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RESUMO

GOMEZ, André Antdnio Batista. Bioprospeccdo de fungos endofiticos associados ao biriba
(Rollinia mucosa Jacq.) e descri¢do do seu potencial biotecnoldgico. 2024. 47-f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade do Estado do
Amazonas, Tabatinga, 2024.

Fungos endofiticos representam uma vasta diversidade de espécies que residem em varias
plantas e sdo de grande interesse na busca por novos compostos com variabilidade quimica e
biol6gica. Sua capacidade de colonizar ambientes com interacBes metaboélicas constantes o0s
torna candidatos promissores na producdo de enzimas com potencial aplicacdo
biotecnologica. Nesse contexto, o presente estudo isolou linhagens de fungos endofiticos a
partir de amostras de folhas, inflorescéncia, caules e sementes de plantas da espécie Rollinia
mucosa (Jacq.) e, apos a etapa de selecdo de linhagens, observou-se o crescimento de fungos
filamentosos isolados em meio de cultura dos géneros Trichoderma e Fusarium. Os
resultados das pesquisas, baseadas na literatura, das atividades enzimaticas Lipoliticas,
Proteoliticas, Quitinoliticas e Celuloliticas, para estes géneros de endofiticos, demostraram
alta variabilidade de usos em pesquisas, com énfase no controle biolégico de fitopatdgenos
por Trichoderma sp. Em conclusdo, os resultados da revisdo microbioldgica e bioguimica
mostram que os fungos endofitico Trichoderma e Fusarium isolado de R. mucosa apresentam
potencial em termos de producdo de metabdlicos de interesse industrial e/ou biotecnolégico.

Palavras-chave: Fungo endofitico; Enzimas; Rollinia mucosa; Trichoderma; Fusarium.



RESUMEN

GOMEZ, André Antbnio Batista. Bioprospeccion de hongos endofitos asociados a biriba
(Rollinia mucosa jacg.) y descripcion de su potencial biotecnoldgico. 2024. 47-f. Proyecto
final de curso (Grado en Ciencias Biologicas) — Universidad Estadual de Amazonas,
Tabatinga, 2024.

Los hongos endofiticos representan una gran diversidad de especies que residen en diversas
plantas y son de gran interés en la busqueda de nuevos compuestos con variabilidad quimica y
biologica. Su capacidad para colonizar ambientes con constantes interacciones metabolicas
los convierte en candidatos prometedores para la produccién de enzimas con potencial
aplicacion biotecnoldgica. En este contexto, el presente estudio aislé cepas de hongos
enddfitos a partir de muestras de hojas, inflorescencias, tallos y semillas de plantas de la
especie Rollinia mucosa (Jacg.) y, luego de la etapa de seleccion de cepas, se observo el
crecimiento de células filamentosas aisladas de medios de cultivo de los géneros Trichoderma
y Fusarium. Los resultados de las investigaciones sobre las actividades enzimaéticas
lipoliticas, proteoliticas, quitinoliticas y celuloliticas, para estos géneros endofiticos,
demostraron alta variabilidad de usos en las investigaciones, con énfasis en el control
bioldgico de fitopatdgenos por Trichoderma sp. En conclusién, los resultados microbiologicos
y quimicos obtenidos muestran que los hongos endofitos Trichoderma y Fusarium aislados de
R. mucosa tienen potencial en términos de produccion metabolica de interés industrial y/o
biotecnoldgico.

Palabras clave: Hongo endofitico; Enzimas; Rollinia mucosa; Trichoderma; Fusarium.
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1 INTRODUCAO

Ao serem desenvolvidos estudos relacionados a plantas da Amazdnia, muitos
beneficios a salde dos seres humanos sdo desvendados demonstrando a riqueza que essa
regido possui, tanto para a vida dos seres humanos quanto para todo o ecossistema do planeta.
Um dos aspectos altamente instigante correlacionado a estas espécies é sua capacidade de
reservar uma alta variedade de microrganismos que, devido ao ambiente restrito de seus
tecidos, pode levar a descoberta de grandes potenciais para producdo de moléculas bioativas,
proteinas e enzimas que tem grande importancia na aplicacdo de processos biotecnoldgicos e
industriais (Cunha Junior et al., 2020).

A area biotecnoldgica tem ganhado grande visibilidade com o desenvolvimento de
técnicas voltadas para o aproveitamento integral de plantas. Uma dessas técnicas é o
isolamento de microrganismos endofiticos que podem promover a expansdo de
conhecimentos sobre a biodiversidade da microbiota de diferentes espécies de plantas e
revelar novas formas de utilizacdo dessas espécies como matéria prima para bioproducéo,
proporcionando, assim, fortalecimento de politicas de defesa a biodiversidade desse
ecossistema, contribuindo para sua conservacdo, sustentabilidade e melhorar o
aproveitamento dessas espécies vegetais, ndo apenas pela populacdo das regides onde séo
encontradas, mas também por toda a populacdo brasileira (Souza; Santos, 2017). S&o
estudadas diversas fun¢des relacionadas aos microrganismos endofiticos, principalmente para
estudos voltados a industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos, enzimas de interesse
biotecnoldgico, controle bioldgico de pragas-insetos na agricultura, dentre outras (Astolfi
Filho; Silva; Bigi, 2015).

Porém, ao observar a lacuna que ainda permanece nas pesquisas que abrangem as
formas como sdo utilizados as plantas da regido amazonica, a fim de gerar a busca do
desenvolvimento socioeconémico para as atividades extrativistas na regido, bem como
estudos voltados para preservar o bioma da Amazdnia, notou-se a viabilidade de elaborar um
projeto de pesquisa com énfase no levantamento da diversidade de espécies vegetais com
potencial importancia ambiental e econébmica. Portanto, serdo vistos como objetivos desta
pesquisa a busca por representar a qualidade e variabilidade do uso de espécimes vegetais
pouco estudados da regido amazénica com énfase nos microrganismos endofiticos que vivem
associados a estes e descrever seu potencial para producdo de enzimas aplicadas no
desenvolvimento de produtos dos mais diversos setores industriais buscando aprimorar e
expandir o uso de fontes de energias renovaveis que causem menos impacto ao meio

ambiente.
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Se faz necessario dar atencao as analises microbioldgicas e bioguimicas de plantas da
regido amazonica, pretendendo apontar as possibilidades da utilizacdo de microrganismos
endofiticos associados a estas espécies buscando mostrar como este tipo de estudo pode ser
aplicado nas &reas de inovacdo tecnoldgica associada a responsabilidade social e ambiental,
como a biotecnologia.

Com o levantamento bibliografico referente a utilizacdo biotecnolégica de
microrganismos endofiticos das espécies de plantas amazonicas, como o Biribd (Rollinia
mucosa Jacg.), foi evidenciada a caréncia de informagdes sobre estes microrganismos e o
potencial de producdo de enzimas microbianas e suas caracteristicas bioquimicas. Diante
disso, foram aplicados métodos para avaliar a diversidade de microrganismos endofiticos
(fungos) isolados a partir de fragmentos de tecidos vegetais da planta da espécie Rollinia
mucosa Jacg., cultivados no municipio de Tabatinga-AM, buscando descrever as eventuais
atividades enzimaticas e bioguimicas observadas na literatura, para assim despertar a atencédo
quanto as formas de exploracdo das plantas da Amazobnia e, principalmente, acrescentar
informagdes que evidenciam a importancia de se preservar este rico ecossistema com imensa
importancia para o planeta.

Este trabalho estd dividido em seis partes. Inicialmente, a introducdo apresenta
consideraces iniciais sobre o tema. Em seguida, séo delineados os objetivos, delimitando o
escopo do estudo. Posteriormente, é realizada uma revisdo da literatura para aprofundar nos
conhecimentos necessarios para o desenvolvimento do trabalho. A metodologia aplicada no
estudo é entdo apresentada. O topico cinco expde os resultados de forma didatica, destacando
comparacOes e analises, enquanto o capitulo seis oferece consideracGes finais sobre os
resultados e a contribuicdo do trabalho para o meio cientifico-académico e social.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar o potencial biotecnoldgico de microrganismos endofiticos (fungos) isolados da
planta da espécie Rollinia mucosa (Jacq.), cultivados em Tabatinga-AM, descrevendo as

eventuais atividades enzimaticas dos géneros isolados observadas na literatura.

