura Textura
Penugento Penugento Algodonoso
Relevo Relevo Relevo
Plano Plano Apiculado
Pigmento Pigmento Pigmento
Camurga Castor Amarelo/preto
Exsudato Exsudato Exsudato
T i Micrografia
. Iicrografia Hifas hialinas septadas,
Mi fi ; 3
Hi ECS“]] gl’; as Hifas hialinas comdioforos demaceos,
tada septadas, células conidios esféricos
Sepradas. monilidides. produzides em cadeia ao
redor da vesicula.
Md GL:21.1.118 °C Md GL21.2.118 °C

Helicosporium sp. Helicosporium sp.
Forma da borda Coloracio Textura Forma da borda Coloragio Textura
Tiregular - Verso: bege marmore Pulverulento Trregular - Verso: bege Algodonoso
Relevo -Reverso: creme/ Exsudato Relevo marmore/ camuiga Exsudato
Plano verde militar - Plano - Reverso: castor =
. Micrografia . Micrografia
,Pl Emenio Hifas hialinas septadas, esporos Tigmenie Hifas hialinas septadas, esporos
Verde militar S Castor T
helicoidais. helicoidais.
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MdGL:1.1.128°C

Helicosporium sp. | Md GL:2.1.1 28 °C Fusarium sp. Md GL:1.2.128°C | _Aspergillus sp.
Forma da borda Forma da borda Forma da borda
Regular Regular Trregular
2 Coloracio Coloracio
= (_In]m'at;?m - Verso: bmm;f] gelo/ - Verso: \'ﬂdegglml.jzi
- Verso: bege marmore o
_ Reverso: bege espuma creme - Reverso- amarelo
- Revesso: marfim palha
Textura Textura Textura
Algodonoso Algodonoso Pulverulento
Relevo Relevo Relevo
Plano Plano Membranoso
Pigmento Pigmento Pigmento
Bege Amarelo Verde gnanya
Exsudato Exsudato Exsudato
Micrografia Micrografia
Micrografia Hifas hialinas . Hifas hialinas
Hifas hialinas septadas, macro- b septadas, filiades ¢
septadas, esporos comdios em forma de conidios esféricos
e | helicoidais. foice, mcro-conidios - - produzidos em cadeia
ovais e retos. ao redor da vesicula.

MdGL,22118°C

Helicosporium sp.

Mpycelia sterilia

Mycelia sterilia

Forma da borda

Forma da borda

Forma da borda

Regular Regular Regular
-aci Coloracio Coloragio
- \'erscr;. ][t:':g:g elo - Verso: verde luar - Verso: cinza
-Reverso: marﬁgm - Reverso® verde concreto
) militar - Reverso: conhaque
= Textura Textura Textura
Algodonoso Algodonoso Algodonoso
1 Relevo Relevo Relevo
:,, Plano Apiculado Apiculado
4 Pigmento Pigmento Pigmento
> Verde militar @
Exsudato Exsudato Exsudato
' P P « Microgeatia f Micrografia
s septadas, esporos Hifas hialinas Hifas hialinas
= helicoidais. - | septadas. 4 septadas.
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Fonte: Autoria propria. Ghx = Gustavia hexapetala; G = galho; TA = Tetraciclina +
Ampicilina; TI = Tetraciclina + Itraconazol; Md = Myrciaria dubia; GL, = galho planta 1;
GL, = galho planta 2.

5.4. Analise da atividade amilolitica

Com a realizacdo dos testes enzimdticos de atividade amilolitica, 2 dos 50 fungos
testados apresentaram halos de hidrélise (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, ¢ um fungo isolado de M. dubia (Aspergillus sp. - Md GL, 1.1.2 28 °C) (Tabela 5), que
teve halo de 10,00 + 0,82 mm.

