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Producao e caracterizacao parcial de proteases de cogumelo
comestivel da Amazonia para aplicacao industrial

Elliza Emily Perrone Barbosa', Dib Mady Diniz Gomes?, Adrya da Silva Figueiredo?,
Maria Francisca Simas Teixeira3
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Resumo

O uso das proteases de origem flngica tem expandido nos ultimos anos, e os basidiomicetos vem se
destacando entre as diversas fontes existentes. Apresentando propriedades diferenciadas, vantagens para
a inddustria, producao rapida e facil. Este trabalho teve por objetivo investigar a influéncia de diferentes
fontes nutritivas na producdo de protease por Pleurotus ostreatoroseus. Este cogumelo foi cultivado em
caldo GYP (glicose, extrato de levedura e peptona), caldo Sabouraud (SAB) e Extrato de Malte (MEA),
suplementados com extrato de levedura 0,5% (p/v). Em cada frasco de Erlenmeyer contendo 50 mL de
meio foi inoculado 20 discos miceliais. A atividade das proteases foi determinada nos extratos brutos
provenientes da fermentacao submersa, utilizando azocaseina 1% (p/v) como substrato. Os resultados
evidenciaram a atividade de proteases nos extratos recuperados dos cultivos de P. ostreatoroseus, no
entanto, a atividade significativa foi determinada em caldo GYP (3,73 + 0,23 U/mL). As proteases ex-
pressaram maiores atividades em pH 6,0, e temperatura 6tima em 30 °C e 50 °C, resultado que revela a
presenca de proteases com potencial para aplicagao na industria alimenticia, téxtil e farmacéutica.

Palavras-chave: Atividade proteolitica, Fermentacao, Enzima.

Introducao

A maioria das proteases utilizadas atualmente sao as de origem microbiana, estas que ganharam reco-
nhecimento global por seu uso difundido em vérios setores industriais, tais como na industria alimenticia,
quimica, na agricultura, e na biotecnologia (Choi et al., 2015). As proteases microbianas representam 90% do
mercado global devido ao grande uso em produtos industrializados ao longo dos anos (Indcio et al., 2015).

A preferéncia no uso de proteases tem crescido justamente devido a fécil aplicagao em biotecnologia e
pelo seu baixo custo, além de serem enzimas de rdpida produc¢do, possuirem caracteristicas nao-toxicas,
e facilidade de manipulacao dos micro-organismos (Yin et al., 2014).

Uma das industrias importantes em que as proteases desempenham um papel essencial é a de alimen-
tos, onde atuam como agentes de modificagao das propriedades funcionais das proteinas, no processa-
mento de queijo (coagulagao do leite, pela hidrélise de uma ligacao especifica na caseina), na obtencao
de hidrolisados proteicos, melhorando o sabor de alguns alimentos e com boa atuagdo na panificacao
(Indcio et al., 2015).

Essas enzimas podem ser produzidas por fermentagao submersa, processo no qual fungos, bactérias ou
leveduras crescem comumente, em condicoes padronizadas para sintese das enzimas de interesse. O cultivo
submerso tem sido um método promissor para a producao eficiente e em larga escala de biomassa de micélio
e metabdlitos bioativos com menor tempo de incubacao e menor risco de contaminacao (Cui et al., 2015).

Dentre os fungos, os cogumelos vém se destacando como produtores de enzimas proteoliticas. Além
da propriedade nutricional sdo considerados uma especiaria nobre na culindria, sdao fungos que estao
ganhando espago nas pesquisas, pois muitas espécies sao fontes de compostos bioativos, necessitam de
teores reduzidos de nutrientes para crescimento, e possuem excelente adaptacao em meios naturais ou
sintéticos (Manzur et al., 2014). Além de seu valor nutricional, os cogumelos tém grande potencial para
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a producao de metabdlitos tteis (Tang et al., 2016). Um bom exemplo sdo as espécies do género Pleurotus
(Fonseca et al., 2014).

Dentre esse género, Pleurotus ostreatoroseus Sing. se destaca principalmente por sua coloragao résea
e excelente sabor do corpo de frutificacao, ocorrendo em dreas tropicais, crescendo bem em temperatu-
ras superiores a 20°C. Esta espécie também é capaz de sintetizar enzimas extracelulares que degradam
compostos organicos complexos em nutrientes assimildveis (Yang et al., 2015).

Portanto, apesar desta espécie de cogumelo ser bastante consumida, os registros em literatura sobre
a producao de enzimas por P. ostreatoroseus ainda sao escassos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi investigar a influéncia de diferentes fontes nutritivas na producao de proteases por Pleurotus ostreato-
roseus cultivado em meio liquido.

Material e Métodos

Para este estudo, foi selecionada a espécie Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, cedido pela Colecao
de Culturas DPUA/UFAM. A cultura matriz foi obtida em dgar GYP (glicose, extrato de levedura e pepto-
na), dgar Sabouraud (SAB) e 4dgar extrato de malte (MEA). SAB e MEA foram suplementados com extrato
de levedura 0,5% (p/v), em placas de Petri. Os meios foram esterilizados a 121°C por 15 minutos. Os
cultivos foram mantidos a 25 °C por oito dias.

Para a producdo das enzimas foram utilizados GYP (glicose, extrato de levedura e peptona), extrato
Sabouraud (SAB) e extrato de malte (MEA), suplementados com extrato de levedura 0,5% (p/v), em fras-
cos de Erlenmeyer de 125 mL. Os meios foram esterilizados a 121°C por 15 minutos. Em cada frasco foi
inoculado 20 discos miceliais de oito mm de diametro retirados da cultura matriz de P. ostreatoroseus. A
fermentacao foi realizada a 25 °C, a 150 rpm. Apoés oito dias os extratos foram recuperados por filtracao
a vacuo para andlise enzimatica.

Na determinacao da atividade quantitativa das proteases foram adicionados 250 pL de solucao de azo-
caseina 1% (p/v) em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2 em 150 pL de extrato bruto. Os tubos reacao foram
incubados por uma hora, a 25 °C, em camara escura. Para a interrupc¢ao da reacao foram adicionados 1,2
mL de 4cido tricloroacético 10% (p/v) e em seguida procedeu-se a centrifugacao por 10 minutos a 10000
rpm, a 4 °C. Em seguida, de cada sobrenadante, foram retirados 0,8 mL e transferidos para tubos de
ensaio contendo 1,4 mL de hidréxido de sddio 1M. A leitura das amostras foi realizada a 440 nm. Como
branco foi utilizada soluc¢ao de azocaseina 1% (p/v) em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. A leitura das
amostras foi realizada a 440 nm. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade
de enzima capaz de produzir um aumento na absorvancia de 0,1 em uma hora (Kirsch et al., 2013).

Para investigar o efeito do pH e da temperatura na atividade proteolitica, foi selecionado o extrato
enzimatico do meio onde foi obtida a maior atividade proteolitica. A andlise do pH étimo foi realizada
incubando o extrato enzimdtico em diferentes faixas de pH (4,0 - 10,0), a 25 °C por 60 minutos. Os tam-
poes utilizados foram Acetato de sédio 0,1 M (pH 4,0-6,0), Tris-HCI 0,2M (pH 7,0 e 8,0), Glicina-NaOH
(pH 9,0 e 10,0). O efeito da temperatura foi determinado em 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C, 80°C
por 60 minutos. A atividade das proteases foi determinada conforme descrito anteriormente. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata (Machado et al., 2017).

Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva média, desvio padrao, gréfico e os calculos
de atividade enzimatica (R2 > 95%) por meio de andlise de varidncia (Anova) e teste Tukey (p < 0,05),
utilizando o software Minitab ® versao 17.0.

Resultados e Discussao

A producdo de proteases é uma caracteristica predominante em micro-organismos, tais como os fun-
gos. Esta propriedade é bastante explorada comercialmente, principalmente via fermentacdo, devido a
facil e alta produtividade de enzimas (Batra e Walia, 2014).
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Neste estudo, P. ostreatoroseus excretou proteases em todos os meios de fermentacao submersa, cuja mé-
dia de atividade proteolitica foi 3,35 U/mL. O valor médio significativo da atividade de proteases (3,73 + 0,23
U/mL) foi verificado no extrato bruto recuperado do cultivo em GYP (glicose, extrato de levedura e peptona).
O menor valor de atividade proteolitica (2,84 + 0,30 U/mL) foi observado nos extratos de SAB (Figura 1).

As proteases microbianas podem ser produzidas de varias maneiras, e estudos mostraram que, dependen-
do das condicdes de cultura, diferentes formas da mesma protease podem ser expressas (Inacio et al., 2015).
No estudo em questao, a producao de proteases extracelulares por P. ostreatoroseus pode estar associada a
necessidade do cogumelo em hidrolisar diferentes fontes de nutrientes proteicos (Fonseca et al., 2014).

A baixa atividade de proteases em SAB pode estar relacionada com as propriedades nutricionais e as
condicoes de fermentacdo, considerando que em cada meio de fermentacao foram utilizadas diferentes
fontes de carbono, nitrogénio, além da suplementacdo com extrato de levedura. Corroborando com as
pesquisas de Souza et al.(2015), que afirma que a producao de protease é influenciada principalmente pela
variacao na relacado Carbono/Nitrogénio, presenca de alguns agtcares facilmente metabolizaveis, como
glicose e fon metalico, fatores fisicos, aeracao, densidade do inéculo, pH, temperatura, incubagao, tempo.

O extrato bruto com maior atividade proteolitica foi submetido a caracterizacao parcial de proteases.
O efeito do pH na atividade dessas enzimas (Figura 2A) de P. ostreatoroseus em GYP apresentaram ativi-
dade catalitica 6tima em pH 6,0 com valores de (4,75 £+ 0,38 U/mL). Os dados obtidos corroboram com
a pesquisa realizada por Martim et al. (2017), que obteve dados semelhantes na investigacdo da producao
de enzimas de coagulacao do leite por cogumelos, para serem aplicadas na producao de queijo, onde
Pleurotus albidus sintetizou proteases com 100% de atividade catalitica em pH 6.

Dados semelhantes também foram obtidos por Machado et al. (2017), na pesquisa com P. ostreatoroseiis
com foco na producao e caracterizacao de peptidases a partir da biomassa micelial cultivada em tubérculos
amazonicos, onde o cogumelo expressou atividade 6tima em pH 7,0 e mantendo 88% de atividade em pH
6,0. De acordo com Jisha et al. (2013), proteases com pH 6timo de 5 a 8 tém aplicacao em diversos seg-
mentos industriais, como na industria alimenticia, téxtil, farmacéutica, e possivelmente até em detergentes.

Com énfase nas proteases neutras com aplica¢do na industria alimenticia, estas tém forte potencial no
processamento de alimentos, na producao de racao animal, e até mesmo para o tratamento de residuos
agroindustriais, e na panificacao (Machado et al., 2015).

Do ponto de vista da tecnologia de alimentos, o uso das proteases microbianas na matéria-prima ou
durante o processamento dos alimentos foi proposto como uma vantagem na protedlise do gltten, antes
da sua ingestao. Tendo em vista que na industria de panificagao, a adicao de enzimas a farinha ou massa

N
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Figura 1. Média da atividade de proteases produzida por P. ostreatoroseus em diferentes meios de cultura liquidos.
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é uma prdtica comum para melhorar a qualidade da massa e a sua viscosidade. E por esse motivo as
proteases de origem fungica tem sido rotineiramente usadas em larga escala comercial na produgao de
produtos de panificacao, biscoitos e waffles (Heredia et al., 2016).

Quanto ao efeito da temperatura na atividade das proteases de P. ostreatoroseus, os resultados desta
investigacdo mostraram que houve atividade enzimadtica em todas as temperaturas testadas de 30°C a 80
°C, contudo, a temperatura 6tima de atividade proteolitica foi em 30 °C e 50 °C. E as minimas atividades
em 40°C e 60°C (Figura 2B).

Atividade proteolitica (U/mL)

Atividade proteolitica (U/mL)

0 T T T T T d
5 6 7 8 9 10 30 40 50 60 70 80

pH Temperatura

Figura 2. Efeito do pH (A) e da temperatura (B) na atividade de proteases de Pleurotus ostreatoroseus.

Os resultados obtidos corroboram com estudos similares de Fonseca et al.(2014), e Machado et

al.(2016), que obtiveram atividade 6tima de temperatura do cogumelo P. ostreatoroseus entre 40 °C e
50°C, respectivamente.

Os dados mostram que em média a atividade enzimadtica na faixa de 60 °C foi reduzida. Este efeito
estd relacionado quando a temperatura é potencializada, e a energia cinética da enzima ultrapassa a
barreira de energia, resultando na quebra das ligagdes de hidrogénio e hidrofébicas fracas, que mantém
a estrutura da enzima. (Daniel et al., 2010; Oueslati et al., 2014; Martim et al., 2017). Razao pela qual
houve a reducao de atividade catalitica em 60 °C, devido a desnatura¢do da enzima.

Sendo assim, o estudo e a verificacdo do pH e da temperatura 6tima mostram-se como importantes
parametros para a indicacao da aplicacao das enzimas em processos industriais (Castro et al., 2014).

Conclusao

Dentre os meios analisados, Pleurotus ostreatoroseus produziu maior atividade de proteases quando
cultivado em caldo GYP, tendo atividade catalitica significativa em pH 6,0 e temperatura 6tima em 30°C

e 50°C. Diante deste resultado, as proteases de P. ostreatoroseus apresentam potencial para aplicacao na
industria alimenticia, téxtil e farmacéutica.
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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar o teor de umidade dos diferentes tipos de agucar comercializados
em supermercados na cidade de Manaus/AM: acucar cristal convencional (1, 2 e 3), a¢licar demerara (4),
agucar light (5), agticar mascavo (6) e agtcar refinado (7), relacionando este parametro com a qualidade
microbioldgica dos produtos a fim de verificar a padronizagao e adequagao destes para consumo huma-
no. Foi realizada a andlise fisica para determina¢ao de umidade através do método de secagem por radia-
cdo infravermelha, executada em triplicata no Laboratério de Vigilancia da Secretaria Municipal de Satide
- SEMSA. A andlise microbioldgica para bactérias meséfilas totais foi realizada em meio de cultura Luria
Bertani (LB) e a andlise microbioldgica para fungos em meio de cultura Agar Batata Dextrose (BDA). A
identificacdo das colonias de fungos foi feita por meio das suas caracteristicas macroscépicas e micros-
cépicas. O microcultivo em lamina utilizando Agar BDA foi realizado quando necessdrio. Estas andlises
foram executadas no Laboratério de Microbiologia e Laboratério de Micologia da Universidade Federal
do Amazonas - UFAM. Os valores do teor de umidade variaram de 0,06% a 4,25%, onde cinco amostras
apresentaram-se dentro do padrao estabelecido pela legislacao brasileira. Na andlise microbiolégica para
bactérias mesdfilas todas as amostras apresentaram-se dentro do padrao exigido pela legislacao, porém
na andlise microbiolégica para fungos houve desconformidade em seis das sete amostras de agtcar, com
alta contaminacao por fungos do género Aspergillus sp., Candida sp. e Fusarium sp. Estes resultados
evidenciam inadequacao no armazenamento, tornando estes produtos impréprios para o consumo hu-
mano. Considera-se a necessidade de fiscalizacao mais rigorosa durante a etapa de armazenamento dos
agucares, garantindo a protecdo a saude da populagao e a regulamenta¢do dos padrdes microbiolégicos
dos mesmos para evitar casos de satde publica.

Palavras-chave: deterioragao, fungos, microbiologia de alimentos.

Introducao

Nos tltimos anos, os consumidores tém procurado aprimorar seus hdbitos alimentares gradativamen-
te, buscando aumentar o consumo de produtos industriais menos processados e com menor adi¢cao de
produtos quimicos em sua fabrica¢ao, sejam substdncias para aumentar o tempo de prateleira, como os
conservantes, ou apenas para tornar a aparéncia mais agraddvel e atraente como corantes e flavorizan-
tes. De acordo com Lima (2006), os ac¢uicares demerara e mascavo atendem aos grupos de pessoas que
possuem hdbitos alimentares baseados na diminui¢do ou eliminagao de produtos quimicos agregados.

O agucar mascavo teve sua ascensao ainda mais vigorosa em relagdao ao demerara, pois segundo
Generoso et al. (2009), seu uso moderado evita obesidade, diabetes, além de ajudar no bom funciona-
mento do sistema digestorio e melhor desempenho das fun¢des hepdtica e renal, devido a considerédvel
presenca de sais e vitaminas. Atualmente o agtcar mascavo tornou-se um produto de referéncia de acor-
do com suas caracteristicas microbioldgicas, além da ampla utilizagdo do mesmo como base essencial
para a producao de variados tipos de bebidas e alimentos. De acordo com Storel Junior (2003), a deter-
minacao da umidade é uma das andlises mais importantes e amplamente usada no processamento dos
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alimentos e aplicada na andlise destes, pois esse parametro estd relacionado com a segurancga, qualidade
e composicao de produtos alimenticios.

A presenca de umidade/dgua em alimentos, afeta a sua estocagem (como os graos estocados sob
umidade excessiva, propensos a rapida deterioracao devido a aflatoxina produzida por fungos em cres-
cimento), a sua embalagem (como a velocidade de escurecimento em vegetais e frutas desidratadas pela
acao de enzimas PPO - polifenol oxidase) e o seu processamento (como a umidade do trigo na fabricacao
de pao e outros produtos de confeitaria, ou, do acucar, utilizado para os mesmos e/ou similares fins).

A preservacdo dos alimentos é importante para garantir a prevencao ou remoc¢ao da contaminagao,
além da inibicao do crescimento e do metabolismo microbiano, com acao microbiostatica, e destruicao
de microrganismos, acdo microbicida (Amaral et al., 2006). A 4gua pode ser um interferente relevante
quando presente em grande quantidade nos alimentos, sejam estes frescos ou processados. Isto ocorre
devido a maior propensao de desenvolvimento e proliferacdao de microrganismos, os quais podem ser
patogénicos a saide humana. Em geral, a determina¢dao de umidade, que parece um método simples,
torna-se complicado em funcao da exatidao e precisdao dos resultados. A umidade determinada por se-
cagem (perda por dessecagdo) corresponde a perda em peso sofrida pelo produto quando aquecido em
condi¢Oes nas quais a d4gua é removida. Outras substancias que se volatilizam nessas condi¢des também
sdo removidas juntamente com a 4gua.

O residuo obtido no aquecimento direto é chamado de residuo seco (matéria seca). O aquecimento dire-
to na estufa a 105°C é um método muito utilizado para determinacao de umidade ou residuo seco, porém
permite erros considerdveis como oscilagdo na temperatura da estufa, secagem incompleta, oxida¢ao do
material e erros do analisador. Existem ainda produtos que nao devem ser submetidos a estufa a 105°C,
pois além da 4gua, sao liberados outros compostos voldteis a esta faixa de temperatura. Nesta ocasiao ado-
ta-se a temperatura de 65°C no periodo de 72h, tornando-se um processo demorado e nao recomendavel
devido a maior variagao no resultado (Coultate, 2004). Como a 4gua nao € fonte energética nem protagonis-
ta nos processos bioquimicos (mesmo sendo indispensavel a eles), essa molécula pode ter sua importancia
nos alimentos subestimada, pois observando minuciosamente, verifica-se que a d4gua possui importancia
determinante nas propriedades funcionais dos demais componentes dos alimentos e na conservacao dos
mesmos. Este composto nos fornece uma relagao direta aos fatores intrinsecos do alimento de uma me-
dida qualitativa de avaliacao de 4gua livre que pode ser suscetivel a diversas reagcdes quimicas, fisicas e
bioldgicas, bem como quantitativa que define o teor da umidade através do peso de toda a dgua presente
no produto, seja na forma livre ou ligada (Santos et al., 2010). Nao é de se esperar grande diversidade de
microrganismos em andlises microbioldgicas de agticares em geral, visto que seu crescimento depende,
majoritariamente, se a umidade obtida for superior a especificada pela legislacao vigente.

Entre as possiveis contaminagoes microbioldgicas, pode-se destacar a contaminagao por bactérias do
género Salmonela sp. e Escherichia coli relacionada a manipulagao inadequada na etapa de producao, e,
por fungos considerados deteriorantes em potencial de alimentos - sendo muitos destes produtores de
toxinas, denominadas micotoxinas - atrelada, principalmente, a problemas de conservacao do produto,
fator pertinente a regiao Norte do Brasil, a qual possui clima quente e imido que dificulta o controle da
umidade durante o armazenamento dos ag¢ucares, diminuindo o tempo de prateleira.

Os géneros mais comuns de fungos associados a produgao de toxinas sao Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, encontrados facilmente em matérias-primas advindas do solo e plantacoes, em especial, mi-
lho, mandioca cana-de-aguicar. A contaminagao de alimentos por estes microrganismos possui relevancia
patolégica devido a producao de micotoxinas, dentre elas, destacam-se as aflatoxinas que sao capazes de
intoxicar vdrios tecidos e 6rgaos, em especial o figado, que é responsavel por metabolizar e armazenar
nutrientes. A ligacdo intima entre a qualidade microbioldgica dos agticares e o teor de umidade contido
nos mesmos justifica o desenvolvimento deste trabalho.

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia do teor de umidade na qualidade microbiolégica e
apontar os riscos a saide humana devido a falta de padronizacao dos diferentes tipos de agicar comer-
cializados na cidade de Manaus/AM.
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Material e métodos

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas amostras de 50 gramas de agucar de cada amos-
tra, as quais foram numeradas de 1 a 7, sendo: agucar cristal convencional (1, 2 e 3), acticar demerara
(4), actcar light (5), agicar mascavo organico (6) e agucar refinado convencional (7). As amostras foram
obtidas em supermercados localizados na zona oeste da cidade de Manaus/AM. Foram usadas trés repe-
ticOes para cada tratamento, dando um total de 21 parcelas experimentais.

Andlises microbiologicas

As suspensoes foram preparadas com 1g de aliquota de cada amostra de agticar em 10mL de 4gua au-
toclavada. A anélise microbiolégica para avaliar o crescimento de bactérias mesoéfilas totais foi realizada
em meio de cultura Luria-Bertani (LB) em placas de Petri identificadas com o nome dos acticares dispostos
em ordem alfabética e numeradas de 1 a 7, contendo 200uL de diluicao das diferentes amostras espalhadas
com alga de Drigalski, incubadas a 37°C por 48 horas. A andlise microbiolégica para fungos foi realizada
com meio de cultura Agar BDA (Agar Batata Dextrose) em placas de Petri arranjadas conforme anterior-
mente, contendo 100pL de dilui¢do, incubadas a 30°C por 72 horas. Foi realizada a contagem de colonias
em conta-coldonias, de acordo com os padroes estabelecidos pelo Ministério da Saude (1997). A identifica-
¢ao das coldnias de fungos foi feita segundo Silva et al.em Manual de métodos de andlises microbioldgicas
em alimentos (2007), por meio das suas caracteristicas macroscdpicas e microscépicas. O microcultivo em
lamina utilizando BDA foi realizado quando necessario. Estas andlises foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia e Laboratdrio de Micologia da Universidade Federal do Amazonas - UFAM.

Andlise fisica para determinacdo de umidade

A determinacao da umidade das amostras de agucar foi realizada em aparelho analisador de umidade
por infravermelho, SHIMADZU, modelo MOC63u, planejando a obtencao de dados mais precisos, pro-
cedimento menos demorado e a esquiva de erros como a oscilagdo na temperatura da estufa, secagem
incompleta, oxidacao do material, erros do analista e erros de pesagem e amostragem. A determinagdo de
umidade foi realizada no Laboratério de Vigilancia da Secretaria Municipal de Satide - SEMSA e execu-
tada em triplicata. Utilizou-se da estatistica descritiva, reunindo um conjunto de técnicas para sumarizar
os dados obtidos, confeccionando a tabela 1, a qual possui varidveis quantitativas e discretas. Dentro das
medidas de tendéncia central, foi utilizada a média por ser mais sensivel e apresentar-se menos dispersa
que a mediana. Entre as medidas de variabilidade, dentro da estatistica descritiva, foram calculados a
variancia e o desvio padrao.

Resultados e discussao

Andlise fisica para determinacdo de umidade

Referente aos teores de umidade foi possivel observar uma variacao entre 0,06% a 4,25%, conside-
rada fora do padrao em relagao aos parametros especificados pela legislagao vigente. De acordo com
Machado SS. et al., em Manual de Tecnologia da Fabricagao de Agucar (2012), e o Ministério de Estado da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA em sua Instrucdo Normativa N°. 42 de 13 de novembro
de 2017, o teor de umidade mdximo considerado para agucares do grupo I, classe “branco” e tipo “cristal”
é de 0,1%, enquanto que para o grupo I, classe “bruto” e tipo “demerara” é de 1,2% devido ao seu pro-
cesso de centrifugacao. Segundo estudos descritos por Verrruma-Bernardi et al. (2007), a especificacao
para teor de umidade do agticar mascavo é de, no maximo, 2,4% em func¢ao da estabilidade do produto.
Para o agucar refinado a legislagao prevé umidade méxima de 0,3% (Brasil, 1978). Conforme a avaliagao
dos agtcares, cinco apresentaram-se dentro do padrao estabelecido pela legislacao brasileira, sendo que
a amostra de agucar cristal convencional (1) obteve uma média de teor de umidade de 0,46 %, enquanto
que a do actcar mascavo (6) foi de 4,25%, parametro de especificacao nao previsto para estes tipos de
agucar, pela legislacao brasileira.
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O elevado teor de umidade em alguns géneros alimenticios traz como consequéncia, riscos para a
satiide do consumidor, por gerar um ambiente propicio para a proliferacao de microrganismos (INMETRO,
2016). Outros problemas que a alta umidade em acticar pode causar, relatados por Generoso et al. (2009),
foram o empedramento, dissolucdo de cristais (o0 agucar se apresenta melado) e o desdobramento de
sacarose em glicose e frutose, o que implica baixa vida 1til para o produto. Os valores desta andlise
apresentados anteriormente foram dados pela média dos valores obtidos, haja vista que o experimento
foi realizado em triplicata.

As medidas de variabilidade caracterizam a dispersao relacionando os dados; quanto maior a medida
destes, maior a variabilidade (Vieira, 2015). A tabela 1 mostra a variabilidade dos resultados obtidos a partir
da determinacao do teor de umidade nas amostras de diferentes tipos de acticar. E possivel observar que a
amostra de aglicar mascavo organico (6) mostrou o maior desvio padrao e a amostra de agticar cristal con-
vencional (1), por sua vez, mostrou o menor desvio padrao, sendo estas as que mais mostraram variacao
dentro da populagdo amostral. Adotando os valores limites especificados pela legislacao brasileira para o
agucar cristal convencional (0,1 %) e para o agicar mascavo organico (2,4%), pode-se prever um desvio pa-
drao de 0,2 e de 0,73, respectivamente. Logo, o agucar cristal convencional apresentou um resultado mais
baixo e o agucar mascavo apresentou um resultado mais alto que o esperado. Sabe-se que desvio padrao
muito baixo indica que os pontos dos dados tendem a estar longe da média ou do valor esperado e um alto
desvio padrao também indica que os pontos dos dados estao espalhados por uma ampla gama de valores,
assim torna-se possivel observar a discrepancia entre o resultado obtido no presente estudo e o resultado
esperado apontando a falta de padroniza¢ao no teor de umidade destes produtos.

Tabela 1. Variabilidade no teor de umidade nas amostras de diferentes tipos de agticar.

Tipo de acucar Média Desvio padréo
1- Cristalconvencional 0,46 0,12
2 - Cristal convencional 0,06 0,28
3 - Cristal convencional 0,07 0,28
4 - Demerara 0,25 0,2
5 - Light 0,09 027
6 - Mascavo organico 4,25 143
7 - Refinado convencional 0,087 027

Andlise microbioldgica

Em relacdo a andlise microbiolégica dos agucares, segundo os padroes da National Food Canners and
Processors (1968), utilizados como parametro para qualidade dos agtcares, é estabelecido um limite
de 50 UFC/g de agucar para bactérias mesdfilas totais e 50 UFC/g de agucar para fungos. Os resultados
microbioldgicos para bactérias mesofilas apresentaram-se dentro do padrao exigido pela legislacao inter-
nacional (Figura 1), sendo préprios para comercializacdo e consumo humano, considerando apenas o
parametro de qualidade microbioldgica para bactérias mesoéfilas. Embora nenhuma das amostras tenha
apresentado alteracoes, as que mostraram maiores contaminacoes foram a do agticar mascavo (6) e do
agucar cristal convencional (2), respectivamente. Os resultados microbiolégicos para fungos, por sua vez,
indicaram que houve desconformidade em seis das sete amostras de acucar, com alta contaminacao por
fungos do género Aspergillus sp. encontrado em duas amostras, sendo estas de agticar cristal conven-
cional (1) e aguicar mascavo organico (6), Candida sp. encontrado em todas as amostras, porém dentro
do valor especificado exclusivamente na amostra de ac¢ucar refinado (7), o que pode ser explicado pelas
extensas etapas de processamento do produto e, consequentemente, baixo teor de umidade do mesmo, e
Fusarium sp. encontrado em uma amostra, sendo esta de agicar mascavo organico (6).
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Apesar da pertinente presenca de fungos em todas as amostras, o agticar cristal convencional (1) e
agucar mascavo (6) apresentaram resultados discrepantes de mais de 250 UFC/g de agucar, o que eviden-
cia uma inadequagao no armazenamento, tornando estes produtos impréprios para o consumo humano.
Na Figura 1 é possivel observar a quantidade de bactérias mesofilas totais nas amostras de agtcar, resul-
tado que aponta competéncia durante a manipulacao e uma contaminacao suficientemente baixa para
evitar a promogao de patologias associadas a estas bactérias. Na Figura 2 pode ser observada a presenca
de fungos encontrados nestas amostras, notando-se a discrepancia entre o valor limite estabelecido pela
legislacao vigente e o encontrado neste estudo. Tal resultado merece atencao pelo fato dos produtos ana-
lisados estarem devidamente embalados e passiveis de comercializagdao em supermercados, mostrando
assim, problemas no armazenamento destes produtos devido ao clima quente e Umido caracteristico da
regiao Norte, o qual favorece o desenvolvimento de fungos toxigénicos, que, quando consumidos por
individuos imunocomprometidos irao promover complicagoes, fragilizando ainda mais a sua saide. Em
contrapartida, as amostras dos produtos analisados no presente estudo apresentaram alta contaminacao
por fungos do género Aspergillus sp., Candida sp., e Fusarium sp. A contaminagdo observada, principal-
mente quando encontrados fungos do género Aspergillus e Fusarium, é de alta importancia, consideran-
do que os mesmos sao potencialmente toxigénicos. As aflatoxinas produzidas por estes dois géneros sao
particularmente perigosas, sendo descritas na literatura intoxicacgoes severas seguidas por dor abdominal,
vomitos negros, febre, ictericia, figado palpavel, culminando na morte do individuo (Amaral et al., 2006).

De acordo com Generoso (2009), as micotoxinas encontram-se nos alimentos em baixas concentra-
¢oOes e assim requerem métodos analiticos sensiveis e confidveis para sua deteccao. Devido a variedade
de estruturas quimicas destes compostos, nao é possivel usar um método padrao para detectar todas as
micotoxinas. A contaminacao observada, mormente por fungos do género Aspergillus e Fusarium, é de
alta importancia, considerando que os mesmos sao potencialmente toxigénicos, responsdveis por causar
patologias como aspergilose pulmonar e ceratite, respectivamente, e micose sistémica em sua letalidade.
O potencial toxigénico ndo foi, no entanto, avaliado. Fungos do género Candida sp., apesar de nao serem
potentes produtores de micotoxinas, podem causar doencas infecciosas, como por exemplo, a candidia-
se, principalmente em individuos imunocomprometidos. Na tabela 2 pode-se observar a frequéncia dos
géneros de fungos encontrados nas amostras obtidas com a finalidade de evidenciar os produtos que
apresentaram alta contaminagao por microrganismos capazes de ameacar a saide humana.

Mesofilas totais — amostras analisadas

ORP NWRUONANW

Cristal 1 Cristal 2 Cristal 3 Demerara Light Mascavo Refinado
Orgédnico  Convencional

W Bactérias mesofilas totais

Figura 1. UFC de bactérias mesdfilas totais/g de agticar.
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Fungos totais — amostras analisadas
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Cristal 1 Cristal 2 Cristal 3 Demerara Light Mascavo Refinado
Organico  Convencional

B Fungos totais (leveduriformes e filamentosos)

Figura 2. UFC de leveduras e bolores/g de agticar.

Tabela 2. Frequéncia de géneros de trés fungos isolados obtidos a
partir de sete amostras de agticar da cidade de Manaus - AM - 2018.

Género NUmeros das amostras positivas %

Aspergillus sp. 1,6 28,6
Candida sp. Todas 100,0
Fusarium sp. 6 143

Os fungos do género Aspergillus sp. foram encontrados nas amostras de agticar cristal convencional
(1) e agucar mascavo organico (6), enquanto que os fungos do género Candida sp. foram encontrados
em todas as amostras de ag¢ucar, porém em menor quantidade na amostra de actcar refinado conven-
cional (7), o que pode ser explicado pelas extensas etapas no processamento do produto e baixo teor de
umidade do mesmo, segundo Machado SS et al.no manual Tecnologia da Fabricagdo do Acticar (2012).
Por fim, os fungos do género Fusarium sp. foram encontrados apenas na amostra de aglicar mascavo or-
ganico (6), desta forma, a manipulagao inadequada pode justificar a contaminagao do produto por estes
microrganismos enquanto que o alto teor de umidade propicia sua viabilidade.

Figura 3. Visualizacdo macroscdpica apds 18 dias: placas de cultura axénicas dos fungos:
A) Aspergillus sp. B) Candida sp. C) Fusarium sp.

1
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Nas placas de agtcar cristal convencional (1) houve predominancia de fungos do género Aspergillus
sp., porém também foram encontrados fungos do género Candida sp., enquanto que nas demais placas
de agucar cristal convencional (2 e 3) e de agtcar demerara (4) houve crescimento de fungos do género
Candida sp. semelhante a placa de agucar branco light (5), ndo tendo assim suas imagens inclusas no
trabalho. Na placa da amostra de agticar mascavo organico (6) foram encontrados fungos do género
Aspergillus sp., Candida sp. e Fusarium sp., entretanto apds 18 dias houve predominancia de Fusarium
sp. Na placa de agucar refinado convencional (7) houve crescimento de apenas sete coldnias de fungos
do género Candida sp.

Consideracoes finais

A analise fisica para determinacdao de umidade apresentou valores bastante varidveis e fora das es-
pecificagdes legais evidenciando uma deficiéncia na padronizagao durante a etapa de armazenamento
dos agucares cristal (1) e mascavo (6), logo, o teor de umidade dos mesmos deve ser normatizado uma
vez que este parametro estd intimamente ligado ao tempo de vida ttil do produto e as complicagdes da
sauide humana. De acordo com os resultados obtidos, faz-se necessdria a realizacao de mais pesquisas e
andlises acerca da qualidade do agucar do grupo I, classe “bruto” e tipo mascavo, envolvendo diferentes
marcas a fim de rastrear a padronizacao do produto e promover o aprimoramento deste. Com base nos
resultados encontrados, convém recomendar acompanhamento dos drgaos de vigilancia e maior fiscali-
zagdo quanto a qualidade higiénica dos agucares comercializados tanto em feiras quanto em supermer-
cados, visto que sao produtos de largo consumo na cidade de Manaus/AM, com o propdsito de dificultar
a viabilidade de microrganismos, especialmente os com potencial toxigénico.
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Resumo

A moderniza¢ao durante o dltimo século resultou em urbanizacao juntamente com modificacdes nos
estilos de vida e hdabitos alimentares. As hortalicas ganham importancia no cardapio por serem fontes de
micronutrientes, fibras e de outros componentes. A proliferacao de microrganismos na salada crua ocorre
devido ao seu teor de dgua, que favorece o crescimento de leveduras e bactérias, pH dcido, favorecendo
o crescimento de fungos, a alta manipulacdo durante o preparo, podendo levar a contaminagao por mi-
crorganismos indicadores, além de condi¢des inadequadas de temperatura durante o armazenamento.
O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica de saladas cruas e as condi¢des higiéni-
co-sanitdrias através de ocorréncia de microrganismos indicadores, como coliformes totais e termotole-
rantes. Foram adquiridas 15 amostras de saladas cruas de diferentes supermercados, que apresentaram
crescimento de coliformes totais em todas as amostras e, crescimento de coliformes termotolerantes em
amostras provenientes de quatro estabelecimentos. Avaliando os resultados, foi possivel concluir que as
amostras se encontram fora dos parametros preconizados pela RDC 12/2001 da ANVISA, nao estando
adequadas para o consumo, demonstrando que boas praticas devem ser implantadas e fiscalizadas du-
rante a producao e venda desses alimentos.

Palavras-chave: Analise microbioldgica, Salada crua, Grupo coliforme.

Introducao

As alteracdes no padrao de consumo de alimentos sdao bastante perceptiveis quando comparado ao
padrao de consumo da primeira metade do século XX. Antes os alimentos eram produzidos, servidos e
consumidos no momento e com ingredientes frescos de origem local, e tinham um baixo risco de conta-
minacao, sendo mais sauddveis (Santos e Campos Cunha, 2007).

A modernizacao durante o ultimo século resultou em urbanizacao, juntamente com modificagoes nos
estilos de vida e habitos alimentares (Pasha et al., 2014), aliada a falta de tempo disponivel para a prepa-
racao dos alimentos e/ou para o consumo, o que vem despertando a preferéncia dos consumidores por
refeicdes mais convenientes no que se refere a facilidade de aquisicao e preparo (Baltazar et al., 2006).

As hortaligas ganham importancia no carddpio por oferecerem uma alimentagao balanceada, pois sao
fontes de micronutrientes, fibras e de outros componentes com propriedades funcionais que ajudam a
melhorar o funcionamento do organismo (Rolls et al., 2004).

De acordo com Zandonadi et al. (2007), a contaminacao dos alimentos se inicia na producao da ma-
téria-prima e se estende as etapas de transporte, recep¢do, armazenamento e comercializacao. Durante a
manipulacao pode haver contaminacdo por condi¢des precdrias de higiene de manipuladores, equipamen-
tos, utensilios, ambiente e condi¢oes inadequadas de armazenamento dos produtos prontos para consumo.