2.2 Especificos
¢ Identificar os fungos endofiticos isolados a nivel de género a partir de fragmentos de
sementes, inflorescéncias, folhas e caules da planta da espécie Rollinia mucosa
(Jacq.), utilizando técnicas para analise macromorfolégica;
e Descrever as atividades enzimaticas e caracteristicas bioguimicas dos fungos
endofiticos baseados na literatura;
¢ Inferir o potencial uso da espécie botanica Rollinia mucosa (Jacg.) para pesquisas em

biotecnologia.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fungos

Os fungos fazem parte de um grupo de microrganismos eucarioticos inseridos no
Reino Fungi (Dominio Eukarya). Estes existem em toda a natureza, tanto no solo, no ar, na
agua, quanto na poeira domestica e agricola, nas plantas, nos troncos apodrecidos, nas frutas,
no leite, no plancton e diversos outros locais (Madigan, 2016). Os fungos desempenham um
papel crucial no ciclo da vida, exercendo diversas funcdes benéficas em setores como a
industria de medicamentos, alimentos, bebidas e quimica. No entanto, é importante destacar
que alguns fungos podem agir como patdgenos, causando doengas em plantas, animais ou até
mesmo no ser humano (Barbieri; Carvalho, 2001).

Os fungos apresentam uma diversidade de formas, podendo ser unicelulares ou
multicelulares. Predominantemente saprofitos, esses organismos realizam reproducdo tanto
sexuada quanto assexuada. Os fungos microscopicos, em particular, sdo aclorofilados, ndo
contendo pigmentos fotossintéticos (Frozza, 2010). Embora sejam capazes de absorver
energia luminosa para a sintese de compostos organicos, sua caracteristica heterotrofica se
manifesta na utilizacdo da energia presente nas ligacGes quimicas dos nutrientes (Trabulsi,
2004).

Os fungos exibem estruturas morfoldgicas compostas por filamentos, conhecidos
como hifas, e esporos, que desempenham papel crucial na reproducdo. O corpo principal de
um fungo é denominado talo. Sua classificacdo é fundamentada na estrutura de reproducéo
resultante dos processos sexuados e assexuados. Notavelmente, as técnicas de biologia
molecular tém proporcionado uma classificacdo mais precisa dos fungos, mesmo na auséncia
de estruturas reprodutivas visiveis (Mezzari; Fuentefria, 2012).

Para a identificacdo dos fungos, as estruturas morfoldgicas, tanto macroscépicas
quanto microscépicas quando observadas no microscopio éptico, permitem classifica-los em
dois grupos principais: leveduras e bolores, ou fungos filamentosos. As leveduras séo
morfologicamente definidas como células que se reproduzem por brotamento, cissiparidade
ou gemulacdo (Trabulsi, 2004). Geralmente unicelulares, essas células formam col6nias
circulares, pastosas ou mucoides. Os bolores, ou fungos filamentosos, sdo multicelulares e
constituidos por hifas que se interligam, formando o micélio. Esse micélio resulta em col6nias
filamentosas, que podem ter aspecto alongado, aveludado ou pulverulento, apresentando
pigmentacdo variada, como branca, bege, marrom, vinhosa, entre outras. Algumas espécies de

fungos possuem melanina na parede celular, conferindo resisténcia aos raios ultravioleta e as
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enzimas liticas produzidas por outros microrganismos. Esses fungos sdo denominados
demaceos (Takahashi, 2016).

A classificacdo dos fungos é essencialmente fundamentada em critérios morfoldgicos,
reprodutivos e fisioldgicos, agrupando-os de acordo com caracteristicas comuns em niveis
taxonémicos distintos. Os principais grupos taxondmicos incluem Chytridiomycetes,
Zygomycetes, Glomeromycetes, Ascomycetes e Basidiomycetes (Madigan, 2016). Essa
abordagem visa fornecer uma organizacao sistematica que reflete as relagdes evolutivas e as
peculiaridades fundamentais desses organismos no reino Fungi.

Diversos estudos tém abordado a estimativa do numero de espécies flngicas
conhecidas, refletindo a complexidade e diversidade desse reino. De acordo com Mueller e
Schmit (2007), as estimativas globais para o numero total de espécies fingicas variam
amplamente, situando-se entre 0,5 a 9,9 milhdes. Essas estimativas foram obtidas em estudos
conduzidos no periodo de 1990 a 2006.

No contexto brasileiro, o "Catalogo de Plantas e Fungos do Brasil" registrou, até o ano
de 2010, a descrigdo de 3.608 espécies fungicas, das quais 519 foram identificadas na regido
da Amazobnia (Forzza et al., 2010). Esses numeros indicam a riqueza flngica no pais,
destacando a importancia da biodiversidade, especialmente em regides ecologicamente
diversas como a Amazonia.

Conforme apontado por Barbieri e Carvalho (2001), aproximadamente dois tercos do
total de espécies de fungos descritas estabelecem relacGes intimas, que podem ser parasiticas,
comensalisticas ou mutualisticas, com outros organismos vivos. Dentre essas interacdes,
destaca-se um significativo nimero de espécies que mantém associa¢cbes com plantas.
Segundo Rodriguez et al. (2009), acredita-se que todas as espécies de plantas que habitam
ecossistemas naturais estabelecam algum tipo de associa¢do simbidtica com fungos.

Essas simbioses podem manifestar-se em diferentes formas, com os fungos podendo
ser encontrados nas superficies vegetais (epifiticos), na rizosfera (regido do solo influenciada
pelas raizes das plantas) ou mesmo no interior dos tecidos vegetais (endofiticos). Essas
interacGes simbidticas desempenham papéis cruciais na salde e no desenvolvimento das
plantas, contribuindo para a absor¢do de nutrientes, resisténcia a patdgenos e adaptacdo a
condi¢bes ambientais adversas. A compreensdo dessas relacfes simbioticas entre fungos e
plantas € fundamental para avancos na agricultura, na ecologia e na compreensdao dos

ecossistemas naturais (Silva; Malta, 2016).
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3.2 Fungos Endofiticos

O termo "enddfito™ foi introduzido pelo cientista alem&o Heinrich Anton de Bary em
1884. Ele ¢ utilizado para descrever microrganismos que residem no interior dos tecidos de
plantas. Em uma visdo mais abrangente, os fungos endofiticos sdo caracterizados por viverem
pelo menos parte do seu ciclo de vida no interior dos tecidos das plantas hospedeiras, sem
causar sintomas patoldgicos. Essa interacdo interespecifica oferece um nicho propicio para o
desenvolvimento e estabelecimento dos fungos nas plantas, conforme destacado por Wilson
(1995), Carlile et al. (2001) e Azevedo (2010). Esses fungos endofiticos desempenham um
papel significativo em diversos aspectos, como na promocdo do crescimento das plantas, na
resisténcia a estresses ambientais e na protecao contra patdgenos.

Os fungos endofiticos constituem um grupo polifilético altamente diversificado, sendo
definidos funcionalmente pela sua ocorréncia assintomatica nos tecidos de plantas. Eles sdo
encontrados em uma ampla gama de plantas, abrangendo antoceros, bridfitas, pteriddfitas,
gimnospermas e angiospermas. A distribuicdo desses fungos é extensa, indo desde regides
articas até os trépicos. Sua presenca é notavel em diversas espécies de plantas, sendo 0s
ascomicetos, em especial, uma categoria significativa dentro desse grupo (Arnold, 2007;
Arnold; Lutzoni, 2007). Muitas espécies de fungos endofiticos desempenham um papel
crucial em plantas de importancia agricola (Larran et al., 2002). Essa diversidade e ampla
distribuicdo destacam a relevancia dos fungos endofiticos em ecossistemas variados e
ressaltam seu potencial impacto na saude e no desenvolvimento das plantas hospedeiras.