Diversos estudos abordam o potencial de produg@o de amilases por fungos endofiticos,
como no trabalho de Mendonga e colaboradores (2023), em que foram testados 21 fungos de
C. spruceanum e 24% apresentaram resultados positivos para a producdo da enzima. Os
autores testaram também 16 fungos endofiticos de H. sucuuba, dos quais 6% apresentaram

atividade amilolitica.
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Figura 19 - Halos de degradagao amilolitica produzidos pelos fungos endofiticos testados.

Fonte: Autoria propria. 1-10 = diferentes fungos testados, sendo 8 o fungo Mycelia sterilia
(Ghx G - 3.3.2 — TA) e 10 o fungo Aspergillus sp. (Md GL, 1.1.2 28 °C); ND = Nao
Detectado; CN = Controle Negativo.

Tabela 4 - Atividade amilolitica dos fungos endofiticos isolados de G. hexapetala testados.

Caracterizacio Codigo de Diametro do
morfologica isolamento halo (mm)
Moycelia sterilia Ghx G-332-TA 18,00 £ 2,16
Moycelia sterilia Ghx G-1.2.1B-TI 0,00
Mycelia sterilia Ghx G-54.1-TA 0,00
Mycelia sterilia Ghx G-52.1-TA 0,00
Moycelia 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
Moycelia sterilia Ghx G-1.1.1 -TI 0,00
Guignardia sp. Ghx G-132-TA 0,00
Moycelia sterilia Ghx G-3.3.1-TI 0,00
Penicillium sp. Ghx G-23.1-TA 0,00

Helicosporium sp. Ghx G-44.1-TA 0,00

Helicosporium sp. Ghx G-2.1.1A-TI 0,00
Moycelia 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-1.22A-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



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 propria.

Tabela 5 - Atividade amilolitica dos fungos endofiticos isolados de M. dubia testados.

Caracterizacio Codigo de Diametro do
morfolégica isolamento halo (mm)
Aspergillus sp. Md GL, 1.1.228°C 10,00 + 0,82
Rhizoctonia sp. MdGL, 2.2.118°C 0,00
Rhizoctonia sp. Md GL,3.1.128°C 0,00

Helicosporium sp. Md GL, 1.1.1 18 °C 0,00
Moycelia sterilia Md GL,2.4.2 18 °C 0,00
Mpycelia sterilia MdGL, 2.4.1 18 °C 0,00
Mycelia sterilia MdGL, 3.1.1 18 °C 0,00
Moycelia sterilia Md GL, 3.4.1 28 °C 0,00
Guignardia sp. Md GL, 2.4.1 28 °C 0,00
Moycelia sterilia Md GL, 2.3.1 28 °C 0,00

Fusarium sp. Md GL, 1.4.128°C 0,00
Moycelia sterilia MdGL, 1.3.128°C 0,00
Moycelia sterilia MdGL, 1.2.128°C 0,00
Moycelia sterilia Md GL, 1.1.128°C 0,00
Mpycelia sterilia Md GL, 3.3.1 18 °C 0,00
Rhizoctonia sp. Md GL, 3.1.1 18 °C 0,00

Aspergillus niger Md GL,2.2.3 18 °C 0,00

Helicosporium sp. Md GL, 1.1.1 18 °C 0,00

Helicosporium sp. Md GL, 1.2.1 18 °C 0,00

Helicosporium sp. Md GL, 1.1.1 28 °C 0,00

Fusarium sp. Md GL, 2.1.1 28 °C 0,00
Aspergillus sp. Md GL, 1.2.1 28 °C 0,00

Helicosporium sp. Md GL, 2.2.1 18 °C 0,00
Moycelia sterilia Md GL, 1.4.118°C 0,00
Moycelia sterilia Md GL, 3.4.1 18 °C 0,00
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Fonte: Autoria propria.