A grande proliferacao de microrganismos nas saladas cruas ocorre devido ao seu teor de dgua, que favo-
rece o crescimento de leveduras e bactérias; pH acido, favorecendo o crescimento de bolores e leveduras; a
alta manipulacao durante o preparo, podendo levar a contaminagao por microrganismos indicadores; além
de condi¢des inadequadas de temperaturas durante o armazenamento (Franco e Landgraf, 2008).
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Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs) sao todas as ocorréncias clinicas consequentes da inges-
tao de alimentos que possam estar contaminados com microrganismos patogénicos (infecciosos, toxino-
génicos ou infestantes), substancias quimicas, objetos lesivos ou que contenham em sua constituicao,
estruturas naturalmente tdxicas, ou seja, sao doengas consequentes da ingestao de produtos bioldgicos,
quimicos ou fisicos presentes nos alimentos (Silva Junior, 2014). Existem mais de 250 tipos de DTA e a
maioria é a infec¢ao causada por bactérias e suas toxinas, virus e parasitas (Brasil, 2014). A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) estima que, a cada ano, mais de dois milhoes de pessoas morram por doencas
diarreicas, muitas das quais adquiriram ao ingerir alimentos e/ou dgua contaminados (Brasil, 2014).

Para garantir a seguranca desses alimentos, a Resolucao - RDC n. 12, de 02 de janeiro de 2001, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA (Brasil, 2001), estabeleceu padroes microbioldgicos
em relacao as bactérias Salmonella spp e coliformes a 45°C. Segundo tais padrdes, hortalicas cruas nao
devem apresentar Salmonella spp em 25 g de produto e, para coliformes, a tolerancia para amostra indi-
cativa é de 102 NMPg™"

Coliformes sao definidos como bactérias tipo bastonetes gram-negativos aerébicos ou anaerdébicos
facultativos, ndo-formadores de enddsporos (Tortora, 2017). O grupo dos coliformes totais é um subgrupo
da familia Enterobacteriaceae, que inclui 44 géneros e 176 espécies. No grupo dos coliformes totais estao
apenas as enterobactérias capazes de fermentar a lactose com producao de gds em 24 a 48 horas a 35
°C. O grupo dos coliformes termotolerantes é um subgrupo dos coliformes totais, restrito aos membros
capazes de fermentar a lactose em 24 horas a 44,5-45,5 °C, com produc¢do de gés. Sdo microrganismos
indicadores usados para avaliar a seguranca e higiene dos alimentos (Silva et al., 2010).

Microrganismos indicadores sao grupos ou espécies de microrganismos que, quando presentes em
um alimento, podem fornecer informagoes sobre a ocorréncia de contaminagao de origem fecal, sobre a
provavel presenca de patégenos ou sobre a deterioragdo potencial do alimento, além de poderem indicar
condicOes sanitarias inadequadas durante o processamento, produ¢do ou armazenamento de alimentos
de origem vegetal ou animal (Franco e Landgraf, 2008).

A producio de alimentos seguros deve gerar produtos microbiologicamente estaveis. E necessdrio certifi-
car-se de que nenhum microrganismo do alimento vai se multiplicar até doses infecciosas (Forsythe, 2013).

Portanto hd uma grande importancia em avaliar as condi¢des higiénico-sanitdrias e qualidade micro-
biolégica de saladas cruas comercializadas em supermercados, por ser este um alimento muito manipu-
lado favorecendo a proliferacao de microrganismos.

Diante do exposto objetivou-se avaliar a qualidade microbiolégica de saladas cruas e as condi-
¢Oes higiénico-sanitdrias pela ocorréncia de microrganismos indicadores, como Coliformes Totais e
Termotolerantes, comercializadas na cidade de Manaus-AM.

Material e Métodos

O material utilizado nesse estudo estava sendo comercializado em supermercados da Cidade de
Manaus-AM, onde foi feita a aquisicao das saladas cruas prontas para o consumo em cinco pontos na
zona centro-sul da cidade. Em cada estabelecimento foram adquiridas trés amostras, imediatamente iden-
tificadas e transportadas em embalagem para viagem, conforme cada estabelecimento, até o Laboratdrio
Multidisciplinar da Esbam para realizacao das andlises. De cada amostra foram pesados 25 g da salada
crua, adicionados 225 mL de dgua peptonada a 0,1 % esterilizada e procedeu-se a homogeneizagao das
amostras, obtendo a dilui¢ao inicial 10". Em seguida, preparou-se diluicdes decimais sucessivas até 107
(Silva et al., 2007).

Foram preparados os meios de cultura M Endo Agar® e M FC Agar® de acordo com as instrugoes do
fabricante e vertido em placas de Petri, em ambiente asséptico usando-o ao solidificar (Silva et al., 2010).

Para a determinacao de coliformes totais e coliformes termotolerantes, foram transferidos 0,1 mL da
diluicao 1073 das amostras para as placas de Petri contendo os meios de cultura especifico, espalhando o
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indculo por toda a superficie do meio. Incubou-se em estufa bacterioldgica a 35 °C para Coliforme total
e 45 °C para Coliforme termotolerante, ambos por 48 h para o desenvolvimento das colonias.

Todo o material utilizado para o processamento das amostras estava esterilizado e todo procedimento
foi realizado préximo ao bico de Bunsen com a chama a meia altura em uma camara de fluxo laminar
(Silva et al., 2007).

Os resultados foram considerados positivos quando houve formacao de col6nias com caracteristicas
compativeis ao de Coliformes Totais (colonias verde com brilho metélico) e Coliformes Termotolerantes
(colbnias azuis para fecal e coldnias cinza a cor creme para nao fecal), sendo entao realizadas as conta-
gens das coldnias e expressas em UFC/g (Unidades Formadoras de Colonias por gramas).

Resultados e Discussao

Foram analisadas 15 amostras de saladas cruas comercializadas em cinco supermercados da cidade de
Manaus-AM através da metodologia de plaqueamento em superficie. Os estabelecimentos um, dois, trés,
quatro e cinco ficam localizados em uma das principais ruas dos bairros: Adriandpolis, Nossa Senhora
das Gracas, Adriandpolis, Nossa Senhora das Gracgas e Parque 10 de Novembro respectivamente.

Os resultados da pesquisa para coliforme total encontram-se na Tabela 1.
Tabela 1. Contagem das Unidades Formadoras de

Coldnias de Coliforme Total em amostras de salada crua
comercializada na cidade de Manaus-AM.

Frequéncia de UFC/g por aquisicao

Estabelecimento Coliforme Total
13 aquisicao 23 3quisicao 32 aquisicao
1 >10° >10° >10°
2 >10° >10° >10°
3 >10° >10° >10°
4 >10° >10° >10°
5 3,1x10 54x10* 3,6 x 10
LMA - -

Legenda: LMA= Limite Maximo Aceitavel (RDC N° 12, 2001).

Na tabela 2 estao representados os resultados obtidos na pesquisa de coliformes termotolerantes.
Observa-se que nos cinco estabelecimentos analisados, as amostras apresentaram contagem elevada de co-
liformes totais. A RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 ndo estabelece limites de tolerancia para o grupo dos
coliformes totais em saladas cruas. Entretanto, a presen¢a desses microrganismos evidencia condi¢oes hi-
giénico-sanitdrias insatisfatérias, podendo-se considerar que os cinco estabelecimentos praticam de forma
incorreta a higienizacdo das hortali¢as, colocando em risco a satide dos consumidores (Mallet et al., 2017).

Tabela 2. Contagem das Unidades Formadoras de Colonias
de Coliforme Termotolerante em amostras de salada crua
comercializada na cidade de Manaus-AM.

Frequéncia de UFC/g por aquisigao
Coliforme Termotolerante

Estabelecimento

12 aquisicao 22 aquisicao 32 aquisicao
1 Aus. Aus. Aus.
2 30x10° 4,0x10° 90x10°
3 50x10° Aus. Aus.
4 Aus. Aus. 1,0x10°
5 1,0x10° 1,0x 10 6,0x10°
LMA 107 102 107

Legenda: LMA= Limite Maximo Aceitavel (RDC N° 12, 2001); Aus=Ausente

15



16

Diversidade Microbiana da Amazoénia Vol. 3

Segundo Monteiro (2016), a elevada contaminagao das saladas prontas para consumo pode ser atribuida
a uma contaminacao inicial elevada, a agdes de higiene inadequadas e condi¢oes inconvenientes de tem-
peratura durante o acondicionamento. De acordo com Lima et al. (2003) a utilizacao de solugoes cloradas,
controle de temperatura e processamento por radiacao gama constitui uma combinag¢ao de procedimentos
que podem contribuir para a melhoria da qualidade microbiolégica de vegetais minimamente processados.

A pesquisa realizada por Rocha et al. (2014) com saladas cruas adquiridas em restaurantes da cidade
de Teresina-PI obteve resultados semelhantes ao nosso, jd que 100% das amostras apresentaram indices
elevados de contaminacao por coliformes totais, fato relatado também por Santos et al.(2015) ao analisar
saladas cruas e cozidas comercializadas em Cruz das Almas, Bahia.

Nas amostras obtidas nos supermercados identificados de 1 a 4 temos uma quantidade de colonias que
ultrapassa o limite superior da contagem significativa, que segundo Schortemeyer et al. (1996) é de 300.

Observa-se que amostras dos estabelecimentos dois a cinco apresentaram presenca de coliformes
a 45°C de origem fecal, sendo considerada em desacordo com a legislacao vigente estabelecida pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Brasil, 2001), que estabelece um parametro maximo de 10?
UFC/g para hortali¢as cruas. Entdo, de acordo com a legislagao, tais amostras foram consideradas como
“produtos em condi¢oes higiénico-sanitdrias insatisfatorias” para o consumo. Os coliformes fecais sdo
microrganismos que podem ser encontrados nas fezes. Uma pessoa que ingere alimentos contaminados
por coliformes fecais pode apresentar sintomas desde uma diarreia, nduseas e vomitos, até mesmo uma
infec¢do urindria (Franco e Landgraf, 2008).

A presencga de coliformes nas amostras analisadas indicam que os comerciantes deveriam conhecer e
seguir a RDC n° 216, de 15 de setembro de 2004, que dispde sobre regulamento técnico de boas praticas
para servicos de alimentacgao a fim de garantir as condi¢oes higiénico-sanitdrias do alimento preparado
(Brasil, 2004).

Observa-se também que é essencial a implementagdo de agdes que fiscalizem as condi¢des higiénico-
sanitarias de supermercados, a fim de promover a distribuicao de alimentos seguros aos consumidores.

Conclusoes

A qualidade microbioldgica das saladas cruas comercializadas em supermercados na cidade Manaus-
AM foi insatisfatéria, de acordo com as normas da ANVISA, devido a ocorréncia de contaminacao por
coliformes totais e termotolerantes, indicando falta de condi¢des higiénico-sanitdrias durante o preparo
do alimento analisado.

As condicdes higiénico-sanitdrias sao indispensdveis durante o preparo de saladas e a manipulagao
incorreta pode comprometer a qualidade final desse produto. Os surtos causados por microrganismos
podem causar doengas graves, sobretudo em criangas, idosos e imunodeprimidos.
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Resumo

Fungos sao seres vivos que apresentam grande importdncia ecoldgica, econdmica e industrial. Estes
sdo conhecidos por serem capazes de biossintetizar metabdlitos secunddrios tteis, especialmente para
as industrias farmacéutica e alimenticia. Dentre os biocompostos produzidos por esses organismos es-
tao as azafilonas, pigmentos naturais com atividade antimicrobiana extraidos de fungos de diversos
géneros, entre eles o Penicillium. Considerando o potencial biotecnoldgico das espécies deste género e
dos metabdlitos produzidas por elas, este trabalho apresenta técnicas indutoras de desvios metabdlicos
(OSMAC) utilizadas no cultivo do fungo Penicillium sclerotiorum, endofitico isolado da planta Duguetia
stelechantha (Annonaceae). Por meio desta estratégia, concluiu-se que meios pobres em carbono estimu-
lam o acimulo de pigmentos nas células. Por meio da espectrometria de massas, cinco azafilonas foram
identificadas como os constituintes majoritdrios do extrato.

Palavras-chave: Metabolismo microbiano, pigmentos, policetideos.

Introducao

Os fungos endofiticos colonizam os tecidos internos das plantas por pelo menos um periodo do seu
ciclo de vida sem causar sintomas visiveis. Neste tipo de associagao mutualistica ocorre uma especiali-
zada e complexa comunica¢do quimica na qual nenhum dos parceiros interagentes é prejudicado. Além
disso, beneficios individuais ocorrem para ambos os organismos (Zhang et al., 2006; Guo et al., 2008;
Huang et al., 2011; Kusari et al., 2012).

Estes organismos vém sendo amplamente investigados quimicamente por sua capacidade de bios-
sintetizar metabdlitos secunddrios das mais diversas classes. Substancias estas, que em certas situacoes
podem ser utilizadas pela hospedeira como uma defesa quimica (Zhang et al., 2006; Guo et al., 2008;
Meng et al., 2011; Kusari et al., 2012; Meng et al., 2015; Spiteller, 2015).

Em outras situagoes, os fungos incorporam parte do material genético de sua hospedeira operando
como verdadeiros produtores de metabdlitos especializados outrora apenas produzidos pelas plantas
(Zhang et al., 2006). Vérios desses metabdlitos sdo fadrmacos de interesse industrial, o que s6 aumenta
o0 interesse biotecnoldgico por estes organismos. Alguns exemplos cldssicos desta interacdo denominada
transferéncia génica horizontal sao a producao de paclitaxel por Taxomyces andreanae (Stierle et al.,
1993) e de desoxipodofilotoxina por Aspergillus fumigatus (Kusari et al., 2009).

Dentre os fungos mais frequentemente encontrados como endofiticos, destacam-se os representantes
do género Penicillium (Zhang et al., 2006; Mapari et al., 2010; Meng et al., 2011). Estes organismos sao
responsdveis por produzir, em determinadas circunstancias, grandes quantidades de metabdlitos secun-
darios com as mais diversas atividades, tais como antibacteriana, anticancer, antiftingica, inseticida,
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herbicida, dentre outras. Além deste potencial, este género destaca-se pela producao de pigmentos das
mais variadas cores e classes quimicas (Guo et al., 2008; Huang et al., 2011; Gao et al., 2013).

Dentre os principais pigmentos com potencial na industria alimenticia isolados de Penicillium spp.
encontram-se moléculas como: citromicetina, viomeleina e em especial, uma série de compostos deno-
minados azafilonas, tendo como principal representante o composto monascorubrina (Figura 1).

HO__O A
HO

X0
HO 0

citromicetina viomeleina

esqueleto geral
das azafilonas

OH) v=u A o
Figura 1. Estruturas quimicas de alguns pigmentos ftingicos nao-téxicos e estrutura geral das azafilonas.

Na Asia, esta classe de compostos é utilizada hd séculos para colorir o arroz (Mapari et al., 2010).
Além do potencial colorifico, certas azafilonas possuem variadas propriedades bioldgicas como antimi-
crobiana, antiviral, anti-inflamatdria e redutora do colesterol, esta tltima responsdvel por incluir esta
classe como um nutracéutico (Mapari et al., 2010; Gao et al., 2013).

O objetivo desse trabalho foi utilizar uma abordagem de OSMAC (One Strain Many Compounds) no
cultivo do fungo endofitico Penicillium sclerotiorum, variando os meios de cultura e a oxigenagao com o
intuito de otimizar a producao de metabdlitos secundarios do mesmo.

Material e Métodos

O fungo Penicillium sclerotiorum (cédigo DgC3.2.2) foi isolado no Laboratdrio de Bioensaios e de
Microrganismos (LABMICRA) da Universidade Federal do Amazonas a partir do caule da planta Duguetia
stelechantha (Annonaceae). Para esta etapa, o material vegetal (fragmentos de 5 mm x 5 mm) passou por
assepsia em uma cdmara de fluxo laminar. O procedimento ocorreu por meio de imersao em dlcool 70%
por 1 minuto, em hipoclorito 2.5% por 4 minutos e novamente em alcool 70% por 2 minutos (Souza et
al., 2004). Ao final, os fragmentos foram lavados por imersao em dgua destilada esterilizada e inoculados
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (200 g/L de batata, 20 g/L de dextrose e 15 g/L de
dgar) com o antibidtico terramicina a 4%. Apds o indculo, as placas foram incubadas em camaras do
tipo demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 26 °C, e a cada 24 horas foi realizada a verificagao do
crescimento fungico, seguido de sucessivos repiques.

A purificagdo das cepas flingicas se deu por meio da obtencao de culturas monospdricas. Esta etapa
foi feita através de dilui¢des seriadas dos esporos (Petrini et al., 1993). As coldnias puras foram preser-
vadas conforme metodologia de Castellani (De Capriles et al., 1989) e depositadas na cole¢ao de micror-
ganismos do LABMICRA e cedida pela Dra. Antonia Souza para o Grupo de Pesquisa em Metabolomica
e Espectrometria de Massas (MMSRG) da UEA.
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A caracterizacdo em nivel de género foi realizada por microcultivo e andlise das estruturas reproduti-
vas por microscopia 6tica. Em seguida, o isolado monospérico foi cultivado em meio liquido batata dex-
trose levedura (BDL, batata 200 g/L, dextrose 10 g/L, extrato de levedura 2 g/L) sob agitacao a 150 rpm
e 28 °C para obtencao de massa micelial. Apds a separa¢ao das células do caldo fermentado por meio de
filtracao a vacuo, o dcido desoxirribonucleico (DNA) total foi obtido conforme o protocolo de extracao
por detergente catidnico 2% (Doyle e Doyle, 1987). A integridade do DNA extraido foi visualizada por
meio de gel de agarose 0,8% (m/m), quantificada em um espectrofotdmetro UV-Vis modelo NanoDrop
2000 e logo apés diluida para a concentragao de 100 ng/pL.

Aidentificacao molecular dos isolados foi feita com base na regiao do espagador interno transcrito e do-
minios D1/D2 da regiao 28S do rDNA utilizando-se os primers ITS 1F (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’),
(Arnheim et al., 1990). Os amplicons esperados foram fragmentos de aproximadamente 700 pares de
bases correspondentes a regido ITS. Rea¢des de PCR foram realizadas utilizando 100 ng do DNA total;
0,5 pmol de cada primer; 1X de tampao de reacao (100 mM Tris-HCI (pH 8,8 a 25 °C), 500 mM KCl, 0,8 %
(v/v) Nonidet P40); 2 mM de MgCl2; 1 mM de dNTPs e uma unidade de Tag DNA polimerase (DNA
Express) para um volume final de 25 pL. As condi¢oes de PCR foram: desnaturacao inicial a 94 °C por 3
min, seguido de 40 ciclos de desnaturagao a 94 °C por 1 min, anelamento 57 °C por 1 min., extensao a
72 °C por 1,5 min, seguido de extensdo final a 72 °C por 5 min.

Os amplicons gerados foram visualizados em gel de agarose com auxilio do marcador 1kb para confir-
mar a amplificacdo apenas da regido de interesse. Os produtos de PCR foram tratados com polietilenogli-
col (PEG 20%) e sequenciadas usando o kit BigDye™ Terminator v3.1, no 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems™) conforme recomendacoes do fabricante. A sequéncia consenso para cada locus foi obtida
com base no sequenciamento das fitas forward (F) e reverse (R) utilizando-se o programa DNA Baser
v.4.36 (http://www.dnabaser.com/) para montagem de contig. o Alinhamento das sequéncias obtidas foi
realizado utilizando-se a ferramenta nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias
foram depositadas no GenBank.

Para a avaliacdo das condi¢oes de cultivo, esporos do fungo P. sclerotiorum (50 pL) foram inoculados
em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo 125 mL de diferentes meios de cultura (Tabela 1). Os
cultivos ocorreram a 26 °C avaliando-se a influéncia de oxigenacao constante (agitacao em shaker a 180
rpm) e reduzida (estdtico) durante 28 dias.

Apbs este periodo, uma filtracao a vacuo foi realizada para separar o micélio do caldo fermentado. Em
seguida, o meio liquido contendo os metabdlitos foi extraido com acetato de etila por meio de procedi-
mento de particao liquido-liquido (125 mL, 1:1 v/v), enquanto que os metabdlitos presentes no micélio
foram extraidos com metanol (125 mL).

Tabela 1. Diferentes meios de cultura para a variacdo da fonte de carbono e condigdes de cultivo de P. sclerotiorum

(DgC3.2.2).
Meio de cultura Composicao em dgua Fonte primaria de carbono
batata (200 g/L) carboidratos livres (glicose, arabinose, xilose)
BDL D-glicose anidra (20 g/L) 9 ' ' '

extrato de levedura (2 g/L) polissacarideos (pectina)

amido de milho (4 g/L)
ISP2 extrato de levedura (4 g/L) polissacarideos (amilose e amilopectina)
extrato de malte (10 g/L)

D-glicose anidra (10 g/L)
sulfato de ferro Il (10 mg/L)
nitrato de sédio (3 g/L)

Czapek modificado fosfato de potdssio bibasico (1 g/L) carboidrato livre (glicose)
sulfato de magnésio (500 mg/L)
cloreto de potassio (500 mg/L)

Malte extrato de malte (20 g/L) dissacarideo (maltose)

Meio de Carne extrato de came (20 g/L) hidrolisado proteico (aminoacidos)

D-glicose anidra (20 g/L)
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As caracterizagdes dos pigmentos produzidos foram realizadas em um sistema de LC-MS/MS 6550
iFunnel da Agilent, constituido de um cromatdégrafo de alta performance acoplado a um espectrémetro
de massas com geometria do quadrupolo tempo de voo (Q-TOF). A técnica de ionizagao utilizada foi a
eletrospray (ESI) e os parametros de ionizagdo foram os seguintes: voltagem do capilar, 4000 V; tensao
do bocal, 0 V; fragmentador, 100 V; skimmer (capilar de transferéncia), 65 V; temperatura do gds, 275 °C;
vazao de gds, 14 L/min; nebulizador, 45 psi. A temperatura do auto-amostrador foi mantida a 20 °C e o
volume de injec¢ao foi de 10 pL.

A separacao dos compostos foi realizada em uma coluna Poroshell 120 EC-C18 (Dimensdes 50 mm x
4.6 mm, diametro da particula 2.7 pm) utilizando uma fase bindria (solvente A: dgua, solvente B: meta-
nol) para as separagoes. A elui¢do em gradiente a 30 °C foi a seguinte: 0-2 min, 5% B; 2-15 min, 5-60%
(v/v) B; 15-25 min, 60-70% (v/v) B; 25-35 min, 70-100% (v/v) B; 35-50 min, 100% de B a uma vazao de
0,4 mL/min. As identificacOes foram realizadas por meio da interpretacao manual dos espectros de MS/
MS em comparac¢ao com a literatura adequada. Os espectros obtidos foram processados utilizando-se o
software Mass Hunter Qualitative Analysis versao B.07.00.

Ao final, o solvente foi removido por meio de roto-evaporacao a vacuo e os extratos totalmente secos
em dessecadores contendo silica granular para remoc¢ao da umidade. O rendimento de producao de pig-
mento foi calculado em porcentagem através da equacao:

. massa da fonte de carbono
% rendimento = - x 100%
massa de extrato obtido

Resultados e discussao

A avaliagao da producao de pigmentos foi realizada por meio do célculo de rendimento de extrato
obtido contendo metabdlitos (azafilonas). Inicialmente observou-se que durante o crescimento fungico
os pigmentos eram acumulados nas células (micélio) e que ao longo do tempo de crescimento estes eram
excretados para o meio de cultura. Também se observou que a producao dos pigmentos (alteragao nos
padrdes de cor) atinge seu ponto maximo a partir do vigésimo terceiro dia, fato este que se deu pela
observacao da mudanca de intensidade da cor do meio de laranja claro para um vermelho escuro em um
periodo de 72 horas (Figura 2).

Apbés verificadas as condi¢oes do tempo de cultivo, extratos foram produzidos para cada condicao ao
fim de 28 dias. Em relacao ao total da massa do extrato obtida a partir do caldo fermentado (extrélitos), o
cultivo no meio ISP2 sob agitacao foi o mais promissor. Nesta situacao, foram obtidos 747 mg de extrato
de pigmentos, o que representa um rendimento de 4,15% (m/m).

Entretanto, o meio em Czapek em modo estdtico, ainda que menos rico em nutrientes e com pouca
oxigenacao nesta condi¢cao, apresentou a recuperagao de 519 mg de extrato. Considerando a massa de
fonte de carbono que neste dltimo é apenas a glicose, este é 0 meio com 0 maior rendimento. Foram

11 dias 25 dias

4 dias

Figura 2. Crescimento estdtico do isolado no meio de cultura ISP2 no qual pode-se observar a pigmentacao do meio.
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recuperados do caldo, cerca de 5,19% (m/m) da massa fornecida na forma de pigmentos. No geral,
houve alterndncia no modo de fermentacao. Para o cultivo estdtico, os meios de cultura BDL e Czapek
foram melhores, enquanto que os meios ISP2 e extrato de carne proporcionaram mais pigmentos sob
agitacao. Os resultados obtidos neste trabalho apresentam rendimentos compardveis aos das produgoes
de azafilonas pelos fungos Penicillium sp. TA85S (Ogihara et al., 2000) e ao da recém descoberta espécie
Talaromyces atroroseus (Frisvad et al., 2013).

Tendo em vista que os pigmentos estudados neste trabalho foram excretados para o meio fermentado
a partir da segunda semana, os micélios também foram analisados quanto ao seu rendimento. Para os
cultivos estdticos, o micélio acumulou mais pigmentos em todos os meios de cultura, com exce¢ao do
Czapek. Curiosamente, quando submetido a agitagdao, o mesmo meio passou a ter o maior rendimento,
cerca de 12,8% (m/m). Desta forma, escolheu-se o meio em Czapek para as identificacoes das azafilonas
presentes mediante cultivo sob agitacao e nas células desta cepa (micélio, metabdlitos intracelulares).

Ao ser submetida as andlises por LC-MS/MS, o extrato do micélio de P. sclerotiorum em Czapek apre-
sentou uma alta complexidade. Em torno de 30 picos foram detectados por espectrometria como sendo
constituintes vdalidos deste extrato (Figura 3). A interpretagdao manual dos espectros de fons produtos
indicou que a amostra é realmente dominada por azafilonas. Surpreendentemente, todos os picos que
possuem relagcao com azafilonas apresentaram moléculas protonadas ([M + H]*) com razao massa/carga
(m/z) pares e padrao isotépico condizente a presen¢a de um atomo de cloro na estrutura, estratégia que
adotamos inspirada em metodologias recém descritas (Allard et al., 2016), mas até entdo, nao aplicadas
para pigmentos do tipo das azafilonas.

O fato de apresentarem m/z pares confirmou que se tratam de azafilonas com um nimero impar de
nitrogénios em suas estruturas (regra do nitrogénio). A andlise dos dados obtidos de fragmentacao por
meio do experimento de varredura de ions produtos permitiu a identificacao de cinco azafilonas cloradas
neste extrato (Figura 3). Utilizando-se como modelo a fragmentacao em fase gasosa do pico majoritdrio, a
esclerotioramina (3), foram identificadas as azaphilonas: isocromofilona VI (1), isocromofilona IX (2), 2(6H)-
Isoquinolineacetic acid, 7-(acetyloxy)-5-chloro-3-(3,5-dimethyl-1,3-heptadien-1-yl)-7,8-dihydro-alpha,?7-
dimethyl-6,8-dioxo- (4) e Pentanedioic acid, 2-[7-(acetyloxy)-5-chloro-3-(3,5-dimethyl-1,3-heptadien-1-
yl)-7,8-dihydro-7-methyl-6,8-dioxo-2 (6H)-isoquinolinyl]- (5). Estas azafilonas foram identificadas em
algumas espécies dos géneros Aspergillus, Diaporthe, Monascus e Penicillium (Gao et al., 2013).
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Figura 3. Cromatograma de ions totais da andlise por LC-MS/MS do extrato de pigmentos produzido por
Penicillium sclerotiorum em meio Czapek e estruturas das azafilonas identificadas.
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Conclusoes

A linhagem endofitica de Penicillium sclerotiorum é uma prolifica produtora de pigmentos com po-
tencial biotecnoldgico.

Ao aplicar-se a técnica de OSMAC, verificou-se que uma fonte pobre de carbono baseada em glicose e
que nela o nitrogénio fosse inorganico permitiu a produ¢ao de metabdlitos complexos. Nesta condigao os
pigmentos ficaram retidos em sua maioria no micélio (metabdlitos intracelulares), possivelmente como
reserva de carbono.

A andlise quimica da condi¢do com maior rendimento de producao revelou a presenca de azafilonas
nitrogenadas e cloradas como moléculas dominantes no extrato.
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Resumo

Os microrganismos tém um metabolismo bastante diversificado e podem reagir de forma diferente quan-
do colocados em condigoes diferentes de meios de cultura, temperatura, pH e pressao de oxigénio.
Conhecer essas variacoes pode ser importante para entender como usam o0s nutrientes dos meios de
cultura, principalmente quando se altera a fonte de carbono de proteinas para carboidratos e vice e
versa. Esse trabalho teve como objetivo, avaliar o crescimento e as modificacdes das coldnias de seis
bactérias capazes de degradar a lactose (carboidratos) e o gliten (proteinas) como forma de melhor en-
tender seus metabolismos e potenciais biotecnolégicos. Foram testadas as bactérias INPA BLGO1, BLG22,
BLG28, BLG52, BLG56 e BLG70. Houve influéncia dos meios de cultura nas taxas de crescimento e nas
caracteristicas das colonias das seis bactérias degradadoras de lactose e gliten. O meio cuja fonte de
carbono é constituida de proteinas (gltten) foi o que mais favoreceu o crescimento das bactérias INPA
BLGO1, BLG22, BLG28, BLG52. Os [ndices de Degradacdo do Gludten (IDG) dessas bactérias variaram de
0,0 a 2,42 apo6s 24 horas de incubacao e de 1,45 a 3,55 apds 48 horas. As bactérias que apresentaram as
maiores taxas de crescimento no meio com gliten foram as INPA BLGO1, BLG22, BLG28. Todas as seis
bactérias mostraram modificacdes quanto ao aspecto das colonias em decorréncia da constituicao da
fonte de carbono do meio de cultura. Essas diferencas de caracteristicas podem ser usadas para facilitar
futuros estudos com essas bactérias.

Palavras-chave: Metabolismo microbiano, biotecnologia, microbiota amazonica.

Introducao

Os microrganismos tém um metabolismo bastante diversificado e muitos reagem de forma diferente
quando colocados em condigdes diversas de meios de cultura, temperatura, pH e pressao de oxigénio
(Salanitro et al., 1974; Son et al., 2002; Cho e Giovannoni, 2004; Oliveira et al., 2004; Leite, 2012).

Essas reacgdes diferenciadas permitem selecionar aqueles de interesse econdmico ou ecoldgico, depen-
dendo do seu manancial enzimdtico e metabdlico. Além disso, ao longo do tempo, essas respostas, de
acordo com os meios de cultivo, serviram para separar e identificar com mais precisao, determinados mi-
crorganismos. Devido a isso, existem manuais e artigos relatando meios de cultura capazes de identificar
grupos de microrganismos de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas (Zimbro et al.,
2009; Atlas, 2010), facilitando o isolamento, selecao e caracterizacao daqueles de interesse humano. Apesar
da relevancia da morfologia de coldnias bacterianas para o seu reconhecimento, poucos estudos sao reali-
zados com esse objetivo (Sousa et al., 2013). Perceber as mudancas das caracteristicas das colonias e dos
microrganismos nos meios de cultura facilitam o trabalho de sele¢ao e identificacdo dos mesmos.

Estudos iniciais realizados com bactérias capazes de degradar a lactose e o gliten, com potencial para
serem usados futuramente como probidticos ou supridores de lactases e gluteases para individuos com
intolerancia a lactose e/ou Doenca Celiaca indicaram mudancas de caracteristicas nos meios contendo
esses dois componentes como fontes de carbono (Minelli-Oliveira, 2017). Para um melhor entendimento
dessas mudangas, foram realizados alguns testes visando mostrar algumas dessas modificagoes fisiol6-
gicas de seis dessas bactérias.
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Material e Métodos

Foram usadas as bactérias INPA BLGO1, BLG22, BLG28, BLG52, BLG56 e BLG70, que em testes ini-
ciais, mostraram mudancas de caracteristicas quando colocadas para crescer em meios contendo lactose
ou gliuten como fontes de carbono (Minelli-Oliveira, 2017). As bactérias foram repicadas em placas de
Petri contendo meio YMA (Vincent, 1970), substituindo o manitol pela lactose ou pelo gltiten.

Com o auxilio de palitos de dentes esterilizados, foi retirada uma por¢ao da coldnia bacteriana, reali-
zando-se um leve toque no meio de cultura; cada placa conteve cinco colénias como repeticoes. As placas
foram incubadas a 37 °C e avaliadas 24 e 48 horas depois quanto ao crescimento microbiano e caracteris-
ticas das colonias. No caso do meio contendo gliten, também foi avaliado o halo de degradacdao usando
um paquimetro digital. A avaliacdo nessa temperatura teve como finalidade, verificar a habilidade dessas
bactérias em crescer e produzir metabdlitos capazes de degradar o gliten na temperatura corporal humana.

A partir dessas medidas, foram obtidos os Indices de Degradagdo do Gliiten (IDG) para cada bactéria, pela
féormula: DD (didmetro da zona de degradagao em mm)/DC (didmetro da coldonia em mm), adaptando-se os
critérios e calculos de Berraquero et al.(1976). Com base nos indices, os isolados foram classificados de acordo
com a capacidade de degradac¢ao do gliten em: baixa (IDG < 2), média (2<IDG < 4) e alta (IDG>4).

Além disso, foi realizada a caracterizagao visual das coldnias bacterianas segundo as metodologias
de Vincent (1970), Hungria e Araujo (1994), Prescott et al. (2004) e Malajovich (2015), como forma de
conhecer melhor cada uma delas quando crescidas em cada um dos dois meios de cultura.

As avaliagoes das coldnias dessas bactérias foram realizadas nos dois meios sdlidos em placas de
Petri, quanto ao crescimento lento (col6nias visiveis apenas depois de quatro dias) e rapido (colonias
visiveis em até trés dias), diametro (pequena, média ou grande), forma da colénia (circular, irregular,
rizoide, filamentosa ou puntiforme), elevacao (concava, elevada, ondulada, protuberante, achatada ou
convexa), bordos (lisos, lacerados, lobados, filamentosos ou ondulados), estrutura (lisa, granulosa, fi-
lamentosa ou rugosa), brilho (transparente, translicida ou opaca), coloragdo (incolor ou pigmentada) e
aspecto (viscosa, imida, membranosa, gelatinosa ou leitosa).

Resultados e discussao

Houve diferenca nos crescimentos das bactérias em resposta aos meios de cultura ja na primeira ava-
liacao, apds 24 horas de incubacao. No meio com gltten, as bactérias apresentaram um didmetro médio
quase o dobro (8,5 mm) do apresentado no meio com lactose (4,5 mm). Das seis bactérias, apenas as
INPA BLG56 e BLG70 nao mostraram diferenca de crescimento nos dois meios de cultura. O mesmo com-
portamento foi observado apds 48 horas de incubagao. A unica diferenca perceptivel foi o crescimento
mais acelerado da INPA BLG22 no meio com gliten, que mostrou as maiores colonias, com média quase
o dobro da segunda maior, a INPA BLGO1. Com 24 horas, suas col6nias apresentaram didmetros iguais
(13,3 mm). Devido a esse crescimento no meio com gliten, nao foi possivel avaliar adequadamente os
diametros dos halos de degradacao desse complexo proteico e nem calcular o seu Indice de Degradacao
do Gliten (IDG).

Essas diferencas de comportamentos das bactérias sao devido as caracteristicas intrinsecas da lactose
e do gluten. A lactose (Galactose B-1,4 glucose) é um carboidrato caracteristico do leite, sendo o consti-
tuinte predominante e menos variavel da sua matéria seca. E o mais importante em quantidade dos séli-
dos nao graxos (Veisseyre, 1988, Mattar e Mazo, 2010). E um dissacarideo redutor sintetizado nas células
alveolares das glandulas mamadrias, formado por dois monossacarideos, uma molécula de a-d-glicose e
uma de B-d-galactose.

O gladten, por outro lado, é um termo geral para definir as proteinas da farinha de trigo que sao pouco
soliveis em dgua. Do ponto de vista bioquimico, o gltiten é uma mistura de quatro tipos de proteinas: albu-
minas, globulinas, gliadinas e gluteninas. As albuminas e globulinas correspondem a aproximadamente 15
% das proteinas, enquanto que os restantes 85 % sao formados por proteinas monoméricas e poliméricas,
denominadas gliadina e glutenina, dos quais 40% sao gliadinas (Morén et al., 2008).

25



26

Diversidade Microbiana da Amazoénia Vol. 3

Percebe-se, portanto (Tabela 1), que as bactérias INPA BLG01, BLG22 e BLG28 metabolizam as protei-
nas que constituem o gliten com mais eficiéncia do que o dissacarideo lactose. Essa diferenca de metabo-
lismo também foi observada com menos intensidade na bactéria INPA BLG52, mas nao houve diferenca
de metabolismo desses dois compostos pelas bactérias INPA BLG56 e BLG70.

Com relagdo a habilidade de degradarem o gliten, avaliadas pelos seus indices de Degradacao do
Glaten (IDG), observa-se que variaram de 0,0 a 2,42 apds 24 horas de incubacao e de 1,45 a 3,55 apds
48 horas, com a INPA BLG56 apresentando os maiores indices. Com base nos critérios de Berraquero et
al. (1976), esses valores sao considerados como baixos ou médios. No entanto, esse método nao leva
em conta, os tamanhos das coldnias. As altas taxas de crescimento das bactérias INPA BLGO1, BLG22 e
BLG28 no meio contendo gliten indicam que elas apresentam altas capacidades de degradar esse com-
plexo proteico, apesar de seus IDG nao refletirem esses potenciais.

Além de influenciar no crescimento das bactérias, a lactose e o gliten também proporcionaram compor-
tamentos distintos quanto as caracteristicas morfolégicas das colonias desses microrganismos (Tabela 2).

Tabela 1. Crescimento das coldnias e Indice de Degradacao do Gliten das bactérias em meios contendo lactose e gliten.

24 horas 48 horas

Bactéria Lactose Gldten Lactose Gluten
INPA Diametro Diametro Diametro Diametro Diametro Diametro
BLG coldnia coldnia halo DG colonia colonia halo DG

mm mm
01 58b 133a 16,9 1,27 106 b 176a 255 1,45
22 42b 133a 19,5 147 103b 306a >40,0% -
28 52b 10,5a 20,5 1,95 93b 132a 28,5 2,16
52 18b 38a 0,0 0,0 19b 4,7 a 10,2 217
56 49a 48a 11,6 242 56a 51a 18,1 3,55
70 50a 53a 6,9 1,30 6,5a 6,2a 11,6 1,87
Médias 45b 8,5a 12,6 1,40 74b 12,9a 18,8** 2,24%*

* Halos se juntaram sem possibilidade de medicao exata. ** Média sem o valor da INPA BLG22. As letras mostram as diferencas de crescimento de cada
bactéria em cada um dos meios (lactose e gltten) pelo teste de Tukey a 5 %.