Em quase todas as plantas vasculares, algas marinhas, musgos e samambaias
estudadas até 0 momento, foram identificadas bactérias e fungos endofiticos. E comum isolar
centenas de espécies de enddfitos a partir de uma Unica planta, sendo que pelo menos uma
delas é especifica para o hospedeiro (Chapla, 2013). Essa ampla distribuicdo e a diversidade
de fungos endofiticos ressaltam a importancia ecoldgica desse grupo na interacdo com uma
variedade de plantas e ambientes ao redor do mundo.

Além dessas fungdes, as enzimas extracelulares desempenham um papel fundamental
na obtencdo de nutrientes, desempenhando um papel funcional essencial na relagédo dos
fungos com as plantas e o ambiente circundante (Diniz et al., 2020). Essa complexa rede de
interacGes entre fungos endofiticos, plantas e o ambiente destaca a importancia desses
microrganismos na promog¢do da saude e no desenvolvimento sustentavel das plantas
hospedeiras.

Muitas espécies vegetais ja possuem suas comunidades endofiticas isoladas e

caracterizadas, tais como: Citrus sp. (Araujo et al., 2001); Triticum aestivum (Larran et al.,
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2002); Dicksonia sellowiana (Barros., 2003); Palicourea longiflora e Strychnos cogens
(Souza et al., 2004); Bactris gasipaes (Almeida et al., 2005); Glycine max (Kuklinsky-Sobral
et al., 2005); Citrus limon (Duréan et al., 2005). Estima-se a ocorréncia de cerca de 1,5 milhdes
de espécies endofiticas, sendo que deste total, 10% foram descobertas e apenas 1% examinada

guanto ao seu espectro de producdo de metabdlitos secundarios (Guo et al., 2008).

3.3 Biotecnologia

A biotecnologia engloba qualquer técnica que faga uso de organismos vivos ou de seus
derivados para criar ou modificar produtos, conhecidos como bioprodutos ou biocompostos.
Essa abordagem abrange uma ampla gama de aplicacbes, desde melhoramento vegetal até o
desenvolvimento de microrganismos para fins especificos (Azevedo, 1997). Dessa forma, a
biotecnologia inclui desde técnicas simples, como a producdo de paes utilizando leveduras
(fermento bioldgico), até tecnologias avancadas como o DNA recombinante, que envolve a
manipulacdo do material genético de seres vivos para expressar caracteristicas desejaveis
(Chekol; Gebreyohannes, 2018). Essa diversidade de aplicacbes destaca a versatilidade e o
potencial da biotecnologia em diversos campos, abrindo caminho para avangos significativos
em areas como agricultura, medicina e industria.

Na perspectiva sustentavel, a biotecnologia tem se concentrado em obter diversos
produtos a partir da biomassa. Nesse contexto, muitos processos tradicionalmente realizados
em refinarias estdo sendo substituidos por processos desenvolvidos em biorrefinarias,
adaptados para a sintese de biomoléculas. Essa abordagem abrange a producdo de
biocombustiveis, enzimas e produtos quimicos naturais, contribuindo para a chamada
"quimica verde" (Silvia; Lacerda; Junior, 2005).

Dentre os bioprodutos gerados, destacam-se 0s compostos bioativos, caracterizados
por um alto valor agregado e um vasto potencial de aplicacdo. Esses compostos encontram
utilidade na producdo de medicamentos, cosméticos, nutracéuticos e diversos outros produtos
voltados para a saude humana e animal (Guaadaoui et al., 2014). A utilizacdo de biomassa e a
producdo sustentdvel de bioprodutos representam avancos significativos na busca por
solucBes ambientalmente amigéveis e economicamente viaveis.

Entre os bioprodutos com alto valor agregado e aplicacdo biotecnoldgica, as enzimas
produzidas por microrganismos endofiticos de frutos amazonicos se destacam. O mercado
enzimatico tem experimentado um crescimento continuo e significativo nos Gltimos anos,
gerando bilhGes de dolares em receitas. Esse aumento na demanda por enzimas microbianas

deve-se a ampla e crescente gama de aplicacdes industriais (Silva; Malta, 2016).
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Estudos indicam uma projecdo do crescimento global do mercado enzimatico de
US$ 5 bilhdes em 2016 para US$ 6,3 bilhdes em 2021 (Dewan, 2017). Esse aumento reflete
ndo apenas a diversificacdo das aplicagdes das enzimas, mas também a busca por fontes
sustentaveis e inovadoras, como as enzimas provenientes de microrganismos endofiticos de
regides ricas em biodiversidade, como a Amazodnia. O potencial dessas enzimas em aplicacdes
industriais abre caminho para oportunidades significativas no cenario biotecnologico e
econdmico.

O estabelecimento de uma agricultura sustentavel é crucial para enfrentar os desafios
das mudancas climaticas e a diminuicdo das reservas de energia ndo renovavel, garantindo ao
mesmo tempo a seguranca alimentar futura. Este € um fator essencial para o desenvolvimento
da humanidade. A promocdo da sustentabilidade no processamento de alimentos desempenha
um papel vital ao evitar o desperdicio de subprodutos, fomentar a criacdo de identidades
proprias e regionais nos produtos processados e atrair a atencdo dos consumidores para a
importancia do consumo de alimentos sustentaveis e saudaveis (Silvia; Lacerda; Junior,
2005).

Nesse contexto, a biotecnologia desempenha um papel significativo, pois pode ser
utilizada para explorar os frutos de maneira eficiente, gerando riquezas e, a0 mesmo tempo,
preservando o delicado ecossistema da Amaz6nia. A integracdo da biotecnologia com praticas
sustentaveis no processamento de alimentos contribui ndo apenas para a producdo de
alimentos de alta qualidade, mas também para a conservacdo do meio ambiente, alinhando-se
com os principios da sustentabilidade (Almeida e Amaral, 2020). Essa abordagem holistica
busca equilibrar as necessidades humanas com a conservagdo dos recursos naturais,

proporcionando beneficios a longo prazo para a sociedade e o planeta.

3.4 Bioprospecc¢ao de Microrganismos Endofiticos em Plantas

O termo "bioprospeccdo” refere-se a um método ou abordagem que envolve a
localizagdo, avaliacdo e exploracdo da diversidade de vida em uma determinada regido de
maneira legal. Seu objetivo primordial é a busca de recursos genéticos e bioguimicos com
aplicagcbes comerciais, sempre com a consideracdo central da conservacdo para evitar a
exaustdo dos recursos visados (Silva; Abegg, 2022). Essa pratica visa conciliar a utilizago
responsavel dos recursos naturais com a preservacdao da biodiversidade, assegurando que a
exploragdo dos elementos biologicos ocorra de forma ética e sustentavel.