No estudo de Martins et al. (2024), foram testados em cup plate 35 fungos endofiticos
isolados de G. hexapetala, em que 14,28% (5/35) apresentaram halos de degradacdo
amilolitica variando de 6,67 ¢ 10,67 mm. Bezerra (2017) também testou em cup plate 15
fungos endofiticos de planta amazonica, 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 hidrélise maior que os
relatados (18 mm), sendo considerada uma linhagem promissora para a produgdo da enzima

em grande escala (Orlandelli ef al., 2011).
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Um dos fungos endofiticos que positivaram para a produg¢do de amilases foi
caracterizado morfologicamente como Aspergillus sp., este género ¢ relatado na literatura
como um oOtimo produtor de amilases, sendo bastante utilizado em processos industriais
(Tabela 6) (Brito, 2017; Santos, 2020). Brito (2017), testou para atividade amilolitica 14 cepas
de Aspergillus em cup plate com meio dgar-amido, destes, 13 mostraram um bom potencial

enzimatico.

Tabela 6 - Produ¢do de amilases por Aspergillus spp. em fermentagdo submersa.

Linhagem fingica Substrato Produtividade Referéncia
Agua de maceracio do milho/ sacarose 1744 U mL-! Chimata et al. (2011).
A. niger Farinha de mandioca 10,5 U mL"! Stroparo et. al. (2011)
i Batata-doce 0,893U mL"! Tamilarasan et al. (2012)
Casca de mandioca 19,34 mg mL! Lawal et al. (2014).
A. gracilis Amido 131,02 U mg'! Ali et al. (2014).

Fonte: Adaptado de Brito (2017).

5.5. Analise da atividade proteolitica

Testando as mesmas linhagens para a produgdo de enzimas proteoliticas, 14% (7/ 50)
dos fungos apresentaram halos de degradagdo 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 padrdo, medida que descreve a
diferenca entre as médias das triplicatas, variou entre 0,00 mm a 0,94 mm. Apenas o ultimo
destes foi possivel identificar pela caracterizacdo morfologica, sendo pertencente ao género
Guignardia. Os outros dois fungos que positivaram para a produ¢do da enzima foram isolados
de M. dubia, ambos foram identificados morfologicamente como do género 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 degradacao proteolitica produzidos pelos fungos endofiticos testados.

Fonte: Autoria préopria. 1-12 = diferentes fungos testados, sendo 2 o fungo Rhizoctonia sp.
(Ghx G - 3.3.1C — TA) e 10 o fungo Rhizoctonia sp. (Md GL, 2.2.1 18 °C); ND = Nao
Detectado; CN = Controle Negativo; B = Branco.

Tabela 7 - Atividade proteolitica dos fungos endofiticos isolados de G. hexapetala testados.

Caracterizacio Codigo de Diametro do
morfologica isolamento halo (mm)
Moycelia sterilia Ghx G-332-TA 0,00
Moycelia sterilia Ghx G-1.2.1B-TI 11,33 £0,94
Mpycelia sterilia Ghx G-54.1-TA 11,00 £ 0,81
Mpycelia sterilia Ghx G-52.1-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-432-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-132-TA 0,00
Moycelia sterilia Ghx G-3.3.1-TI 0,00
Penicillium sp. Ghx G-23.1-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-12.1B-TA 0,00
Penicillium sp. Ghx G-1.22A-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



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 propria.

Tabela 8 - Atividade proteolitica dos fungos endofiticos isolados de M. dubia testados.

Caracterizacio Codigo de Diametro do
morfologica isolamento halo (mm)
Aspergillus sp. Md GL, 1.1.228°C 0,00
Rhizoctonia sp. MdGL,2.2.118°C 14,67 + 1,70
Rhizoctonia sp. Md GL,3.1.128°C 12,67 £ 2,05