Tabela 2. Caracterizagao fenotipica das colonias das bactérias em meios com gliten e lactose.
Bactérias INPA

Caracteristicas das colonias

BLG 01 BLG 22 BLG 28 BLG 52 BLG 56 BLG 70

Crescimento G Ra:pTdO Ra:pTdO Ra:pTdO Ra:pTdO Répido Raﬁpido

L Rapido Rapido Rapido Rapido Rapido Rapido

G Grande Grande Grande Grande Grande Grande
Tamanho " " o

L Grande Grande Grande Médio Médio Médio
Forma G Irregular Irregular Irregular Circular Circular Circular

L Irregular Irregular Irregular Circular Circular Circular
Flevacio G Achatada Elevada Ondulada Elevada Ondulada Achatada

L Achatada Achatada Achatada Achatada Ondulada Achatada
Bordas G Lisas Lobadas Lobadas Lisas Lisas Lobadas

L Onduladas Onduladas Onduladas Lisas Lisas Lisas
Estrutura G Rugosa Rugosa Lfsa L?sa Rugosa Rugosa

L Lisa Rugosa Lisa Lisa Lisa Rugosa
Brilho G Opaco Opaco Opaco Opaco Opaco Opaco

L Translu-cido Translu-cido Opaco Transpa-rente  Translu-cido Translu-cido
Cor G Branca Verde azulada Branca Incolor Branca Branca

L Incolor Branca Branca Incolor Branca Branca
Aspecto G Membra-noso Membra-noso Gelati-noso Leitoso Leitoso Membra-noso

L Membra-noso Membra-noso Membra-noso  Membra-noso  Membra-noso  Membra-noso

G: Meio contendo gluten. L: Meio contendo lactose
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Todas as bactérias apresentaram crescimento rdpido (colonias visiveis com menos de 48 horas) em
ambos os meios de cultura. Foram observadas mudangas na morfologia externa das colonias de algumas
bactérias quando comparados seus crescimentos nos dois meios: no tamanho das colonias, todas as
seis bactérias mostraram crescimento elevado no meio rico em protefnas (gliten), mas no meio rico em
carboidratos (lactose), metade das bactérias (INPA BLG52, BLG56 e BLG70 mostrou crescimento médio,
indicando preferéncia pelo meio rico em proteinas.

Com relagao a forma das coldnias, trés delas mostraram formato irregular e trés, circular, sem serem
afetadas pela fonte de carbono do meio de cultura. Quanto a elevacao das colOnias, as seis bactérias
apresentaram elevacoes achatadas, elevadas e onduladas, sendo que o meio de cultura sé afetou essa
caracteristica nas colonias das bactérias INPA BLG22, BLG28 e BLG52. Quanto as bordas, as colonias
apresentaram aspectos lisos, lobados e ondulados, com os meios de cultura influenciando essa caracte-
ristica de quatro das seis bactérias.

As coldnias se mostraram rugosas e lisas, com os meios de cultura interferindo em apenas duas das
bactérias, as INPA BLG 01 e BLG56. As coldnias das seis bactérias apresentaram brilhos opacos, trans-
Idcidos ou transparentes, com os meios de cultura interferindo em cinco das seis bactérias. Apenas a
INPA BLG28 nao mostrou diferenca quanto a esse aspecto ao crescer em ambos 0s meios. Quanto a cor,
foram observadas as cores branca, incolor e verde azulada. Essa cor foi observada nas colonias da INPA
BLG22 no meio rico em proteinas (gliten), sendo que no meio com lactose suas coldnias apresentaram
coloragao branca. Além dessa bactéria, a INPA BLGO1 também foi influenciada pelos meios de cultura.
Finalmente, com relagao ao aspecto das colonias, foram observados o membranoso, gelatinoso e leitoso.
Nesse caso, os meios de cultura também afetaram esse aspecto das coldnias de trés das seis bactérias,
das INPA BLG28, BLG52 e BLG56.

Segundo Sousa et al. (2013), a taxa de crescimento, densidade de col6nias nas placas, meios de cultu-
ra, formacao de biofilme, caracteristicas genéticas da bactéria podem interferir no aspecto das coldnias.
Com base nessas variaveis, esses autores identificaram 18 morfotipos diferentes em duas estirpes de
Pseudomonas aeruginosa, que mostraram variacoes nos tamanhos, formas, cores, texturas e margens,
permitindo-lhes caracterizar com mais detalhes, as duas estirpes bacterianas. Usar essas informacdes,
portanto, pode facilitar a identificacao de bactérias e possiveis mutacoes que possam ocorrer, além de
evitar a presenca de contaminantes em culturas puras.

Conclusoes

Houve influéncia dos meios de cultura nas taxas de crescimento e nas caracteristicas das colonias das
bactérias degradadoras de lactose e gliten, INPA BLGO1, BLG22, BLG28, BLG52, BLG56 e BLG70.

O meio cuja fonte de carbono é constituida de proteinas (gliten) foi o que mais favoreceu o cresci-
mento das bactérias INPA BLGO1, BLG22, BLG28, BLG52.

Os Indices de Degradacido do Gliiten (IDG) dessas bactérias variaram de 0,0 a 2,42 apds 24 horas de
incubacao e de 1,45 a 3,55 apds 48 horas.

As bactérias que apresentaram as maiores taxas de crescimento no meio com gliten foram as INPA
BLGO1, BLG22, BLG28.

Todas as seis bactérias mostraram modificacoes quanto ao aspecto das col6nias em decorréncia da
constituicao da fonte de carbono do meio de cultura (carboidrato: lactose ou proteinas:gltten).

Essas diferencas de caracteristicas podem ser usadas para facilitar futuros estudos com essas bactérias.
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Resumo

Os dleos essenciais sao alternativas promissoras para o manejo de doenca de plantas devido sua reconhe-
cida atividade antimicrobiana. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito fungitéxico de dleos
essenciais de Piper aduncum, P. hispidinervum, P. hispidum, P. marginatum e P. callosum no controle
alternativo a Colletotrichum theobromicola agente causal da antracnose da cebolinha (Allium fistulosum).
Discos de 0,7 cm de didmetro do fungo C. theobromicola foram depositados individualmente no centro
das placas de Petri contendo meio de cultura BDA e dleos essenciais nas respectivas concentragoes 0%,
0,03%, 0,1%, 0,2%, 0,5% e 1%. Apds 30 dias de incubagao, avaliou-se a esporulagao fungica sob o
efeito das diferentes concentragoes dos dleos essenciais. Os experimentos foram conduzidos em delinea-
mento inteiramente casualizados em esquema fatorial (5 x 6), com éleos essenciais de cinco espécies
vegetais e seis concentragoes e cinco repeti¢oes. Os dados foram submetidos a andlise de regressao linear
ao nivel de 5% de significancia. Foi constatado que os dleos essenciais de todas as espécies estudadas
apresentaram atividade antifingica frente a C. theobromicola. No entanto, apenas nas espécies P. mar-
ginatum e P. callosum na concentracao 1% houve total inibicdo do patégeno. Quanto a esporulagdo, na
concentracao 1% de dleo essencial das espécies P. callosum, P. marginatum, P. hispidinervum e P. adun-
cam houve total inibicdo. Enquanto que o éleo essencial de P. hispidum estimulou a produc¢ao de esporos
de C. theobromicola. Os resultados obtidos nesse estudo comprovam que os 6leos essenciais de Piper spp.
¢ uma alternativa promissora para o controle da antracnose em cebolinha.

Palavra-chave: Controle alternativo, Piperaceae, C. theobromicola.

Introducao

A cebolinha (Allium fistulosum L.) é infectada por diversos patégenos que ocasionam prejuizos aos
produtores. Dentre os agentes causadores de doencas na cebolinha destaca-se o Colletotrichum theobro-
micola (Delacroix), agente causal da antracnose (Matos et al., 2017). Nao hd fungicidas registrados para
essa cultura e uma das possiveis justificativas é a sua exploracdo em pequenas areas (AGROFIT, 2018). O
uso de agrotdxicos neste hospedeiro seria considerado problemético, pois a planta apresenta ciclo curto e
os residuos dos produtos podem permanecer nas folhas comercializaveis (Aratjo et al., 2012). O uso de
produtos naturais é considerado fonte segura no controle alternativo de doeng¢as em plantas e compativel
com esse patossistema.

Os Oleos essenciais sdo considerados fungicidas naturais com potencial por suas reconhecidas pro-
priedades antimicrobianas, pois as substancias bioativas encontradas nas plantas causam inibicao do
crescimento de fungos, inibicao de esporulacao e germinagao de conidios, além de reduzir lesdes causa-
das por fitopatégenos (Chiejina e Ukeh, 2012; Ramos et al., 2016). Dentre as grandes familias botdnicas
produtoras de 6leos essenciais, as Piperaceae merecem destaque. O género Piper, o maior da familia
Piperdceae, é conhecido por ser rico em Oleos essenciais e algumas espécies desse género, como Piper
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aduncum, Piper hispidinervum, Piper hispidum, Piper callosum e Piper marginatum sao ricas em 6leos
essenciais que apresentam atividade antifingica.

Na agricultura, estas espécies podem ser usadas como inseticidas naturais, bem como fungicidas
naturais como descrito por Bastos e Albuquerque (2004). Assim, devido a baixa toxicidade, por serem
biodegraddveis, somado a ampla aceitagdao pelo publico, os 6leos essenciais podem ser usados como
alternativa promissora aos fungicidas.

Diante do exposto, o presente trabalho foi conduzido com objetivo de avaliar a atividade antifingica de
Oleos essenciais de P. aduncum, P. hispidinervum, P. hispidum, P. marginatum e P. callosum sobre o cres-
cimento micelial e produgao de esporos de C. theobromicola, agente causador da antracnose da cebolinha.

Material e Métodos

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia - INPA e no Laboratério de Plantas Medicinais e Fotoquimica da Embrapa Amazonia
Ocidental, onde os 6leos essenciais foram extraidos por aparelho tipo Clevenger.

As solucoes de dleos foram preparadas nas concentracoes de 1%, 0,5%, 0,2%, 0,1% e 0,03%, as
quais foram incorporadas em meio BDA (batata-dextrose-dgar) fundente e vertidos 15 mL em placas
de Petri. Ap0s a solidificacdo, discos de micélio (7 mm de didmetro) do isolado C. theobromicola foram
depositados no centro das placas. Posteriormente foram mantidas em camara de crescimento a 25 oC,
com fotoperiodo de 12 h. A partir do segundo dia apds a repicagem, foram realizadas avalia¢des a cada
24 h, até cobertura total do tratamento controle na borda da placa de Petri. O crescimento micelial foi
obtido pela medida do didmetro das coldnias em dois sentidos perpendiculares, com o auxilio de um es-
calimetro. Com os dados obtidos, foi determinado o percentual de inibi¢ao do crescimento micelial (PIC),
utilizando a férmula proposta por Bastos (1997).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial (5 x 6),
sendo cinco espécies de Piperaceae (P. aduncum, P. marginatum, P. callosum, P. hispidum, P. hispidiner-
vum) e seis concentracoes dos respectivos éleos essenciais com 5 repeticoes, onde cada placa de Petri
constituiu uma unidade experimental. Os dados foram submetidos a andlise de regressao linear ao nivel
de 5% de significancia para verificar a influéncia das concentra¢des de éleos essenciais sobre o cresci-
mento micelial e esporulagao fungica.

A avaliagao da esporulagao flingica realizou-se 30 dias apds a repicagem. Para tanto, 10 mL de 4gua
destilada foi acrescentada sobre as colonias nas placas de Petri. Posteriormente, com uma lamina de
microscopio, realizou-se uma raspagem superficial do meio de cultura e a suspensao foi filtrada em gaze,
com o auxilio de um funil de vidro e recolhida em um béquer. A contagem do nimero de esporos pro-
cedeu-se em camara de Neubauer.

Resultados e Discussao

Todos os 6leos essenciais testados, independente das concentracoes, apresentaram atividade inibitdria
sobre o crescimento micelial de C. theobromicola. No entanto, apenas os 6leos das espécies P. marginatum
e P. callosum na concentragao 1% inibiram totalmente o crescimento micelial do patégeno (Figura 1).

No tratamento controle, o crescimento micelial apresentou didmetros da coldnia flingica superior
a oito cm de diametro, enquanto que os tratamentos com as respectivas concentragoes, o crescimento
micelial atingiu quatro centimetros na concentragao de 0,2% e 2,5 cm nas concentragdes acima de 0,5%
e 0,8% dos 0leos essenciais. Na Figura 1, observa-se que o crescimento micelial de C. theobromicola de-
cresce em resposta ao aumento das concentracoes dos dleos essenciais de Piper spp. (p < 0,05).

As pesquisas realizadas por Bastos e Albuquerque (2004) corroboram com o presente trabalho. Esses
autores verificaram que o 6leo essencial de P. aduncum na concentracdao acima de 100 pg.mL?! inibiu
em 100% tanto o crescimento micelial quanto a germinagdo de conidios de C. musae e reduziu 100%
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a severidade e intensidade da antracnose em banana prata na concentracao de 1,0% do 6leo essencial,
tendo o mesmo efeito fungitéxico que o fungicida benomil.

O o6leo essencial de P. aduncum apresentou atividade antiftingica sobre Moniliophora perniciosa,
agente causador da vassoura-de-bruxa no cupuaguzeiro nas quatro concentragoes testadas (0,25; 0,50;
0,75; 1 pg.mL™), inibindo totalmente o crescimento micelial do fungo (Rocha et al., 2013).

A acao fungicida ou fungistatica dos 6leos essenciais de Piper spp. pode estar relacionada com os cons-
tituintes quimicos encontrados nos respectivos 6leos ou devido a atuacao dos compostos que atuam de
maneira sinérgica ou antagonica. Na Tabela 1 verifica-se a porcentagem de inibicdo do crescimento mice-
lial, com valores de 7,5% de inibicao de C. theobromicola na concentracao 0,03% do 6leo de P. hispidum,
até valores de 56,2% de inibicao com 6leo de P. aduncum. Constatou-se que da concentragao 0,2% até
1% houve inibicao acima de 50% do patdgeno, exceto para a espécie P. hispidium e 100% de inibicao do
crescimento foi verificado na concentracao de 1% utilizando 6leo essencial de P. callosum e P. marginatum.
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Figura 1. Crescimento micelial de Colletotrichum theobromicola na presenca de
diferentes concentragdes de dleos essenciais de Piper spp.

Tabela 1. Porcentagem de inibicao do crescimento micelial de C.
theobromicola frente as diferentes concentragoes de 6leos essenciais.

Porcentagem de Inibicdo do Crescimento Micelial de Colletotrichum theobromicola

Concentragoes
Espécies 0% 0,03% 0,1% 0,2% 0,5% 1%
%
Piper hispidum 0 7.5 20,0 45,0 66,7 76,2
P marginatum 0 18,7 62,5 83,7 88,7 100,0
P callosum 0 22,5 48,0 77,9 83,8 100,0
P hispidinervum 0 31,2 46,2 68,7 68,7 75,0
P aduncum 0 56,2 62,5 62,5 66,2 66,2
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O aumento da concentra¢ao do 6leo essencial proporcionou redu¢ao na esporulagao do fungo, exceto
com o 6leo essencial de P. hispidum. Os 6leos essenciais de Piper callosum, P. marginatum, P. hispidiner-
vum e P. aduncum, na concentracao de 1%, inibiram 100% a esporulacao de C. theobromicola, enquanto
que o 6leo essencial de P. hispidum estimulou a produgdo de esporos de C. theobromicola (Figura 2).

Flaishman e Kolattukudy (1994) relatam que a germinacao de conidios de alguns fungos fitopato-
génicos pode ser estimulada pela combinac¢ao de certos constituintes do éleo essencial. Isso se deve ao
mecanismo desenvolvido por alguns fungos patogénicos que utilizam os metabdlitos secundarios como
um sinal para iniciar a germinagao, formacgao de apressdrios e infecgao.
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Figura 2. Esporulacdo fingica de Colletotrichum theobromicola apés 30 dias de incubagao.

Conclusoes

Oleos essenciais de Piper marginatum e P. callosum inibiram em até 100% o crescimento micelial de
Colletotrichum theobromicola.

Os dleos essenciais P. aduncum, P. hispidinervum, P. marginatum e P. callosum consideradas neste estu-
do reduziram a producao de esporos de C. theobromicola e P. hispidum estimulou a producao de esporos.

Portanto, espécies do género Piper sdo consideradas potenciais para o controle de agentes
fitopatogénicos que acometem culturas de interesse econdmico.
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Resumo

O leite cru é um excelente meio de proliferacao microbiana, devido ao seu alto valor nutricional, pH
neutro, teor de dgua e temperatura adequados a proliferacdo dos microrganismos. Este trabalho teve
como objetivo, analisar a qualidade microbioldgica do leite cru disponibilizado para o mercado informal
no Estado do Amazonas. Foram coletadas 15 amostras em cinco diferentes locais de comercializa¢do na
cidade de Manaus-AM. As amostras passaram por andlises microbiolégicas para a deteccao de coliformes
totais e termotolerantes (NMP/g ou mL), Staphylococcus aureus e Salmonella spp. Os resultados obtidos
mostraram que todas as amostras analisadas apresentaram valores altos de contaminagao por coliformes
totais e fecais. Nenhuma amostra foi detectada com Staphylococcus e apenas uma indicou presenca de
Salmonella spp. As amostras de leite cru estudadas apresentaram irregularidades quanto a sua qualidade
microbioldgica, indicando falta de qualidade no manuseio e producao deste alimento. Ainda assim, o lei-
te nao apresentou cepas positivas de Staphylococcus aureus e apenas uma com presenca de Salmonella,
confirmando a baixa incidéncia desta bactéria no leite.

Palavras-chave: Coliformes, leite informal, patégenos.

Introducao

Segundo a Instru¢ao Normativa n° 62 de 2011 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento,
‘entende-se por leite, sem outra especificacao, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em
condicoes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outros animais deve
denominar-se segundo a espécie de que proceda’.

Devido sua equilibrada composicao de nutrientes, o leite possui um alto valor bioldgico, sendo con-
siderado um dos mais completos alimentos in natura, por isso a importancia do controle da qualidade
deste produto amplamente consumido em todo o mundo (Tronco, 2008). Apresenta alto contetido de
aminodcidos essenciais, carboidratos, gordura, vitaminas e minerais. Os elementos s6lidos representam
aproximadamente 12 a 13 % do leite, e a d4gua aproximadamente 87 %. Os principais elementos sélidos
do leite sao lipidios (3,5% a 5,3%), carboidratos (4,7% a 5,2%), proteinas (3% a 4%), sais minerais e
vitaminas (1%) (Fernandes, 2010).

Segundo Claeys et al. (2013), o leite cru é um excelente meio de proliferacio microbiana, devido
ao seu alto valor nutricional, pH neutro, teor de dgua e temperatura adequados a proliferacao dos mi-
crorganismos. Isto acaba sendo uma problemdtica de satide publica no momento em que o leite cru é
comercializado, pois 0 mesmo passa a ser um veiculo causador de doencas transmitidas por alimentos.

A comercializacao de leite cru no Brasil ocorre de forma informal e por isso, é uma grande ameaca a
salide publica visto que, segundo a Organizacao Mundial de Satide (OMS), dezesseis doencas bacterianas
e sete virdticas sao veiculadas pelo produto, dentre elas, a tuberculose, brucelose e gastroenterites, sendo
esta uma grave consequéncia da baixa qualidade do leite proveniente do mercado informal (Mendes et
al., 2010). No Amazonas, a pratica da producao leiteira é desenvolvida, principalmente, por agricultores
familiares, sem os cuidados minimos com relagdo as condi¢des higiénico-sanitdrias.



Microbiologia de Alimentos

Entre os microrganismos indicadores de contaminagao, incluem-se os coliformes a 45°C, grupo de bacté-
rias Gram-negativas com alta incidéncia de Escherichia coli. Essa bactéria é considerada o melhor indicador
de contaminagao de origem fecal e sua presenga no leite eleva o risco de patégenos, como Salmonella, esta-
rem presentes (APHA, 2001). Staphylococcus aureus também é considerado um importante patégeno no leite,
podendo contamind-lo principalmente quando estd presente como agente etioldgico da mastite ou por meio
dos ordenhadores, muitas vezes portadores assintomdticos desse microrganismo e possuidores de maus
hébitos higiénicos (Brito et al., 2004). Uma vez presente e encontrando condigdes favordveis a sua multipli-
cacao, o S. aureus pode atingir nimeros elevados, com producao de enterotoxinas potencialmente capazes
de causar toxinfecgao alimentar (Jay, 2005). Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar
a qualidade microbioldgica de leite cru refrigerado produzido e comercializado no Estado do Amazonas.

Material e Métodos

Amostras

Amostras de leite cru foram adquiridas em cinco pontos de venda, localizados na cidade de Manaus-
AM, nos periodos de dezembro de 2016 a fevereiro de 2017. Nesses estabelecimentos o leite cru era
comumente fornecido por diferentes produtores. A aquisicao das amostras se deu mediante compra sem
informar aos proprietdrios que se tratava de uma pesquisa.

As amostras foram acondicionadas em embalagens esterilizadas (capacidade de 1 Litro), identificadas
e imediatamente transportadas até o Laboratério de Processamento de Leite e Derivados da Universidade
Federal do Amazonas em caixas isotérmicas contendo gelo. No laboratério foram transferidas para frascos
com tampas rosquedveis, estilizados. As amostras foram armazenadas a -18°C até o momento das andlises.

Andlises Microbiologicas

Quantificacdo de coliformes totais (CT) pela técnica de tubos muiltiplos — Ntiimero mais provdvel (NMP)

Para a determinacdao do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais (CT), foi realizada a téc-
nica dos tubos multiplos (Kornacki e Johnson, 2001). Para a inoculacao foram realizadas as diluicoes
10!, 102 e 10 da amostra e inoculou-se 3 séries de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST),
em seguida foram adicionados 1 mL de cada diluicao por tubo de LST com tubos de Durhan invertidos.
Apbés transferéncias das amostras diluidas para seus respectivos tubos com LST, estes foram incubados a
35°C por 24h. Apds este periodo, observou-se se houve o crescimento com produc¢ao de gds. Nos casos
positivos seguiram-se os passos subsequentes. Nos casos negativos, foram reincubados até completar
48hs e repetiu-se a leitura, passando para os itens subsequentes os tubos com crescimento de géds. Apds
este periodo foi realizada a contagem de coliformes totais. Dos tubos positivos com LST, transferiu-se
uma alcada de cada cultura para tubos de Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB). Depois foram incubados
a 35°C por 24 h e observou-se se houve o crescimento com producao de gas. Nos casos negativos, foram
reincubados até 48 h e repetiu-se a leitura, anotando o nimero de tubos de VB positivos, confirmativos
para a presenca de coliformes totais e em seguida foi determinado o nimero mais provavel (NMP / mL1).

Quantificagdo de coliformes fecais (CF) através da técnica de tubos multiplos

Das amostras que apresentaram resultado positivo no teste presuntivo (LST), foi realizada a transferéncia
de trés alcadas de cada tubo positivo (com crescimento e producao de gés) para tubos contendo 5mL de caldo
EC, os quais foram incubados em estufa BOD a 45°C por 24 horas. Apds o periodo de incubacao, realizou-
se a leitura, considerando-se positivos os tubos de caldo EC que apresentaram producao de gas no tubo de
Durham. Em seguida foi determinado o NMP de coliformes termotolerantes por ml das amostras analisadas.

Staphylococcus aureus

As andlises de Staphylococcus aureus foram realizadas segundo Lancette e Bennet (2001). Foram feitas
3 dilui¢Oes para cada amostra. Inicialmente foram preparados 1 vidro com 90 mL de 4gua peptonada e
mais 2 tubos de ensaio com 9 mL de 4gua peptonada para obter 3 dilui¢des para cada amostra: 10, 10
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e 103. Para cada amostra, foram adicionados 10 mL no vidro, para a dilui¢ao 10". Apés homogeneizacao,
1mL da dilui¢ao 10" foi adicionada ao tubo de ensaio para obter a dilui¢ao 102. Apés homogeneizacao,
1 mL da dilui¢ao 10 foi adicionada ao terceiro tubo de ensaio para a diluicao 10?. De cada diluicao da
amostra, foram inoculados 1 mL na superficie de placas de dgar Baird Parker (BP) e foi espalhado com
alca de Drigalski, da placa de maior para a placa de menor diluicao. As placas de cultura de cada amos-
tra foram incubadas a 37°C por 24 horas em estufa microbioldgica. Apds este periodo foi verificada a
presenca ou auséncia de coldnias.

Salmonella spp.

Na Pesquisa com Salmonella spp., aliquotas de 25mL foram submetidas ao pré-enriquecimento em
caldo lactosado a 35°C por 24 horas. Em seguida, foram transferidas aliquotas de 1mL das amostras
pré-enriquecidas para 10mL de caldos selenito cistina e tetrationato, incubando todos os tubos a 35°C,
por 24 horas. A partir de cada caldo seletivo de enriquecimento, foi transferida uma algada da amostra
para uma placa de dgar verde brilhante e uma placa de dgar Salmonella-Shigella, estriando de forma a se
obter colonias isoladas. As placas foram incubadas invertidas a 35°C, por 24 horas. Foram selecionadas
de 3 a 10 colonias suspeitas por amostra e repicadas em dgar ferro triplice agtcar (TSI) e dgar ferro lisina
(LIA) inclinados para confirmacao preliminar. Esses meios foram inoculados através de picada profunda
e estriamento na superficie inclinada do bisel, e incubados a 35°C por 24 horas.

Resultados e Discussao

Os resultados das andlises microbiolégicas podem ser observados na Tabela 1. Dentre as 15 amostras ana-
lisadas, todas (100%) foram negativas para a enumeracgao de Staphylococcus e apenas uma amostra (6,66%)
apresentou-se positiva para Salmonella. Quanto aos coliformes termotolerantes, seis (40%) das amostras
analisadas apresentaram valores acima do permitido, considerando-se os parametros da ANVISA (2001).

Cabe salientar que os coliformes termotolerantes sao indicadores higiénico-sanitdrios (Bezerra et al.,
2012), portanto, torna-se fundamental a observacao e respeito as boas préticas de fabricacao a fim de
garantir a seguranca do produto.

Na pesquisa realizada por Alves et al. (2009) detectou-se nuiimeros elevados de coliformes totais e
termotolerantes no leite cru comercializado informalmente na cidade de Sao Luis, Maranhao, sendo
que algumas amostras possuiam valores que se encontravam na margem de 10° a 10" NMP/mL tanto de

Tabela 1. Resultados das andlises microbioldgicas das amostras de leite cru

Amostras Coliformes Totais  Coliformes fecais S.aureus Salmonella
NMP/g ou mL NMP/g ou M 10-1 10-2 10-3 Caldo seletivo
1 >1100 1100 Auséncia - - Auséncia
2 >1100 >1100 - - - Auséncia
3 >1100 >1100 - - - Auséncia
4 1100 1100 - - - Auséncia
5 >1100 >1100 - - - Auséncia
6 >1100 >1100 - - - Auséncia
7 290 Auséncia - - - Auséncia
8 >1100 Auséncia - - - Auséncia
9 >1100 Auséncia - - - Auséncia
10 >1100 Auséncia - - - Auséncia
11 >1100 Auséncia - - - Auséncia
12 >1100 Auséncia - - - Auséncia
13 1100 Auséncia - - - Auséncia
14 210 Auséncia - - - Auséncia
15 >1100 Auséncia - - - Presenca

NMP/g ou mL = Nimero mais provavel por g ou mL; Simplificar a tabela. Retirar as 3 linhas de S. aureus e colocar Auséncia
como na coluna da Salmonella.
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coliformes totais como de termotolerantes. Em uma pesquisa realizada na cidade de Solanea, na Paraiba,
por Amaral e Santos (2011), as amostras de leite cru comercializadas por ambulantes apresentaram valo-
res superiores a 1.100 NMP/mL de coliformes totais e termotolerantes. Tais resultados corroboram com
os dados encontrados neste estudo, demonstrando que o leite cru nao é apropriado a venda direta ao
consumidor, sem antes ser submetido a um processamento.

Maciel et al. (2008) avaliaram amostras de leite cru na cidade de Itapetinga, Bahia, armazenadas em
latoes e estocados em temperatura ambiente. Os resultados obtidos por esses autores também corroboram
com os encontrados nesta pesquisa, sendo observados elevados indices de coliformes totais e termotole-
rantes. Os resultados do presente trabalho foram semelhantes aos observados por Polegato e Rudge (2003),
que constataram excesso de coliformes em 93 % das amostras de leite analisadas na Regiao de Marilia - SP.

No estudo realizado por Dias et al. (2015), todas as 16 amostras analisadas de leite cru apresentaram-
se positivas para coliformes totais. No trabalho realizado por Nero et al. (2005), 48,57 % das amostras
analisadas se apresentaram em desacordo com a Instrucao Normativa 51 (Brasil, 2002). Bueno et al.
(2002) analisaram 20 amostras de leite cru refrigerado no estado de Goids, onde 15 (75%) das amostras
apresentaram contagens acima de 10° UFC/mL.

Segundo os padroes exigidos pela Resolucao - RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), o leite préprio para consumo pode apresentar maxima concentragao
de 4 NMP/mL para coliformes termotolerantes e auséncia de Salmonella. Entre as amostras analisadas,
todas apresentaram-se fora dos padroes microbiolégicos quanto ao Numero Mais Provavel de Coliformes
Termotolerantes. Com base nesses resultados, pode-se inferir que o leite nao foi obtido de forma higiéni-
ca ou de acordo com as boas préticas agricolas.

A auséncia de Salmonella foi observada por diversos autores, confirmando a baixa incidéncia desse
patégeno no leite (Avila, 1996, Tessari e Cardoso, 2002). Nero et al. (2004) também nao detectaram a
presenca de Salmonella em 210 amostras nos estados de Sao Paulo, Parana, Minas Gerais e Rio Grande
do Sul. O resultado negativo obtido para Staphylococcus aureus também foi observado por Cordeiro et al.
(2002), que também nao encontraram cepas positivas de tal bactéria.

Conclusoes

As amostras de leite cru apresentaram irregularidades quanto a sua qualidade microbioldgica, com
valores altos de contaminacao por coliformes totais e fecais, indicando falta de qualidade no manuseio
e producao deste alimento.

O elevado numero de coliformes totais e termotolerantes detectados no leite cru indicam uma ma
qualidade higiénico-sanitdria em alguma das etapas de producao ou comercializagao desses produtos.

Ha uma necessidade de melhoria em boas préticas de producao a fim de reduzir a contaminacao na
cadeia produtiva do leite visando melhoria na qualidade do produto final.

O leite nao apresentou cepas positivas de Staphylococcus aureus e apenas uma com presenca de
Salmonella, confirmando a baixa incidéncia desta bactéria no leite.
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Resumo

O bioma Amazonico abriga alta diversidade vegetal e microbiana. Nesta encontram-se os fungos endofiti-
cos, capazes de habitar o interior das plantas, colonizando seus tecidos sem lhes causar danos aparentes.
Estes também sao capazes de produzir metabdlitos secunddrios de importancia econdmica. Portanto,
objetivou-se através deste estudo, a criagcao de uma micoteca de fungos endofiticos associados a frutas
regionais com atividade antimaldrica. Técnicas cldssicas em microbiologia e ferramentas de biologia
molecular foram empregadas. Ao fim, os isolados foram fermentados e seus extratos estudados quanto
a sua atividade contra Plasmodium falciparum. Das 210 linhagens obtidas, apenas nove apresentaram
potencial antimaldrico, destacando-se as linhagens Paecilomyces sp. MMSRG-024 e Aspergillus sydowii
MMSRG-031 com dosagens minimas de inibicdao na concentracao de 6,25 pg. mL!. Estes resultados, de-
monstram a importancia de fungos como promissoras fontes de moléculas bioativas, bem como endéfitos
de frutos do Amazonas como fontes de linhagens promissoras.

Palavras chave: fungos endofiticos, frutas Amazodnicas, maldria, Plasmodium.

Introducao

A Floresta Amazonica é considerada a maior floresta tropical do planeta, representando cerca de 20%
da biodiversidade mundial e destacando-se por possuir a maior diversidade de animais e de plantas do
planeta (Souza et al., 2004). Quanto as plantas, uma biodiversidade de aproximadamente 30.000 espé-
cies é encontrada neste bioma, o que corresponde a 10% das plantas de todo o planeta. Adentrando a
diversidade vegetal, os frutos amazonicos sao igualmente diversos. Muitos deles, fonte de alimentos e/
ou base para cosméticos e medicamentos.

Assim como possui uma alta diversidade vegetal, a Floresta Amazonica traz consigo, uma vasta diver-
sidade microbiana associada. Dentre os microrganismos presentes nos tecidos vegetais, destacam-se os
fungos e as bactérias. Estes seres associados sdo denominados microrganismos endofiticos sendo caracte-
rizados pela capacidade de habitar o interior das plantas colonizando os tecidos sadios. Isto pode ocorrer
apenas durante uma parte de seu ciclo de vida, como em sua totalidade. O que diferencia os endofitos
dos demais seres é a sua capacidade de colonizar as plantas sem lhes causar danos (Souza et al., 2004).

Os fungos endofiticos apresentam potencialidades biotecnolégicas, uma vez que sao capazes de bios-
sintetizar uma vasta gama de metabdlitos secunddrios com diversas propriedades bioldgicas (Specian et
al., 2014). A producao desses metabdlitos pode ser influenciada por fatores bidticos e/ou abidticos, estando
relacionados com a situagao fisiolégica do proprio hospedeiro (Azevedo et al., 2000). Diversos estudos tém
sido conduzidos visando a prospeccao de metabdlitos secunddrios por fungos endofiticos. Isto se deu ini-
cialmente com a descoberta de uma cepa de Taxomyces andreanae capaz de mimetizar as vias metabdlicas
de sua hospedeira e assim produzir a molécula taxol, um poderoso quimioterdpico no combate a certos ti-
pos de cancer (Strobel e Daisy, 2003). Desta forma, diversas moléculas com potenciais bioativos foram des-
critas. Como exemplos tém-se as pestacinas, com atividade antioxidante (Harper et al., 2003), subglutinols
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A e B com atividade imunossupressora (Lee et al., 1995), a podofilotoxina com atividade anticancerigena
(Puri et al., 2006), a alantrifenona (Fabio et al., 2005) como inseticida, dentre outras. A importancia do
estudo de metabdlitos secundarios presentes em fungos endofiticos justifica-se a medida que essas subs-
tancias podem contribuir para o desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de doencas,
em especial, doengas negligenciadas, como a maldria, de alta ocorréncia regional.

Material e métodos

As frutas regionais acai do Amazonas (Euterpe precatoria), bacuri (Platonia insignis), biribd (Annona
mucosa), buriti (Mauritia flexuosa), maracuja do mato (Passiflora cincinnata), sapota do Solimoes
(Matisia cordata) e umari (Geoffroea spinosa) foram adquiridas na banca do Rosa (rodovia AM-010,
Manaus, Amazonas). Apds a aquisicao, o material foi imediatamente lavado com 4gua destilada para
posterior processo de isolamento de fungos endofiticos. Para esta etapa, foram utilizadas apenas as pol-
pas dos frutos maduros. Para sua assepsia, em uma camara de fluxo laminar, fragmentos (5 mm x 5 mm)
das polpas foram imersos em alcool 70% por 1 minuto, em hipoclorito 2.5% por 4 minutos e novamente
em alcool 70% por 2 minutos (Souza et al., 2004). Ao final, os fragmentos foram lavados por imersao em
dgua destilada esterilizada e inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (200g de bata-
ta, 20g de dextrose e 15g de dgar) contendo o antibidtico cloranfenicol a 2%. Apds o inéculo, as placas
foram incubadas em BOD a 28 °C, e a cada 24 horas foi realizada a verificagao do crescimento fungico,
seguido de sucessivos repiques.

A purificacdo das cepas flingicas se deu por meio da obtencao de culturas monospdricas. Esta etapa
foi feita através de diluicoes seriadas dos esporos (Petrini et al., 1992). As col6nias puras foram preser-
vadas conforme metodologia de Castellani (De Capriles e Middelveen, 1989) e depositadas na colegao de
microrganismos do Grupo de Pesquisa em Metabolémica e Espectrometria de Massas (MMSRG) da UEA
a fim de constituir a micoteca do grupo citado. Para o cadastro, cada linhagem teve suas caracteristicas
morfoldgicas avaliadas por microscopia déptica e as estruturas reprodutivas foram utilizadas para formar
grupos de isolados. Nesta etapa, apenas uma parte das linhagens foi passivel apenas de identificacao ao
nivel taxondmico de género.

Em seguida, os isolados monospdricos foram crescidos em meio liquido batata dextrose levedura
(BDL, batata 200 g/L, dextrose 10 g/L, extrato de levedura 2 g/L) sob agitagao a 150 rpm e 28 °C para
obtencdo de massa micelial. Apds a separacao das células do caldo fermentado por meio de filtracao a
vacuo, o DNA total foi obtido conforme o protocolo de extracdo por detergente cationico 2% (Doyle e
Doyle, 1987). A integridade do DNA extraido foi visualizada por meio de gel de agarose 0,8% (m/m) e
quantificada em um espectrofotémetro UV-Vis modelo NanoDrop 2000 e logo apds diluidas para a con-
centracao de 100 ng/uL.

Aidentificacdo molecular dos isolados foi feita com base na regido do espagador interno transcrito e do-
minios D1/D2 da regido 28S do rDNA utilizando-se os primers ITS 1F (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3")
(Arheim et al., 1990) e NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (Carbone e Kohn, 1999). Os amplicons
esperados foram fragmentos de aproximadamente 1200 pares de bases, destes, aproximadamente 500 pb
correspondem a regiao ITS e 700 pb correspondem a LSU 28S.

Reagoes de PCR foram realizadas utilizando 100 ng do DNA total; 0,5 pmol de cada primer; 1X de
tampao de reacao (100 mM Tris-HCI (pH 8,8 a 25 °C), 500 mM KCl, 0,8% (v/v) Nonidet P40); 2 mM de
MgCl2; 1 mM de dNTPs e uma unidade de Taq DNA polimerase (DNA Express) para um volume final de
25 pL. As condigdes de PCR foram: desnaturacgao inicial foi de 94 °C por 3 min, seguido de 40 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento 57 °C por 1 min., extensao de 72 °C por 1,5 min, seguido de
extensao final a 72 °C por 5 min. Os amplicons gerados foram visualizados em gel de agarose com auxilio
do marcador 1kb para confirmar a amplificacdo apenas da regido de interesse. Os produtos de PCR foram
tratados com polietilenoglicol (PEG 20%) e sequenciadas usando o kit BigDye™ Terminator v3.1, no 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems™) conforme recomendacdes do fabricante. A sequéncia consenso
para cada locus foi obtida com base no sequenciamento das fitas forward (F) e reverse (R) utilizando-se o
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programa DNA Baser v.4.36 (http://www.dnabaser.com/) para montagem de contig. o Alinhamento das
sequéncias obtidas foi realizado utilizando-se a ferramenta nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov). As sequéncias foram depositadas no GenBank.