A bioprospecgdo oferece diversas vantagens, destacando-se: Conhecimento da

Biodiversidade: A pratica da bioprospeccdo permite a exploracdo e compreensdo da
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diversidade biolégica em determinada regido; Fornecimento de Substancias Importantes:
Contribui para a descoberta de substancias valiosas e Uteis para a humanidade, como
compostos medicinais, enzimas e outros produtos bioativos; Crescimento Econdmico: Ao
identificar e utilizar de maneira sustentvel recursos naturais, a bioprospeccdo pode
impulsionar setores econdmicos, como a industria farmacéutica e de alimentos; Aumento do
Mercado de Trabalho: O desenvolvimento de novas industrias e tecnologias relacionadas a
bioprospeccdo pode criar oportunidades de emprego e promover o crescimento econémico
local; Fundo para Conservacdo e Preservacdo Ambiental: As atividades de bioprospeccéo
muitas vezes geram recursos financeiros que podem ser direcionados para iniciativas de
conservacao e preservacdo ambiental; Contribuicdo para a Ciéncia: A bioprospec¢do amplia o
conhecimento cientifico ao fornecer novas informaces sobre a biologia, ecologia e potencial
aplicacdo de organismos e substancias naturais; Uso Sustentavel dos Recursos Naturais:
Estimula a exploracdo responsavel e sustentavel dos recursos naturais, promovendo a
conservacdo a longo prazo e evitando a degradacdo ambiental. A soma dessas vantagens
contribui para o desenvolvimento equilibrado da sociedade, promovendo a interacao
sustentavel entre as atividades humanas e o meio ambiente (Galvéo, Oliveira e Correia, 2021).
Os frutos comestiveis da regido do Amazonas representam uma fonte promissora de
fungos endofiticos, oferecendo uma ampla variedade de espécies que podem ser exploradas
por meio das técnicas de bioprospeccdo. Notavelmente, foi realizado o isolamento de
aproximadamente 210 linhagens pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota,
encontradas nas polpas de frutos como acai do Amazonas (Euterpe precatéria), bacuri
(Platonia insignis), biribd (Rollinia mucosa), buriti (Mauritia flexuosa), maracuja do mato
(Passiflora cincinnata), sapota do Solimdes (Matisia cordata) e umari (Geoffroea spinosa)
(Souza et al., 2019). Este amplo espectro de fungos endofiticos, associado aos frutos
comestiveis da regido, destaca um rico campo para a aplicacdo de bioprospeccao, visando
descobertas de substancias bioativas e compreensdo mais profunda das potenciais interagdes

benéficas entre esses microrganismos e os frutos amazonicos.

3.5 Familia Annonaceae e espécie Rollinia mucosa Jacq.

A familia botanica Annonaceae abrange um grande nimero de géneros e espécies, a
maioria das quais € nativa de regides tropicais ou subtropicais. Muitas dessas espécies sdo
valorizadas como frutiferas comerciais e cultivadas em diversos paises (Mosca, 2006). Essa
familia botanica apresenta uma notavel diversidade e importancia econémica, destacando-se

por contribuir significativamente para a producéo de frutas em diferentes partes do mundo.
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A familia Annonaceae, pertencente a ordem Magnoliales, destaca-se pela sua vasta
diversidade, compreendendo aproximadamente 2.500 espécies e 135 géneros documentados
globalmente (Chatrou et al., 2004). No Brasil, foram identificados até 0 momento 29 géneros,
abrangendo cerca de 388 espécies (Maas et al., 2011). Entre os géneros relevantes na familia
Annonaceae, destacam-se Annona, Rollinia e Alberonoa, sendo considerados importantes
(Costa et al., 2008). Essa diversidade na familia Annonaceae, com sua expressiva presenca no
Brasil, sublinha a relevancia e a potencial importancia econdmica e ecoldgica dessas plantas.

A Amazbnia possui inimeras espécies frutiferas, dentre as quais se destaca o
biribazeiro (Rollinia mucosa [Jacq.] Baill) que apresenta uma ampla distribuicdo geogréafica e
produz um fruto conhecido vulgarmente como ‘“biriba”, “biriba-do-para”, “fruta-da-
condessa”, “biriba-de-Pernambuco”, “pinha”, “anona” e “jaca-de-pobre”, o qual tem grande
aceitac@o popular, sendo na maioria das vezes comercializado e consumido in natura (Costa e
Muler, 1995).

O género Rollinia compreende cerca de 120 espécies distribuidas pela América do Sul,
América Central, Africa, Asia e Australia. Diversas espécies desse género produzem frutos
comestiveis, incluindo a pinha (Annona squamosa L.) e a graviola (Annona muricata L.)
(Maas, 2014). O género e considerado de grande importancia na fruticultura da familia
Annonaceae (Nascimento, 2008), contribuindo significativamente para a diversidade e
producdo de frutas consumidas em varias regides do mundo.

Trata-se de uma espécie frutifera tropical originaria da regido Amazénica, com cultivo
predominante no Brasil, México e Venezuela. O biribazeiro destaca-se como um dos
representantes mais significativos da familia Annonaceae, sendo uma planta adaptada ao
clima quente e tmido, com altura média de aproximadamente 8 metros (Rainer, 2007).

Apesar da grande aceitacdo popular, o biriba ainda ndo possui uma relevancia
econébmica significativa na regido Amazonica. No entanto, ele representa uma excelente
alternativa econémica devido aos baixos custos de producédo, podendo tornar-se uma fonte de
renda importante para a populacdo local (Maas, 2014). O biriba pode ser comercializado de
forma in natura ou na forma de polpa. Além disso, suas aplica¢Ges se estendem a producgéo de
doces, geleias, sorvetes e bebidas.

Os pequenos frutos enfrentam desafios significativos em termos de conservacdo pos-
colheita devido as suas altas taxas respiratérias e a perda de dgua durante 0 armazenamento. A
compreensdo da fisiologia e da tecnologia pos-colheita, juntamente com praticas de
processamento e conservacdo, é de extrema importancia. Esses conhecimentos fornecem

subsidios técnicos essenciais para a ampliacdo do tempo de armazenamento desses frutos,
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contribuindo assim para a preservacao de sua qualidade e prolongando sua disponibilidade no
mercado (Nascimento, 2008). Esse enfoque é crucial para garantir que os pequenos frutos
alcancem os consumidores com caracteristicas sensoriais e nutricionais preservadas, mesmo

apos o processo de colheita.

3.5.1 Caracterizacao da Folha da Rollinia mucosa Jacq.

As seccOes transversais da lamina foliar do biribazeiro indicam uma organizacéo
dorsiventral das folhas, que sdo do tipo hipoestomatico, apresentando tricomas em ambas as
faces. A epiderme é simples, com células de seccdo retangular a eliptica e paredes finas. Os
tricomas tectores, simples, pluricelulares e unisseriados, com até 3 células, estdo mais
concentrados sobre a nervura central na face abaxial. Esses tricomas desempenham funcdes
essenciais, como prevenir a transpiracdo excessiva, proporcionar uma barreira contra ventos
que podem reduzir a umidade relativa na superficie foliar e proteger as folhas contra o
acumulo excessivo de agua na superficie foliar (Silva et al., 2005). Essas adaptacfes sdo
cruciais para a sobrevivéncia e o bom desempenho fisiolégico da planta em seu ambiente

natural.

3.5.2 Caracterizacao da Inflorescéncia da Rollinia mucosa Jacq.

A maioria das espécies pertencentes a familia Annonaceae exibe uma inflorescéncia
denominada cimeira, uma estrutura floral ramificada. A cimeira pode se manifestar como
terminal, emergindo no &pice do ramo, ou axilar, surgindo nas axilas das folhas. As flores
podem ocorrer de maneira solitaria ou agrupadas em conjuntos compactos nas cimeiras,
muitas vezes destacando-se pela sua grandeza e beleza (Maas, 2014).

Essas flores geralmente apresentam dérgéos reprodutivos especializados, como estames
e carpelos. Os estames, em alguns casos, sdo numerosos e dispostos de maneira espiralada ao
redor do receptaculo floral. O ovario, por sua vez, é frequentemente classificado como stpero,
indicando que esta posicionado acima dos demais orgaos florais (Silva et al., 2005).

Essas caracteristicas conferem a inflorescéncia da familia Annonaceae uma notével
diversidade e uma estética distintiva, contribuindo para a singularidade e importancia botanica

dessa familia.

3.5.3 Caracterizagdo do Fruto da Rollinia mucosa Jacq.
A infrutescéncia, popularmente chamada de fruto, é sincarpica, seguindo o padrdo

observado na maioria das anonaceas (Maas, 2014). Ela é formada pela fusdo dos ovarios, que
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se tornam carnosos e se fundem durante a maturagdo. Os frutos apresentam formas como
obovoide, ovoide, cordiforme e reniforme. Normalmente, podem atingir 1,65 kg, com
dimens6es variando de 29 a 45 cm. A casca (epicarpo) do fruto, quando imaturo, exibe uma
coloracdo verde-amarelada. Ao alcancar completa maturacdo, surgem saliéncias carnosas
conhecidas como espiculas ou espinhos. Em alguns tipos, os frutos podem nédo apresentar
saliéncias tdo proeminentes. Em termos percentuais, o fruto geralmente possui cerca de 52%
de polpa, 42% de casca e 6% de sementes em relagdo ao peso total (Costa, 1995). Essas
caracteristicas fazem do biribd uma fruta atrativa ndo apenas em termos de sabor, mas
também em termos de composicdo e versatilidade em varias aplicacbes culinarias e

industriais.