Helicosporium sp. MdGL, 1.1.1 18 °C 0,00
Mpycelia sterilia Md GL,2.4.2 18 °C 0,00
Mycelia sterilia Md GL, 2.4.1 18 °C 0,00
Mycelia sterilia Md GL, 3.1.1 18 °C 0,00
Moycelia sterilia Md GL, 3.4.1 28 °C 0,00
Guignardia sp. Md GL, 2.4.1 28 °C 0,00
Moycelia sterilia Md GL, 2.3.128 °C 0,00

Fusarium sp. Md GL, 1.4.1 28 °C 0,00
Mpycelia sterilia MdGL, 1.3.128°C 0,00
Mpycelia sterilia MdGL, 1.2.128°C 0,00
Mpycelia sterilia MdGL, 1.1.128°C 0,00
Mycelia sterilia Md GL, 3.3.1 18 °C 0,00
Rhizoctonia sp. Md GL, 3.1.1 18 °C 0,00

Aspergillus niger Md GL,2.2.3 18 °C 0,00

Helicosporium sp. Md GL, 1.1.1 18 °C 0,00

Helicosporium sp. Md GL, 1.2.1 18 °C 0,00

Helicosporium sp. Md GL, 1.1.1 28 °C 0,00

Fusarium sp. Md GL, 2.1.1 28 °C 0,00
Aspergillus sp. Md GL, 1.2.1 28 °C 0,00

Helicosporium sp. Md GL, 2.2.1 18 °C 0,00
Mpycelia sterilia MdGL, 1.4.1 18°C 0,00
Mpycelia sterilia Md GL, 3.4.1 18 °C 0,00
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Fonte: Autoria propria.

Os fungos endofiticos podem ter a capacidade de produzir essas enzimas para serem
utilizadas pelo seu metabolismo de forma natural, em processos bioquimicos. Além disso,
eles liberam enzimas para degradar o tecido vegetal, facilitando a sua entrada nas plantas, o
que constitui um dos principais mecanismos de invasdao desses fungos (Azevedo, 1998;
Martins, 2024). A produgao de proteases pode ser verificada com esta pesquisa e em diversos
outros trabalhos como o de Specian; Costa; Pamphile (2021), que investigaram a atividade
enzimatica de protease do fungo Diaporthe helianthi, em que observaram halos de 9,33 mm.

Também com o estudo de Diniz ef al. (2020), em que foram avaliados 8 fungos endofiticos de
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Oenocarpus bacaba Mart., dos quais 1 (12,5%) apresentou halos de degradagao para protease,
além de outros 3 (37,5%) para amilase.

Martins et al. (2024), testando 35 fungos endofiticos de G. hexapetala, 51,42%
(18/35) apresentaram halos de degradacdo proteolitica em cup plate com meio
agar-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 hidrélise do meio solido acima de 9 mm sdo 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 género
Guignardia. Sposito et al. (2011) analisaram o perfil enzimatico do endéfito Guignardia
mangiferae e do fitopatdgeno Guignardia citricarpa. Os autores destacaram a escassez de
estudos sobre a produ¢do enzimatica dessas espécies e observaram que elas exibiram um nivel
elevado de produgdo de enzimas hidroliticas.

Outro género que apresentou resultados positivos para a producdo de proteases foi o
Rhizoctonia. Comparando com a literatura, na pesquisa de Flores (2022), ao testar fungos
endofiticos de soja deste género, ndo foi possivel observar atividade proteolitica, o que difere

dos dados obtidos com este trabalho.
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6. CONCLUSAO

O isolamento utilizando fragmentos de folhas, galhos e frutos de Myrciaria dubia
possibilitou analisar a abundancia de fungos endofiticos que podem ser encontrados em
associacdo com a espécie vegetal e verificar o potencial biotecnoldgico que pode ser
desempenhado por esses organismos.

Selecionou-se e caracterizou-se morfologicamente 50 fungos endofiticos para a
realizagdo dos testes enzimaticos, sendo 25 de G. hexapetala e 25 de M. dubia. A partir da
caracterizagdo macro e micromorfoldgica, foram identificados 6 diferentes géneros fingicos
pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota (Rhizoctonia). No entanto, ndo foi
possivel identificar 38% dos fungos selecionados, uma vez que ndo produziram estruturas
reprodutivas.