Inicialmente, sob condicoes de assepsia, os preservados da micoteca (n = 210) foram reativados em
placas de Petri com a mesma composi¢ao da etapa de isolamento. Em seguida, as placas inoculadas fo-
ram armazenadas em estufas incubadoras BOD a 28 °C durante 7 dias. Em seguida, plugues circulares
(didametro = 5 mm, n = 4) das culturas em placa foram transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer
(125 mL) contendo diferentes fontes de carbono autoclavadas. Para esta etapa, foram utilizados o meio
em arroz (30 g de arroz parboilizado tipo 1 com 20 mL de dgua destilada) e sucrilhos (30 g de sucrilhos
Kelloggs® com 20 mL de agua destilada). Esta etapa fermentativa ocorreu durante 21 dias em estufas
incubadoras BOD a 28 °C.

Ap0ds este periodo, 60 mL de acetato de etila grau HPLC foram adicionados e todo o conteddo foi
triturado com auxilio de um moedor do tipo ultra-turrax. A mistura repousou durante 24 horas e apds
este perfodo, o material foi filtrado a vdcuo com auxilio de papel de filtro. Em seguida, a por¢ao liquida
contendo os metabdlitos fungicos foi centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos para remog¢do de espo-
ros residuais. Ao final, o solvente foi eliminado por meio de roto-evaporagio a vacuo gerando um extrato
correspondente a cada fungo em sua forma especifica de cultivo.

Para o cultivo de Plasmodium falciparum (cepa FRC3), foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) suplementado com 25 mM de HEPES, hipoxantina (50 mg/L), glicose (2g/L) e de gen-
tamicina (50 mg/L) (Ljungstrom et al., 2004). Ao meio RPMI foi adicionado 10% de soro humano tipo
AB+ e eritrécitos humanos normais. A incubacao foi realizada durante 72 horas em camara de hipdxia
a 37 °C em uma atmosfera contendo mistura gasosa especifica (5% de 02, 5% de CO2 e 90% de N2
(Trager e Jensen, 1976).

Os ensaios antimaldricos foram realizados em placas de 96 poc¢os de fundo chato, com um volume total
de 100 pL, nos quais foram testadas diferentes concentragoes dos extratos por meio de dilui¢oes seriadas
(50 - 3,12 pg/mL). A proporgao para cada pogo foi de 50 pL de extrato em DMSO para 50 pL de suspen-
sdo de eritrécitos infectados por P. falciparum em meio RPMI (hematdcrito final 2% e parasitemia 1%). O
crescimento parasitario foi comparado com os controles positivo (auséncia de droga), e negativo (quinina).
As placas de 96 pocos ficaram incubadas por 72 horas a 37 °C na mesma atmosfera utilizada anteriormente.

A verificacao da parasitemia final foi realizada por citometria de fluxo em um equipamento modelo
FACSCanto II. A andlise das amostras foi realizada através do software Getting Started with BD FACSDiva.
Como corante para a fluorescéncia foi utilizado o brometo de etidio. Ao final foi calculada a inibicao do
crescimento parasitario no software GraphPad GraphPad Prism 6 de acordo com a férmula:

Seinibie 100 % fluorescéncia amostra — %fluorescéncia erit. sadios 100
olnip. = = o T Tm moro A
%fluorescéncia controle — %fluorescéncia erit. sadios

Ao final, foram considerados ativos os extratos com inibicoes superiores a 70% (parasitemia ~ 3,5).

Resultados e discussao

Um total de 210 linhagens de fungos associados as polpas de frutos Amazdnicos foram isolados, o que
demonstra a rica diversidade da microbiota que habita alimentos consumidos no estado do Amazonas.
Dentre estas, maiores quantidades de isolados foram obtidas do acai (n = 51) e buriti (n = 42) frutos
estes com elevadas taxas de substancias antioxidantes como antocianidinas e flavonoides no acai e, ca-
rotenoides no buriti. O acai, que possui a maior taxa de substancias fendlicas entre as frutas estudadas,
e logo, a fruta com maior poder antimicrobiano, foi também a que mais apresentou fungos cultivaveis.
Em seguida estd a polpa do biriba, da qual, 31 linhagens foram isoladas. As demais frutas tiveram um
numero préximo de fungos isolados (~ 20) (Figura 1). Um fato a ser mencionado é que mesmo com o
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uso de cloranfenicol a 2%, cerca de 1% das placas apresentaram crescimento de bactérias endofiticas,
fato este que devera ser estudado futuramente por questdes de seguranca alimentar.

Cada isolado passou por processo de microcultivo para visualizacdo de suas estruturas reprodutivas
por meio de microscopia dptica. Esta etapa possibilitou a classificacao dos 210 isolados em 12 diferentes
grupos. Destes, 10 eram referentes a géneros especificos, um para representantes do filo Basidiomycota
e outro para os isolados nao identificados (N.I.) (Figura 2). Dentre todos os isolados, destacaram-se in-
dividuos do género Penicillium, totalizando 44 linhagens seguidos dos grupos N.I. (n = 30), Aspergillus
(n = 29) e Trichoderma (n = 25).

Dentre estes, destaca-se a presenca de linhagens do género Aspergillus, as quais podem ou nao apre-
sentar toxicidade por meio da producao de aflatoxinas. Menos recorrentes, grupos representados pelos
géneros Colletotrichum, Diaporthe e Cladosporium também foram isolados das polpas., Representantes
do filo Basidiomycota foram encontrados com certa recorréncia, especialmente nos frutos da sapota do
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Figura 1. Identificacao das frutas.
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Figura 2. Distribuicdo das classificagdes em grupos (n = 12) baseado na morfologia e andlise por
microscopia dtica das linhagens isoladas a partir das frutas regionais.
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Os microrganismos isolados, apds adequadamente preservados, foram fermentados em meios sélidos
arroz e sucrilhos de modo a serem produzidos os metabdlitos a serem testados. No total, 420 fermenta-
¢oOes foram realizadas, onde observou-se que todos as linhagens apresentaram crescimento satisfatério.
Em especial, o meio de sucrilhos, inédito neste trabalho, apresentou uma taxa de crescimento micelial
e producdao de metabdlitos superior ao arroz e a meios liquidos convencionais. Isto abre possibilidades
para a utilizacao deste meio de cultura de baixo custo, especialmente para a padronizacao de formula-
¢oes com aditivos, sejam eles organicos ou inorganicos. Ao final foram excluidas as linhagens que nao
apresentaram producao de metabdlitos adequada (rendimento < 0,01 % de extrato, m/m). Desta forma,
foram selecionados 348 extratos para os testes.

Observa- se que apenas 2,6% dos extratos testados foram ativos. Desta forma, apenas as linhagens
que apresentam atividade foram selecionadas para serem identificadas por ferramenta moleculares. A
Figura 3 apresenta os resultados em termos da concentra¢ao inibitéria minima que resultou em pelo me-
nos 70% de inibicao, e ou parasitemia (fluorescéncia) entre 0 e 3,5.

Dentre as linhagens que apresentaram atividade, os fungos Penicillium sp. MMSRG-020, Diaporthe
sp. MMSRG-040 e Quambalaria cyanensis MMSRG-018 apresentaram atividade antimaldrica apenas na
concentragdo basal de 50 pg/mL, o que caracteriza uma atividade fraca. Este Ultimo, o Unico represen-
tante do filo Basidiomycota de nossa cole¢ao que apresentou atividade. Fungos deste género sao de rara
ocorréncia, sendo mais descritos como patégenos do eucalipto e até mesmo como patégenos humanos
(Kuan et al., 2015). Este fungo apresenta brotamento de pseudo-hifas e células leveduriformes, além de
auséncia de corpo de frutificacao, o que o mantém isolado dentro da familia Quambalariaceae da classe
dos Exobasidiomycetes (Simpson, 2000).

Parasitemia/Fluorescéncia

50 % 125 625 312
Concentragao (ug/mL)

=eo=Diaporthe sp. (MMSRG-040) Aspergllus sydowii (MMSRG-031) Paecilomyces sp. (MMSRG-024) =o=(ladosporium sphaerospermum (MMSRG-027)
~e—Trichoderma harzianum (MMSRG-021) =o—Penicillium adametzi (MMSRG-030) —o—Quambalaria cyanescens (MMSRG-018) =o=Penidllium sp. (MMSRG-020)
=o—Hypocrea lixii (MMSRG-012) ~&=Quinina =>=DMSO0

Figura 3. Distribuicdo da parasitemia em funcdo da concentragdo (ng/mL) para as espécies ativas. Controle
positivo quinina e controle negativo DMSO.
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Os fungos Cladosporium sphaerospermum MMSRG-027, Hypocrea lixii MMSRG-012 e Trichoderma har-
zianum MMSRG-021 apresentaram potencial antimaldrico moderado (25 pg/mL). Destaca-se que em es-
tudos prévios, a substancia trichodermol isolada de T. polysporum e T. sporulosum é um potencial agente
antimaldrico (Reino et al., 2008). Além disso, o género Hypocrea é o telomorfo de Trichoderma, e conse-
quentemente, possui potencial para produzir substancias semelhantes, o que demanda estudo futuros.

O fungo Penicillium adametzi MMSRG-030 apresentou potencial elevado com inibigao na concentragao
de 12,5 pg/mL. Diversas moléculas antimalaricas foram descritas para este género, em especial destacam-
se as recentemente descritas: dcido puberélico e viticolinas A-C de P. viticola (Iwatsuki et al., 2010 e os
penicolinatos A-E de Penicillium sp. (Intaraudom et al., 2013). Os fungos Paecilomyces sp. MMSRG-024 e
Aspergillus sydowii MMSRG-031 apresentaram elevado potencial antimaldrico com inibicao na concentracao
de 6,25 ng/mL, comparével a do fairmaco quinina (1,6 ng/mL). Destes géneros foram isoladas moléculas
com elevada atividade contra P. falciparum, como o ciclodepsipeptideo beuvaricina de Paecilomyces tenui-
pes (Nilanonta et al., 2000) e dibenzofuranonas karnatakafuranos A e B de A. karnatakaensis (Manniche
et al., 2004). Em especial, a espécie A. sydowii é de rara ocorréncia em ambientes terrestres sendo este
encontrado como patégeno em diversos corais do caribe (Alker et al., 2001).

Conclusoes

Frutos regionais comestiveis constituem uma fonte promissora de fungos endofiticos das mais di-
versas espécies. Destaca-se o isolamento de aproximadamente 210 linhagens dos filos Ascomycota e
Basidiomycota habitando as polpas dos frutos acai do Amazonas (Euterpe precatoria), bacuri (Platonia
insignis), biribad (Annona mucosa), buriti (Mauritia flexuosa), maracujd do mato (Passiflora cincinnata),
sapota do Solimdes (Matisia cordata) e umari (Geoffroea spinosa).

Grande parte das linhagens demonstrou potencial para a producdo de metabdlitos na forma de extratos.

O meio em sucrilhos foi 0 mais promissor, pois apresentou maior pigmenta¢ao quando comparado ao
meio classico de arroz. Dentre todos os fungos ensaiados, apenas nove apresentaram potencial antimaldrico.

Destacaram-se as linhagens Paecilomyces sp. MMSRG-024 e Aspergillus sydowii MMSRG-031 com dosa-
gens minimas de inibi¢ao de 6,25 pg/mL.

Estes resultados demonstram que fungos sao promissores fontes de novas moléculas no combate a malé-
ria, bem como endofiticos de frutos do Amazonas apresentam o mesmo potencial, porém ainda inexplorado.

Referéncias

Alker AP, Smith GW, Kim K 2001. Characterization of Aspergillus sydowii (Thom et Church), a fungal pathogen of
Caribbean Sea fan corals. The International Journal of Aquatic Sciences, 460: 105-111.

Amheim N, White T, Rainey WE 1990. Application of PCR: Organismal and population biology. Bioscience, 40(3):174-
182.

Azevedo JL, Maccheroni Jr W, Pereira JO, Aradjo WL 2000. Endophytic microrganisms: A review on insect control
and recent advances on tropical plants. Eletronic Journal of Biotechnology, 3(1):40-65.

Carbone I, Kohn L 1999. A method for designing primer sets for speciation studies in filamentous ascomycetes.
Mycologia, 91(3):553-556.

De Capriles CH, Middelveen M, Mata S 1989. Preservation of fungi in water (Castellani): 20 years. Mycopathologia,
106:73-79.

Doyle JJ, Doyle JL 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh leaf tissue. Phytochemical
Bulletin, 19:11-15.

Fabio A, Barros P, Rodrigues E, 2005. Four spiroquinazoline alkaloids from Eupenicillium sp. isolated as an endophytic
fungus from leaves of Murraya peniculata (Rutaceae). Biochemical Systematics and Ecology, 33:257-268.

Harper JK, Arif AM, Ford EJ, Strobel G, Porco Jr JA, Tomer DP, Oneill KL, Heider EM, Grant DM 2003. Pestacin:
a 1,3-dihydroisobenzofuran from Pestalotiopsis microspora possessing antioxidant and antimycotic activities.
Tetrahedron Letters, 59:2471-6.



Microbiologia de Alimentos

Intaraudom C, Boonyuen N, Suvannakad R, Rachtawee P, Pittayakhajonwut P 2013. Penicolinates A-E from endophytic
Penicillium sp. BCC16054. Tetrahedron Letters, 54:744-748.

Iwatsuki M, Takada S, Ishiyama A, Namatame M, Tukashima-Nishihara A, Nonaka K, Masuma R, Mori M, Shiomi
K, Otoguro K, Omura S 2010. In vitro and in vivo antimalarial activities of puberulic acid and its new analogs,
viticolins A-C, produced by Penicillium sp. FKI-4410. The Journal of Antibiotics, 64:183-188.

Kuan CS, Yew SM, TohYF, Chan CL, Lim SK, Lee KW, Na SL, Hoh CC, Yee WY, Ng KP 2015. Identification and
characterization of a rare fungus, Quambalaria cyanescens, isolated from the peritoneal fluid of a patient after
nocturnal intermittent peritoneal dialysis. Plos One, 10(12):0145932.

Lee JC, Lobkovsky E, Pliam NB, Strobel G, Clardy J 1995. Subglutinols A and B: immunosuppressive compounds from
the endophytic fungus Fusarium subglutinans. The Journal of Organic Chemistry, 60:7076-7077.

Ljungstrom I, Perlmann H, Schlichterle M, Scherf A, Wahlgren, M 2004. Methods in malaria research. 4th ed.MR4/
ATCC, Manassas, Virginia.

Manniche S, Sprogge K, Dalsgaard PW, Christophersen C, Larsen, TO 2004. Karnatakafurans A and B: Two dibenzofurans
isolated from the fungus Aspergillus karnatakaensis. Journal of Natural Products, 67:2111.

Nilanonta C, Isaka M, Kittakoop P, Palittapongarnpim P, Kamchonwongpaisan S, Pittayakhajonwut D, Tanticharoen
M, Thebtaranonth Y 2000. Antimycobacterial and antiplasmodial cyclodepsipeptides from the insect pathogenic
fungus Paecilomyces tenuipes BCC 1614. Planta Médica, 66:756-758.

Petrini O, Sieber TN, Toti L, Viret O 1992. Ecology, metacolite production and substrate utilization in endophytic
fungi. Natural Toxins, 1:185-196.

Puri SC, Nazir A, Chawla R, Arora R, Riyaz-ul-Hasan S, Amna T, Ahmed B, Verma V, Singh S, Sagar R, Sharma A,
Kumar R, Sharma RK, Qazi GN 2006. The endophytic fungus Trametes hirsuta as a novel alternative source of
podophyllotoxin and related tetralin lignans. Journal of Biotechnology, 122(4):494-510.

Reino JL, Guerrero RF, Herndndez-Galdn R, Collado IG 2008 Secondary metabolites from species of the biocontrol
agent Trichoderma. Phytochemistry Reviews, 7:89-123.

Simpson JA 2000. Quambalaria, a new genus of eucalypt pathogens. The Australasian Mycologist Society, 19(2):57-62.

Souza AQL, Souza ADL, Filho SA, Pinheiro MLB, Sarquis MIM, Pereira JO 2004. Atividade antimicrobiana de fungos
endofiticos isolados de plantas téxicas da Amazonia: Palicourea longiflora (Aubl.) Rich e Strychnos cogens bentham.
Acta amazénica, 34:185-195

Specian V, Orlandelli RC, Felber AC, Azevedo JL, Pamphilea JA 2014. Metabdlitos secunddrios de interesse farmacéutico
produzidos por fungos. Journal of Health Scienses, 16(4):345-51

Strobel G, Daisy B 2003. Bioprospecting for microbial endophytes and their natural products. Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 67(4):491-502.

Trager W, Jensen JB 1976. Human malaria parasites in continuous culture. Science Magazine, 193:673-675.

45



Oliveira, LA.; Oliveira, ].G.S.; Gasparotto, L, Jesus, MLA;
Rocha, L.C; Bentes, JL.S.; Kirsch, L.S.; Andrade, S.I.
Diversidade Microbiana da Amazoénia. vol. 3, 2019

Streptomyces sp.isolados da Amazonia como agentes de
biocontrole de fungos aflatoxigénicos

Sara Freitas de Sousa', Talita Cunha de Faria Liberal', José Jeosafd Vieira de Sousa Junior',
Brenna Victoria Laurido dos Santos', Monnik Zanella Fabian', Raphael Carlos Ferrer
de Santana?, Janete Magali de Araujo?, Siu Mui Tsai’, Silvia Katrine Rabelo da Silva'

! Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal do Oeste do Para (sara_freitas_stm@hotmail.com,
lytacunha@hotmail.com, josejeosatajrstm@hotmail.com, victorialaurido07 @gmail.com,
monnik_zanellal23@hotmail.com, katrinerabelo@gmail.com)

2Departamento de antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (raphaelferrerbti@gmail.com.
janetemagali@yahoo.com.br)

3 Universidade Federal de Sao Paulo (tsaicena@gmail.com)

Resumo

A utilizacao de microrganismos no controle de fitopatdgenos tém despertado interesse industrial, visto a
facilidade de manipulacao microbiana e a obten¢ao de seus metabdlitos secunddrios. As actinobactérias
sdo um grupo de bactérias consideradas uma fonte inesgotdvel de compostos bioativos como enzimas
que interferem no ciclo celular que ocasionam fortes danos a agricultura e, diante disto, neste estudo foi
avaliado o potencial antagénico de actinobactérias da rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans (maca-
caporanga) frente a espécies de Aspergillus. O isolamento bacteriano em meio Agar Asparagina levedura,
a partir de uma suspensao microbiana de 10 g de solo rizosférico, durante 21 dias a 37°C. Apds andlise
morfoldgica e molecular a partir do RNAr 16S e determinada a atividade antagonica das actinobactérias
isoladas contra os fitopatégenos Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger através do método de culturas
pareadas. Foram isoladas 11 actinobactérias do género Streptomyces sp., todas ativas contra os fitopatdge-
nos, com destaque para Streptomyces sp. MPO3, apresentando halos de inibicao de 29,08 mm e 37,75 mm
contra Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger, correspondendo a um potencial inibitério de 83,53% e
86,31 %, respectivamente. Estes dados qualificam estas actinobactérias como possiveis agentes microbia-
nos de biocontrole de Aspergillus, sendo portanto, uma fonte promissora de moléculas ativas.

Palavras-chave: Actinobacérias, aflatoxigénicos, controle biolégico.

Introducao

Fungos fitopatogénicos sao responsaveis pela decomposi¢ao de substratos celuldsicos, acarretando
desde o tombamento e mortalidade de plantas, podridao de sementes, estacas e do colo da planta, can-
cros, podriddes de raizes, estagnacdo de crescimento, murchas, manchas a queimas e mofo (Michereff
et al., 2005). Além disto, algumas espécies produzem micotoxinas, como ocorre nos géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillium (Sweeney e Dobson, 1999).

O consumo de alimentos contaminados com micotoxinas, tornou-se uma questao de satide publica de
propor¢ao mundial, sendo que a contaminagao destes alimentos pode ocorrer nos mais variados ambientes
e em diferentes condi¢des, desde o plantio, a colheita e 0 armazenamento do produto (Rudrew et al., 2013).

A utilizacao de fungos e bactérias no controle bioldgico de fitopatégenos tém despertado o interesse
industrial, visto a sua facilidade de manipulacao microbiana e a obtencao de seus metabdlitos secunda-
rios, que nao sofrem interferéncia de sazonalidade como ocorre nos metabdlitos produzidos por plan-
tas. Assim, a prospeccdo de microrganismos promissores capazes de resolver a problemadtica do setor
ambiental, agrondmico e florestal se apresenta como estratégia importante para a descoberta de novas
moléculas efetivas, principalmente contra microrganismos que apresentam resisténcia aos fungicidas
sintéticos comerciais (Bettiol e Morandi, 2009; Bettiol et al., 2012; Vasconcelos, 2008).

Nesse contexto, o grupo das actinobactérias, bactérias filamentosas Gram-positivas, recebem desta-
que, por serem consideradas uma fonte inesgotdvel de compostos bioativos oriundos do seu metabolismo
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secunddrio, produzindo moléculas de extrema diversidade quimica e acao bioldgica, como antibiéticos,
antitumorais, anti-inflamatdrios, antivirais, antiparasitdrios, imunossupressores, além da producao de
vitaminas, e enzimas, as quais interferem no ciclo celular dos fitopatégenos (Yarbrough et al., 1993;
Jesus, 2013; Minotto, 2014).

As actinobactérias, quando associadas ao seu hospedeiro, podem conferir efeitos benéficos, tais como
maior resisténcia a condigdes de estresse, altera¢cdes nas condicdes fisioldgicas, suprimento de nitrogé-
nio, producao de reguladores de crescimento vegetal e outros componentes como enzimas e farmacos.
Sao capazes de colonizar nichos ecolégicos também ocupados por fitopatégenos, sendo, portanto, possi-
veis de exercer o controle dos mesmos (Melo et al., 2006; Jesus, 2013).

Com isso, objetivou-se prospectar actinobactérias da rizosfera de Macacaporanga (Aniba parviflora),
assim como avaliar seu potencial antagonico frente a espécies de Aspergillus.

Material e Métodos

O isolamento bacteriano foi realizado a partir da suspensao microbiana de 10 g de solo rizosférico
preparada em tampao fosfato (pH 7,0), e cultivo em meio Agar Asparagina levedura durante 21 dias a
37°C. A selecao de actinobactérias foi realizada com base em anélise morfoldgica das coldnias em cultivo
nos meios International Streptomyces Project (ISP) (Pridham et al., 1956), e posteriormente andlise micro-
morfoldgica por microscopia 6ptica de luz comum e microscopia eletronica de varredura (LEO 5410LV)
para caracterizacao da cadeia de esporos.

O DNA bacteriano foi extraido conforme descrito por Stirling (2003) a partir da suspensao celular
(OD600 > 1.8) obtida em cultivo em meio liquido ISP2 a 30°C durante 72h. A reacao de amplificacao foi
realizada utilizando a enzima Platinum®.Taqg DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen 11304-011) seguin-
do as recomendacdes do fabricante, feitas em termociclador Bioneer MyGenie 96 Thermal block (Global
Genomics Partner) sob as seguintes condigdes: para o par de oligonucleotideos Eub338F/Act1159R 95°C
por 3’; 35 ciclos de 94°C (30”’), 68°C (30”’), 72°C (90”’); extensao de 72°C (7’) (FIERER et al., 2005), e para
o par fD1/rD1 95°C por 3’; 30 ciclos de 94°C (1°), 55°C (30”’), 72°C (2’); extensao de 72°C (7’). O produ-
to da PCR foi purificado utilizando o kit GFX (GE Healthcare 28-9034-70) e subclonado no vetor pCR™2.1-
TOPO® utilizando o kit TOPO TA Cloning (ThermoFisher Scientific 451641). O plasmidio clonado foi pro-
pagado em E. coli DH5-alpha e purificado utilizando o kit (Fermentas K0503). O sequenciamento Sanger
foi realizado em sequenciador ABI PRISM 3730 DNA ANALYZER, Applied Biosystems/Hitashi, utilizando
os oligonucleotideos iniciadores M13F (GTAAAACGACGGCCAGT) e M13R (AACAGCTATGACCATG) para
todos os fragmentos subclonados no vetor pCR™2.1-TOPO®. Para o completo sequenciamento do 16S
rRNA foi utilizado os oligonucleotideos (LANE, 1991) 341-357F (CCTACGGGAGGCAGCAGCAG), 685-
704f (GTAGSGGTGAAATACGTAGA) e 10991114f (GCAACGAGCGCAACCC). As sequéncias obtidas foram
analisadas no programa CLC Main Workbench versao 7.0. Os contigs foram comparados contra o banco
de dados BLAST para confirmacgao do género.

O antagonismo foi verificado por meio do teste de culturas pareadas (MORETTO; GIMENES-
FERNANDES; SANTOS, 2001), em que inicialmente, os isolados de actinobactérias foram repicados em
uma extremidade (1 cm da borda) em placas contendo o meio de cultura sabouraud dextrose dgar (SDA),
apos 96 horas de inoculagao, discos flingicos de Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger, com 5 dias de
crescimento, cultivados em dgar sabouraud dextrose (SDA) a 28°C, foram colocados em outra extremi-
dade (a 1 cm da borda) das placas SDA, opostas a actinobactéria. Placas sem o isolado de teste serviram
como controle. Os microrganismos foram incubados a 30 + 2°C por 4 dias. Apds a incubacao, a zona de
inibicao (em mm) foi medida e a inibicao do crescimento da colonia (%) foi calculada usando a férmula:
PI = (CT) / C x 100, onde PI é a porcentagem de inibi¢cao, C é o crescimento da col6nia do controle e T é
o crescimento de coldnias do patégeno em cultura dupla. Todos os isolados foram testados em triplicata.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os dados avaliados quanto a varidncia (ANOVA)
e a significancia estatistica determinada pelo Teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o software Assistat
Versao 7.6 beta (Silva, 2008).
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Resultados e Discussao

Foram isoladas cinco actinobactérias, as quais apresentaram coldnias bacterianas de aspecto velutino
e pulverulento, com bom desenvolvimento do micélio aéreo nos meios ISP com coloracao variando entre
branco e cinza, sendo que, apenas o isolado MPO11 produz pigmento vermelho em meio ISP2. A morfo-
logia da cadeia de esporos bacterianos observada variou entre cadeias retas longas, flexuosas ramificadas
e Retinaculum apertum, e a andlise das sequéncias de RNAr 16S obtidas apresentam similaridade entre
96 e 99% com o género Streptomyces sp.

As cepas de Streptomyces sp. foram ativas contra os fitopatégenos, com destaque para Streptomyces
sp. MPO3 (Figura 1), apresentando halos de inibicdo de até 29.1 mm e 37.7 mm contra os fungos
Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger, o que representa um potencial inibitério de 83,53 % e 86,31 %,
respectivamente (Tabela 1).

A andlise estatistica indicou maior atividade antifingica contra o microrganismo-teste Aspergillus
niger, o qual nao foi inibido apenas por Streptomyces sp. MPO10. Os dados diferem estatisticamente aos
do teste com o fungo Aspergillus parasiticus, com halo de inibi¢ao de 27,90 mm.

Tabela 1. Atividade antifiingica de actinobactérias isoladas da rizosfera de Aniba parviflora.

solado Aspergillus parasiticus Aspergillus niger

Zona de inibicdo (mm) Pl (%) Zona de inibicdo (mm) Pl (%)
MPO3 29,08" 83,53 37,75% 86,317
MPO7 27,73% 80,36™ 33,97% 7842
MPO8 27,97% 80,95% 36,83 84,39%
MPO10 27,90% 80,75 0,00 0,00%
MPO11 20,53% 63,29% 34,90" 80,35%

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna ou maiuscula na linha, néo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott. Pl = Percentual inibitério (p<0.05).

Mag ¢ BOOKX EWT=1000KY WD= 11mm

Figura 1. Aspecto morfolégico de Streptomyces sp. MPO3. A. Micélio aéreo no meio ISP-2. B. Microscopia de
varredura da MPO3.
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Quando submetidos ao tratamento com Streptomyces sp. MPO11, foi constatada maior atividade contra
Aspergillus niger, diferindo estatisticamente de A. parasiticus, sendo registrado zonas de inibicao de 34,90
mm e 20,53 mm, respectivamente. As zonas de inibicao encontradas neste trabalho foram superiores quando
comparadas com Vasconcelos (2008) que ao avaliar o efeito de espécies de actinobactérias sobre fitopatége-
nos, por meio do teste de contato direto, verificou que ap6s 10 dias de contato, cincos das seis melhores acti-
nobactérias selecionadas mantiveram a inibicao contra Fusarium sp. isolado de sementes de milho com halos
de inibicao de aproximadamente 4 mm. Li et al. (2011) também pdde constatar uma inibicao pronunciada
de Streptomyces sp. Contra o patégeno M. oryzae, sendo descrita com uma zona de inibicao de até 35 mm.

Conclusao

Os dados revelam o potencial do género Streptomyces como fonte alternativa de moléculas antiftin-
gicas efetivas no controle de fungos aflatoxigénicos do género Aspergillus, sendo um forte aliado a agri-
cultura sustentavel, podendo auxiliar na diminuicao do uso de produtos quimicos que ainda constituem
uma das principais préticas utilizadas em plantas cultivadas.
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Resumo

A carne moida destaca-se dentre os produtos carneos populares e pode oferecer um elevado risco de
contaminacao. Por ter uma maior superficie de contato e sofrer maior manipulacao, pode se tornar um
importante veiculador de microrganismos patogénicos, que comprometem a seguran¢a do produto, além
da contaminagao por microrganismos deteriorantes que prejudicam sua qualidade. O objetivo desse tra-
balho foi avaliar a contagem de Staphylococcus aureus coagulase positiva na carne moida comercializada
na cidade de Manaus, Amazonas. Foram analisadas duas redes de mercados com seis coletas em cada
e cinco coletas em agougues. De cada estabelecimento, foram adquiridas duas embalagens, sendo uma
proveniente de carne previamente moida e outra da carne moida no momento da aquisicao, totalizando
34 amostras entre janeiro e maio de 2018. As andlises seguiram a metodologia preconizada pela IN n.
62 de 2003 do MAPA. Nao houve diferenca significativa na contagem de Staphylococcus aureus quando
comparadas a carne moida na aquisicao e a carne previamente moida. Somente duas amostras (5,88%),
de carne previamente moida, apresentaram bactérias coagulase positivas, sendo uma do Supermercado B
e outra de agougue. Estas contagens estavam acima do permitido pela legislacao, possivelmente devido a
falhas durante o processamento e manipulacao, associados a forma de exposicao do produto. E impres-
cindivel a adogao de corretas prdticas de higiene, manipulagao e acondicionamento, visando minimizar
possiveis riscos a satde do consumidor.

Palavras chaves: higiene, toxina, seguranca dos alimentos.

Introducao

A carne bovina é um alimento essencial a alimentacao humana, fundamental a manutencao das taxas
de nutrientes e provisao de proteinas, dcidos graxos, vitaminas e minerais para o bom funcionamento
do organismo. Devido o menor poder aquisitivo, a sociedade prefere carnes que também possuem bons
parametros nutricionais, mas com menor valor de mercado, como a carne de frango e peixes.

Portanto, uma forma alternativa e econémica de ter acesso aos beneficios da carne bovina é através
da carne moida, que se destaca dentre os produtos carneos mais populares pelo seu preco reduzido, pra-
ticidade no preparo e disponibilidade nos mais variados estabelecimentos de comercializacao de carnes
(Motta et al., 2000).

Seu processo produtivo consiste na moagem dos tecidos cdrneos, o que torna o produto mais exposto
e passivel a contaminac¢ao. Por ter uma maior superficie de contato e sofrer maior manipulacao, pode se
tornar num importante veiculador de microrganismos patogénicos, que comprometem a seguran¢a do
produto e pode ser contaminado por microrganismos deteriorantes que prejudicam sua qualidade.

O Cddigo Sanitario de Manaus descreve que nos estabelecimentos que comercializam carnes ser4 fa-
cultada a venda de carne fresca moida, sendo feita essa operagao obrigatoriamente na presenca do com-
prador, ficando, porém, proibido manté-la estocada nesse estado (Manaus, 1997). Entretanto, é comum
encontrarmos a carne moida exposta nas vitrines dos balcoes frigorificados de agougues e supermercados
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em Manaus, contrariando a legislagao vigente. Aliado a temperatura e acondicionamento inadequados,
maus habitos de higiene dos manipuladores ou ainda limpeza e sanitizacao deficiente de equipamentos
e utensilios, pode se tornar um risco iminente a satide do consumidor.

Dentre as doencas transmitidas por alimentos, hd destaque aos surtos ocasionados por Staphylococcus
aureus. A presenca desse microrganismo no alimento é decorrente de préticas inadequadas de higiene e
manipulacao, uma vez que o mesmo estd presente na pele e mucosas do ser humano, bem como sani-
tizacao de equipamentos. Conforme Hennekinne et al.(2012), a intoxicacao alimentar por estafilococcos
resulta da ingestao de enterotoxinas estafilocdcicas pré-formadas em alimentos por cepas enterotoxigéni-
cas de Staphylococcus, em especial as cepas coagulase positivas.

Essas enterotoxinas sao resistentes ao calor e a acao das enzimas intestinais (Brooks et al., 2000) e
contagens proximas a 10° UFC/g indicam risco epidemiolégico, porque esse é o nimero compativel com
o inicio da produgao de enterotoxina, uma vez que a linhagem em questdo seja capaz de produzi-la
(ICMSF, 2000). Esse estudo teve como objetivo avaliar a contagem de Staphylococcus aureus coagulase
positiva na carne moida comercializada na cidade de Manaus, Amazonas.

Material e Métodos

Foram analisadas duas redes de mercados com seis coletas em cada e cinco coletas em agougues,
contemplando as diferentes regidoes da cidade para uma melhor distribuicao da amostragem. De cada
estabelecimento, foram adquiridas duas embalagens, sendo uma proveniente de carne previamente mo-
ida e outra da carne moida no momento da aquisi¢ao, totalizando 34 amostras analisadas entre janeiro
e maio de 2018.

As amostras foram acondicionadas na sua embalagem original em caixa isotérmica com gelo recicla-
vel em temperatura ndo superior a 8°C, e enviadas imediatamente ao laboratdrio para processamento.
As analises foram realizadas no Laboratério de Ciéncias Bioldgicas e da Satide do Campus Manaus Zona
Leste do Instituto Federal do Amazonas (IFAM).

Inicialmente, foram pesadas assepticamente 25g da amostra de carne moida e colocada em Erlenmeyer
contendo 225mL de solucao salina peptonada 1% tamponada. A homogeneiza¢ao da amostra foi feita
com agita¢ao manual durante um minuto. Em seguida foram realizadas dilui¢des subsequentes de 102 a
10, em solugao salina peptonada 0,1 %.

Foram inoculados 0,1mL das diluicoes selecionadas (1°! a 10*) em placas contendo meio Agar Baird-
Parker (BPA), suplementado com emulsao de gema de ovo 5% e telurito de potdssio 0,01 %, e espalhado
sob a superficie do meio com auxilio de al¢ca de Drigalski. As placas (Figura 1) que continham entre 20
e 200 colonias foram selecionadas para contagem, verificando a presenca de colonias tipicas (negras
brilhantes com anel opaco, rodeadas por um halo claro, transparente e destacado sobre a opacidade do
meio) e coldnias atipicas (acinzentadas ou negras brilhantes, sem halo ou com apenas um dos halos)
(Brasil, 2003).

Foram selecionadas cinco coldnias, confirmadas pela técnica de Gram como cocos Gram positivos
(Figura 2), para semeadura em tubos contendo Caldo Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHI), para a multi-
plicacao das bactérias com incubacao de 36°C por até 24 horas e realizacao dos testes confirmatorios de
catalase e coagulase (Brasil, 2003).

A prova de catalase (Figura 3) foi realizada com a utilizacao de uma aliquota de peréxido de hidro-
génio a 3% adicionado com aliquota de igual quantidade da amostra, como prova confirmativa para
Staphylococcus aureus. Para verificar a produgao de coagulase (Figura 4), foram adicionados 0,3 mL da
cultura em tubos estéreis com 0,3 mL de plasma de coelho e incubado a 35 ou 37 °C, por 4 a 6 horas.
Os tubos foram inclinados, sendo considerados positivos os testes em que o codgulo ocupava mais da
metade do volume original (Brasil, 2003).
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Figura 1. Placa de BPA com coldnias tipicas e Figura 2. Identificacao morfotintorial (cocos
atipicas de Staphylococcus aureus. agrupados em cachos de uva, Gram +)

Figura 3. Prova de catalase Figura 4. Prova de coagulase

Para a andlise das contagens foi utilizada Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do Teste de Tukey
para comparacao entre os tratamentos. As andlises estatisticas foram realizadas com a utilizacdao do
Software InStat 3.1 (Graphpad), todos a um nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

Os valores médios em nimeros absolutos da contagem de Staphylococcus aureus foram elevados tanto
para a carne moida na aquisi¢ao quanto para a carne previamente moida. Todavia ndao houve diferenca sig-
nificativa entre as duas formas de comercializacdao (Tabela 1). A legislacao brasileira nao estabelece limite
maximo aceitavel de Staphylococcus aureus para carne moida, contudo define para produtos carneos crus,
refrigerados ou congelados como hamburgueres, almdndegas, quibe e similares, que levam carne moida
como ingrediente principal, o valor de 5,0 x 10° UFC/g para S. aureus coagulase positiva (Brasil, 2001).
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Apesar de estarem presentes em nimeros elevados, a maior parte dos isolados nao produzia coagulase
e, portanto, apresentam baixo risco para producao de toxinas (Hennekinne et al., 2012). Esses dados evi-
denciaram uma baixa qualidade microbiolégica nos dois processos. Independente da forma de comerciali-
zagao, é fundamental que sejam cumpridos os procedimentos de boas praticas de higiene e manipulagao.