3.5.4 Caracterizagéo da Semente da Rollinia mucosa Jacq.

Em Annonaceae, as sementes sdo albuminosas, elipsoides, com comprimentos que
variam entre 5 e 30 mm (Judd et al., 1999). As principais reservas presentes nas sementes
incluem lipideos, proteinas, aglcares e amido, sendo que as proporcfes dessas substancias
podem variar de acordo com a espécie. Diversos estudos anatdmicos realizados com sementes
de anonaceas descrevem as substancias encontradas nos tecidos de reserva, as quais serdo
utilizadas posteriormente durante a germinacdo. Além disso, alguns autores relatam a
presenca de substancias acumuladas no tegumento das sementes (Maas, 2014)..

Em relacdo a classificacdo das espécies da familia Annonaceae quanto a tolerancia a
dessecacdo, a literatura sugere que essas sementes apresentam uma aparente tolerancia a
secagem. De acordo com Carvalho et al. (2001), sementes de Annona glabra L. conseguem
suportar uma reducdo no teor de &gua até atingirem 10% e podem ser armazenadas
congeladas por 365 dias, mantendo uma média de 90% de germinacdo. Esse tipo de
resisténcia a dessecacdo e ao congelamento é uma caracteristica importante para o

armazenamento e conservacao dessas sementes em condicGes especificas.

3.6 Metabolitos produzidos por endofiticos de plantas

E verdade que muitos microrganismos endofiticos possuem a capacidade de sintetizar
compostos bioativos. Esses compostos podem ser utilizados pelas plantas para promover o
desenvolvimento, crescimento e induzir mecanismos de defesa. Além disso, essas substancias
podem desempenhar um papel crucial na protecdo das plantas contra agentes patogénicos e na
producdo de substancias anti-herbivoras. Essa interacdo simbiotica entre plantas e

microrganismos endofiticos destaca a importdncia dessas associacfes para a salde e
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adaptacdo das plantas no ambiente (Mejia et al., 2008).

No ambito dessa interacdo, diversos papéis tém sido atribuidos aos fungos endofiticos,
incluindo a melhoria da capacidade competitiva da planta, o aumento da toleréncia ao estresse
abidtico e a protecdo contra patdgenos e insetos (Arnold; Lewis, 2005; Schulz; Boyle, 2005;
Rudgers et al., 2007). Esses fungos desempenham fungdes multifacetadas que contribuem
para a salde e a adaptacao das plantas em seus ambientes especificos.

O estudo de metabdlitos secundarios presentes em fungos endofiticos é de grande
importancia, pois essas substancias tém o potencial de contribuir para o desenvolvimento de
novos medicamentos, especialmente para o tratamento de doencas negligenciadas, como a
maléria, que possui alta ocorréncia regional (Souza et al., 2019). A busca por compostos
bioativos produzidos por fungos endofiticos pode oferecer alternativas valiosas no
desenvolvimento de terapias e no combate a doencas que afetam significativamente
determinadas regides.

O emprego de metabdlitos bioativos provenientes de fungos endofiticos oferece
diversas vantagens em comparacdo com a extragdo direta dessas substancias a partir das
plantas. Essas vantagens incluem a eliminacdo do impacto da sazonalidade, a reducdo de
problemas ambientais ou questbes politicas associadas ao corte ou coleta de partes das
plantas, além da obtencdo de rendimentos industriais mais eficientes (Gongalves, 2013). Esse
método alternativo de obtencdo de compostos bioativos destaca-se pela sua praticidade,
sustentabilidade e potencial para contribuir para a producdo de substéncias valiosas na
industria farmacéutica, alimenticia e quimica.

Os produtos naturais obtidos de enddfitos abrangem principalmente alcaloides,
esteroides, terpenoides, isocumarinas, quinonas, fenilpropanoides, ligninas, fenois e acidos
fenolicos, metabdlitos alifaticos, lactonas, citocatalasinas, flavonoides, peptideos e xantonas
(Specian, 2014). Dado que os endofitos ainda sdo pouco estudados, especialmente em
espécies tropicais, eles emergem como uma fonte promissora de novos produtos para a
formulacdo de medicamentos e como meio de preservar plantas medicinais. Destaca-se que a
producdo de metabdlitos fangicos em condi¢Bes in vitro apresenta menor custo e melhor
otimizacdo, além de os microrganismos serem fontes facilmente renovaveis e reprodutiveis
quando comparados a outras fontes naturais, como plantas e animais. Diversas técnicas tém
sido empregadas para aprimorar a utilizacdo de microrganismos na producdo de novos
principios ativos, integrando conhecimentos das areas de quimica, bioquimica, microbiologia

e biologia molecular.
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3.7 Principais espécies de endofiticos e sua importancia

Um amplo espectro de espécies de endofiticos pode ser isolado dos tecidos saudaveis
de uma Unica planta. Varios fatores, como a idade da planta, do tecido ou 6rgdo, e o tempo
decorrido até o isolamento dos endofiticos, influenciam qualitativa e quantitativamente na
biodiversidade da microbiota endofitica (Peixoto, 2004).

Dentre os endofiticos, merecem destaque 0s actinomicetos, e 0 género Streptomyces
spp. se destaca como um dos principais produtores de metabolitos bioativos com aplicacdes
na medicina e na industria, sendo responsavel por mais de 80% dos antibidticos conhecidos
(Favoretto, 2010).

Vaérias pesquisas tém corroborado essas afirmagdes, como evidenciado no estudo de Li
et al. (2012), no qual os pesquisadores exploraram o potencial de metabdlitos produzidos por
Aspergillus fumigatus isolado de Melia azedarach. O estudo revelou dois alcaloides inddlicos,
fumitremorgina e verruculogeno, que demonstraram uma acao inibidora significativa do
apetite em larvas de lagartas (Mythimna separata). Outro exemplo é o fracionamento
bioguiado do extrato do enddfito Nigrospora sp., encontrado nas raizes da planta medicinal
moringa (Moringa oleifera). Esse processo resultou na identificagdo da griseofulvina, um
antibidtico comercial de wuso clinico, que mostrou atividade contra seis fungos
fitopatogénicos: Botrytis cinerea, Colletotrichum orbiculare, Fusarium oxysporum, Pythium
ultimum, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotium (Canuto et al., 2012).

Além disso, em um estudo conduzido por Surono e Narisawa (2017), os autores
destacaram a capacidade do fungo endofitico Phialocephala fortinii de promover o
crescimento vegetal de aspargos (Asparagus officinalis). Isso provavelmente ocorreu devido a
habilidade do fungo em mineralizar fontes organicas de nutrientes no solo, tornando-os
assimilaveis pelas plantas.

Sim, de fato, a vasta biodiversidade vegetal presente em paises da América Latina,
especialmente em climas tropicais, sugere que cada espécie vegetal pode abrigar
microrganismos endofiticos ainda ndo completamente caracterizados. Essa diversidade
genética potencialmente inexplorada representa uma fonte valiosa para a descoberta de
compostos bioativos e estruturalmente diversos. A capacidade desses microrganismos de
produzir metabolitos com propriedades bioativas pouco conhecidas oferece oportunidades
para o desenvolvimento de compostos de alto valor agregado (Rodrigues, 2014).