Quanto ao potencial de producdo de moléculas bioativas, testando a atividade
amilolitica, 4% dos fungos apresentaram resultados positivos. Ja para a producdo de enzimas
proteoliticas, 14% dos fungos testados produziram halos de hidrdlise enzimatica. Todos os
resultados mostraram que as linhagens sdo promissoras para a producdo das moléculas
bioativas em grande escala.

Dessarte, esta pesquisa destaca o potencial que pode ser apresentado por fungos
endofiticos isolados de plantas nativas da Amazonia, demonstrando novas possibilidades de
uso pela biotecnologia em diferentes setores da industria, e a importancia da conservacao
dessas espécies para a sociedade e o meio ambiente como um todo. E uma base para futuras
pesquisas quantitativas, com o objetivo de aprofundar o conhecimento ja consolidado, além
de explorar a capacidade dessas linhagens fungicas em diferentes areas, ampliando a

descoberta do seu potencial de produgdo de moléculas bioativas.
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APENDICE A - Preparo dos meios de cultura
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Para o preparo dos diferentes meios de cultura utilizados nesta pesquisa, foram

necessarios os reagentes e substratos descritos abaixo, nas seguintes concentragoes:

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

Componentes Quantidade
Batata in natura 200 g
Dextrose 20g
Agar 15g
Extrato de Levedura 2g
Agua destilada 1L

Para o preparo das batatas, foi necessario lava-las, descasca-las, corta-las em cubos e

cozinhé-las com 1 L de agua destilada. Ap6s 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 dgua destilada.

b. Agar-amido

Componentes Quantidade
Agar 18 ¢g
Amido de milho 10g
Acido citrico 0,1865 ¢
Fosfato de sodio 0,3665 g
Agua destilada 1L
c. Agar-gelatina-leite

Componentes Quantidade
Agar 18 g
Gelatina incolor sem 10g

sabor
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Leite desnatado 10g
Acido citrico 0,1865 g
Fosfato de sodio 0,3665 g
Agua destilada 1L

d. Solucao de Manachini

Componentes Quantidade
Fosfato de potassio 2g
Sulfato de amonia lg
Sulfato de magnésio 0,lg
Fosfato de sodio 09¢g
Extrato de Levedura lg
Agua destilada 1L

Para os testes de atividade amilolitica, foi adicionado 2% (20 g) de amido. J& para os
testes de atividade proteolitica, acrescentou-se gelatina incolor na mesma concentragao.

Os meios de culturas foram previamente preparados e autoclavados por 15 minutos a
121 °C. No caso dos meios para atividade proteolitica, os substratos (leite desnatado e
gelatina) foram preparados separadamente dos demais ingredientes, em que foi feita uma
solugdo contendo 60% da agua destilada (300 mL para 500 mL de meio de cultura), que foi
entdo autoclavada por 15 minutos, a partir do momento que a temperatura da autoclave
comegou a subir.

Apds autoclavagem, para os meios solidos, dentro de uma cabine de seguranca
bioldgica e com o auxilio 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 transferéncia de
aproximadamente 10 mL foi feito com o auxilio de uma micropipeta (1000-5000 pL) e
realizado anteriormente a autoclavagem. Os tubos foram vedados com plastico filme, papel
aluminio e liga elastica. Apds serem autoclavados, eles foram dispostos em uma superficie de

3,5 cm para a posi¢do inclinada.
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No que se refere ao meio liquido, utilizou-se proveta de 100 mL para adicionar o meio
de cultura (60 mL) em erlenmeyers de 125 mL. Os frascos foram vedados com plastico filme,
papel aluminio e liga elastica e entdo autoclavados.

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

plasticos e armazenados sob refrigeragao a 4 °C.
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