Dentre as amostras analisadas, somente duas de carne previamente moida apresentaram-se como
sendo coagulase positivas, sendo uma amostra do Supermercado B (7 x 10° UFC/g) e uma amostra de
acougue (1,2 x 10° UFC/g), representando 5,88% do total de amostras. Estas contagens estavam acima
do permitido pela legislacao (Brasil, 2001), possivelmente devido a falhas durante o processamento e
manipulacdo associados a forma de exposicao do produto, o que constitui risco a satide do consumidor.
Conforme descreveram Germano e Germano (2008), a presenca em niveis elevados nos alimentos de
bactérias do género Staphylococcus sugere contaminagao durante o processamento, por falta de higiene
dos manipuladores. Almeida et al.(2010) afirmam que S. aureus coagulase positiva estd geralmente rela-
cionada a cepas patogénicas, além da possibilidade de apresentarem resisténcia a antibiéticos.

Quando comparados os resultados do Supermercado A com B para Staphylococcus aureus, nao houve di-
ferenca significativa (Tabela 2). Todavia ambos diferiram significativamente dos agougues, indicando falhas
no processamento da carne comercializada nesses estabelecimentos. Isso ocorre devido o descumprimento
dos requisitos bdsicos de higiene e manipulagao, além da auséncia de infra-estrutura compativel com as
atividades, levando a contaminacao cruzada durante as diferentes etapas do processamento do alimento.

Tabela 1. Valores médios + desvio padrao (DP) da contagem de Staphylococcus aureus,
obtidos das amostras de carne moida na aquisicao e carne previamente moida.

Staphylococcus aureus
Forma de comercializacao n
log,,UFC/g + DP UFC/g
Moida na aquisicao 17 5,59 + 0,66 39x10°
Previamente moida 17 5,77a+0,66 59x10°

Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente entre si (ANOVA/Tukey, p<0,05).

Tabela 2. Valores médios + desvio padrao (DP) da contagem de Staphylococcus aureus,
obtidos das amostras de carne moida de duas redes de mercados e agougues.

Staphylococcus aureus
Estabelecimento n
log,,UFC/g + DP UFC/g
Supermercado A 12 5,58b+0,76 38X10°
Supermercado B 12 538b+0,53 24x10°
Acougues 10 5,96a + 042 9,1x10°

Médias na mesma coluna com letras iguais nao diferem significativamente entre si (ANOVA/Tukey, p<0,05).

Conclusoes

Os resultados indicaram que 5,88% das amostras de carne moida comercializada em Manaus encon-
travam-se fora do padrao aceitdvel para Staphylococcus aureus coagulase positiva e apresentaram conta-
gens acima de 10° UFC.g! para Staphylococcus aureus.

E imprescindivel a adocdo de corretas préticas de higiene, manipulacdo e acondicionamento, bem
como, investimentos em programas de capacitagao para manipuladores de alimentos, visando minimizar
possiveis riscos a saude do consumidor.
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Resumo

A busca por uma alimentagdo mais sauddvel tem levado os consumidores a adquirirem produtos com
elevado valor nutricional, como a granola e sementes oleaginosas. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a qualidade microbioldgica de granola, chia, castanha-do-Brasil e linhaga marrom comercializados em
emporios da zona Centro-Sul da cidade de Manaus. Foram avaliadas as presencas de bactérias e fungos
em amostras de granola e sementes oleaginosas. Para a contagem de coliformes a 45°C foi utilizada a
Técnica do Numero Mais Provédvel (NMP). Dos tubos considerados positivos na contagem de coliformes
foi retirada uma alg¢ada e inoculada em Caldo EC (Escherichia coli) para verificar a presenca de E. coli. A
presenca de Salmonella sp. foi avaliada por plaqueamento seletivo diferencial. Em todas as amostras foi
verificada contaminacao por bactérias ou fungos. Houve prevaléncia de coliformes termotolerantes e fun-
gos em todas as amostras, com contagens variando de 3 a 11 NMP/g e 1x10 a 2,5 x 10> UFC/g, respectiva-
mente. Em nenhuma amostra foi evidenciada contaminacao por Salmonella sp. e Escherichia coli. Todas
as amostras estavam em conformidade com a legislagao vigente. Contudo, os resultados demonstram a
necessidade de melhoria nas etapas de producao e armazenamento dos produtos para manutencao da
salide do consumidor.

Palavras-chave: Alimentos, Castanha-do-Brasil, Coliformes, Fungos, Microbiologia.

Introducao

A busca pela melhoria da qualidade de vida tem levado os consumidores a comprarem alimentos
mais sauddveis. Neste sentido, houve incremento do consumo de alimentos que, além de fornecerem nu-
trientes bdsicos, ainda contém compostos bioativos que auxiliam na prevencao de doengas degenerativas
(Porfirio et al., 2014; Dias, 2016).

A utilizagdo de alimentos a base de cereais na dieta humana promove o aumento da ingestao de fibra
dietética, vitaminas e compostos antioxidantes (Padmashree et al., 2012). A granola tem se destacado como
um produto alimenticio, elaborado com cereais, que possui elevado valor nutricional (Mendoza et al., 2016).

Estudos demonstram aumento do consumo de sementes oleaginosas como as castanhas, a chia, a
linhaca e o amendoim, que sao fontes de carboidratos, proteinas, fibras e sais minerais. Compostos com
atividade biolégica como a vitamina E, 6mega 3 e 6, também encontrados nestas oleaginosas, sao impor-
tantes para a prevencao de doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e diversos tipos de cancer (Grilo
et al., 2013; Eckert e Almeira, 2014).

No Brasil, o consumo de granola e sementes oleaginosas tem crescido a cada ano. Contudo, 0 armazena-
mento e a manipulaciao inadequada de produtos alimenticios pelos consumidores contribuem para a contami-
nacao destes alimentos por fungos e bactérias que além de causar deterioragao, reduzem o valor nutricional,
alteram as qualidades organolépticas e podem causar doengas graves em humanos (Stelato et al., 2010).
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As doengas transmitidas por alimentos (DTAS) constituem um dos problemas de saide publica mais
relevante da atualidade. As DTAS sdao causadas por bactérias e virus, que infectam o organismo humano
devido a ingestao de 4gua ou alimentos contaminados (Oliveira et al., 2010). Outros organismos asso-
ciados as DTAS sao os fungos produtores de micotoxinas que causam intoxicagdes, imunossupressao,
teratogénese, mutagénese, além de estarem relacionadas com o desenvolvimento de diversos tipos de
cancer (Chen et al., 2015; Moreira, 2016).

Considerando que produtos alimenticios tais como a granola e as sementes oleaginosas podem ser
contaminadas por microrganismos e o consumo desses produtos alimenticios tem crescido nos ultimos
anos, o objetivo deste projeto foi avaliar a qualidade microbioldgica de granola e sementes oleaginosas
comercializadas em empérios da Zona Centro Sul Cidade de Manaus - AM.

Material e Métodos

Amostras de Castanhas-do-Brasil, chia, granola e linhaga marrom foram adquiridas em empdrios,
denominados A, B, C e D, localizados na Zona Centro Sul da cidade de Manaus. De cada estabelecimen-
to comercial, foram adquiridas quatro amostras dos produtos alimenticios supracitados, constituindo
um total de 16 amostras. Apds aquisicao, os produtos alimenticios foram conduzidos ao laboratério de
Microbiologia da Faculdade Estdcio do Amazonas.

Para realizar a contagem de coliformes a 45 °C e Escherichia coli foi utilizada a Técnica do Numero
mais provdvel (NMP). Para a contagem presuntiva de coliformes totais, 25 g de cada formulagdao do
molho foram homogeneizados em 225 mL de 4gua peptonada 0,1% (p/v), correspondendo a diluicao
10!, Diluicoes decimais 102 e 103 foram preparadas com o mesmo diluente. Aliquotas de 1 mL de cada
diluicao foram inoculadas em trés tubos com Caldo Lauril Sulfato contendo tubos de Durhan invertidos
que foram incubados a 35 °C por 24 a 48 horas. Ap6s este periodo, dos tubos com indicagao de contami-
nacao (turvos e com producgao de gds) foi transferida uma algada para tubos contendo caldo EC incubado
a 44,5° C, por 24 horas. Os tubos considerados positivos foram comparados com a Tabela do Numero
Mais Provavel (NMP).

Para avaliacao da presenca de Salmonella sp. foi realizado o pré-enriquecimento, homogeneizando-
se 25 g de amostra com 225 mL de caldo de pré-enriquecimento que foi incubado a 35 °C por 24 horas.
Em seguida, foi realizado o enriquecimento em caldos seletivos, inoculando-se 1 mL do pré-enrique-
cimento em tubos com 10 mL dos caldos Selenito - Cistina e 0,1 mL no caldo Rappaport, incubados a
35 °C (24 horas) e 42 °C (24 horas), respectivamente, em banho-maria. Apds incubacao, foi realizado
o plaqueamento seletivo diferencial em placas contendo dgar Hektoen-Enteric (HE), dgar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD), dgar Bismuto Sulfito (BS), incubados a 35 °C por 24 horas.

Para a contagem de fungos filamentosos e unicelulares foi utilizada a técnica por espalhamento em
superficie, em que foram pesados assepticamente 25g da amostra e diluido em 225ml de 4gua pepto-
nada a 0,1% (p/v) e homogeneizada. Em seguida foram realizadas as dilui¢cdes seriadas (102 e 10?).
Posteriormente, foi retirado 0,1 ml de cada diluicao e inoculado em placas contendo Agar Dicloran
Glicerol 18%, com o auxilio da al¢a de Drigalski. As placas foram incubadas entre 22-25°C por 5 dias sem
inverter. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por grama.

Resultados e Discussao

Os resultados da qualidade microbioldgica da granola, castanha-do-Brasil e linhaga marrom comer-
cializadas nos empdrios da zona Centro-Sul da cidade de Manaus foram comparados com RDC N° 12 de
02 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) (Brasil, 2001). A semente
de chia, de acordo com o Guia para Comprovagao da Seguranca de Alimentos e Ingredientes, é classi-
ficada como um produto alimenticio sem histérico de uso e, portanto, sem parametros microbioldgicos
especificos disponiveis na legislacao Brasileira. Neste sentido, a andlise microbiolégica deste alimento foi
comparada com os padrdes microbioldgicos preconizados na legislagao argentina, conforme citado por
Coelho e Salas-Mellado (2014).
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Na anélise microbioldgica das amostras de granola foi observada a presenca de fungos com conta-
gens variando de 10 a 20 UFC/g. Neste produto alimenticio também foi observada contaminagao por
coliformes termotolerantes (3 a 11 NMP/g). Nao houve crescimento de E. coli e nem de Salmonella sp
(Tabela 1). De acordo com a legislacao brasileira, todas as amostras de granola estao dentro dos padroes
sanitarios vigentes. Vecchia e Castilhos-Fortes (2007) também evidenciaram contamina¢ao por fungos
em amostras de granola comercializadas em Porto Alegre. Santos et al. (2013) relataram que amostras de
granola vendidas em Teresina-PI apresentaram 80% de contaminagdo por fungos.

Nas amostras de castanha-do-Brasil analisadas foi evidenciada a contaminagao por coliformes termo-
tolerantes e fungos em 50 % e 25% dos produtos alimenticios. Nao foi observado crescimento de E. coli
e nem de Salmonella sp (Tabela 2).

Martins e Martins (2011) evidenciaram a presenca de coliformes termotolerantes (<3 a 240 NMP/g)
em amostras de améndoas de castanha-do-Brasil comercializadas em Rio Branco-AC. Eglezos et al.
(2008) nao observaram crescimento de E. coli em castanha-do-Brasil. Midorikawa et al. (2008) e Costa et
al. (2016) também constataram a presenca de fungos em amostras de castanha-do-Brasil. As contagens
tanto de fungos como de bactérias estao em acordo com a Legislacao Brasileira que preconiza valores de
10° para coliformes a 45°C e nao reporta valores para contagem de fungos.

No presente estudo, 50% das amostras de chia demonstraram contaminagao tanto por fungos como
para coliformes termotolerantes (Tabela 3). Na literatura cientifica ha poucos dados em relacao a qualida-
de microbiolégica de sementes de chia. Wanderley e Oliveira (2014) relataram contaminag¢ao por fungos
em 35% das amostras de chia comercializadas em Recife-PE.

Tabela 1. Andlise microbioldgica de granola comercializada em emporios da zona centro sul de Manaus.

Empérios Fungos (UFC/q) Coliformes a 45 °C (NMP/g) Escherichia coli (NMP/g) Salmonella sp. (UFC/g)
A Auséncia <3 Auséncia Auséncia
B Auséncia 11 Auséncia Auséncia
C 20 <3 Auséncia Auséncia
D 10 3 Auséncia Auséncia
Legislacao Sem padrao 500 Sem padrao Auséncia

Tabela 2. Andlise microbiolégica de Castanha-do-Brasil comercializada em empérios da zona centro sul de Manaus.

Empoarios Fungos (UFC/g) Coliformes a 45 °C (NMP/q) Escherichia coli (NMP/q) Salmonella sp. (UFC/g)
A Auséncia 1 Auséncia Auséncia
B Auséncia <3 Auséncia Auséncia
C 40 <3 Auséncia Auséncia
D Auséncia 3 Auséncia Auséncia
Legislacao Sem padrao 1000 Sem padrao Auséncia

Tabela 3. Andlise microbioldgica de chia comercializada em empdrios da Zona Centro Sul de Manaus.

Empoarios Fungos (UFC/g) Coliformes a 45 °C (NMP/g) Escherichia coli (NMP/g) Salmonella sp. (UFC/g)
A 50 3 Auséncia Auséncia
B Auséncia 1M Auséncia Auséncia
C 20 <3 Auséncia Auséncia
D Auséncia <3 Auséncia Auséncia

Legislacao Sem padrao Sem padrao Sem padrao Sem padrao
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As amostras de linhaga apresentaram contagens de fungos variando de 10 a 250 UFC/g, enquanto
que o quantitativo de coliformes termotolerantes foi 3 NMP/g. Nao foi evidenciado crescimento de
Salmonella sp. (Tabela 4).

Borges e Bonnas (2011) verificaram contagens de <0,3 a 1,1 x 10* NMP/g de coliformes termotole-
rantes e quantitativos de 10° a 8x10° para fungos filamentosos. Neste estudo também nao foi verificada a
presenca de Salmonella sp. em amostras de linhaga marrom. Vinicius et al. (2014) relataram que 59,27 %
de amostras de linhaga comercializadas em Montes Claros-MG estavam com contagens de fungos acima
de 1x10° UFC/g. Moura et al. (2013) verificaram a contaminagao em amostras de linhaca comercializadas
em Natal-RN.

No presente estudo, todas as amostras estavam de acordo com os padrdes exigidos pela legislacao
vigente. Dados ausentes. Na literatura cientifica é descrito que fungos e bactérias produzem e excretam
compostos bioativos com propriedades toxigénicas. Neste sentido, sdo citadas as micotoxinas que sao
metabdlitos secunddrios sintetizados por fungos durante sua proliferacao, na época da colheita, durante
0 processamento ou armazenamento. Estas toxinas quando ingeridas em altas concentragoes podem
causar doencas ou morte de humanos e animais (Abbas et al., 2017).

A proliferacdo de microrganismos pode causar mudancas na cor, textura, sabor e odor em alimentos.
Os fatores mais importantes que afetam o crescimento microbiano em alimentos sao divididos em: (a)
fatores intrinsecos, que incluem o contetido de nutrientes, atividade de dgua, valor de pH, potencial re-
dox, presenca de substancias antimicrobianas e barreiras mecanicas; (b) fatores extrinsecos, como a tem-
peratura de armazenamento, a composi¢cao de gases e umidade relativa do ar na atmosfera que envolve
os alimentos; (c) fatores de processamento, que incluem tratamentos como aquecimento, resfriamento e
secagem que afetam a composicao do alimento e também afetam os tipos e nimeros de micro-organis-
mos que permanecem nos alimentos apds o tratamento tecnoldgico (Qadri et al., 2015).

Tabela 4. Andlise microbioldgica de linhaga marrom comercializada em empérios da zona centro sul de Manaus.

Emparios Fungos (UFC/g) Coliformes a 45 °C NMP/g Escherichia coli (NMP/g) Salmonella sp. (UFC/g)
A Auséncia 3 Negativo Auséncia

B Auséncia 3 Negativo Auséncia

C 250 <3 Negativo Auséncia

D 10 3 Negativo Auséncia
Legislacao Sem padrdo 100 Sem padrdo Auséncia
Conclusoes

Nas amostras de granola, chia, castanha-do-Brasil e linhaca marrom predomina a contaminagao por
fungos e coliformes termotolerantes, mas nao hd presenca de Salmonella sp e de Escherichia coli.

Os resultados demonstraram que todas as mostras estao de acordo com os padrdes estabelecidos pela
legislacao brasileira.

A presenca de coliformes termotolerantes indicam que héd necessidade de melhoria nos processos de
producao e armazenamento destes produtos alimenticios.

Referéncias

Abass AB, Awoyale W, Sulyok M, Alamu EO 2017. Occurrence of regulated mycotoxins and other microbial metabolites
in dried cassava products from Nigeria. Toxins, 9(207):1-15.

Borges CBF, Bonnas DS 2011. qualidade microbiolédgica da linhaga (Linum usitatissimum L.) in natura comercializada
no municipio de Uberlandia-MG. Enciclopédia Biosfera, 7(12): 1-8.

ANVISA Brasil. Ministério da Satide. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria de Alimentos. Resolugcdo RDC n.12 de
02 de janeiro de 2001. Aprova o regulamento técnico sobre padroes microbiolégicos para alimentos. Didrio Oficial
da Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DF, 10 de janeiro de 2001.



Microbiologia de Alimentos

Chen AJ, Jiao X, Hu Y, Lu X, Gao W 2015. Mycobiota and mycotoxins in traditional medicinal seeds from China.
Toxins, 7:3858-3875.

Coelho MS, Salas-Mellado MM 2014. Composicdao quimica, propriedades funcionais e aplicagdes tecnoldgicas da
semente de chia (Salvia hispanica L) em alimentos. Brazilian Journal of Food Technology, 17(4):259-268.

Costa DA, Alvares VS, Nogueira RM, Kusdra JF, Maciel VT, Miqueloni DP 2016. Quality of Brazil nuts stored in forced
aeration silos. Revista Ceres, 63(3):305-314.

Dias BF, Santana GS, Pinto EG, Oliveira CFD 2016. Caracterizagao fisico-quimica e analise microbioldgica de cookie
de farinha de aveia. Revista de Agricultura Neotropical, 3(3):10-14.

Eckert RG, Almeira PGO. 2014. Andlise centesimal e dosagem de 6mega 3 em semente de chia (Salvia hispanica) e
semente de linhaca (Linum usitatissimum), Revista Varia Scientia Agrdrias, 4(1):49-64.

Eglezos S, Huang B, Stuttard E 2008. A survey of the bacteriological quality of preroasted peanut, almond, cashew,
hazelnut, and Brazil nut kernels received into three australian nut-processing facilities over a period of 3 years.
Journal of Food Protection, 71(2):402-404.

Grilo EC, Costa PN, Lima MSR, Ribeiro PPC, Beserra AFL, Dimenstein R 2013. Determinac¢ao de vitamina E na castanha
de caju e sua relagdo com a recomendacgao nutricional em humanos. Revista do Instituto Adolfo Lutz, 72(1):41-46.

Martins LMO, Martins WMO 2011. Parametros de qualidade de améndoas de castanha do Brasil comercializadas em
Rio Branco-Acre. Revista Brasileira de Tecnologia Agroindustrial, 5(2):542-549.

Mendoza VS, Santos LL, Sanjinez-Argadofia EJ 2016. Elaboragao de granola com adi¢ao de polpa e castanha de bacuri
para consumo com iogurte. Evidéncia, 16(2):83-100.

Midorikawa GEO, Pinheiro MRR, Vidigal, BS, Arruda MC, Costa FF, Pappas Jr GJ, Ribeiro SG, Freire F, Miller RNG
2008. Characterization of Aspergillus flavus strains from Brazilian Brazil nuts and cashew by RAPD and ribosomal
DNA analysis. Letters in Applied Microbiology, 47:12-18.

Moreira MF, Oliveira TR, Vieira IGP, Freire FCO, Silva SC, Ribeiro LM, Guedes MIF 2016. Occurrence of fungi and
aflatoxins B in nuts and products marketed the Brazilian northeastern regions. Revista do Instituto Adolfo Lutz,
75:1698.

Moura EF, Rosa MS, Nascimento IC, Souza MAS 2013. Estabilidade fisico-quimica e microbioldgica de linhaga durante
estocagem. Revista UNI-RN, 12(1):55-71.

Oliveira ABA, Paula CMD, Capalonga R, Cardoso MRI, Tondo EC 2010. Doengas Transmitidas por alimentos, principais
agentes etioldgicos e aspectos gerais: uma revisao. Revista HCPA, 30(3):279-285.

Padmashree A, Sharma GK, Srihari KA, Bawa AS 2012. Development of shelf stable protein rich composite cereal bar.
Journal of Food Science and Technology, 49(3):335-341.

Porfirio E, Henrique VSM, Reis MJA 2014. Elaboracao de farofa de graos, sementes oleaginosas e castanha de caju:
composi¢ao de fibras, dcidos graxos e aceitacao. Brazilian Journal of Food Technology, 17(3):185-191.

Qadri OS, Yousuf B, Srivastava AK, Yildiz F 2015. Fresh-cut fruits and vegetables: Critical factors influencing
microbiology and novel approaches to prevent microbial risks-A review. Cogent Food & Agriculture, 1(1):1-11.

Santos MRR, Cardoso Filho FC, Lima VBS, Sousa AWB, Caldas ML, Muratori MCS 2013. Pesquisa de fungos produtores
de ocratoxina A em granola comercializada. Revista do Instituto Adolfo Lutz, 72(3):206-10.

Stelato MM, Concon MM, Shimada D, Srebernich SM 2010. Contaminacao fliingica em barras de cereais comercializadas.
Revista do Instituto Adolfo Lutz, 69(3):285-90.

Vecchia AD, Castilhos-Fortes R 2007. Contaminagao fungica em granola comercial. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
27(2):324-327.

Vinicius J, Prince PMA, Gongalves MR, Carvalho PM 2014. Andlise flingica e pesquisa de aflatoxina na linhaca
comercializada no municipio de Montes Claros-MG. Tecnologia & Ciéncia Agropecudria, 8(3):39-43.

Wanderley K, Oliveira I 2014. Determinacao da Presenca de Micotoxinas em Sementes de Chia (Salvia Hispanica)
e Quinoa (Chenopodium Quinoa) Comercializadas no Municipio de Recife-Pe. In: Anais do 12° Congresso
Latinoamericano de Microbiologia e Higiene de Alimentos - MICROAL 2014 [Blucher Food Science Proceedings,
1(1)]. Sao Paulo: Editora Blucher.

59



60

Oliveira, LA.; Oliveira, ].G.S.; Gasparotto, L, Jesus, MLA;
Rocha, L.C; Bentes, JL.S.; Kirsch, L.S.; Andrade, S.I.
Diversidade Microbiana da Amazoénia. vol. 3, 2019

Colonizacao radicular por fungos micorrizicos arbusculares
em frutiferas componentes de Sistemas Agroflorestais de duas
propriedades rurais do Amazonas

Ingrid Candido de Oliveira Barbosa', Francisco Wesen Moreira?, Luiz Antonio de Oliveira?

'Bolsista INPA
2Pesquisadores do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
Emails: ingridcandido.bio@gmail.com, wesen@inpa.gov.br; luiz.oliveira@inpa.gov.br

Resumo

Relagdes entre microrganismos do solo e raizes de plantas superiores sao importantes, devido aos be-
neficios/danos que proporcionam as plantas dependendo da natureza mutualistica ou patogénica dos
hospedeiros. Em Sistemas Agroflorestais (SAFs), essas relagdes sao complexas, estimulando o cresci-
mento vegetal, por meio de interagdes mutualisticas com microrganismos. Entender essas interagdes é
importante, pois elas sao afetadas por condi¢oes endoclimaticas. O trabalho teve como objetivo, avaliar
a ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) nas raizes de frutiferas pertencentes a dois
Sistemas Agroflorestais. As coletas das raizes foram realizadas nos meses de agosto/2012 (estacdo seca)
e mar¢o/2013 (estacdao chuvosa). No SAF 1, localizado na Comunidade Rural do Brasileirinho, Manaus,
coletou-se raizes de maracujd, cupuagu, banana, acgai e laranja. No SAF 2, localizado em uma proprieda-
de rural no municipio de Presidente Figueiredo, acai, banana, cupuagu, rambutan e goiaba. As coloni-
zagoes radiculares foram avaliadas em 50 segmentos de raiz (1 cm) por planta e analisadas com auxilio
de microscépio. Na época seca, a colonizagao radicular com hifas de FMAs nas espécies do SAF 1 variou
de 1,9 a 20,8%, e 0,6 a 15,2% com vesiculas. Houve pouca presenca de arbusculos. Todas as espécies
de frutiferas apresentaram raizes colonizadas com fungos micorrizicos arbusculares nos dois Sistemas
Agroflorestais avaliados. Houve uma predomindncia de colonizagdo radicular na época chuvosa, quando
comparada com a época seca. A espécie com maiores percentuais de raizes colonizadas foi a bananeira.
As espécies com menores colonizagoes radiculares por FMAs no SAF 1 foram o cupuacguzeiro, acgaizeiro e
a laranjeira. No SAF 2, as espécies com menores colonizagdes radiculares por FMAs foram as goiabeiras
na época seca e 0s acaizeiros e rambutanzeiros na época de chuvas. Pelas quantidades de raizes com
hifas, as associagdes plantas-fungos micorrizicos arbusculares nesses dois Sistemas Agroflorestais devem
estar contribuindo para a nutri¢ao e absor¢ao de dgua pelas plantas.

Palavras-chave: Ecologia microbiana, colonizagao radicular.

Introducao

Os sistemas agroflorestais (SAFs) representam uma das alternativas de uso da terra mais adequadas
as caracteristicas edafoclimdticas da Amazonia e muito utilizado entre os agricultores da regiao, onde
cultivam espécies frutiferas, agricolas e florestais, estabelecendo assim, um policultivo, trazendo diversos
beneficios, tanto econdémicos quanto ambientais, pois na Amazonia, predominam solos de baixa fertili-
dade e elevada acidez, limitando seus usos na agricultura (Nicholaides et al., 1983). O uso desses solos
com SAFs é uma alternativa econdmica e sustentdvel para a regiao, pois esses sistemas limitam, de certa
forma, a floresta primdria, mas com a vantagem de serem mais ricos em espécies importantes para o
homem (Oliveira, 1991). Por sua vez, os sistemas agroflorestais estdo sendo reconhecidos como uma im-
portante alternativa de uso da terra em dareas alteradas e abandonadas, que pode desempenhar um papel
fundamental nos planos de desenvolvimento das regides tropicais imidas, principalmente, na Amazdnia
brasileira. A integracao entre espécies arbdreas e culturas agricolas ndo visa somente a producao, mas
também a melhoria na qualidade dos recursos ambientais, gracas as interagdes ecoldgicas e econdmicas
que acontecem nesse processo, uma vez dque a presenc¢a de arvores favorece a ciclagem de nutrientes,
confere protecao ao solo contra erosao e melhora o microclima local.
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Para que possam se beneficiar dos nutrientes dos solos, esses sistemas necessitam apresentar associa-
¢Oes benéficas com microrganismos dos solos, tendo em vista a dificuldade dos produtores da Amazodnia
em adquirirem insumos agricolas.

As relagOes entre microrganismos do solo e as raizes das plantas superiores sao muito importantes
do ponto de vista ecoldgico e econdmico. Em Sistemas Agroflorestais (SAFs), essas interagdes sao mais
complexas, uma vez que os sistemas radiculares das espécies podem se entrelacar e se influenciarem
mutuamente (Oliveira, 1991).

As plantas estabelecem diversas relagdoes com organismos em seus respectivos habitats. Destacam-se as re-
lagoes mutualisticas com microrganismos, como os fungos micorrizicos e bactérias fixadoras de nitrogénio. Os
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) fazem parte de um grupo de fungos benéficos denominados de en-
dofiticos, principalmente pelos beneficios que estes proporcionam as plantas, como promocao de crescimento
vegetal, no controle bioldgico de doengas, entre outras aplicagdes (Stone et al., 2014). Eles se constituem em
substitutos parciais ou totais de produtos quimicos, favorecendo, desta maneira, a preservacao do ambiente.

Diversas pesquisas foram realizadas com FMAs na Amazoénia (Oliveira et al., 1999, 2003; Oliveira e
Oliveira, 2003, 2004, 2005, 2010 a, b), sendo esse estudo, mais um no avanco do conhecimento dessas
associacoes plantas-fungos na regido, tendo em vista sua importancia econdmica e ecoldgica.

Material e Métodos

O trabalho consistiu em avaliar as colonizac¢oes radiculares por Fungos Micorrizicos Arbusculares
de algumas frutiferas encontradas em dois Sistemas Agroflorestais em propriedades rurais do Estado do
Amazonas. As coletas foram realizadas em dois Sistemas Agroflorestais: o SAF 1 localizado no ramal do
Brasileirinho (Manaus) e o SAF 2, no municipio de Presidente Figueiredo. Sdo dois SAFs bem diferentes
um do outro, com espécies diferentes, que espelham a realidade encontrada nas comunidades rurais da
Amazonia. Por serem diferentes, nao foram feitas comparacoes entre eles, mas apenas a variacao sazonal
que pode ocorrer em cada um. Para isso, foram feitas duas coletas de raizes, sendo uma no més de agosto
de 2012 (época seca) e outra no més de margo de 2013 (época de chuva). No SAF 1 foram coletadas as
seguintes espécies: maracuja (Passiflora edulis), cupuacu (Theobroma grandiflorum), banana (Musa sp),
acai (Euterpe precatoria) e laranja (Citrus sp). No SAF 2 as espécies coletadas foram: acai, banana, cupua-
¢u, rambutan (Nephelium lappaceum) e goiaba (Psidium guajava). Foram coletadas amostras de raizes e
transportadas até o laboratério de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos da Amazdnia (LEBMAM),
no INPA do V-8 para posterior analise.

Os fungos micorrizicos arbusculares foram avaliados pelo método de Kormanick et al. (1980) e Schenck
(1982). Essas metodologias consistem no clareamento (KOH 10%) e coloragao das raizes (azul de tripano).
As colonizagdes radiculares foram avaliadas utilizando-se o método da ldmina, dispondo-se de 50 segmen-
tos de raiz por planta, cada um com aproximadamente 1 cm de comprimento e analisadas em microscépio.

Resultados e Discussao

A colonizacgao radicular por fungos micorrizicos arbusculares (Tabela 1) das plantas componentes do
SAF 1 variou de 2,6 a 46,4% na época seca (agosto) e 4,8 a 78,0% na época chuvosa (mar¢o). De um
modo geral, a colonizagao por fungos micorrizicos foi mais elevada na estacao chuvosa, indicando que
neste periodo houve maior producao de raizes novas e finas e maior absorcao de nutrientes pelas plantas.
Houve poucos esporos aderidos as raizes, encontrados apenas na época chuvosa nas raizes de maracujd,
laranja e banana. Os arbusculos também pouco estavam presentes, sendo mais observados na época chu-
vosa. As bananeiras foram as que mais apresentaram hifas, vesiculas e arbusculos de todas as espécies
estudadas neste SAF. Pela quantidade de raizes com hifas e arbusculos, é a espécie que aparentemente
mais estd sendo favorecida pela simbiose com os fungos micorrizicos arbusculares. Isso porque sao as
hifas que exploram dreas distantes das raizes e auxiliam as plantas em absorverem dgua e nutrientes do
solo. E é através dos arbusculos que esses nutrientes e 4gua chegam dentro das células vegetais (Siqueira
et al., 2010). Tendo em vista as porcentagens de raizes colonizadas por hifas e arbtsculos, as laranjeiras,
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acaizeiros e cupuaguzeiros pouca contribuicao estao tendo da simbiose com os FMA presentes no solo,
enquanto que os maracujazeiros ficaram numa posicao intermedidria. As vesiculas, por outro lado, tém
como fungao principal, o armazenamento de energia para os fungos.

Tabelal. Colonizagao por fungos micorrizicos arbusculares nas plantas coletadas no Sistema Agroflorestal do
ramal do Brasileirinho, Manaus (SAF1).

SAF 1 (periodo seco) - % colonizagao

Planta Hifas Vesiculas Arbusculos Esporos Col. total
%
Periodo seco — agosto 2012
Maracuja 9,0 2,5 1,0 0,0 12,5
Laranja 472 23 0,0 0,0 6,5
Banana 20,8 15,2 105 00 46,5
Acal 1.9 36 00 00 55
Cupuacu 20 06 00 00 2,6
Médias 7,6 48 23 00 13,7
Periodo chuvoso — marco 2013
Maracuja 11,2 0,0 0,0 12 124
Laranja 28 16 2,0 04 6,8
Banana 324 21,6 22,8 12 78,0
Acal 64 838 038 00 16,0
Cupuagu 24 1,2 1,2 0,0 48
Médias 11,0 6,6 54 06 23,6

No SAF 2, a bananeira e o agaf mostraram os maiores percentuais de raizes colonizadas com FMAs
na época seca (Tabela 2), mas na época de chuvas, as raizes das bananeiras infectadas com esses fungos
quase triplicaram, enquanto que as de agaizeiros reduziram para menos da metade. As raizes das goia-
beiras foram as menos colonizadas na época seca, enquanto que na chuvosa, 0s acaizeiros e os rambu-
tanzeiros foram os menos infectados.

Do mesmo modo que no SAF 1 (Tabela 1), a presenca de hifas e arbusculos sao indicativos de que
essa simbiose esta ativa e contribuindo para uma melhor nutricao das plantas, principalmente quando
0s percentuais de raizes com hifas sao superiores a 10%, conforme observados por outros trabalhos
realizados na Amazonia, como os de Oliveira et al.(1999, 2003), Oliveira e Oliveira (2003, 2004, 2005).
Apesar da presenca de hifas ter sido semelhante nas duas épocas no SAF 2, a quantidade de raizes com
arbusculos foi maior na época chuvosa, sugerindo uma simbiose mais eficiente na transferéncia dos nu-
trientes e dgua para as células vegetais.

Tabela 2. Colonizagao por fungos micorrizicos arbusculares nas espécies coletadas no Sistema Agroflorestal em
Presidente Figueiredo (SAF2).

SAF 1 (periodo seco) - % colonizagao

Planta Hifas Vesiculas Arbusculos Esporos Col. total
%

Periodo seco — agosto 2012

Acai 19,2 10,0 0,0 0,0 29,2
Banana 12,2 78 3,0 0,0 23,0
Cupuagu 93 42 0,0 0,0 13,5
Rambutan 14 23 0,0 0,0 13,7
Goiaba 36 20 00 00 56

Médias 11,1 53 06 0,0 17,0
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Tabela 2. Continuagao

SAF 1 (periodo seco) - % colonizacéo

Planta Hifas Vesfculas Arbusculos Esporos Col. total
%

Periodo chuvoso — marco 2013

Acai 36 16 4,0 32 124
Banana 28,8 44 18,0 9,2 60,4
Cupuacu 14,0 42 36 28 248
Rambutan 8,8 1,6 4,4 2,0 16,8
Goiaba 48 24 9,6 6,0 22,8
Médias 12,0 2,8 79 4,6 274

Conclusoes

Todas as espécies de frutiferas apresentaram raizes colonizadas com fungos micorrizicos arbusculares
nos dois Sistemas Agroflorestais avaliados.

Houve uma predominancia de colonizagao radicular na época chuvosa, quando comparada com a
época seca.

A planta com maiores percentuais de raizes colonizadas foi a bananeira.

As espécies com menores colonizagoes radiculares por FMAs no SAF 1 foram o cupuacguzeiro, agai-
zeiro e a laranjeira.

No SAF 2, as plantas com menores coloniza¢des radiculares por FMAs foram as goiabeiras na época
seca e 0s agaizeiros e rambutanzeiros na época de chuvas.

Pelas quantidades de raizes com hifas, as associagdes plantas-fungos micorrizicos arbusculares nesses
dois Sistemas Agroflorestais devem estar contribuindo para a nutricao e absor¢ao de dgua pelas plantas.
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Resumo

As associagdes micorrizicas arbusculares sao uma alternativa de grande importancia para minimizar o
uso de fertilizantes em sistemas produtivos e pequenas propriedades rurais, por ajudarem as plantas a
explorarem melhor o solo. Sao componentes importantes dos ecossistemas e desempenham papel cru-
cial para sua funcionalidade e sustentabilidade. Os beneficios da simbiose para o hospedeiro resultam
de melhorias no estado nutricional da planta, melhor utilizacao e conservacao de nutrientes no sistema,
reducao de perdas por estresses de natureza bidtica ou abidtica. Este estudo teve como objetivo, obter
mais informacoes sobre as micorrizas em cultivos de espécies de importancia econdmica em proprie-
dades rurais do Amazonas, para que se compreenda melhor o funcionamento destas associacoes. O
trabalho foi realizado em Sistemas Agroflorestais de duas propriedades localizadas no km 6 e km 10 per-
tencentes a Comunidade do Brasileirinho, na periferia do municipio de Manaus, e em duas do municipio
de Presidente Figueiredo, uma no km 23 do Ramal da Morena e outra no km 48 da estrada da Balbina.
As espécies estudadas foram o acaizeiro, cupuaguzeiro e bananeira. Os solos de Presidente Figueiredo
apresentaram-se mais férteis do que os da Comunidade do Brasileirinho. A colonizacao radicular por
fungos micorrizicos arbusculares apresentou indices baixos, que variaram de 5,4% a 10,2%, sendo os
dois maiores resultados observados na bananeira (10,2%) da propriedade da Morena, seguido de 9,7 %
da propriedade localizada no km 6 na comunidade do Brasileirinho. As hifas exibiram niveis de 0,3% a
8,8% e as vesiculas 1,7% a 9,2%. Esses dados sugerem que a contribui¢ao dessa simbiose para a nutri-
¢ao das plantas € baixa. As plantas coletadas em Presidente Figueiredo apresentaram maiores teores de
Ca, Zn, Mn e Fe em relagao as coletadas no Brasileirinho. Houve diferengas apenas nos teores de Ca, Mg
e K nas folhas das trés espécies de plantas.

Palavras-chave: Associagoes radiculares, Nutricao de plantas

Introducao

Cerca de 90% dos solos da Amazdnia sao muito 4cidos e de baixa fertilidade e deficientes em ni-
trogénio e fésforo, limitando seu uso na agricultura regional (Nicholaides et al., 1983; Embrapa, 1990).
Considerando-se o alto custo dos adubos e outros insumos, além das dificuldades de transporte pelos
agricultores regionais, métodos alternativos de fertilizacao devem ser buscados, visando um manejo mais
racional e econdmico dos recursos naturais. O aproveitamento das potencialidades das associa¢does micorri-
zicas é uma alternativa de grande importdncia para aumentar a disponibilidade de nutrientes e sua absor¢ao
pelas plantas a custo zero. Essas associacoes poderao trazer um aumento no potencial produtivo das plantas
nestes sistemas de producao, com baixos insumos, tornando-os bem-sucedidos na regiao, demonstrando a
importancia destes microrganismos.