Além disso, o estudo dessas interagdes metabolicas e as aplicacbes praticas dos
compostos resultantes podem abrir novos campos de pesquisa. Compreender as relagoes

ecologicas entre plantas e seus microrganismos endofiticos, bem como explorar os potenciais
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beneficios desses compostos para a agricultura, medicina e outras aplicacles, destaca a
importancia da biodiversidade para inovacdo e desenvolvimento sustentavel (Chapla;
Biasetto; Araujo, 2013).
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Coleta do material botanico

O isolamento de fungos endofiticos demandaram cuidados especificos que abrangiam
desde a coleta até o armazenamento do material coletado. Foi essencial planejar e organizar
adequadamente o ambiente laboratorial para receber as partes da planta, prevenindo a
deterioracdo e evitando contaminagdes cruzadas, especialmente com microrganismos
epifiticos (Lima et al., 2020).

Os tecidos vegetais da espécie Rollinia mucosa (Jacq.) utilizados para analise foram
coletados em areas de cultivo do municipio de Tabatinga-AM e transportados a Universidade
Federal do Amazonas — Instituto de Natureza e Cultura do Municipio de Benjamin Constant,
local este que possuia 0s equipamentos adequados para 0 armazenamento, conservacao e,

posteriormente, realizacdo da extracdo do material para analise (Figura 01).

FIGURA 1 — Tecidos vegetais da espécie Rollinia mucosa Jacq. utilizados para extracdo dos fragmentos
para isolamento dos endofiticos. (A) folhas e caule, (B) inflorescéncias e (C) sementes.

C

FONTE: O Autor (2024)

Uma exsicata do espécimen, previamente identificada pela Professora Dra. Maria del
Pillar (Centro de Estudos Superiores de Tabatinga, Universidade do Estado do Amazonas),
encontra-se depositada no Herbario Didatico do CESTB/UEA.
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4.2 Desinfeccdo do material botanico
Ao iniciar o trabalho laboratorial, aplicaram-se técnicas para o tratamento da

superficie das partes da planta, visando & eliminacdo dos microrganismos epifiticos,
empregando-se o0 método descrito por Araujo et al. (2002). Essas etapas incluiram:

1. Lavagem com Alcool 70%;

2. Tratamento com hipoclorito de sédio;

3. Segunda lavagem com Alcool 70%;

4. Enxague com Agua Destilada.

Inicialmente, lavaram-se as partes da planta em &gua corrente para remocao de
qualquer sujeira e detritos. Apds, os exemplares foram lavados em agua destilada durante 2
minutos, seguida de Alcool 70% por 2 minutos, hipoclorito de s6dio 2,5% por 5 minutos e
retorno ao Alcool 70% por 2 minutos. Por fim, lavaram-se as amostras duas vezes com agua
destilada e entdo foram secadas em papel filtro estéril.

Estas etapas garantem a desinfeccdo eficaz da superficie dos frutos, preparando-os
para a subsequente extracdo e analise de fungos endofiticos. Para avaliar a eficacia da
desinfeccdo das superficies das amostras, adicionou-se 100 puL da agua residual da ultima

lavagem de cada fragmento ao meio de cultura, seguido de incubacédo (Santos et al., 2016).

4.3 Isolamento de enddfitos de Rollinia mucosa Jacq.

O método para isolar os microrganismos endofiticos consistiu na distribuicdo de
fragmentos das folhas, inflorescéncias, sementes e caules sobre a superficie do meio de
cultura. Posteriormente, as amostras foram incubadas em condi¢bes adequadas por um
periodo suficiente para o crescimento fungico (Santos et al., 2016).

Os meios de cultivo selecionados para o isolamento de fungos endofiticos do biriba
atenderam as exigéncias nutricionais especificas (Lima et. al., 2020). O Quadro 1 apresenta as

condicgdes dos meios de cultura destinados ao isolamento de fungos filamentosos.

QUADRO 1 - Meios de cultura para o isolamento de fungos filamentosos de plantas da Amazdnia.

Microrganismo Exigéncias Quimicas e Nutricionais Meio Utilizado

Ricos em carboidratos
Fungos pH &cido
filamentosos Sais minerais

pH levemente alcalino
FONTE: Lima et al. (2020)

BDA - Agar Batata Dextrose
(Potato Dextrose Agar);

Na etapa de isolamento, as técnicas de plagueamento em superficie foram empregadas.
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O plagueamento em superficie possibilitou a contagem e o isolamento dos microrganismos
que cresceram na superficie do meio de cultura. Posteriormente, as placas foram incubadas a
temperatura adequada de 28° e, ap0s o periodo de dez dias de incubagdo, foi realizada a
contagem das colonias que se desenvolveram nos cultivos. Os microrganismos cresceram
tanto na superficie quanto dentro do meio de cultura, formando coldnias isoladas (Lima et al.,
2020).

4.3.1 Plagueamento com fragmentos da Rollinia mucosa Jacq.

Com auxilio de um bisturi previamente esterilizado, cortaram-se os exemplares
obtidos em fragmentos de mesmo tamanho, dispondo-os (de quatro a cinco fragmentos por
placa) em placas de Petri contendo meio de cultura batata dextrose agar (BDA) (Figura 2).
Entdo, foram seladas as placas com parafilme e incubadas a temperatura de 28 °C, durante

dez dias, a fim de se observar a presenca de culturas fangicas ao redor dos fragmentos.

FIGURA 02 — Plagueamento em superficie de fragmentos da Rollinia mucosa Jacq.
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FONTE: O Autor (2024)

Para diferenciar os isolados, as placas-mée foram nomeadas com o0s seguintes codigos:

a primeira letra indicando o 6rgdo de origem - folha (F), caule (G), inflorescéncia (I) e
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semente (S); a segunda, o nimero do isolado. Por exemplo, a placa com codigo F.1 se refere a
placa 1 cujos fragmentos séo de origem da folha.

A obtencédo dos isolados (purificagdo) foi realizada por meio de sucessivos repiques
em placas de BDA. Cada fungo selecionado para isolamento recebeu um nimero para
identificacdo e posteriormente foi repicado para purificacéo.

Ap0s o processamento, 8 fungos foram isolados. Estes foram selecionados de acordo
com as caracteristicas morfologicas macroscopicas. Os isolados foram nomeados por um
cdédigo composto por uma letra representando o tecido vegetal seguida de um ndmero (F para

Folha , G para Caule, | para Inflorescéncia e S para Semente), conforme visto na Figura 3.

FIGURA 03 — Plagueamento em superficie para obtencéo dos isolados (purificag&o).
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FONTE: O Autor (2024)

4.4 Avaliacdo das Colbnias

Apos a purificagdo, os fungos foram preservados a uma temperatura de 4° C,
garantindo a sua estabilidade. As colonias fdngicas foram entdo meticulosamente
caracterizadas e catalogadas, empregando uma abordagem que integra a macromorfologia.

Na macromorfologia, foram observadas e registradas caracteristicas visiveis a olho nu,
tais como a superficie das colbnias, a cor do micélio e do verso da colbnia, a textura, a
pigmentagdo e a estrutura da borda. Esses aspectos fornecem informagdes cruciais para a
identificacdo e classificacdo taxondmica dos fungos (Henning, 2015).

Assim, essas abordagens macromorfoldgicas proporciona uma analise abrangente e



detalhada das caracteristicas dos fungos, facilitando sua identificacao precisa e contribuindo

para o0 avanco do conhecimento cientifico no campo da micologia.

32
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Isolamento e selecdo dos fungos endofiticos

A incubagéo dos fragmentos da folha, caule, inflorescéncia e semente forneceu uma
ampla diversidade de organismos, dentre eles fungos filamentosos. Todas as placas
provenientes dos fragmentos da folha (F.1, F.2 e F.3), caule (G.1, G.2 e G.3), inflorescéncia
(1.1, 1.2 e 1.3) e semente (S.1, S.2 e S.3) foram observadas ap6s um periodo de 10 dias. Essa
abordagem permitiu a deteccdo e identificagdo de uma ampla gama de microrganismos
presentes nos diferentes tecidos vegetais, evidenciando a importancia da diversidade
microbiana associada a essas estruturas vegetais. A observacdo apds o periodo de incubacéo é
uma pratica comum em estudos microbiolédgicos, permitindo a avaliacdo do crescimento e

desenvolvimento dos microrganismos sob condi¢des controladas de laboratério (Kirk, 2015).