As associagdes micorrizicas do tipo arbuscular, constituem uma alternativa de grande importancia para
minimizar o uso de fertilizantes, por ajudarem as plantas a explorarem melhor o solo (Oliveira, 1991;
Siqueira et al., 2002; Oliveira e Oliveira, 2003, 2004, 2005, 2010). Elas sao componentes importantes
dos ecossistemas e desempenham papel crucial para sua funcionalidade e sustentabilidade. Os be-
neficios da simbiose para o hospedeiro resultam de melhorias no estado nutricional da planta, me-
lhor utilizacao e conservacao de nutrientes no sistema, reducao de perdas por estresses de natureza
bidtica ou abiédtica (Siqueira et al., 2010).
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Deste modo, este estudo teve como objetivo, obter mais informacoes sobre as micorrizas em
cultivos de espécies de importancia econdmica em propriedades rurais do Amazonas, para que se
compreenda melhor o funcionamento destas associagdes, permitindo que sejam eficazes e auxiliem
na viabilidade ecolégica e econdmica de sistemas agroflorestais nas dreas ja desmatadas e auxilian-
do na preservacao desta vasta regiao.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado em Sistemas Agroflorestais de duas propriedades localizadas no km 6 e km
10 pertencentes a Comunidade do Brasileirinho, na periferia do municipio de Manaus, e em duas do
municipio de Presidente Figueiredo, uma no km 23 do Ramal da Morena e outra no km 48 da estrada da
Balbina. As espécies estudadas foram o acaizeiro, cupuaguzeiro e bananeira.

Foi realizada uma coleta de folhas, raizes e solos, no més de outubro de 2009. Utilizaram-se cinco
plantas de cada espécie por propriedade como repeti¢cdes. As folhas foram retiradas segundo Van Den
Driessche (1974) e separadas em trés classes: das extremidades dos ramos (novas), intermediarias ou
medianas (médias) e basais (velhas), conforme Dall’orto et al. (1976). As amostras de solos foram reti-
radas da rizosfera de cada planta, a profundidade de 0-10 cm.

Os fungos micorrizicos arbusculares foram avaliados pelo método de Kormanick et al. (1980) e pelas meto-
dologias descritas em Schenck (1982). Essas metodologias consistem no clareamento (KOH 10%) e coloracao
das raizes (azul de tripano). As colonizag¢oes radiculares foram avaliadas utilizando-se o método da lamina,
dispondo-se de 50 segmentos de raiz por planta, cada um com aproximadamente 1 cm de comprimento e ana-
lisadas em microscopio. As amostras de solos foram submetidas a andlises quimicas descritas em Silva (2009)
e EMBRAPA (2011) no laboratério do INPA. A andlise quimica consistiu das seguintes metodologias: pH (H,O,
KCI), Ca, Mg e Al (KCl 1N), P (extragao pelo Mehlich e leitura por colorimetria), K, Mn, Zn e Fe (Mehlich 1,
absor¢ao atomica) e carbono pelo método de Walkley-Black. As folhas foram analisadas quimicamente quan-
to aos teores de macro e micronutrientes, usando-se a metodologia descrita em Silva (2009).

Para a contagem de esporos dos fungos micorrizicos arbusculares nos solos foi empregada a técnica
de peneiramento umida descrita por Gerdemann e Nicolson (1963) e Schenck (1982). A técnica consistiu
na utilizacdao de peneiras de 0,205, 0,105 e 0,04 mm de abertura, nesta ordem consecutiva. Para a conta-
gem de esporos utilizou-se uma lupa, com aumento de 4,5X.

Para a andlise estatistica adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, emprega-
ram-se o teste F e o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (Gomez e Gomez, 1948).

Resultados e Discussao

Os solos, tanto do Brasileirinho quanto de Balbina (Tabela 1) demonstraram ser altamente 4cidos.
A maioria apresentou niveis de K médio e apenas os solos de Balbina, segundo Cochrane et al. (1985)
foram considerados altos. Os niveis de P e Fe em todos os solos foram altos, indicando que foram fertili-
zados com algum adubo rico nesses nutrientes.

Quanto ao Zn, os solos da comunidade do Brasileirinho exibiram valores satisfatorios e baixos e nos
de Balbina foram todos satisfatérios. O Mg apresentou quantidades baixas nos solos da comunidade
do Brasileirinho e em Presidente Figueiredo demonstraram valores satisfatério e baixo. Os teores de
K exibiram diferencas nos solos de P. Figueiredo, com valores médios e altos e os da comunidade do
Brasileirinho apenas quantidades médias.

A colonizacao radicular por fungos micorrizicos arbusculares apresentou indices baixos, que variaram
de 5,4% a 10,2%, sendo os dois maiores resultados observados na bananeira (10,2%) da propriedade da
Morena, seguido de 9,7 % da propriedade localizada no km 6 na comunidade do Brasileirinho (Tabela 2).
As hifas exibiram niveis de 0,3% a 8,8% e as vesiculas 1,7% a 9,2%. Os dados demonstram auséncia de
dominancia das hifas sobre as vesiculas. Isso aconteceu devido a coleta ter ocorrido em outubro, més de
transicao do periodo chuvoso para o seco, quando a formacgao de raizes novas e finas, mais propicias a
colonizagao pelos fungos micorrizicos arbusculares, ainda é baixa (Oliveira e Oliveira, 2003).
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Os indices baixos, principalmente de hifas, sugerem que as micorrizas estao contribuindo muito pou-
co para a nutricao das plantas. Os FMA’s beneficiam o crescimento das plantas, tendo efeito significativo
com relacao aos nutrientes de baixa mobilidade no solo, que se movem preferencialmente por difusao,
processo extremamente lento (Cardoso et al., 1992). Dentre estes nutrientes, destacam-se o fosforo (P)
e 0 zinco e cobre, mas Oliveira et al. (1999, 2003), Oliveira e Oliveira (2003, 2004, 2005) encontraram
correlacoes das colonizacgdes micorrizicas também com outros macros e micronutrientes em plantas cul-
tivadas em solos de terra firme da Amazonia.Os nimeros de esporos de fungos micorrizicos arbusculares
encontrados nas amostras de solos foram bem elevados, variando de 380 a 590 para cada 35 g de solo.

Ao se analisar os teores foliares das plantas (Tabela 3), comparando-se as duas localidades, obser-
va-se que houve diferencas estatisticas para os teores de Ca, Zn, Mn e Fe, com os solos de Presidente
Figueiredo proporcionando plantas com maiores teores desses elementos.

Uma andlise desses teores por espécie de planta (Tabela 4) indicou que houve diferencgas entre elas
apenas para os macronutrientes Ca, Mg e K, com os dos micronutrientes sendo todos iguais estatistica-
mente. O agaizeiro apresentou os maiores teores de Ca, enquanto que o cupuaguzeiro e a bananeira os
maiores de Mg, com o K sendo maior apenas na banana.

Tabela 1. Teores de nutrientes dos solos amostrados do Brasileirinho e Presidente Figueiredo.

Local pH P Fe Zn Mn K
HO mg.kg! cmolckg™!
Brasileirinho 4,07 B 204 A 235A 345 4,1B 0,16 M
442 B 216A 135A 14B 4,7B 0,12 M
P Figueiredo 433B 104 A 161 A 295 106 S 0,27 M
4308 81A 98 A 445 2,78 0,06 A

Classificacdo dos valores segundo Cochrane et al. (1985) A= alto; B= baixo; M= médio; S=(satisfatorio).

Tabela 2. Colonizagao por fungos micorrizicos
arbusculares nas espécies coletadas no Brasileirinho e

Tabela 3. Teores de nutrientes foliares de agaizeiro,
cupuacguzeiro e bananeira em propriedades rurais do

Balbina. Brasileirinho e de Presidente Figueiredo.
Hifas  Vesiculas Colonizagéao Total , Locais
Culturas ” Propriedades Brasileirinho Presidente Figueiredo
0
Ca 49b 562
Brasileirinho Mg 23a 20a
Acal 6,6 6,2 93 K 86a 113a
7 1 1
Cupuacu 7.0 7.0 9,0 1 (km6) N 39b 9ba
Mn 1340b 196,6 a
Banana 8,2 8,2 9,7 Fe 820b 180,6 a
Acai 63 6.8 77 Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste
Cupuau 66 9,2 97 2 (km 10) de Tukey ao nivel de 5%.
Banana 7.2 > 83 Tabela 4. Média dos teores de nutrientes foliares
Médias 7,0 71 8,9 determinado em folhas de agaizeiro, cupuaguzeiro e
bananeira para os dois locais.
Presidente Figueiredo
it Nutrientes Especes
Agai >6 /6 82 M y Acaizeiro Cupuaguzeiro Bananeira
Cupuacu 88 51 102 Oreg; (km Ca 70a 41b 46D
Banana 1.2 4,0 48 Mg 16b 26a 23a
- K 64b 83b 151 a
Aca 03 28 23 n 1452 1754 18,22
Cupuagu 6,8 46 8,7 José (km 48) Mn 1589a 1783 a 1586 a
Banana 49 17 54 Fe 1429a 1004 a 1506 a
Médias 46 43 66 Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey ao nivel de 5%.
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Conclusoes

Os solos de Presidente Figueiredo apresentaram-se mais férteis do que os da Comunidade do
Brasileirinho.

Os niveis de colonizagdo radicular por fungos micorrizicos arbusculares foram baixos em todas as
plantas e propriedades, nao chegando a 10% de colonizacao por hifas e/ou vesiculas, sugerindo que a
contribuicao dessa simbiose para a nutricao das plantas é baixa.

As plantas coletadas em Presidente Figueiredo apresentaram maiores teores de Ca, Zn, Mn e Fe em
relacdo as coletadas no Brasileirinho.

Houve diferengas apenas nos teores de Ca, Mg e K nas folhas do agai, cupuagu e banana
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Resumo

Em 2017 foi estimada a existéncia de aproximadamente 3,8 milhdes de espécies de fungos, dessas 144
mil foram descritas para o mundo até o presente. No Brasil, embora a diversidade estimada seja de
aproximadamente 15 mil, se conhece apenas 5.719 espécies. Essa caréncia de estudos em diversidade de
fungos, somada a rdpida degradagcao ambiental, sobretudo na Amazonia, é preocupante e querer estudos
intensivos. Assim, com o intuito de ampliar os estudos sobre a riqueza dos fungos basidiomicetos, foram
realizadas coletas entre setembro de 2016 e setembro de 2017 com amostragem aleatdria e registros foto-
graficos em uma parcela de 5 x 1 Km do Programa de Pesquisa em Biodiversidade (PPBio), na Floresta
Nacional do Tapajés (FLONA do Tapajds), Km 67, cidade de Belterra, Oeste do Pard. Foram registradas
72 espécies, das quais Geastrum, Marasmius e Polyporus foram os géneros de maior diversidade. Com um
esforco amostral menor, a diversidade de basidiomicetos observados na FLONA do Tapajos foi semelhan-
te a de outras Unidades de Conservagao na Amazonia, sugerindo uma elevada micodiversidade, além de
chamar aten¢ao para intensificar os estudos nessa regiao da Amazonia.

Palavras-chave: Amazonia, Guia de campo, micodiversidade, taxonomia, Unidade de Conservacao.

Introducao

O mundo dos fungos é de uma diversidade aparentemente infinita (Kowalchuk et al., 2006), os
quais seus integrantes desempenham importantes fun¢des ecolégicas na decomposicao e ciclagem de
nutrientes e o controle de populagoes vegetais e animais por meio de relagdes patoldgicas e mutualisticas
(Alexopoulos et al., 1996; Kendrick, 2001).

Diversas estimativas sobre a riqueza de fungos foram propostas (e.g. Hawksworth, 2001; Mueller e
Schmit, 2007; Blackwell, 2011; Hawksworth, 2012). No entanto, a possibilidade de existirem 1,5 milhao
de espécies ainda é a mais aceita (Hawksworth, 2001), mesmo diante de estimativa recentes de existirem
em torno de 3,8 milhoes de espécies (Hawksworth et al., 2017). Desproporcionalmente, se conhece entre
80 a 120 mil espécies (Webster e Weber, 2007; Hawksworth et al., 2017).

Ascomycota e Basidiomycota sao os filos mais diversos em nimero de espécies conhecidas (Webster
e Weber, 2007). Ascomycota possui 64.143 espécies descritas, enquanto Basidiomycota possui cerca
de 31.515 espécies (Kirk et al., 2008). Para a América Central e América do Sul sdao estimadas 20.000
espécies de basidiomicetos (Mueller et al., 2007), sendo que no Brasil, o Catdlogo Brasileiro de Plantas
e Fungos do Brasil (2010) estima que existam cerca de 15.000 espécies de fungos, dessas apenas 5.719
espécies foram documentadas com 1.050 ocorrendo na Amazoénia (Maia et al., 2015).

Os fungos Basidiomicetos (Agaricomycotina) também siao conhecidos como cogumelos por formarem
corpo de frutificagao e apresentarem caracteristicas exclusivas como a presenca do grampo de conexao
em suas hifas e, principalmente, basidios e basidiésporos (estruturas reprodutivas) (Ferreira, 2005; Evert
e Eichhorn, 2013). Sao fungos comuns em ambiente de floresta e a diversidade pode ser muito maior
em regioes tropicais, como na Amazonia (Hawksworth 2001; Maia et al., 2015). No entanto, o reduzido
numero de estudos, associado a escassez de taxonomistas do grupo, desaceleram o conhecimento e o
entendimento da biodiversidade e todos os processos que a envolve (Maia et al., 2015).
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Assim, é extremamente importante ressaltar que a caréncia de estudos sobre a diversidade de fungos,
somada a rdpida degradagcao da Amazonia, sinalizam a necessidade de estudos intensivos e mais especi-
ficos, tendo como objetivo incrementar o conhecimento sobre sua biodiversidade, padroes de distribui-
¢do, relacao com outras espécies como subsidio ao manejo, conservagao e uso de fungos em processos
biotecnoldgicos (Agerer et al., 2000). Este estudo tem como objetivo apresentar a diversidade de fungos
basidiomicetos para a Floresta Nacional do Tapajds e disponibilizar um guia de campo para auxiliar fu-
turas pesquisas em micodiverisadade na regiao.

Material e Métodos

A Floresta Nacional do Tapajés (FLONA do Tapajés) é uma Unidade de Conservacao (UC), localiza-
da no Oeste paraense, bioma Amazonico. A mesma possui ~ 545.000 ha de floresta ombrofila densa,
caracterizando-se pela domindncia de individuos arbéreos de grande porte e pela abundancia de lianas
lenhosas, palmeiras e epifitas (Veloso et al., 1991). O clima é tropical imido, classificado como Ami no
sistema K&ppen, com temperatura média anual de 25,9 °C e variacao térmica anual inferior a 5 °C, com
concentragdo de chuvas ocorrendo entre janeiro e maio, resultando em uma precipitacdo média anual de
2200 mm (Alvares et al., 2013).

A drea de estudo compreende uma parcela de 5 x 1Km do Programa de Pesquisas em Biodiversidade
(PPBio) (2°50°10.99”S, 54°54°’50.15”0, 2°50°46.35”S, 54°57°32.38”0), localizada no Km 67 do centro da
Cidade de Santarém. Em expedic¢oes realizadas no periodo de setembro de 2016 a setembro de 2017, fo-
ram realizados registros fotograficos de forma aleatdria e sempre que possivel, amostras dos basidiomas
eram coletadas.

A coleta dos basidiomas seguiu os métodos de documentagao e preservagao proposta por Fidalgo e
Bononi (1989) e Lodge et al. (2004). As andlises das microestruturas foram realizadas a partir de peque-
nos cortes do contexto a superficie himenial dos basidiomas, foram colocados entre laminas e laminu-
las, com solucao de hidréxido de potdssio 3% e reagente de Melzer (Teixeira, 1995, Ryvarden, 2004) e
observados em microscopio éptico NOVA 107-T. Para a identificagao e/ou confirmacao das espécies, foi
utilizada literatura especializada, tais como: Ryvarden e Johansen (1980), Miller e Miller (1988), Sunhede
(1989), Calonge (1998), Sarasini (2005) e Sousa et al.(2014). O material testemunho foi depositado no
Herbario HSTM da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA).

Resultados e Discussao

Foram identificadas 72 espécies, 47 géneros e 21 familias das ordens Agaricales (Agaricaceae, Clavariaceae,
Entomomataceae, Marasmiaceae, Omphalotaceae, Pleurotaceae, Psathyrellaceae, Tricholomataceae,
Pterulaceae, Schizophyllaceae), Geastrales (Geastraceae), Auriculariales (Auriculariaceae), Dacrymycetales
(Dacrymycetaceae), Hymenochaetales (Hymenochaetaceae, Rickenellaceae), Phallales (Phallaceae),
Polyporales (Ganodermataceae, Grammotheleaceae, Meripilaceae, Phanerochaetaceae, Polyporaceae). A
Tabela 1 consta a lista das espécies de macrofungos registradas na Floresta Nacional do Tapajos.

Todas as espécies representam o primeiro registro para a FLONA Tapajds. Agaricales foi a ordem de maior
diversidade com 28 espécies e Polyporaceae a familia com maior representatividade com 12 géneros e 20 es-
pécies. Geastrum foi o género com o maior nimero de espécies (7), seguido por Marasmius e Polyporus (5).

A maior riqueza de Polyporaceae registrada era o esperado por ser a familia mais diversas de fungos
(Ryvarden 2004), assim como a ordem Agaricales que abriga em torno de 4.000 espécies mundialmente,
e na Amazodnia sdo registradas 133 espécies (Flora do Brasil 2018), dados que enfatizam a importancia
de realizar mais excursoes micoldgicos para ampliar o conhecimento da diversidade de fungos na regiao.

A riqueza observada para a FLONA do Tapajés é uma das maiores registradas em floresta ombrofila
densa na Amazonia. Para a FLONA de Caxiuana, também localizada no estado do Pard, 87 espécies fo-
ram registradas em 2009 (Sotao et al., 2009), sendo que em 2013, Gibertoni et al., (2013) registrou 96 e
Medeiros et al., (2013) encontraram 76 espécies e em 2014, 97 espécies foram amostradas para a FLONA
do Amapa (Soares et al., 2014).
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Tabela 1. Diversidade de macrofungos (Basidiomycota) da Floresta Nacional do Tapajds, regido oeste do Pard.

Ordem Familia Espécie

Calvatia cf. cyathiformis (Bosc) Morgan

Chlorophyllum cf. molybdites (G. Mey.) Massee

Cyathus sp.

Leucocoprinus cf. brunneoluteus Capelari & Gimenes

Agaricaceae Chevall Lycoperdon sp. 1

Lycoperdon sp. 2

Macrolepiota sp.

Morganella sp. 1

Morganella sp. 2

Clavaria zollingeri Lév.

Clavariaceae Chevall. — — : -
Clavulinopsis aurantiocinnabarina (Schwein.) Corner

Entolomataceae Kotl. & Pouzar Entoloma cf. panniculus

Marasmius cf. griseoradiatus Desjardin & Ovrebo

M. haematocephalus (Mont.) Fr,,

Agaricales Underw..
M. cf- helvoloides Singer

Marasmiaceae Roze ex Kiihner
M. cf. rhabarbarinus Berk

M. rotuloides Dennis

Trogia cantharelloides (Mont.) Pat.

Omphalotaceae Bresinsky Gymnopus montagnei (Berk.) Redhead

Pleurotaceae Kiihner Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.

Coprinellus disseminatus (Pers.) J.E. Lange

Psathyrellaceae Vilgalys
Oudemansiella sp.

Tricholomataceae R. Heim ex Pouzar  Hygrocybe sp.

Deflexula sprucei (Mont.) Maas Geest.

Deflexula subsimplex (Henn.) Corner

Pterulaceae Corner
Pterula brunneosetosa Corner

Pterula stipata Corner

Schizophyllaceae Schizophyllum commune Fr.

Geastrum entomophilum Fazolino, Calonge & Baseia,

Geastrum lloydianum Rick

Geastrum schweinitzii (Berk. & M.A. Curtis) Zeller

Geastrales K. Hosaka & Castellano ~ Geastraceae Corda Geastrum subiculosum Lloyd

Geastrum triplex Jungh.

Geastrum sp. 1

Geastrum sp. 2

Auriculariales J. Schrot. Auriculariaceae Fr. ex Lindau Auricularia delicata (Mont.) Henn.

Dacrymycetales Lindau Dacrymycetaceae Bref. Dacryopinax spathularia (Schwein.) G.W. Martin

Hymenochaetaceae Imazeki &Toki  Coltricia sp.

Hymenochaetales Oberw.
Rickenellaceae Vizzini Cotylidia aurantiaca (Pat.) A.L. Welden

Clathrus sp.

Mutinus caninus (Huds.) Fr.

Phallales E. Fisch. Phallaceae Corda
Phallus indusiatus Vent.

Xylophallus xylogenus (Mont.) E. Fisch.
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Tabela 1. Continuagao

Ordem Familia

Espécie

Ganodermataceae (Donk) Donk

Amauroderma sprucei (Pat.) Torrend

Ganoderma applanatum (Pers.) Pat.

Ganoderma stipitatum (Murrill) Murrill

Ganoderma tornatum (Pers.) Bres.

Grammotheleaceae Jilich

Porogramme albocincta (Cooke & Massee) TB Gibertoni

Meripilaceae Jilich

Rigidoporus lineatus (Pers.) Ryvarden

Phanerochaetaceae Jiilich

Antrodiella liebmannii (Fr) Ryvarden

Antrodiella versicutis (Berk. & M.A. Curtis) Gilb. & Ryvarden

Inflatostereum glabrum (Lév.) D.A. Reid

Polyporales Gaum.

Polyporaceae Corda

Datronia caperata (Berk.) Ryvarden

Earliella scabrosa (Pers.) Gilb. & Ryvarden

Favolus tenuiculus P. Beauv.

Hexagonia hydnoides (Sw.) M. Fidalgo

Hexagonia variegata Berk.

Lentinus velutinus Fr.

Lenzites betulina (L.) Fr.

Lenzites elegans (Spreng.) Pat.

Megasporoporia cavernulosa (Berk.) Ryvarden

Microporellus obovatus (Jungh.) Ryvarden

Nigroporus sp.

Polyporus dictyopus Mont.

Polyporus grammocephalus Berk

Polyporus guianensis Mont.

Polyporus leprieurii Mont.

Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill

Trametes elegans (Spreng.) Fr.

Trametes modesta (Kunze ex Fr.) Ryvarden

Trametes versicolor (L.) Lloyd

Trametes occidentalis (Klotzsch) Fr.

A caréncia de estudos sobre a diversidade de fungos, somada com a rdpida degradagao das formagoes
vegetais na Amazonia (Dahlberg e Mueller, 2011), sinalizam a necessidade de estudos intensivos e mais
especificos, tendo como objetivo incrementar o conhecimento sobre sua biodiversidade, como subsidio
ao manejo, conservacao e uso de fungos em processos biotecnolégicos (Melo e Azevedo, 2008; Santana
et al., 2016). Além disso, a deposicao dos espécimes coletados em herbdrio é imprescindivel para permitir
o entendimento da biodiversidade e seus padroes de distribuicoes, relacoes entre espécies e evolucao

(Agerer et al., 2000).

Conclusao

A Floresta Nacional do Tapajés é um reservatério de alta diversidade fungica, que deve ser inten-
samente estudada. Soma-se a este o fato a necessidade de estudos ecoldgicos para o entendimento de
padroes de distribuicdo das espécies e relagdes ecoldgicas.
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Figuras 1-20. Macrofungos da Floresta Nacional do Tapajés. 1) Calvatia cf. cyathiformis; 2) Chlorophyllum cf.
molybdites; 3) Cyathus sp.; 4) Leucocoprinus cf. brunneoluteus; 5) Macrolepiota sp.; 6) Morganella sp. 1; 7)
Morganella sp. 2; 8) Clavaria zollingeri; 9) Clavulinopsis aurantio cinnabarina; 10) Entoloma panniculus; 11)
Marasmius cf. griseoradiatus; 12) M. haematocephalus; 13) M. cf. rhabarbarinus; 14) M. rotuloides; 15) Trogia
cantharelloides; 16) Gymnopus montagnei; 17) Coprinellus disseminates; 18) Oudemansiella sp.; 19) Hygrocybe

sp.; 20) Schizophyllum commaune.
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Figuras 21-36. Macrofungos da Floresta Nacional do Tapajds. 21) G. schweinitzii; 22) G. subiculosum; 23) G.
triplex; 24) Auricularia delicata; 25) Dacryopinax spathularia; 26) Clathrus sp.; 27) Mutinus caninus; 28) Phallus
indusiatus; 29) Xylophallus xylogenus; 30) Porogramme albocincta; 31) Datronia caperata; 32) Earliella scabrosa;

33) Hexagonia variegata; 34) Lentinus velutinus; 35) Microporellus obovatus; 36) Polyporus grammocephalus.
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Resumo

O papel dos rizébios no ciclo do nitrogénio nos ecossistemas agricolas tem sido de vital importancia. A sele-
¢ao de isolados de rizébios capazes de sobreviverem em condi¢des dcidas é fundamental para o sucesso da
fixacao bioldgica do nitrogénio na regido amazonica. O trabalho teve como objetivo caracterizar rizébios com
potencial para serem usados como inoculantes em leguminosas nos solos dcidos da Amazonia. Foi realizada
a caracterizacao morfoldgica dos isolados e a avaliagcao da capacidade dos mesmos em crescer em duas situa-
¢oes de pH (4,5 e 6,5). No teste de pH os isolados foram classificados de acordo com o tempo de inicio de cres-
cimento e com o grau de tolerdncia a acidez. Os isolados apresentaram variagdes nas caracteristicas culturais.
Todos os isolados apresentaram crescimento maximo no terceiro dia em pH 6,5. Em pH 4,5 o isolado FCANO2c
apresentou tolerancia média, enquanto que os isolados FCANOla, FCANO1b, FCANOlc, FCAN02a, FCANO2b
apresentaram alta tolerancia e crescimento maximo no terceiro dia de avaliacdo. A estratégia de sobrevivéncia
dos isolados em condicGes dcidas apresentada neste trabalho foi a produc¢ao de exopolissacarideos.

Palavras-chave: fixacdo simbidtica do nitrogénio, bactérias diazotréficas e tolerancia a acidez

Introducao

Cerca de 90% dos solos amazodnicos sdo deficientes em nitrogénio e fésforo (Nicholaides et al.,
1983), dois elementos essenciais para a planta e de dificil aplicagdo como fertilizantes pelos agriculto-
res regionais, devido ao alto custo e dificuldades de transporte. No entanto, alguns microrganismos do
solo, que se associam as raizes das plantas, podem tornd-las menos dependentes de adubos quimicos
permitindo, assim, uma economia desses insumos e uma maior produtividade dos solos. Dentre esses
microrganismos estao as bactérias noduliferas dos géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium,
Azorhizobium e Bradyrhizobium (genericamente designados por rizébia), que fixam o nitrogénio atmos-
férico tornando-o disponivel para as plantas e para o ecossistema (Jaramillo et al., 2013).

A fixagao bioldgica do nitrogénio atmosférico é importante na substituicdao da adubacgao nitrogenada
(Ogega et al., 2018), principalmente na Amazodnia (Hara e Oliveira, 2005). Esse grupo de microrganismos
proporcionam beneficios econdmicos com a reducao nos custos de producao, e melhoria da qualidade
ambiental, com menor aporte de nitratos para as dguas superficiais e subterraneas (Oliveira et al., 2012).

Além de fixarem o nitrogénio atmosférico na associagdo com leguminosas, podem estimular o cresci-
mento de culturas nao leguminosas como o arroz (Osorio Filho et al., 2014), o milho, o trigo e a canola
(Hahn et al., 2014), devido a producao de substancias hormonais (Sahasrabudhe, 2011), protegem as
plantas contra patégenos (Mishra et al., 2006), contribuem de forma indireta na nutri¢ao de plantas atra-
vés da solubilizacao de fosfatos insoltuveis (Hara e Oliveira, 2005).

Em condig¢oes de terra firme da Amazonia sob floresta ou em dreas nao cultivadas com leguminosas,
héd uma baixa populagdo de rizébia (Bonetti et al.,1984). O baixo ntimero de rizébia nos solos regionais
com pHs 4cidos (Bonetti et al., 1986) pode ser devido a sua baixa capacidade de sobrevivéncia em am-
biente 4cido. Isolados de rizébios com a capacidade de superar tais condi¢coes, precisam ser selecionadas
para uso em inoculantes (Wani et al., 1995), principalmente aqueles isolados de solos onde o fator es-
tressante predominou (Rossum et al., 1994).
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A maior parte dos inoculantes produzidos no Brasil é importada para a cultura da soja (cerca de
99%). Portanto, ha a necessidade de se selecionar isolados de rizébios para leguminosas utilizadas em
sistemas de baixos insumos como os caracteristicos da Amazonia, e o primeiro passo desse processo € a
caracteriza¢ao morfoldgica e fisioldgica dos isolados.

A avaliacdo das caracteristicas das culturas pode indicar as diferencas morfoldgicas e fisiolgicas
importantes entre os isolados de rizébios (Chagas Jr. et al., 2010). Essas caracteristicas permitem a iden-
tificacao de isolados com métodos relativamente rapidos e acessiveis em laboratérios com infraestrutura
bdsica e poucos recursos financeiros, facilitando assim, a selecao inicial de isolados de rizébios com
caracteristicas desejaveis para os ecossistemas amazonicos, como a tolerancia a acidez. O objetivo desse
trabalho foi caracterizar isolados de rizébios quanto a morfologia e tolerancia a acidez.

Material e Métodos

Para a coleta de nddulos foi utilizada a metodologia proposta por Hungria e Araudjo (1994). Todos os
procedimentos foram realizados no Laboratério de principios biotivos de origem microbiana (LPBOM/
DCFDA/FCA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Os nédulos utilizadospara isolamento dos rizébios foram oriundos de sistema radicular de duas plan-
tas de Puerdria (Pueraria phaseoloides), sendo cada planta oriunda de local distinto. No momento da
coleta, foram coletadas amostras de solos rizésféricos para a medicao do pH do solo (EMBRAPA, 1999).
Foram obtidos trés isolados de rizébios de cada planta, totalizando assim, seis isolados para a avaliacao,
os quais foram devidamente codificados. Os isolados FCANOla, FCANO1b e FCANOlc foram coletados
de nddulos diferentes de uma planta de puerdria oriunda de solo com pH 4,1. Os isolados FCANO2a,
FCANO2b e FCANO2c sao oriundos de outra planta estabelecida em solo com pH 4,2.

O isolamento dos rizébios foi realizado conforme Hungria e Aradjo (1994) com as etapas de quebra
da tensao superficial em dlcool (95%), esterilizacao em solugao de hipoclorito de sédio (3%) e lavagem
em 4agua destilada estéril. Os nédulos foram esmagados bastao de vidro em frascos esterilizados. Os ma-
teriais resultantes do esmagamento dos ndédulos foram riscados em meio YMA (Yeast-Manitol-Agar) (pH
6,5) descrito por Hungria e Araudjo (1994). Foi adicionado o corante vermelho congo (solugao 0,25g/100
mL) na proporcao de 10 mL por litro de meio de cultura para identificar os possiveis contaminantes. Apds
a obtencao das col6nias puras, os isolados foram incubados a 28°C.

Ap0s 48 horas de incubacdo foi realizada a repicagem para meio YMA (pH 6,5) contendo o corante
azul de bromotimol na proporcao de 5 ml por litro do meio de cultura para andlise de alteracao do pH.
Ap6s 24h foram analisadas as caracteristicas culturais das coldnias de acordo com a metodologia propos-
ta por Hungria e Araujo (1994).

Os isolados também foram repicados para meio YMA com meio pH 4,5 para andlise da tolerdancia a
acidez de acordo com a metodologia de Oliveira e Magalhdes (1999). Foram usadas triplicatas para cada
isolado, sendo uma repeticao por placa de Petri. Foi acrescentado o corante indicador bromocresol verde
para detectar a alteracao do pH do meio.

As avaliagoes foram realizadas a cada trés dias, durante um periodo de 15 dias. Foram adotados valo-
res de crescimento para cada isolado variando de 1 a 4, ocorrendo valores intermedidrios entre esses ex-
tremos (Figura 1 e 2). Este método permitiu ainda, selecionar isolados de acordo com o grau de tolerancia
(sensivel, mediano e tolerante) (Tabela 1). Foi observada também, a producao de exopolissacarideos na
condicao de acidez.

Tabela 1. Escala de valores para a avaliagcao do crescimento de rizébio nos
meios YMA (pH 6,5; pH 4,5) (Oliveira e Magalhaes, 1999).

Graus de tolerancia Intervalos de pontuagéo
Sensivel 1,00-2,00
Mediano 2,06 - 3,00
Tolerante 3,06%*-4,00

Obs.: * Trés repeticdes com nota 2,0 e uma com 2,25 - ** Trés repeticdes com nota 3,0 e uma com 3,25.
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Figura 1. Ilustragao do método de riscagem proposto por Oliveira e Magalhaes (1999).
A figura demonstra apenas uma repeticao.
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Flgura 2. Valores de crescimento para os isolados de rizébio nos respectivos tratamentos
em placas de Petri com meio YMA (Oliveira e Magalhaes, 1999).

Resultados e Discussao

Algumas diferencas foram detectadas entre as caracteristicas culturais dos isolados de rizébios, in-
clusive entre aqueles obtidos de nédulos da mesma planta. Todos os isolados apresentaram crescimento
apos 48 incubacao, caracterizando-os como rizébios de crescimento rdpido. Em relacao ao pH (6,5) ape-
nas o isolado FCANO1a nao foi capaz de promover altera¢cao, enquanto os demais isolados acidificaram o
meio, cujo fenomeno foi detectado a partir da alteracao da cor do meio de cultura de verde azulado para
amarelo. Todos os isolados apresentaram forma da colonia circular, borda inteira e superficie lisa, aparén-
cia homogeénea e sem elasticidade. Os isolados FCANOla, FCANO1b apresentaram colonias de coloragao
branca enquanto que as demais apresentaram coldnias sem cor definida. Todos os isolados apresentaram
producao de exopolisscarideo com excecao do isolado FCANO1a.

Em relacao ao teste de pH, todos os isolados apresentaram crescimento maximo em pH 6,5 no terceiro
dia de avaliacao (Tabela 2) e foram capazes de acidificar o meio e produzir exopolissacarideo com exce-
¢ao do isolado FCANOla, o mesmo foi observado na caracterizagao morfolégica em pH 6,5.

De acordo com a tabela 2, apenas o isolado FCANO2c apresentou tolerdncia média a acidez, enquan-
to que os demais se comportaram como isolados de tolerancia alta a este fator estressante presente na
maioria dos solos de terra firme do estado do Amazonas. Foi observado que todos os isolados em pH 4,5,
com excecao do isolado FCANO2c alteraram a cor do meio para amarelo, indicando diminuicao do pH
e produziram exopolissacarideos. Ao analisar a tabela 2, foi identificado que os isolados com tolerancia
alta a acidez FCANO1b, FCANOI1c, FCAN02a e FCANO02b apresentaram crescimento maximo ja no terceiro
dia, enquanto que para o isolado FCANO1 foi observado a partir do 60 dia de avaliagdo. O crescimento
do tnico isolado de tolerdncia média, FCANO2c, se estabilizou a partir do 60 dia de avaliacao (Tabela 2).
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Tabela 2. Crescimento em meio de cultivo com pH 6,5 e pH 4,5 (Oliveira e Magalhaes, 1999) de isolados de
rizébios oriundos de solos 4cidos.

Dia de avaliagdo

Isolados > o ” 1z o
pH

45 6,5 45 65 45 6,5 45 6,5 45 6,5
FCANOTa 2,80 4,00 3,42 4,00 3,50 4,00 3,50 4,00 3,50 4,00
FCANO1b 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
FCANO1c 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
FCANO2a 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
FCANO2b 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
FCANO2c 2,00 4,00 3,00 4,00 3,00 4,00 3,00 4,00 3,00 4,00

As diferencas culturais e na capacidade de tolerar a acidez entre isolados provenientes de nédulos
diferentes da mesma planta indica uma possivel diferenga genética entre os mesmos. No entanto, estudos
mais aprofundados necessitam ser desenvolvidos no sentido de corroborar tal hipotese.

A tolerdncia 4 acidez apresentada pelos isolados FCANOla, FCANO1b, FCANOlc, FCANO2a e FCANO2b
pode estar relacionada a capacidade desses isolados em produzirem exopolissacarideos conforme ob-
servado em meio de cultura na caracterizacdo morfolégica (pH 6,8) e nos testes de pH (4,5 e 6,50).
Resultados semelhantes foram observados por Barbieri et al. (2004) e Miguel e Moreira (2001). Além
do mais, os exopolisscarideos podem também neutralizar o efeito do aluminio trocavel (Hara e Oliveira,
2005), que é abundante nos solos da Amazonia e é téxico aos rizébios nativos.

A acidificacao do meio de cultura nas duas situacoes de pH (4,5 e 6,5) pode ser o indicativo de que
esses isolados estejam muito bem adaptados ao hédbitat onde essas condi¢oes predominam. Essa acidi-
ficagao é decorrente da liberacao de dcidos organicos decorrentes do metabolismo microbiano (Mahdi
et al., 2011), e pode ser considerado como uma estratégia de sobrevivéncia. Em condi¢des de solo, essa
acidificacao pode auxiliar também na solubilizacao de fosfatos inorgdnicos e aumentar a disponibilidade
do fésforo para as plantas (Saber et al., 2012).

Além da capacidade de tolerar o pH, o inicio do crescimento dos isolados é fundamental. O rdpido
crescimento apresentado pelos isolados é uma caracteristica desejada quando se pretende obter material
genético com potencial para ser utilizado como inoculante, e auxiliar no processo de fixa¢ao bioldgica
do nitrogénio. Isolados de crescimento rdpido podem se estabelecer muito bem na simbiose em condi-
¢oes de campo superando a competicao com outros organismos do solo como os fungos, actinomicetos
e rizobios nativos, e ainda superar fatores abidticos como acidez e altas temperaturas do solo (Silva et
al., 2002). Esse crescimento rdpido é caracteristico dos géneros Rhizobium e Sinorhizobium. A literatura
tem relatado uma estreita relacao da Puerdria com o género Bradyrhizobium, considerado um género de
crescimento lento. No entanto, estudos indicam a possivel simbiose da puerdria com outros géneros de
rizobios (Sarr et al., 2016). O tempo de crescimento pode também ser usado para a selecao, tendo em
vista que os isolados que na presenca da acidez apresentaram maiores escores de crescimento em menor
periodo de tempo podem ser considerados como mais tolerantes a esse fator estressante do meio.

Conclusoes

Isolados coletados de nddulos diferentes da mesma planta apresentaram variagoes nas caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas

Os isolados de rizébios, FCANOla, FCANO1b, FCANOlc, FCAN(O2a e FCANO02b foram os mais toleran-
tes a acidez do meio de cultivo.

Todos os isolados tolerantes a acidez foram capazes de acidificar o meio e produziram expressiva
quantidade de muco em meio de cultura.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar fungos filamentosos endofiticos de folhas de capim mom-
baca de duas fazendas localizadas no municipio de Iranduba/AM. Amostras foram coletadas em quatro
dreas de pastagem pelo método do quadrado. Dez folhas de cada fazenda foram coletadas em sacos de
papel e transportadas para o Laboratério de Principios Bioativos de Origem Microbiana/LPBOM da FCA/
UFAM. As folhas foram desinfestadas superficialmente e inoculadas em placas de Petri com meio BDA e
cloranfenicol para inibir o crescimento de bactérias. As placas foram incubadas a 18 °C em BOD e obser-
vadas diariamente até o crescimento micelial de endéfitos. Apds o crescimento do fungo, indculos foram
transferidos para tubos contendo o mesmo meio de isolamento, inclinado. A identificacao foi realizada
através da visualizacao de estruturas reprodutivas coradas com azul de lactofenol sob microscopio de
luz. O género mais frequente foi Colletotrichum apresentando cinco morfotipos, seguido por Fusarium,
Xylaria e Chaetomium.

Palavras-chave: Bioprospeccao, Colletotrichum, diversidade.

Introducao

As gramineas da espécie Panicum maximum estao entre as mais cultivadas no Brasil, principalmente
em cadeias de producao de leite a pasto. O cultivar Mombaca foi lancado pela Embrapa em 1993, tendo
como principais vantagens de utilizacao um elevado potencial de producao forrageira, rapido estabeleci-
mento das pastagens, resisténcia a cigarrinha-das-pastagens e adaptagao aos solos de média fertilidade,
permitindo elevada producao a pasto desde que receba adubacdo quimica, sendo, portanto, boa opcao
na implementacao de pastos de sistemas intensivos (Gomide et al., 2016).

Os microrganismos endofiticos sdo de modo geral fungos e bactérias que vivem de maneira geral nas
folhas e caules das plantas sem causar danos aparentes (Azevedo, 1998).

O estudo que microrganismos endofiticos com gramineas é de grande importancia, pois os fungos
ao colonizarem as estruturas plantas , conferem caracteristicas tais como um maior acimulo de matéria
seca, maior tolerancia as variacoes ambientais (Kleczewski et al., 2012) e producao de alcaldides, prote-
gendo a graminea do ataque de insetos e consumo por mamiferos (Tanaka et al., 2012).

A microbiota endofitica vem amplamente sendo estudada quanto ao seu potencial biotecnolégico,
seja ele na agropecudria (Lopes et al., 2017; Assumpgao et al., 2009; Mochi, 2009); industria farmacéu-
tica (Calderani, Orlandelli e Pamphille, 2016; Ferrara, 2006); e biorremediacao (Lima et al., 2016; Silva e
Rondon, 2013).

Sdo escassos os trabalhos que expdem a comunidade de microrganismos endofiticos associados a
gramineas e pouco se sabe sobre a interferéncia dos mesmos na palatabilidade, crescimento e qualidade
das mesmas. O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar fungos endofiticos filamentosos de folhas
de capim mombaga de duas 4reas de pastagens localizadas em Iranduba/AM.
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Material e métodos

Coleta das amostras

Foram coletadas 20 folhas de dois piquetes em duas fazendas localizadas em Iranduba/AM. A amostra-
gem foi realizada pelo método do quadrado. O material vegetal coletado foi transportado ao Laboratério
de Principios Bioativos de Origem Microbiana/LPBOM da Faculdade de Ciéncias Agrdrias/FCA/UFAM.
As folhas foram lavadas em dgua corrente, com esponja, para remog¢do de restos de solo, poeira e dos
possiveis microrganismos epifiticos.

Desinfestacao das folhas

As folhas foram imersas em dlcool 70 %, por um minuto, hipoclorito de sédio (2 %) durante um minu-
to, dlcool 70% por 30 segundos e em dgua ultrapura por curto periodo para remocao do excesso de dlcool
e hipoclorito (Pereira, Azevedo e Petrini, 1993).

Fragmentacao e inoculacdo das amostras em meio de cultura

Apds a desinfestacao superficial, as folhas foram secas em papel toalha esterilizado e divididas em
trés regioes: apical, mediana e basal, depois foram fragmentadas com bisturi em tamanho de 0,5 cm?,
totalizando 600 fragmentos (200 de cada regiao) que foram inoculados em 60 placas de Petri contendo o
meio de cultura BDA (infusdao de 200 g de batata, 10 g de dextrose e 15 g de &gar, g.s.p. 1 litro - pH 6,8
acrescido do antibidtico cloranfenicol 0,05 mg/L para inibir o crescimento de bactérias) e incubadas a 18
°C em estufa com demanda bioquimica de oxigénio (BOD); e observadas diariamente para isolamento
apoés o crescimento micelial. A taxa de colonizacao para cada :

N° de Fragmentos colonizados

T.C.= x 100

N°de fragmentos inoculados

Isolamento e identificacdo dos fungos endofiticos

Apds o crescimento das coldnias, inoculos destas foram repicadas para tubos contendo o meio BDA
inclinado. A observacgao das estruturas microscopicas foi com a coloracao azul de lactofenol (Onions et al.,
1981) para visualizar as estruturas de reproducao sexual e assexual para identificacao dos isolados (Ellis,
1971; Barnett e Hunter, 1972; Arx, 1974). Cada linhagem foi armazenada, em duplicata - a coldénia matriz e
duas monospdricas, pelo método de Castellani (Aradjo et al., 2002) e mantidos em temperatura ambiente.

Resultados e discussao

Foram analisadas 20 folhas, compreendendo 600 fragmentos, sendo dez por placa de Petri. Em alguns
fragmentos ndo cresceu fungos filamentosos. A taxa de colonizagdo por enddfitos foi maior na regido
basal, apresentando 91,5%, seguida das regides apical e mediana (Tabela 1).

Foram isolados 241 fungos endofiticos, apenas 92 foram identificados em nivel de género, listados na
(Tabela 2). Dentre os géneros isolados, Colletotrichum spp. foi o mais frequente com 34,85% ocorrendo
cinco morfotipos diferentes distribuidos nas trés regides das folhas.

Também foi observado o género Fusarium sp. com cinco isolados do mesmo morfotipo, sendo quatro
da regido basal e apenas um da apical. Além destes dois géneros, foram identificados Xylaria sp. com
dois isolados da regiao mediana e um Chaetomium sp. isolado da regiao apical.

Considerando os fungos identificados, a regido com maior diversidade foi a apical (Tabela 2). Segundo
Souza et al. (2004), uma identificacao rdpida de fungos endofiticos nao é fcil pois existe caréncia de
especialistas em identificagao taxondmica destes fungos, que dependendo do micro-habitat podem existir
espécies desconhecidas.
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Tabela 1. Taxa de colonizagao dos Tabela 2. Frequéncia de fungos endofiticos isolados de folhas
fungos endofiticos nas trés regides de capim mombaga
da folha T Regido Total
Regi&o Taxa de colonizacdo e Apical Mediana  Basal N° (%)
Colletotrichum spp. 34 37 13 84 34,85
Apical 90,5% Fusarium sp. 1 0 4 5 2,07
Mediana 82,5% Xylaria sp. 0 2 0 2 0,83
Chaetomium sp. 1 0 0 1 042
Basal 91,5% Fungo nao identificado. 68 59 22 149 61,83
Total 104 98 39 241 100

Para cada regiao das folhas foram inoculados 200
fragmentos N° - Numero de individuos; (%) — Percentual da frequéncia observada

Neste trabalho o género mais frequente é Colletotrichum, que pode ser facilmente isolado de plantas
na forma endofitica. Este fungo produz metabdlitos de interesse biotecnoldgico (Gongalves, Freire e
Lima, 2013; Pamphile et al., 2017).

Kleczewski et al. (2012) isolaram Colletotrichum, Fusariun e Xylaria como endofitos de P. virgatum.
Os géneros Colletotrichum e Fusarium também foram isolados por Wong e Ride (2001) das gramineas
Phragmites australis, Pennisetum purpureum, e Miscanthus floridulus, porém a metodologia utilizada por
eles nao pode diferenciar os isolados de endofiticos, epifiticos ou fitopatdgeno das gramineas em questao.

O género Fusarium, apesar de ter sido isolado das folhas neste trabalho, também pode ser isolado na
forma patogénica de sementes de P. maximum, dos cultivares Massai, Mombaca e Tanzdnia como no
estudo realizado por Marchi et al. (2010).

Vechiato et al. (2010) observaram a ocorréncia de Fusarium em sementes de Brachiaria brizantha,
nos cultivares Basilisk, Marandu e Xaraés e em sementes de P. maximum nos cultivares Mombaca e
Tanzania. A ocorréncia de Chaetomium sp. foi apenas no cultivar Basilisk e Colletotrichum sp., isolado do
cultivar Marandu. Existe a possibilidade de transmissao vertical de enddfitos via sementes em gramineas,
pois Hodgson et al. (2014) confirmam tal fato em Centaurea cyanus, C. nigra, Papaver rhoeas, Plantago
lanceolata, Rumex acetosa e Senecio vulgaris, sugerindo que seja um fendmeno generalizado.

Maia (2015), ao isolar fungos filamentosos endofiticos das gramineas P. maximum e P. purpureum,
observou que Sarocladium sp. foi o mais frequente. Outro trabalho exploratério sobre a comunidade
endofitica de gramineas foi realizado por Gama (2014), que observou grande diversidade de géneros,
com destaque para Paraconiothyrium e Phoma, isolados de capim brachidria, como os mais frequentes.

A baixa diversidade de fungos endofiticos observados neste trabalho pode ser justificada pelos diver-
sos fatores bidticos e abidticos que podem influenciar na diversidade de fungos e outros microrganismos
endofiticos associados a planta em questdao (Faeth e Fagan, 2002; Oki et al., 2009).

Conclusoes

Foram isolados fungos endofiticos, sendo apenas quatro géneros identificados.O género mais frequen-
te foi o Colletotrichum.
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Resumo

O camu-camu é uma frutifera originaria da regido Amazonica, com potencial de comercializagao na re-
giao Norte do Brasil. Entretanto, a severidade de algumas doencas pode afetar o seu desenvolvimento e
produtividade. Assim, objetivou-se avaliar a influéncia de doses de potdssio na incidéncia e severidade
da antracnose no camu-camu. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Roraima, Boa Vista-RR. Folhas de camu-camu com sintomas de an-
tracnose foram coletadas para isolamento de fitopatégenos. O delineamento foi inteiramente casualizado,
com nove repeti¢oes. Os tratamentos consistiram de cinco doses de potdssio: 0; 20; 40; 80 e 160 kg ha!
de K,0, empregando cloreto de potassio (KCl) como fonte. Quatro plantas (cada tratamento) foram ino-
culadas com uma suspensao de 1,0 x 10° conidios/mL de Colletotrichum sp.. As avalia¢oes foram a cada
cinco dias a partir dos primeiros sintomas de antracnose, totalizando 20 dias. Um isolado do complexo
C. gloeosporioides foi obtido. A incidéncia da doenga foi menor na dose 40 kg ha' de K,O e a dose de
méaximo controle (81,8 kg ha') reduziu a severidade de 61,75% para 18,9%. A nutricao de plantas de
camu-camu com potdssio reduz a incidéncia e severidade da antracnose.

Palavras-chave: Myrciaria dubia, Colletotrichum, Nutricdo mineral, Manejo.

Introducao

A Amazoénia brasileira é um dos principais centros de origem e diversidade de espécies frutiferas. No
entanto, algumas dessas fruteiras nativas vém sendo exploradas basicamente de maneira extrativista,
necessitando de estudos no que se refere as caracteristicas agronémicas e agroindustriais.

Dentre essas espécies frutiferas, destaca-se o camu-camu ou cacgari [Myrciaria dubia (H. B. K.)
McVaugh] com potencial de comercializagao para todas as regides do Brasil. A espécie apresenta porte
arbustivo e cresce espontaneamente as margens dos rios e lagos, sendo encontrada na estagcao chuvosa,
parcial ou totalmente submersa (Viégas et al., 2004). Em paises como o Peru, estudos com melhoramento
genético ja se encontram em estado avancado, resultando em producdo e industrializacao de produtos
oriundos da polpa dos frutos que possuem elevado teor de vitamina C (Yuyama, 2002), além de vdrios
compostos fendlicos e atividade antioxidante (Grigio et al., 2017).

A producao de frutos somente em ambientes naturais ndo garante disponibilidade e qualidade do pro-
duto, devido a sazonalidade ocasionada pelos diversos fatores edafoclimaticos. A adaptacao de plantas
para o cultivo, somada ao manejo adequado e uso de adubagdes, pode proporcionar maiores condigoes
de desenvolvimento e producao (Abanto et al., 2014). Além de contribuir para o desenvolvimento regio-
nal, por agregar valor aos recursos naturais disponiveis na regiao, constituir fonte de renda das comuni-
dades rurais e favorecer a preservacao das espécies nativas (Welter et al., 2011).

Para a implantacao de pomares comerciais dessa frutifera sio necessarias mudas saudaveis e um ma-
nejo adequado para o controle de doengas. Entre essas doencas, uma das mais comuns em frutiferas é
a antracnose, inclusive no camu-camu (Perez e Iannacone, 2006). A antracnose é causada por espécies
do género Colletotrichum, considerado como um dos dez fitopatégenos mais relevantes do ponto de vista
cientifico e econémico (Dean et al., 2012).
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O manejo nutricional pode ser uma importante ferramenta na melhoria da barreira fisioldgica que pode
controlar diversas doengas (Tanaka et al., 2008). A nutricao mineral pode influenciar no grau de resisténcia
da planta, por modificar a morfologia ou a histologia, ou ainda alterar a composicao quimica dos tecidos
em resposta a infeccao por patégenos (Marschner, 1995; Polanco et al., 2012; Pozza et al., 2015).

Dentre os elementos minerais estudados, o potdssio (K) contribui para a reducao da severidade de
doencas em varias culturas, incluindo a antracnose do milho (Zea mays L.) (Carvalho et al., 2013), do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) (Lima et al., 2017), do cajueiro (Anacardium occidentale L.) (Vieira et
al., 2011), no entanto, ndo ha relatos na literatura de trabalhos a respeito da influéncia desse nutriente no
controle da antracnose foliar do camu-camu. Portanto, objetivou-se nesse estudo avaliar a influéncia de
doses de potdssio no controle da incidéncia e da severidade da antracnose em camu-camu.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao na drea experimental localizada no Centro de
Ciéncias Agrarias/CCA da Universidade Federal de Roraima/UFRR, Campus Cauamé, no municipio de
Boa Vista - RR (20 52” 20,7” N e 600 42’ 44,2” W e altitude de 90 m). A classificacao climética segundo
K&ppen é do tipo Am (Alvares et al., 2013), com duas estacoes bem definidas durante o ano, chuvosa de
abril a setembro e seca de outubro a mar¢o, com temperatura média anual 26,7 °C, precipitacdao anual
média de 1614 mm e umidade relativa do ar de 79% (Araujo et al., 2001).

Antes da implantagao do experimento em casa de vegetacao foram coletadas folhas de camu-camu com sin-
tomas tipicos de antracnose na drea experimental do CCA e levadas para o Laboratério de Fitopatologia CCA/
UFR para o isolamento de fitopatdgenos. O isolamento foi realizado a partir de desinfestacao superficial (etanol
70%, hipoclorito de sédio 2,5% e lavagem em &dgua destilada) dos tecidos que em seguida foram transferidos
para o meio de cultura batata dextrose dgar (BDA) e incubados em BOD a 25 °C. As culturas com morfologia
tipica de Colletotrichum spp. foram transferidas para o meio BDA para obtenc¢ao das culturas monospdricas. A
caracteriza¢ao morfoldgica foi realizada com isolado monospdrico, transferido para os meios de cultura BDA e
Aveia-dgar, apds 7 a 10 dias de incubagao a 25 °C com fotoperiodo de 12 h. As medidas das estruturas morfo-
légicas foram realizadas e comparadas com descri¢oes disponiveis na literatura (Weir et al., 2012).

As mudas de camu-camu foram adquiridas da Embrapa Roraima. As mudas surgiram quinze dias
ap6s a semeadura e, quando atingiram uma altura de aproximadamente 10 cm, padronizando a altura
e o diametro do caule, foram transplantadas para sacos de polietileno (15 x 26 cm) contendo substrato
padrao na proporcao de 3:1, de solo e areia (Chagas et al., 2013). O solo utilizado é classificado como
Latossolo Amarelo (Benedetti et al., 2011). As mudas foram mantidas a temperatura de 28 + 1°C e com
irrigacdo realizada diariamente para manter a condicao de umidade préxima a 60%.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 11 repeti¢coes. Os trata-
mentos consistiram de cinco doses de potassio, sendo: 0; 20; 40; 80 e 160 kg ha' de K,0, empregando clo-
reto de potdassio (KCI), como fonte. As aplica¢coes das doses de K se deram por incorporacao na parcela.
Posteriormente, as plantas foram inoculadas com uma suspensao de conidios (1,0 x 10° conidios/mL) de
Colletotrichum sp., sendo 15 mL da solugao do indculo borrifada nas folhas das plantas que foram sub-
metidas a camara imida, durante 24 h em casa de vegetacdo. Foram utilizadas nove plantas inoculadas
com o fungo e duas plantas como testemunha inoculadas apenas com 4dgua estéril.

As avaliacoes ocorreram 20 dias apds a aplicacao das doses de potdssio, sendo as plantas avaliadas a
cada cinco dias a partir dos primeiros sintomas. A incidéncia da antracnose foi avaliada pela contagem
das plantas com sintomas da doenca e a severidade foi mensurada utilizando a escala de notas de acordo
com Galli et al.(2009), onde: 0 - auséncia de manchas de antracnose; 1 - até 25% da area foliar com sin-
tomas; 2 - de 26 - 50% da 4rea foliar com sintomas; 3 - de 51 - 75% da 4rea foliar com sintomas; 4 - de
76 - 100% da drea foliar com sintomas de antracnose.

Os dados coletados foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05) e de regressao, empregando o
software SISVAR versao 5.3 (Ferreira, 2010). Os graficos foram confeccionados com a utilizagao do sof-
tware SIGMAPLOT versao 12 (Systat Software, 2011).
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Resultados e Discussao

Um isolado de Colletotrichum sp. foi obtido a partir dos sintomas de antracnose e formou coldnia
variando da cor branca a cinza claro com esporulagdo na cor laranja. Os conidios foram retos, cilindricos
com as extremidades arrendondadas, hialinos, asseptados, medindo (n = 20) a média de 10 x 3,5 ym
(Figura 1 A e B). O isolado foi reisolado de plantas inoculadas que apresentaram sintomas de antracnose
(Figura 1 C e D), assim como os observados no campo, comprovando ser o patégeno e completando os
postulados de Koch. Os sintomas de antracnose apareceram ap0s 7 dias da inoculagao do patégeno. Nas
plantas nao inoculadas nao foram observados sintomas da doenga.

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de Colletotrichum sp. e sintomas de antracnose nas folhas de camu-camu. A.
Conidios. B. Colonia apés 10 dias de crescimento em meio de cultura batata dextrose dgar (BDA). C e D. Sintomas
de antracnose ap6s a inoculagdo com o patégeno, nas doses de 80 e 160 kg ha" de K,O, respectivamente.

De acordo com as caracteristicas analisadas o isolado pertence ao complexo de espécies C. gloeospo-
rioides (Penz.) Penz. & Sacc. (Weir et al., 2012). A espécie C. gloeosporioides foi relatada em camu-camu,
no Peru (Perez e Iannacone, 2006). A identificacao das espécies de Colletotrichum é tradicionalmente
realizada com base em caracteres morfoldgicos, no entanto, existe grande diversidade fenotipica e insta-
bilidade desses caracteres em funcao do ambiente (Cannon et al., 2008). Sendo assim, necessdrios outros
estudos, principalmente com base na filogenia molecular para identificar a nivel de espécie.

O aumento das doses de K afetou a incidéncia e a severidade da antracnose em camu-camu. A inci-
déncia da doenga foi menor na dose 40 kg ha' de K,O, sendo observada quatro plantas com sintomas
da doenca (Figura 2). Nas doses de 20 kg ha' e 80 de K,0, foram observadas cinco e seis plantas com
sintomas da doenga, respectivamente. Entretanto, nas doses 0 e 160 kg ha' de K,O a incidéncia da doen-
ca foi semelhante, todas as nove plantas inoculadas com o patégeno apresentaram sintomas da doenca,
possivelmente em razao de desbalanco do K, embora nao tenha sido realizada a andlise foliar para essa
comprovacao. As testemunhas de todos os tratamentos nao apresentaram sintomas da doenga.
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O excesso ou a falta de K podem ser considerados fatores importantes no desenvolvimento dessa
doenca em camu-camu. May-De-Mio et al. (2008), também, observaram que o excesso de K aumentou
a podridao parda [Monilinia fructicola (G. Winter) Honey] em ameixeira. De acordo com Pozza et al.
(2001), o equilibrio nutricional é fundamental para o controle de doencas. O uso adequado de macro e
de micronutrientes exercem fungdes especificas no metabolismo vegetal, e assim, favorece a resisténcia
das plantas ao ataque de patégenos.

A relagao entre severidade da antracnose e doses de K foi descrito por modelo quadratico negativo
(Figura 3), constatou-se que o aumento das doses de K reduziu a severidade de 61,75% para 18,9%, na
dose de mdximo controle (81,8 kg ha'). A partir dessa dose, hd uma inversao no controle da doenga que
alcanca 58,7 % na dose de 160 kg ha. Nas doses de 0 e 160 kg ha' de K,O foram observadas as maiores
notas de drea foliar com sintomas de antracnose, variando de 1 a 4. Enquanto na dose de 80 kg ha! de
K,O foram observadas as menores notas, variando de 1 a 2.
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Figura 2. Incidéncia da antracnose nas nove plantas de camu-camu inoculadas
com Colletotrichum sp., e em funcdo de doses de potdssio.
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No feijoeiro, o aumento da dose de potdssio na forma de KCl foi mais eficiente no controle da antrac-
nose, sendo a dose de 180 kg. had ! considerada a melhor dose para reduzir a severidade da doencga (Lima
et al., 2017). Resultado semelhante foi observado no cajueiro, onde o potdssio também na forma de KCI
reduziu a suscetibilidade das plantas a antracnose (Viana et al., 2011).

O papel do K na protecao de plantas é destacado na literatura. Esse nutriente aumenta a espessura da
parede celular em células da epiderme, promove rigidez da estrutura dos tecidos, regula a abertura dos
estOmatos, além de contribuir para a recuperacao de tecidos que sofreram injurias (Marschener, 1995),
diminuindo a incidéncia e a severidade de doencas.

Conclusoes

O fungo C. gloeosporioides é o potencial patégeno associado a antracnose do camu-camu nas condi-
¢oes experimentais do presente estudo.

A nutri¢do de plantas de camu-camu com potdassio reduz a incidéncia e severidade da antracnose.

A adubacgao equilibrada com potdssio auxilia no controle da antracnose.
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Resumo

Os fungos endofiticos sao definidos por sua ocorréncia assintomdtica no interior dos tecidos vegetais.
Estes microrganismos podem se hospedar em plantas que crescem em diferentes habitats, sendo isolados
principalmente de plantas tropicais, as quais abrigam uma variedade de enddfitos, que surgem como
alternativa na descoberta de novos produtos naturais. O objetivo principal desse estudo foi estudar os
fungos endofiticos isolados de Annona jahnii e avaliar o potencial antioxidante de seus extratos. Para a
elaboracdo dos extratos foram selecionados 5 isolados fungicos. As cepas foram cultivadas em meio liqui-
do BDL, ISP2 e AVEIA, e incubadas nas temperaturas de 18° e 26 °C a 130rpm por 15 dias. Apds o perio-
do, o liquido fermentado foi extraido com Acetato de etila. O potencial antioxidante dos extratos fungicos
foram avaliados através dos métodos: acao sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH) e pela auto-oxidacao do sistema B-caroteno/d4cido linoleico. Apds a andlise, verificou-se que os
isolados produziram mais biomassa quando fermentados a 26°C, sendo os extratos mais promissores
o EF407, EF303 e o EF168 respectivamente. Com relacao a atividade antioxidante, pelo método DPPH,
os extratos EF40726° e o EF40718° exibiram melhor a¢ao antioxidante, com IC50 igual a 0,005 e 0,007
mg/mL. No método B-caroteno/4cido linoleico, os extratos EF30326° (68,17%) e o EF30318° (64,20 %,)
apresentaram melhor potencial antioxidante. Logo, os dados obtidos nesse estudo demonstraram que os
extratos dos fungos endofiticos da espécie vegetal, sdo promissores e expressam potencial antioxidante.

Palavras-chave: Fungos endofiticos, Atividade Antioxidante, Produtos naturais.

Introducao

Os fungos endofiticos sao microrganismos que vivem no interior dos tecidos e drgaos vegetais de
forma assintomdtica. A presenca de fungos endofiticos na planta hospedeira, confere vantagens como
resisténcia a condi¢des de estresse, protecao contra pragas e patégenos, promove o crescimento vegetal
através da producao de fito-hormonios entre outros (Santos et al., 2013). As plantas podem hospedar
diversos microrganismos endofiticos, sendo possivel o isolamento de uma grande quantidade de espécies
a partir de uma unica planta. A natureza dessa interacdo tem despertado o interesse de pesquisadores na
tentativa de conhecer a diversidade de compostos bioativos produzidos por esse grupo de microrganis-
mos e suas aplica¢oes biotecnoldgicas (Mussi-Dias et al., 2012)

Nesse contexto, os compostos produzidos pelos fungos endofiticos variam de classe e incluem alca-
loides (Yunianto et al., 2014), esteroides (Marinho et al., 2009), terpenos, flavonoides (Li et al., 2015), os
quais exibem acdo antimicrobiana, antioxidante entre outras atividades biolégicas. (Wang et al., 2011).

Considerando que os fungos endofiticos, principalmente os presentes em espécies tropicais, represen-
tam uma fonte promissora na descoberta de novos produtos naturais, e motivados pela auséncia de estu-
dos a respeito da microbiota endofitica de Annona jahnii, este trabalho visa estudar os fungos endofiticos
associados a A. jahnii e avaliar o potencial antioxidante de seus extratos.



Microbiologia Ambiental

Material e Métodos

Para a elaboragao dos extratos microbianos foram selecionadas aleatoriamente 5 coldnias fungicas
F303 (Trichoderma), F407 (Aspergillus), F168 (Penicilium), F99 (Paecilomyces) e F71 (Fusarium), aces-
sadas da Colecao de Microrganismos do Grupo de Pesquisa GBQF da Universidade Federal de Roraima.
Os fungos selecionados foram reativados em placas de Petri contendo os meios de isolamento BDA + L
preparado com 100g de batata inglesa, 10g de Dextrose, 1g de Extrato de levedura e 7,5g de Agar. O
meio ISP2 foi preparado com 5g de Amido de milho, 2g de Extrato de levedura, 5g de Extrato de malte,
20g de Dextrose e 7,5g de Agar. E o meio AVEIA preparado com 5g de aveia, 2g de Extrato de levedura,
5g de Extrato de malte, 20g de Dextrose e 7,5g de Agar. As cepas foram incubadas em agitador do tipo
Shaker a 130 rpm, sob temperaturas controladas de 18 °C e 26 °C durante 15 dias. Apds o periodo, o
liquido fermentado foi separado do micélio por meio de uma filtracao a vacuo, e extraido por meio da
técnica de extracdo liquido-liquido com 25 mL (3x) de acetato de etila. Ao término dos procedimentos
de extracdo, as solugdes foram secas com Na,SO,, filtradas e evaporadas. Apés a evaporagdo total do
solvente, os extratos foram pesados para obtencdo da massa resultante e armazenados a 4 °C (Souza et
al., 2004; Bucker et al., 2013.). Os fungos que apresentaram maior produ¢ao de biomassa apds o cultivo
em pequena escala, foram selecionados e submetidos a crescimento em larga escala utilizando 250 mL
do meio de isolamento durante 15 dias.

O potencial antioxidante dos extratos foi realizado através dos métodos: acao sequestradora do radical
livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) de acordo com o método descrito por Mensor et al. (2001) com
modificacoes (Pontis et al., 2014). Inicialmente os extratos foram submetidos a uma anadlise qualitativa
prévia, para investigar a ocorréncia de substancias antioxidantes. Para tanto, aplicou-se 50 pL dos ex-
tratos fungicos (1 mg/mL) em placas cromatograficas. Em seguida, uma solu¢ao concentrada do reativo
DPPH foi borrifada. O surgimento de manchas amarelas, indicard a presenca de compostos antioxidantes
nos extratos. Para determinar o potencial antioxidante foram preparadas solu¢oes metandlicas dos ex-
tratos a 1 mg/mL. A partir destas, foram retiradas aliquotas crescentes as quais foram misturadas com
1,5 mL de DPPH (0,1 mM). Apds 30 minutos de reagdo ao abrigo da luz, as absorbancias das solugoes
foram medidas em espectrofotdmetro UV-Visivel a 516 nm. As andlises foram realizadas em triplicata e
os valores de IC50, foram calculados a partir da regressao linear e a formula descrita na metodologia.
A atividade antioxidante pelo método auto-oxidagao do sistema B-caroteno/4cido linoleico foi realizada
de acordo com a metodologia de Emmons et al. (1999), com modificagdes de Rufino et al. (2006). O
ensaio foi realizado utilizando 300nL dos extratos a 1 mg/mL, acrescido de 5 mL da emulsao reativa de
B-caroteno/d4cido linoleico. As absorbancias das solucoes foram obtidas em espectrofotometro a 470 nm
no periodo de 2 horas em intervalos de 15 minutos. Os ensaios foram realizados em triplicata e o percen-
tual de atividade foi expresso como percentual de inibi¢do relativa comparada a degradagao da emulsao
apés 120 minutos.

Resultados e Discussao

As massas dos extratos obtidas apés o primeiro cultivo, variaram significativamente entre os meios
de cultura e em ambas as temperaturas utilizadas (Tabela 1). De modo geral, podemos observar que os
extratos a 26°C forneceram maior massa, quando comparados aos extratos obtidos na temperatura de
18° C. Isso pode estar relacionado ao fato de que cada microrganismo requer diferentes condi¢oes de
cultivo, o que pode ter influenciado na produgao de biomassa dos endéfitos.

Quanto aos meios de cultura em que foram cultivados, o BDL pode ser considerado o mais indicado
para o cultivo dos fungos selecionados. Por outro lado, o meio ISP2 pode ser adotado como um meio
intermedidrio, e o meio AVEIA o menos indicado para o cultivo desses microrganismos sob essas condi-
¢coes. Com relagcao aos extratos obtidos na temperatura de 26 °C, constatou-se que o extrato EFASP26°
(BDL) forneceu maior massa com valor igual a 0,2167g, seguido do EFPEN26° (BDL) com massa de
0,1336 g, e 0 EFTRIC26° (ISP2) com 0,099g. Dentre os extratos obtidos a 18° C, os extratos mais promis-
sores foram o EFTRIC18° (0,1128g) e o EFASP18° (0,1738g) cultivados em BDL que forneceram maior
massa em relacao aos demais. Os resultados obtidos apds novo cultivo estao apresentados na tabela 2.
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Analisando a tabela 2, pode-se observar que os extratos apresentaram boa quantidade de massa tendo
em vista o volume de meio utilizado (250 mL) para o cultivo dos mesmos. Sendo o extrato EFASP o que
forneceu maior quantidade de massa nas duas temperaturas estudadas.

Por meio da andlise qualitativa, foi possivel observar que os extratos fungicos investigados, exibiram
manchas amareladas, caracteristicas da presenca de compostos antioxidantes. Quanto ao potencial an-
tioxidante dos extratos, os resultados obtidos pelos métodos complementares estdo listados na tabela 3.

Com relagdo aos extratos fungicos, no método DPPH os extratos EFASP26° e o EFASP18° exibiram
melhor acdo antioxidante, com IC50 igual a 0,005 e 0,007 mg/mL respectivamente, quando comparados
ao padrao de referéncia BHT. Com relacdao ao método B-caroteno/4cido linoleico, os extratos EFTRIC26° e
o EFTRIC18° apresentaram potencial antioxidante de 68,17% e 64,20 %, respectivamente, evidenciando
atividade antioxidante significativa. Extratos de fungos endofiticos, tém sidos investigados e reportados
na literatura como fonte de compostos com potencial antioxidante. Yadav et al. (2014) avaliaram por dife-
rentes métodos a atividade antioxidante e o teor de fendlicos totais de extratos de acetato de etila de fun-
gos endofiticos isolados de Eugenia jambolana, e atribuiram em termos de percentuais que Chaetomium
sp. e Aspergillus sp. exibiram alto potencial antioxidante de 80% e 72% respectivamente. Dzoyem et al.
(2017) isolaram quatro compostos do endofito Epicoccum nigrum, dentre eles a quinaquina antraquinona
a qual exibiu atividade antioxidante pelo método DPPH com IC50 0,011 mg/mL.

Tabela 1. Massa obtida (g) dos extratos brutos nas temperaturas de 18 °C e 26 °C. Onde EF significa
extrato fuingico e a numeragao corresponde ao cédigo do fungo seguida da temperatura de cultivo.

Temperatura Meio de cultura EFTRIC . EFPEN . EFASP .. EFPHA . EFFUS 4
BDL 0,1128 0,0122 0,1738 0,0033 0,0022
18°C ISP2 0,0886 0,0099 0,0197 0,0036 0,0023
AVEIA 0,0025 0,0021 0,0117 0,001 0,0022

Temperatura Meio de cultura EFTRIC ;. EFPEN . EFASP . EFPHA . EFFUS
BDL 0,0683 0,1336 02167 0,0085 0,0132

26°C ISP2 0,099 0,1292 0,1159 0,0073 0,0144
AVEIA 0,0727 0,1006 0,0947 0,0074 0,0147

Tabela 2. Massa obtida (g) dos fungos endofiticos apds segundo cultivo.

Extratos flngicos Meio de cultura Massa obtida (qg)
EFTRIC,,. BDL 0,1332
EFASP .. BDL 02141
EFPEN,,. BDL 0,1470
EFTRIC,,. ISP2 0,1146
EFASP. . BDL 0,2324

Tabela 3. Atividade antioxidante dos extratos fungicos das linhagens dos fungos.

Extratos flngicos DPPHIC,, (mg/mL) B-caroteno/dcido linoleico (%)
EFTRIC,,. 0,093 64,20
EFASP .. 0,007 48,68
EFPEN,. 0,012 4594
EFTRIC,,, 0,099 68,17
EFASP,.. 0,005 2432
BHT 0,006 89,61

Trolox 0,011 87,01
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Conclusao

Os fungos endofiticos de Annona jahnii produziram mais biomassa, quando fermentados a 26°C,
sendo os extratos EFASP, EFTRIC e o EFPEN os mais promissores. Entre os meios de cultura, o meio BDL
demonstrou ser o mais indicado para o cultivo dos endoéfitos estudados.
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Resumo

Fungos do género Trichoderma reproduzem-se assexuadamente e sexuadamente (Hypocrea), podem
estar associados ou ndo a outros organismos e sdo encontrados em plantas e solos de regides de clima
temperado e tropical, entre outros ambientes. Muitas dessas espécies sao descritas como produtoras
de enzimas de interesse biotecnoldgico. O presente trabalho teve como objetivo agrupar e caracterizar
através de andlises morfoldgicas e moleculares isolados de Trichoderma spp. de diferentes habitats
tropicais, principalmente do estado do Amazonas. Esses fungos foram avaliados quanto as suas ca-
racteristicas macro e micromorfolégicas e por sequenciamento das regides Its-1 e Its-2 do tDNA. As
29 linhagens foram agrupadas em cinco grupos através das caracteristicas morfoldgicas e confirmadas
pelas andlises moleculares como: T. asperellum (4), T. harzianum (17), T. viride (1), T. koningii (1)
e T. atroviride (6). O trabalho realizado aponta para uma razoavel diversidade de Trichoderma spp.
oriundos da Amazoénia com destaque para T. harzianum que representou 58,62% de todas as cepas
estudadas e identificadas.

Palavras-chave: Diversidade biolégica; Fungos, Amazonia.

Introducao

Os fungos do género Trichoderma sao anamorficos, pertencentes a classe dos hifomicetos, assexuais
ou conidiais e tém como teleomorfo o género Hypocrea (Alexopoulos et al., 1996; Guarro et al., 1999).
Altamente adaptdveis, sdo saproéfitas, vivem no solo, madeiras, cascas e muitos outros substratos, e in-
teragem com animais e plantas (Atanasova et al., 2013b; Holzlechner et al., 2016; Kubicek et al., 2011).
Algumas espécies de Trichoderma tém ampla distribui¢do, enquanto outras sao geograficamente limita-
das a ambientes mais frios ou de clima tropical (Mello, 2009).

Sao fungos de crescimento rdpido em meio de cultura, as coldnias de espécies de Trichoderma podem
crescer dispersas e em flocos ou compactadas com tufos; os conidios e conidiéforos possuem forma e
tamanho variados; seus clamiddsporos sao intercalares ou terminais. Os conidios formam-se nas extre-
midades das fidlides e sua pigmentacao determina a coloracdo das colonias que podem ser verdes, ama-
relas, verde-amarelas ou incolores (Howell, 2003).

Os fungos Trichoderma sao eficientes na producdo de antibidticos e enzimas de interesse
biotecnolégico (Blumenthal, 2004; Juhdsz et al., 2004; Silva, 2006; Kévacs et al., 2009 a, b), porém
as dificuldades e complexidades da classificagdo taxondmica de suas espécies exigem cada vez mais
o uso de abordagens moleculares e filogenéticos relacionadas ao DNA ribossomico e outros genes
marcadores. O objetivo deste trabalho é realizar andlises morfoldgicas e identificacao moleculares de
linhagens de Trichoderma pertencentes a Colecao do Laboratdrio de Bioensaios e Microrganismos da
Amazonia - LABMICRA - UFAM
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Material e Métodos

Para este trabalho foram utilizadas 29 linhagens pertencentes a Colecao do LABMICRA - UFAM, iso-
lados de diversos ambientes tropicais (Tabela 1).