5.2 Crescimento em meio de cultura
Os fungos endofiticos isolados apresentaram diferentes tonalidades de micélio como
branco, verde escuro, verde claro e marrom claro, e diferentes tipos de textura como

aveludados e granulosos, como pode ser observado nas Figuras 4 e 5.

FIGURA 04 — Placas-mae da folha e inflorescéncia de R. mucosa. Placas de Petri contendo meio de cultura
BDA onde dispbs-se de 4 a 5 fragmentos de mesmo tamanho por placa.

FONTE: O Autor (2024)



34

FIGURA 05 — Placas-mée do caule e semente de R. mucosa. Placas de Petri contendo meio de cultura BDA
onde disp0s-se de 4 a 5 fragmentos de mesmo tamanho por placa.

FONTE: O Autor (2024)

A partir destas placas-mde, as coldnias flngicas que se apresentavam distintas umas
das outras, de acordo com observacdes macroscopicas (coloracdo e caracteristicas de
crescimento em meio de cultura), foram purificadas em meio BDA, preservadas pelo método
da subcultura e armazenadas a + 4 °C e, apds repiques sucessivos, obteve-se, ao final do
experimento, 3 isolados fungicos (Figura 6). A maioria dos isolados teve origem proveniente
das folhas e inflorescéncia de R. mucosa, assim como consta no trabalho de Souza et al.
(2012), que demonstraram uma alta diversidade de fungos endofiticos associados ao género
Rollinia spp.

Na caracterizacdo macromorfoldgica, os fungos endofiticos obtidos sdo filamentosos e
apresentaram diversidade morfoldgica, incluindo coloragdo do micélio, em que foi observado
predominancia de coloracdo de micélio aéreo branco e textura aveludada, seguido de isolados
de coloracdo micelial aéreo verde escuro e textura granulosa (Figura 06). Os fungos foram
identificados como ascomicota sendo S.3 pertencente a familia Hypocreaceae, ordem
Hypocreales e género Trichoderma (Frozza, 2010). Ja& os fungos F.2 e 1.3 pertencentes a

familia Nectriaceae que engloba o género Fusarium (Meyer, 2019).
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FIGURA 06 — Isolados de fungos endofiticos de Rollinia mucosa Jacq. (purificacdo).

FONTE: O Autor (2024)

Os demais isolados (F.1, G.2 e G.3) foram determinados como bactérias endofiticas,
devido a falta de suplementacdo de antibiéticos ao meio de cultura utilizado, sendo, assim,
armazenados para pesquisas futuras.

Doria (2012) descreveu morfologicamente o fungo Fusarium spp. em meio de cultura
carmim, destacando um micélio aéreo branco, altamente ramificado e de crescimento rapido.
Nozaki (2003) observou que a aparéncia da colnia e a coloracdo dos micélios variavam de
algoddo aveludado, com alguns isolados apresentando pigmentacdo arroxeada, enquanto
outros exibiam uma gama de cores de branco a amarelo. Mais recentemente, Souza (2016)
constatou que as colbnias de Fusarium spp. desenvolveram micélio flocoso e disperso, com
coloracdo que variava de branco a rosa no anverso e de branco a pdrpura no verso. Essas
caracteristicas sdo consistentes com as observadas no presente estudo.

Este género de fungo endofitico ja foi isolado de tecidos sadios de diversas outras
fruteiras, incluindo a pupunheira (Mota, 1998), o tucumaézeiro (Silva, 2011) e o0 acaizeiro
(Batista et al., 2018).

O fato de terem sido verificados isolados do género Trichoderma sp. nos embrides de
R. mucosa pode estar relacionado a possibilidade de contaminacéo, tanto pelo tempo de

armazenamento das sementes quanto pelas condi¢cdes do solo onde foram coletadas as
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amostras do espécime vegetal. Isso ocorre porque o embrido ndo tem contato direto com o
ambiente externo até a germinacdo. No entanto, uma vez que os fungos do género
Trichoderma s8o ubiquos, sua presenca pode ser atribuida & colonizagdo oportunista,
especialmente quando h& substratos organicos presentes no solo (Brito et al., 2010; Ethur,
2006).

Lorito et al. (2010) descreveram morfologicamente o fungo Trichoderma spp.,
observando colonias veludas, inicialmente brancas a esverdeadas, podendo adquirir
tonalidades como cinza, laranja ou amarelo, dependendo da espécie e das condi¢es de
crescimento. Por sua vez, Martinez (2023) observou que as colonias de Trichoderma
apresentavam crescimento rapido, eram circulares e uniformes, inicialmente de cor
esbranquicada, que se transformava em verde ou azulada apds 72 horas. Além disso, foram
notadas a presenca de hifas hialinas, conidioforos septados e hialinos dispostos em tufos
compactados de forma piramidal, fidlides alongadas e alargadas no centro, e conidios ovais
com paredes ligeiramente rugosas, observados com uma ampliacdo de 1000x. Tais
caracteristicas descritas se assemelham notavelmente as que foram observadas durante a
conducéo do estudo em questéo.

Este género de fungo endofitico tem sido frequentemente encontrado em tecidos
sadios de uma variedade de arvores. Estudos anteriores relatam sua presenca em sementes de
louro-pardo e peroba rosa (Mazarotto, 2023), em arvores de oliveira (Fung, 2023), assim
como em espécimes de copaiba (Lima, 2013).

O género Trichoderma é reconhecido por abrigar diversas espécies amplamente
distribuidas em uma variedade de habitats, sendo comumente encontradas em diferentes tipos
de solos, com preferéncia por regides de clima temperado e tropical (Santos, 2022). Em
relacdo a sua associacdo com plantas, mais de 200 espécies de Trichoderma ja foram
identificadas e relatadas em varias partes do mundo, desempenhando diferentes papéis como
rizosféricas, filosféricas e endofiticas (Yadav et al., 2018). Essa diversidade de espécies de
Trichoderma associadas as plantas respalda os resultados deste estudo, onde o endofito

identificado como Trichoderma sp. foi isolado de um fragmento da semente.

5.3 Analise enzimatica

Os géneros Trichoderma e Fusarium séo reconhecidos por sua diversidade de enzimas
e habilidades metabdlicas (Gomes, 2007). Esses fungos produzem uma variedade de enzimas
extracelulares que desempenham papeis importantes em diversas interagdes ecoldgicas,

incluindo a decomposicdo de matéria organica, a promogdo do crescimento de plantas e a
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protecdo contra patdgenos, especialmente no caso das espécies do género Trichoderma
(Lorito et al., 2010).

O Trichoderma sp. é reconhecido por sua capacidade excepcional de se disseminar
pelo ambiente, utilizando uma variedade de fontes de carbono, nitrogénio e substratos para a
producdo de suas enzimas e metabolitos. Esse fungo é amplamente empregado
comercialmente na producéo de diversas enzimas industriais, como celulases, hemicelulases e
proteases (Fraga, 2021).

Estudos realizados por Bueno (2009) investigaram a producdo de enzimas
extracelulares por Fusarium, concluindo que espécies deste género sdo capazes de produzir
diversas enzimas, incluindo amilase, lipase, celulase, proteases (caseinase e gelatinase), lacase
(oxidase) e catalase. No entanto, a quantidade produzida de cada enzima varia
significativamente entre os isolados. Conforme observado na Tabela 1, essas atividades

enzimaticas sdo compartilhadas por ambos os géneros fangicos identificados neste estudo.

Tabela 1 — Atividade enzimatica dos fungos endofiticos do biriba (Rollinia mucosa Jacq.)

Cddigo do Atividade enzimatica
Fungo e, e —— -
Isolado Lipolitica Proteolitica  Quitinolitica  Celulolitica
S3 Trichoderma sp. + + + +
F.2 Fusarium sp. + + + +

F=folha, S=Semente; Presenca (+) ou Auséncia (-).
FONTE: Adaptado de Gomes, 2007.

Trichoderma sp. é conhecido por produzir lipases, enzimas que degradam lipidios e
gorduras. Essas enzimas desempenham papéis importantes na competi¢cdo por nutrientes e na
supressao de patogenos fungicos (Coragem, 2023). Por outro lado, Fusarium sp. é
reconhecido pela sua capacidade de produzir diferentes isoformas de lipases, cada uma com
atividades especificas. Estudos, como o realizado por Prazeres (2006), identificaram a
linhagem de fungo Fusarium oxysporum como a maior produtora de lipase alcalina
extracelular em meio de cultura, sendo essa lipase demonstrada com aplicabilidade industrial,
sendo utilizada, por exemplo, na modificacdo de triglicerideos, sintese de diversos compostos
de ésteres e na formulacdo de detergentes.

As proteases produzidas por Trichoderma tém a capacidade de degradar proteinas
encontradas nos tecidos de patdgenos, além de outros substratos (Pereira, 2011). Em um

estudo realizado por Kirsch et al. (2019), que avaliou o potencial proteolitico de Fusarium
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spp., foi destacada a eficacia das proteases isoladas desta espécie na remocéo de manchas de
tecidos de algoddo, demonstrando seu potencial para futuras aplicac@es biotecnoldgicas.

Enzimas quitinases sdo capazes de quebrar a quitina, um componente importante da
parede celular de muitos fungos fitopatogénicos. A atividade de quitinase de Trichoderma é
uma das principais caracteristicas associadas ao seu potencial de biocontrole de doencas de
plantas (Coragem, 2023). Adrio e Demain (2014) demonstraram que as quitinases de
Fusarium sp. também podem ser eficazes no controle de patégenos fangicos e na degradacdo
de residuos de quitina em ambientes aquaticos e terrestres.

As enzimas celulases desempenham um papel fundamental na degradacéo da celulose,
um componente essencial da parede celular das plantas. Trichoderma spp. é reconhecido por
sua capacidade de produzir diversas celulases, contribuindo assim para a decomposicéo de
residuos vegetais e a liberacdo de nutrientes no solo (Basso, 2010). Morais (2016) destacou o
potencial biotecnoldgico dos fungos pertencentes ao género Fusarium spp. na producéo de
celulases, ressaltando a importancia de estudos futuros para caracterizacdo e otimizacao das
condi¢des de producdo dessas e outras enzimas. Essa pesquisa pode abrir caminho para

aplicacOes benéficas ao meio ambiente e para avancos na industria biotecnoldgica.

5.4 Potencial uso dos fungos isolados para a biotecnologia

Os fungos endofiticos encontrados neste trabalho tém sido relatados por varios autores
com potencial para diferentes usos. Destacam-se nesse processo, a utilizacdo de fungos do
género Trichoderma como micoerbicidas, micoinseticidas ou micoparasitas. Como
controladores bioldgicos, sdo usados na aplicagdo de técnicas na producdo de “inseticidas
microbianos” que diminuem o uso de agroquimicos, com vantagens econdmicas e de
preservacao ambiental. O fungo também pode ser empregado como controlador de doengas
em plantas, reduzindo o uso de fungicidas e sendo produzidos em laboratorios brasileiros
(Azevedo et al., 2002).

O género Fusarium abriga varias especies conhecidas e frequentemente encontradas
em uma ampla variedade de plantas, muitas delas de interesse econémico, que, em contraparte
ao género Trichoderma, provocam diversas doencas como murcha vascular, damping off e
podriddes de raiz e colo (Agrios, 2005; Wakelin et al., 2008). Algumas interagdes entre
patogenos e raizes de plantas ocorrem conforme a resposta dos microrganismos a condic¢oes
de aeracgéo e penetracdo, além de estresse causado pela umidade do solo. Esses fatores podem
proporcionar maior severidade da doenga (Carneiro, 2018), dando respaldo ao detectado neste

trabalho, uma vez que o endofito identificado como Fusarium sp. teve sua origem de
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fragmentos da folha, caule e inflorescéncia.

O género Trichoderma ja foi relatado como um agente de controle biolégico contra
uma variedade de fungos fitopatogénicos como o préprio género Fusarium, e 0S géneros
Sclerotinia e o Rhizoctonia (Junior et al., 2018). O Trichoderma sp. pode colonizar as raizes
das plantas e competir com o0s patdgenos por nutrientes e espaco, bem como produzir
substancias antifungicas que inibem o crescimento dos patdgenos. Alguns isolados de
Trichoderma spp. produzem, in vitro, enzimas quitinoliticas e glucanases que sdo capazes de
degradar a parede celular de alguns fitopatégenos (Santin., 2008).

Os isolados de Trichoderma spp. oriundos de solo compactado testados, tanto in vitro
quanto in vivo, apresentam potencial para controle de Fusarium spp. em soja (Milanesi et al.,
2013). Ainda neste estudo, os isolados de Trichoderma spp. também demonstraram promocéo
do crescimento das plantas devido a capacidade do fungo de melhorar a absorcdo de
nutrientes, estimular o crescimento radicular e produzir hormdnios vegetais, como auxinas,
que promovem o desenvolvimento das plantas (Milanesi et al., 2013).

H& um crescimento anual de 15% no mercado mundial de biopesticidas. Hoje existem,
pelo menos, 246 produtos bioldgicos a base de Trichoderma registrados em diferentes paises
(Bettiol, 2019).

Os produtos a base de Trichoderma representam relevante alternativa para compor o
manejo integrado de doencgas. No entanto, esta adogdo gera a necessidade de pesquisas
aplicadas para defini¢cdo do posicionamento dos produtos, principalmente quanto a dosagem,
formas de aplicacdo, condi¢cBes ambientais no momento da aplicacdo, condicdo de cobertura
de solo, compatibilidade de aplicagdo com outros produtos, entre outras questbes que
interferem no campo. Em razdo disso, Trichoderma se tornou um dos fungos mais
pesquisados como agente de controle de doencas de plantas e formulacdo de inoculantes, se
apresentando como um dos principais antagonistas para o desenvolvimento e rendimento da
producdo agricola.

Portanto, o presente trabalho destaca a importancia de explorar novas alternativas no
combate aos patdgenos que afetam diferentes cultivos, bem como a necessidade de conservar
e estabelecer colegdes de culturas encontradas nos ecossistemas da Amazonia. Essas a¢des sao
fundamentais para impulsionar o avanco da biotecnologia com foco no desenvolvimento

sustentavel, tanto no Brasil quanto em escala global.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo revelam uma diversidade notavel de fungos
endofiticos cultiviveis associados a espécie vegetal Rollinia mucosa Jacg. No entanto,
identificaram-se lacunas significativas que demandam uma investigacio mais aprofundada. E
crucial explorar areas da planta onde a microbiota endofitica permanece desconhecida e
direcionar esforcos para estudar, também, as bactérias endofiticas que coabitam esse mesmo
hospedeiro, para assim aprimorar o aproveitamento sustentavel da biodiversidade da regido da
Amazonia.

Além disso, os resultados deste estudo destacam ndo apenas o potencial dos fungos
endofiticos no controle biol6gico, mas também suas aplicacdes em outras areas, como
agricultura, indastria farmacéutica e industrial. Portanto, é fundamental enfatizar a
importancia de explorar os microrganismos endofiticos em sua totalidade, uma vez que sua
diversidade, caracteristicas e aplicabilidades ainda estdo em grande parte desconhecidas. Esse
conhecimento pode impulsionar avangos significativos em diversas areas cientificas e
tecnologicas.

Os microrganismos endofiticos representam uma reserva ainda inexplorada de
estruturas quimicas Unicas, geradas pelas relacdes coevolutivas entre hospedeiro e enddfito.
Assim, existem grandes possibilidades de encontrar novos metabolitos secundarios com

atividades bioldgicas relevantes em microrganismos endofiticos.
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