Os meios de cultura, solugoes, placas de Petri, vidrarias em geral e todos os materiais utilizados, fo-
ram esterilizados em autoclave vertical a 1210C e uma atmosfera de pressao por 15 minutos. Os isolados
estavam conservados na colecao em: método Castellani (1939); 6leo mineral e glicerol 20%.

As linhagens selecionadas foram reativadas em modo tri pontual em placas de Petri, a 26 ° C contendo
meio de cultivo BDA por 2 a 5 dias de crescimento; as colonias vidveis e puras foram repicadas para o centro
de novas placas com BDA sob as mesmas condicoes. Foram preparadas suspensoes dos conidios produzidos
nestas placas em glicerol 20%, na concentragao estimada de 7,5 x 10° UFC/mL (5 da escala Mac Farland).

Para a avaliagdo das caracteristicas macromorfoldgicas dos fungos, 10 nL das suspensdes de conidios fo-
ram re-inoculados no centro de placas com BDA e incubados a 26 °C por oito dias. Apds crescimento, as vinte
nove linhagens foram avaliadas e agrupadas de acordo com as similaridades macro morfolégicas, observando
-as quanto a forma, textura, cor da frente e do verso, tipo de borda e liberacao de pigmentacao (Souza, 2004).

Para as andlises micromorfoldgicas, utilizou-se a técnica de microcultivo. Inéculos de 0,5 cm2 de
micélio crescido em BDA foram inoculados em placas de Petri com o mesmo meio e sobre eles foram
depositadas laminula esterilizadas, seguindo-se incubac¢ao a 26 °C por 24 e 48h. Apds o crescimento dos
fungos, as laminulas foram retiradas, depositadas invertidas sobre laminas contendo corante blue cotton
e analisadas em microscopio 6ptico, nas objetivas de 20x e 40x.

Tabela 1. Dados das linhagens de Trichoderma depositadas na colecao LABMICRA - UFAM

Linhagem Especificacdo da linhagem Classificagao Origem de isolamento Local da coleta
19 F80 Endofitico Strychnos cogens AMO10- AM
28 Ansp. CC2 1.2 Aveia Endofitico Rollinia sp. Campus da UFAM
37 MpRe11 2.3 Endofitico Murraya paniculata Séo Carlos - SP
42 AnspR1 2.1 Endofitico Rollinia sp. Campus da UFAM
51 AnspC3 1.2c Endofitico Rollinia sp. Campus da UFAM
54 AnspC3 1.2a BDA Endofitico Rollinia sp. Campus da UFAM
55 AnspC3 1.2b BDA Endofitico Rollinia sp. Campus da UFAM
60 AnspCC2 2.2 Aveia Endofitico Rollinia sp. Campus da UFAM
69 Virc2 2.2b Endofitico Victoria amazonica Careiro -AM
70 Virc2 3.2 Endofitico V. .amazonica Careiro -AM
73 MpCe3 3.1 Endofitico M. paniculata Séo Carlos - SP
88 VrC 2.13.1SP2 Endofitico V.amazonica Careiro -AM
136 Trich. 1437 Solo Terra preta de indio AM

138 Trich. 1343 Endofitico Néo identificada AM

140 Trich. 1589 b Endofitico Jatobd AM

145 ViIC133b Endofitico V.amazonica Careiro -AM
219 Trichoderma 113 Endofitico Ndo identificada AM

220 Trichoderma 114 Endofitico Ndo identificada AM

221 Trichoderma 1349 b Endofitico Néo identificada AM

234 Trichoderma 115 Endofitico Nao identificada AM

261 Trichoderma 1601 b Endofitico Nao identificada AM

264 Trichoderma 1341 Endofitico Ndo identificada AM

265 Trichoderma 1598 ¢ Endofitico Ndo identificada AM

267 Trichoderma 1334 Endofitico Néo identificada AM

269 Trichoderma 1417-1 Endofitico Néo identificada AM

364 EjF2 2.1-F28 Endofitico Peperomia pellucida Campus da UFAM
531 Trichoderma. 1439 Endofitico Ndo identificada AM

867 (M59) Aquat (M59) Aqudtico Pequenas lagoas Coari- AM
868 (M56) Aquat (M56) Aquatico Pequenas lagoas Coari - AM
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Para a avaliacao morfométrica (Samuels et al., 1999), 10 uL das suspensdes de esporos foram inocu-
ladas a 3 cm da borda da placa de Petri de 8,5 cm de didmetro, em triplicata para cada fungo. Foi feita a
medicao do crescimento didrio radial em centimetros, até o micélio atingir toda a placa.

Para a extracao de DNA, as suspensoes de esporos foram cultivadas em meio BDL por 48 h a 26 °C e
120 rpm Souza (2006). O micélio produzido foi separado por filtragio e triturado em nitrogénio liquido;
200 mg foram adicionados a microtubo de 2 mL, misturados com 1000 pL de tampao de extracao (CTAB),
incubados em banho-maria a 65 °C por 30 minutos e resfriados em gelo. Apés adicionar 200 pL de clo-
rofil e agitar, a mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 2 minutos.

A fase aquosa foi removida para outro tubo limpo, misturada com 500 pL clorofil, agitada e centri-
fugada a 12.000 rpm por 3 minutos. Transferiu-se novamente o sobrenadante para outro tubo limpo,
misturou-se a 600 uL de etanol (a -20 °C), colocou-se no congelador até o dia seguinte e centrifugou-se
a 12.000 rpm por 3 minutos. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se ao sedimento 1 mL de eta-
nol 70%. Apds 10 minutos centrifugou-se a 12.000 rpm por 3 minutos e descartou-se o sobrenadante.
Adicionou-se 1 mL de etanol (95%) e apds repouso por 3 minutos, centrifugou-se a 12.000 rpm por cinco
5 minutos; descartou-se o sobrenadante e secou-se o sedimento com o tubo invertido sobre um papel
autoclavado por aproximadamente 30 min. O sedimento foi dissolvido em 50 pL de tampao TE e con-
servado em geladeira para posterior quantificacdo. A estimativa de quantificacao foi realizada em gel de
agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta.

Os primers descritos por White et al. (1990) para a regiao Its-1 e 2 do rDNA, as reagdes foram usados
nas seguintes condigoes: desnaturacao inicial a 94 °C por 2,5 minutos, seguida de 40 ciclos de 15 segun-
dos de desnaturacao a 94 °C, 30 segundos de anelamento a 58 °C e 1,5 minutos de extensao a 72 °C, e
concluindo-se com 10 minutos de extensao final a 72 ° C (Souza, 2006). Os componentes da PCR e suas
concentragoes sao apresentados na tabela 2. O produto da PCR foi conferido por eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta. A purificacao foi realizada
através do kit Accuprep® PCR Purification Kit (Bioneer corporation).

As amostras foram sequenciadas utilizando os primers das regioes Its-1 e Its-2 e seus complementa-
res. Para as reagoes de sequenciamento (PCR) foram utilizados 2,0 uL do produto da reacao, 2,0 uL de
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for Mega BACE (Amershaw Biosystems), e 10 pmol de
cada iniciador senso e anti-senso. Os produtos das reagoes de sequenciamento foram lidos por sequen-
ciador automatico nos dois sentidos de leitura. As sequéncias das fitas complementares foram compara-
das entre si e submetidas ao programa BLASTn para comparagao com outras depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificacao das espécies conforme a similaridade genética.

Tabela 2. Componentes (PCR), suas concentracoes e quantidades.

Reagentes Concentragdes Quan;i[jades
Agua Mili-Q . 102
Tampao 10x 25
MgCl2 25 mM 30
dNTP 1,25 mM 30
(TCCGTAgg?GerAZSgCTGCGG) 10 pMol 20
<TCCTCC2Z?$$2ATAT@Q 10pMol 20
Taq polimerase 50U 03
DNA - 20

Total - 25
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Resultados e Discussao
Os fungos agrupados pelas similaridades macro e micromorfolégicas constituiram 5 grupos (Tabela 3

e Figuras 1 e 2).

Tabela 3. Grupos de linhagens de Trichoderma isoladas de ambiente tropical, no Brasil.

Grupo N°fungos Caracteristicas morfologicas
1 140/136/138/145 Esporos verdes (estriados) dorso branco
2 28/42/51/54/35/60/69/70/73/88/26 Caracteristicas distintas, dorso marrom, maioria com esporos verdes
1/264/267/269/364/531
3 219/220/221/234/867/868 Cotonoso amarelo ou verde, com esporos verdes centrais, dorso amarelado
4 19 Esporos verdes pequenos e rasteiros, dorso branco
5 37 Esporos verdes rasteiros, dorso branco
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Figuras 2. Estruturas micromorfoldgicas (200x) dos fungos 28, 868, 19 e 138, representantes dos grupos 1-4 (Tabela 3).

As médias didrias de crescimento radial das triplicatas dos fungos e as identifica¢des das espécies de
Trichoderma, com base nos fragmentos Its1, 5,8S e Its2 do rDNA, encontram-se na (Tabela 4).

Os resultados dos agrupamentos pela andlise macromorfoldgica foram ratificados pela identificagcao
molecular que confirmou, nao apenas o género, como também mostrou que cada grupo é constituido por
linhagens da mesma espécie. As estruturas micromorfolégicas também foram coerentes em relagao ao
reconhecimento género quando comparadas a trabalhos anteriores de Trichoderma sobre as estruturas de
reproducdo de cada espécie (Jaklitsh et al., 2015; Samuels et al., 1999; Bisset et al., 2003; Bisset, 1992).

Os resultados da andlise morfométrica apontaram para um rdpido crescimento das linhagens, de
modo que em 24h os micélios atingiram didmetros médios entre 3,2 e 5,4 cm. Oito isolados atingiram
toda a extensdo da placa de Petri em 48 h e produziram conidios em 72 h. Em 96 h, as linhagens restantes
atingiram a borda da placa e doze culturas iniciaram a produ¢ao de pigmentos difusos. Nao foi possivel
distinguir as linhagens com base apenas nas andlises morfomeétricas.

As linhagens identificadas por andlise molecular resultaram em 58,62% de T. harzianum, 13,79% de
T. asperellum, 20,68% de T. atroviride e 3,44% tanto de T viride, como de T. koningii.
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Tabela 4. Médias didrias de crescimento radial e identificacao molecular de linhagens de Trichoderma.

N°registroda cultura  Média/cm 24h  Média/cm 48h  Média/cm 72h  Média/cm 96h  Identificagdo Molecular®  Grupo Morfoldgico

19 32 70 85 85 T_koningii 99% 4
28 4,6 8,5 85 8,5 T-harzianum 99% 2
37 35 6,5 85 85 T viride 98% 5
42 3,7 7,0 8,5 8,5 T harzianum 95% 2
51 4,1 8,5 85 8,5 I"harzianum 97% 2
54 472 8,1 8,5 8,5 T harzianum 99% 2
55 4,7 8,5 85 8,5 T harzianum 99% 2
60 43 8.2 85 85 T harzianum 99% 2
69 no 34 7.1 8,5 T harzianum 90% 2
70 no 32 6.8 85 I"harzianum 97% 2
73 45 8,5 8,5 8,5 T harzianum 98% 2
88 4,2 8,1 85 85 T harzianum 99% 2
136 3,7 74 8,5 8,5 T asperellum 99% 1
138 35 6,8 7.2 8,5 T asperellum 92% 1
140 3,7 6,4 82 8,5 T asperellum 95% 1
145 4,0 78 8,5 8,5 T asperellum 97% 1
219 4,1 7.8 85 85 I atroviride 99% 3
220 39 7.8 8,5 8,5 T atroviride 99% 3
221 3,7 83 85 85 T atroviride 99% 3
234 4,2 7.8 85 85 T atroviride 99% 3
261 49 8,5 85 8,5 T-harzianum 99% 2
264 37 83 85 85 T harzianum 99% 2
265 48 8,5 8,5 8,5 T harzianum 99% 2
267 53 8,5 85 8,5 I harzianum 99% 2
269 4,1 8,5 8,5 8,5 T harzianum 99% 2
364 38 7,2 85 8,5 T harzianum 99% 2
531 37 8,0 85 85 T harzianum 99% 2
867 53 79 85 85 T atroviride 99% 3
868 54 8,0 85 85 I atroviride 99% 3

*|dentificacdo com base nos fragmentos /ts7, 5,85 e Its2 do rDNA das linhagens. no = ndo observado.

Conclusoes

Estes resultados confirmam a robustez da andlise macromorfolégica empregada, agrupando correta-
mente os vinte e nove isolados de Trichoderma em cinco grupos que foram confirmados e identificados
como espécies através de andlises moleculares, conferindo a importdncia da complementacao das técni-
cas apresentadas. Destacam-se pela sua representatividade as linhagens de T. harzianum com 58,62 % de
todas as cepas de Trichoderma depositadas na Colecao do Laboratério de Bioensaios e Microrganismos
da Amazonia - LABMICRA-UFAM
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Resumo

Lentinus Fr. e Panus Fr. sdo géneros que apresentam caracteristicas taxondmicas muito semelhantes, sendo
somente possivel separa-los através de andlises microscépicas. Diante do exposto, este trabalho teve como
objetivo identificar e separar as espécies depositadas na Cole¢ao de Fungos Lignoceluloliticos - CFL/COTEI/
INPA. Foram identificados dezoito espécimes pertencentes aos géneros Lentinus sendo eles: L. bertierii (Fr.)
Fr.; L. fasciatus Berk.; L. lamelliporus Har. & Pat.; L. scleropus (Pers.) Fr.; L. nigro-osseus Pildt; L. umbrinus
Reichardt; L. striatulus Lév.; L. stuppeus Klotzsch; L. swartzii Berk. e que L. bertierii teve maior ocorréncia.
Do acervo, seis espécimes pertencem ao género Panus P. parvus; P. guaraniticus e P. tephroleucus, sendo
0 ultimo de maior ocorréncia. Os espécimes de Lentinus tém preferéncia pelo substrato de galho caido,
enquanto que Panus em tronco em decomposicao. Dessa maneira o presente trabalho contribuiu com o
enriquecimento das espécies que pertencentes a Lentinus e a Panus na regido Amazonica.

Palavras-chaves: Macrofungo, Taxonomia, Lignocelulolitico.

Introducao

A familia Polyporaceae pertence a ordem Polyporales, classe Agaricomycetes e filo Basidiomycota. Os
macrofungos sdo popularmente conhecidos como cogumelos, orelha de pau ou urupé (Kirk et al.2001).
Os representantes da familia crescem em madeira morta, em solo e folhedo, degradando restos animais
e vegetais (Donk, 1964). Portanto sao de fundamental importancia na decomposicao e ciclagem da ma-
téria organica. Alguns sao fitopatégenos (Stalpers e Loerakker, 1982) e outros ectomicorrzicos. Além da
importancia bioldgica, os macrofungos (Polyporaceae) tém recebido especial aten¢ao nas duas ultimas
décadas, devido ao seu potencial de aplicabilidade no tratamento de contaminantes ambientais, agindo
como biorremediadores do solo e pela producao de antibidticos (Schmit e Mueller, 2007). Algumas espé-
cies sao comestiveis como, por exemplo, Lentinus strigosus Fr. (Andrade e Campos, 2011).

Os principais géneros em Polyporaceae sao: Trametes, Hexagona, Coriolopsis, Rigidoporus, Polyporus,
Lentinus e Panus. Os dois ultimos se diferenciam dos demais pelos basidiomas agaricéides, isto é, pileos infun-
dibuliformes a ciatiformes, estipitados, com himendforo lamelar (Souza, 2015). Lentinus Fr. é caracterizado
por apresentar tramas radiais, descendentes ou intermedidrias com hifas esqueleto - ligadoras e hifas “pegs”
diferente de Panus Fr., com hifas esqueletais sem a presenca de hifas “pegs” (Senthilarasu, 2015). As espécies
de ambos os géneros sao degradadoras de lignina, causando a podridao branca na madeira (Corner, 1981).

Atualmente, o cultivo desses macrofungos é considerado atividade de grande importancia econdmica,
pois contém vdrios compostos ativos como polissacarideos, glicoproteinas, propriedades antioxidantes e
antibidticas, com possiveis aplicagoes medicinais, como por exemplo, L. strigosus Fr. que inibe a enzima
tripanotiona redutase de Trypanosoma cruzi. Também, ha relato de isolamento de quatro substancias:
neopanepoxidol, 6,7-epoxi-4(15) -hirsuteno-1,5-diol, hipnofilina e panepoxidona, que apresentaram ati-
vidade citotdxica para trés linhagens tumorais humanas (Cota, 2007).

Pesquisas relacionadas aos géneros Lentinus e Panus na regiao Amazodnica sao escassas, no sentido
de contribuir com o conhecimento destes géneros, o projeto teve como objetivo identificar e separar os
espécimes depositados na Colecdo de Fungos Lignoceluloliticos - CFL/COTEI/INPA e atualizar as infor-
magoes sobre as culturas dos mesmos depositados na Cole¢ao Microbiolégica - INPA.
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Material e Métodos

Os exemplares de Lentinus Fr. e Panus Fr. depositados na Colecio de Fungos Lignoceluloliticos -
CFL/COTEI/INPA, foram provenientes de diferentes dreas da regido Amazodnica, tais como: Campus
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia-INPA, Museu da Amazodnia-MUSA, Reserva Florestal
Adolpho Ducke, Estagcao Experimental de Silvicultura Tropical ZF2-INPA, Estacao Ecolégica de Maraca,
Estacdo Ecolégica de Uatuma e Parque Nacional do Virud. Os espécimes depositados na Colegcao de
Fungos Lignoceluloliticos de Lentinus e Panus foram coletados em diferentes substratos lignoceluloliticos
tais como: galho caido e tronco caido.

Para a andlise macromorfolégica foram feitas medigdes com o auxilio de uma fita métrica e anotagoes
quanto a medida do comprimento, largura e espessura do basidioma, além do formato, cor, presenca
ou auseéncia de pelo no basidioma. Para a observacao microscépica, foram feitos cortes a mao livre das
superficies himenial, do contexto e da superficie himenial com auxilio de estiletes e laminas de aco e
um estereomicroscopio binocular. Em seguida, os cortes foram colocados entre 1amina e laminula em
solucao de hidréxido de potdssio 3% (Ryvarden e Johansen 1980). As estruturas microscépicas foram
observadas com auxilio de um microscopio dptico e suas estruturas foram mensuradas e analisadas, tais
como: tipo dos esporos, presenca ou auséncia de estruturas de ornamentacao, tipo de hifas e presenca
ou auséncia de hifas “pegs”. A identificacao dos espécimes de Lentinus e Panus foi feita com base na li-
teratura especializada para cada género, Souza (2015), assim como revisdes de espécies sul-amaricanas e
brasileiras descritas por Corner (1981); Pegler (1983); Senthilarasu (2015) e Drechsler-Santos et al.(2012)
e nas informagdes disponiveis no site http://www.mycobank.com e http://www.indexfungorum.org.

Todos os dados de coleta do fungo, como nome do coletor, substrato, local e data de coleta foram
informatizados de acordo com o programa BRAHMS (Botanical Research and Herbarium Management
System) adotado pelo Herbdrio do INPA.

Resultados e Discussao

Um total de sessenta e nove espécimes faz parte do acervo de Fungos Lignoceluloliticos COTEI - INPA
destes, vinte e quatro espécimes foram analisados e, dezoito pertencem ao género Lentinus Fr. e seis ao
género Panus Fr.

Apesar das caracteristicas microscopicas serem muito importantes para separacao dos géneros, a des-
cricao das espécies consta abaixo.

Lentinus Fr. 1825.

E caraterizado por apresentar hifas esqueleto-ligadora, medas e nio apresentar gloecistidios.

Lentinus bertieri (Fr.) Fr., Syst. Orb. Veg. (Lundae) 1: 77. 1825.

Basidioma de cor amarelo a amarelo marmore. Pileo infundibuliforme, centro glabro mais escuro que
a margem, esta vilosa e involuta (Fig.2. A). Lamela decurrente, denticulada, amarelo mais clara que o
pileo, com a presenca de lamélulas e anastomose (Fig.2. A’). Estipe central, com pelos na base, menor
que o pileo. Contexto hialino em KOH apresentando sistema hifal dimitico com hifas generativas hialina
de parede fina, 2-5 pm diam.; e hifas esqueleto-ligadora hialino, 3-5 pm diam. (Tabela 2). Basidiésporos
hialino, cilindrico de parede fina medindo de 3-4 x 6-9 pm (Fig.2. a). E caracterizada por possuir estipe
menor que o pileo e lamelas com anastomose. Drechsler-Santos et al., (2012) descreve o primeiro registro
da espécie para a regiao nordeste do Brasil caracterizando a presenca de muitas medas. Espécies encon-
tradas em galhos caidos.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (12112); Autazes-
AM, Estrada do Rosarinho (12011); Ramal do Pau Rosa, BR-174 (12185); Campinarana, BR-174 (12433).

105



106 | Diversidade Microbiana da Amazénia Vol. 3

Distribuicao geografica: Regido tropical (Pegler, 1983b). H4 registro para Bahia, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Santa Catarina e Cerrado (Drechsler-Santos et al., 2012).

Lentinus swartzii Berk. 1843.

E espécie similar a L. bertieri apresentando basidiésporos 3-4,5 x 5-9 um e hifas esqueleto-ligativa 3-5
pm. No entanto, diferencia-se pela cor do basidioma, tamanho do estipe e a cor das lamelas que geral-
mente é mais escura (Fig.2.F, F’), encontrado em galho caido.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (12115; 12182) e
Parque Nacional do Virua (12108).

Lentinus nigro-osseus Pilat 1936.

E semelhante a L. bertieri pois, seu basidioma apresenta cor amarelo a amarelo queimado, estipe com
pelos fulvus e pileo involuto. Porém, o que diferencia é o tamanho do basidioma (Fig. 2.D e D’), as hifas
esqueleto-ligadora e o tamanho das medas 20-35 x 29-43 pm (Tabela 1). Sendo encontrado em galho caido.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (12109).

Lentinus umbrinus Reichardt 1866.

Apresenta caracteristicas similares com as de L. bertieri visto que, a cor do basidioma é amarelo a
amarelo-vermelho, pouco involuto e o estipe com pelos vilosos. Mas se difere pelo pileo depressor, lame-
las separadas e estipe grosso na base. Foi encontrado em tronco em decomposicao.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (12110) e Estacao
Experimental de Silvicultura Tropical (10999).

Lentinus lamelliporus Har. & Pat. 1902.

O basidioma apresenta caracteristicas macroscépicas semelhantes aos demais. Contudo, se difere de
L. bertieri por possuir o pileo depressor margem pouco involuta (Fig. 2 B), lamelas separadas (Fig. 2 B)
e basidiésporos (3-4, x 4-7 pm) menores. Encontrado em arvore em decomposicao.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Parque Nacional do Virua (7097).

Lentinus scleropus (Pers.) Fr. 1836.

Apresenta basidioma com caracteristicas de L. bertieri, diferencia na cor amarelo terra e estipe curto e
pileo grande, ciatiforme, velutino, tomentoso; (Fig. 2 C) lamelas separadas mais escuras que o pileo (Fig.
2 C’). encontrado em tronco em decomposicao.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Manaus.

Lentinus fasciatus Berk. 1840.

E similar a L. bertieri pois ambos sdo encontrados em galho caido, apresenta lamelas de cor amarela clara
e juntas (Fig. 2 G’). Diferenciam-se de L. fasciatus pelo basidioma de cor marrom escuro, pileo e estipe velu-
tinado (Fig. 2 G G’). L. fasciatus foi encontrado tanto em galho caido quanto em tronco em decomposicao.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Estacao Experimental de Silvicultura Tropical (11104), Museu da
Amazonia (1283), Parque Nacional do Virud (12107).
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Lentinus striatulus Lév. 1846.

E semelhante a L. bertieri pelo basidioma de cor amarelo a amarelo queimado. Porém se diferencia
por apresentar o pileo glabro e involuto; lamelas sem anastomose e estipe curto e grosso. Encontrado em
tronco em decomposicao.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Estacao Experimental de Silvicultura Tropical (7700).

Lentinus stuppeus Klotzsch 1833.

E semelhante L. bertieri por apresentar basidioma com pelos fulvos e o pileo ser pequeno, no entanto,
0 basidioma é marrom escuro, com esquamulas amarela; as lamelas da mesma cor do pileo e o estipe
curto. Ocorre em galho caido.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Parque Nacional do Virua (12105) e Manaus (8318).

Panus Fr. 1838.

E caracterizado por possuir hifas esqueletal, cistidios e ndo possuir medas.

Panus parvus Drechsler-Santos & Wartchow 2012.

E caracterizado por apresentar basidioma de cor creme a amarelo. Pileo com pelos hispido com
esquamulas, margem com poucos pelos, cor amarelo-queimado escurecendo para o centro do pileo, sem
anastomose, pouco involuto (Fig.2 H). Lamelas de cor semelhante a do pileo, decorrentes e onduladas
(Fig. 2 H’). Estipe com pelos hispido, central e pouco curvado. Contexto fino e hialino em KOH, sistema
hifal dimitico com hifas generativas hialina de parede fina, 2-5 pm diam.; e hifas esqueletal hialina, de
parede grossa, 3-5 pm diam. (Tabela 2). Basididsporos hialino, cilindrico a ovoide de parede fina medin-
do de 3-4,5 (-5) x 5-7,5 pm. Encontrado em tronco em decomposicao.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (12111).

Panus guaraniticus Berk. 1930.

E muito semelhante a P. parvus, ambos ocorrem em tronco em decomposicdo, apresentam basidioma
de cor creme a amarelo; lamelas onduladas, mais claras que o pileo (Fig. 2 I, I') e estipe central, velutino,
cor semelhante ao pileo. Porém P. guaraniticus se diferencia por apresentar pileo velutino com pequenas
esquamulas e cistidios maiores (9-15 pm). sendo encontrado em tronco em decomposicao.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Manaus (12099; 12101).

Panus tephroleucus (Mont.) T.W. May & A.E. Wood 1995.

E similar a P parvus por apresentar pileo pequeno e hifas generativas (3-4 pm diam). Porém se dife-
rencia por possuir basidioma de cor marrom escuro; pileo velutino (Fig. 2 J); lamelas escuras; estipe fino
e longo (Fig. 2 J’). Basididsporos maiores (4-5 x 6-9 pm). Ocorre tanto em galho caido quanto em tronco
em decomposicao.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Estacao Ecoldgica de Maraca (4247; 4384) e Estacao Experimental
de Silvicultura Tropical (12326).

Nota-se que apesar das caracteristicas macroscépicas dos basidiomas de Lentinus e Panus serem di-
ferentes, ndo apresentam caracteres taxondmicos que permitem a diferenciagao entre os géneros (Figura
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2), os quais sao diferenciados pelas caracteristicas microscépicas (Figura 1). Por exemplo, o género
Panus Fr. se diferencia de Lentinus Fr. por ndo apresentar medas (Figura 1 C) e possuir gloecistidios
(Figura 1 B) e hifas esqueletais, enquanto que Lentinus Fr. apresenta medas e hifas esqueletos-ligadoras.

Figura 1. Estruturas microscépicas que diferenciam os géneros Lentinus e Panus. A esporos; B gloecistidios;
C medas. Barra = 10 pm.

Figura 2. Superficie pilial e himinenal dos diferentes basidiomas de Lentinus e Panus. A, A’ L. berteroi 12433.;
B, B’ L. lamelliporus 7097; C, C’ L. scleropus 5865; D, D’ L. nigro-osseus 12109; E, E’ L. umbrinus 12110; F, F’ L.
swartzii 12182; G, G’ L. fasciatus 12107; H, H’ Pparvus 12111; 1, I’ P. guaraniticus 12101; J, J’ P. tephroleucus 12326.
Barra=1 cm
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Quanto as espécies, estas sao diferenciadas pelo tamanho do esporo e das hifas generativas, como por
exemplo L. lamelliporus possui 0s esporos menores que os de L. nigro-osseus. Além disso, as medidas das
hifas generativas de L. bertieri sio maiores em relagao ao das hifas generativas de L. scleropus. Por outro
lado, os esporos de P. parvus sao menores que os de P. fasciatus e as hifas generativas de P. fasciatus sao
menores que as hifas generativas de P. guaraniticus.

As caracteristicas macroscopicas que diferenciam as espécies como tamanho do pileo, estipe, cor,
presenca ou auséncia de pelos constam na Figura.2.

A relacao dos locais de ocorréncia e dos substratos em que os macrofungos foram coletados consta
na Tabela 1. Nota-se que os macrofungos Lentinus ocorrem mais em galhos caidos, enquanto que os de
Panus em tronco em decomposicao. A maioria das espécies de Lentinus é do Campus do INPA, Manaus,
provavelmente, pelo fato do maior esforco amostral no campus e de facil acesso.

Tabela 1. Substrato em que os macrofungos Lentinus e Panus foram coletados em diferentes
locais na regido Amazonica.

Taxon N° de Registro no acervo Local oUbstrato Total
T.D G.C
Lentinus
L. bertierii 12011;12112;12185; 12433 INPA/ AUT/ MAN 4 4
L. fasciatus 11104;12107; 12183 MUSA / PNV 2 1 3
L. lamelliporus 7097 PNV 1 1
L. scleropus 5865 MAN 1 1
L. nigro-osseus 12109 INPA 1 1
L. umbrinus 10999; 12110 INPA / EEST 2 2
L. striatulus 7700 EEST 1 1
L. stuppeus 8318;12105 PNV 2 2
L. swartzii 12108;12115;12182. INPA / PNV 3 3
Subtotal 6 1 1 18
Panus
P parvus 12111 INPA 1 1
P guaraniticus 12099; 12101 MAN 2 2
P tephroleucus 4247,4384; 12326. EEST/ EEM 1 2 3
Subtotal 4 2 6
Total 10 13 1 24

Legenda: PNV = Parque Nacional do Virua; INPA = Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas; MUSA = Museu da Amazonia;
EEM = Estacao Ecoldgica de Maracd; EEST = Estagdo Experimental de Silvicultura Tropical; AUT = Autazes - AM; MAN = Manaus -
AM. Substrato: TD = tronco em decomposicéo; GC = galho caido; AD = drvore em decomposicdo

Conclusao

A maioria das espécies de Lentinus foi coletada nas areas dos Campus- INPA, enquanto que as de
Panus em diferentes locais da cidade de Manaus e na Estacdo Ecolégica de Maracad. Os espécimes de
Lentinus demonstram preferéncia por galho caido enquanto Panus por tronco em decomposi¢ao. O nu-
mero de espécies de Lentinus é maior do que a de Panus A identificagdao dos macrofungos Lentinus e
Panus depositados na Colegao de Fungos Lignoceluloliticos - CFL/COTEI/INPA, contribui com enriqueci-
mento de espécies para a regido Amazonica.
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Resumo

A ata tem despertado interesse de produtores no Brasil, porém as doencas causadas por fungos como
a antracnose podem afetar sua produtividade. Assim, objetivou-se avaliar o efeito de doses de potdssio
na influéncia e severidade da antracnose na ata. O experimento foi conduzido no Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal de Roraima. Folhas de ateiras com sintomas de antracnose foram cole-
tadas para o isolamento de fitopatégenos. O delineamento foi inteiramente casualizado em esquema de
parcelas subdivididas no tempo, aplicadas as doses de KCl: 0, 20, 40, 80 e 160 kg ha'. Cada parcela
composta por cinco plantas, totalizando 25 plantas. As plantas foram inoculadas com uma suspensao
de 1,0 x 10° conidios mL de Colletotrichum sp.. As avaliacdes foram realizadas aos 5, 10, 15, 20 e 25
dias apds a inoculagao. A incidéncia da doenga foi avaliada pela contagem das plantas com sintomas de
antracnose e a severidade por uma escala de notas. Foram obtidos dois isolados com caracteristicas mor-
folégicas de Colletotrichum gloeosporioides e um isolado com conidios curvados. A maior incidéncia da
doenga foi observada nas doses de 20, 40 e 160 kg ha! de KCI. A severidade aumenta com maior tempo
de inoculagao do patégeno.

Palavras-chave: Fruta-do-conde, Colletotrichum, Nutricao mineral, Manejo.

Introducao

A ata, fruta-do-conde ou pinha (Annona squamosa L.), pertence ao género Annona e familia
Annonaceae. A espécie é origindria da América Tropical e tem despertado interesse de produtores e pes-
quisadores na Regidao da Amazonia Setentrional, apresentando crescente demanda o que prioriza essa
frutifera em relagao ao desenvolvimento tecnolégico na producao de mudas e manejo visando garantir a
formacao de pomares uniformes e a producao de frutos de qualidade para producao de polpas ou para o
consumo in natura (Cordeiro et al., 2000).

Para viabilizar a implantacdo de pomares comerciais devem-se obter mudas de ata saudaveis e re-
alizar manejo adequado para o controle de doengas. A antracnose, causada por espécies do género
Colletotrichum, é uma das doencas mais comuns e importantes em frutiferas, ocasionando problemas em
regioes tropicais e subtropicais. A doenga afeta folhas, ramos e frutos, em diversas fases do desenvolvi-
mento, afetando diretamente a produtividade e comercializa¢dao dos frutos (Kamei et al., 2014; Amorim
et al., 2016). A antracnose é considerada uma das principais doencas da ata (Lopez, 2005). Entretanto,
existem poucas informacdes da diversidade de espécies de Colletotrichum que podem causar a doenca e
os danos.

O uso de estratégias eficientes e seguras no controle da antracnose é fundamental para o cultivo e
posterior comercializacao das fruteiras nativas, destacando ainda o ponto de vista ambiental. O manejo
nutricional pode auxiliar no controle de doengas devido uma melhoria da barreira fisiolégica da planta
(Tanaka et al., 2008). A nutricao mineral pode influenciar o grau de resisténcia da planta em resposta a
infeccdo por patégenos (Marschner, 1995; Polanco et al., 2012).
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O potassio (K) é um dos elementos que contribuem para a reducao da incidéncia e severidade de
doencas em vdrias culturas, inclusive a antracnose (Carvalho et al., 2013; Lima et al., 2017), porém nao
ha relatos na literatura sobre a influéncia desse nutriente no controle da antracnose em ata, passivel de
exploracdo econdémica no Estado de Roraima.

Objetivou-se avaliar o efeito de doses de potdssio na incidéncia e na severidade da antracnose na ata.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao na drea experimental localizada no Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal de Roraima (UFRR), Campus Cauamé, no municipio de
Boa Vista - RR (20 52” 20,7” N e 600 42’ 44,2” W e altitude de 90 m). A classificacao climética segundo
K&ppen é do tipo Am (Alvares et al., 2013), com duas estacoes bem definidas durante o ano, chuvosa de
abril a setembro e seca de outubro a mar¢o, com temperatura média anual 26,7 °C, precipitacdao anual
média de 1614 mm e umidade relativa do ar de 79% (Araujo et al., 2001).

Folhas de ata com sintomas tipicos de antracnose foram coletadas na drea experimental do CCA e
levadas para o Laboratério de Fitopatologia da UFRR para o isolamento de fitopatégenos. O isolamento
foi realizado a partir de desinfestacao superficial (etanol 70%, hipoclorito de sédio 2,5% e lavagem em
dgua destilada) dos tecidos que, em seguida, foram transferidos para o meio de cultura batata dextrose
dgar (BDA) e incubados em BOD a 25 °C. As culturas com morfologia tipica de Colletotrichum spp. foram
transferidas para o meio BDA para obtenc¢ao das culturas monospdricas. A caracterizagao morfoldgica foi
realizada com isolado monospdrico que foi transferido para os meios de cultura BDA e Aveia-agar, apds 7
a 10 dias de incubacao a 25 °C com fotoperiodo de 12 h. As medidas das estruturas morfolégicas foram
realizadas e comparadas com descri¢oes disponiveis na literatura (Weir et al., 2012).

Folhas destacadas de ata sem sintomas de antracnose foram inoculadas com uma suspensao de co-
nidios (1,0 x 10° conidios mL!) dos trés isolados de Colletotrichum sp., onde foi depositado 20 pm em
cada um dos cincos furos/folha utilizando uma agulha estéril. Foram utilizadas trés folhas por isolado e
a testemunha inoculada com 4gua estéril.

As mudas de ata foram adquiridas da Embrapa Roraima. O experimento em casa de vegetacao foi
em delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcelas subdivididas no tempo, onde foram
aplicadas as seguintes doses de KCl: T1 - 0; T2 - 20 kg ha’; T3 - 40 kg ha'; T4 - 80 kg ha' e TS - 160 kg
hal. Cada parcela foi composta por cinco plantas, perfazendo um total de 25 plantas. As sementes foram
semeadas em vasos de 6 dm3 contendo o substrato composto percentualmente (v/v) de 50% de terra de
superficie, 20% de Casca de Arroz Carbonizada (CAC) e 30% de substrato organico (Chagas et al., 2013).
As mudas foram mantidas a temperatura de 28 + 1°C e com irrigacao realizada diariamente para manter
a condi¢do de umidade préxima a 60%.

Aos 120 dias apds a semeadura, as plantas de cada parcela foram inoculadas com uma suspensao
de conidios (1,0 x 10° conidios mL"!) do isolado A7c (Colletotrichum sp.), sendo 15 mL da suspensao do
inéculo borrifada nas folhas das plantas que foram submetidas a cdmara timida, durante 24 h em casa
de vegetacao.

Os tratamentos foram avaliados aos 5, 10, 15, 20 e 25 dias apds a inoculagdao do patégeno. A incidén-
cia da antracnose foi avaliada pela contagem das plantas com sintomas da doenga nas parcelas e a seve-
ridade foi mensurada utilizando a escala de notas de acordo com Galli et al. (2009). Os dados coletados
foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05) e de regressao, empregando o software SISVAR versiao
5.3 (Ferreira, 2010). Os graficos foram confeccionados com a utilizacdo do software SIGMAPLOT versao
12 (Systat Software, 2011).

Resultados e Discussao

Foram obtidos trés isolados de Colletotrichum sp. que formaram coldnias variando da cor branca a cinza
claro. Os isolados Ala e A7c apresentaram conidios retos, cilindricos com as extremidades arrendondadas,
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hialinos, asseptados, medindo (n = 20) a média de 10 x 5,2 pm e 9 x 5,5 pm, respectivamente (Figura 1
A e B). O isolado A7b apresentou conidios curvados com as extremidades afiladas, hialinos, asseptados,
medindo (n = 20) a média de 12 x 4 pm (Figura 1 C).

Algumas espécies de Colletotrichum, como C. gloeosporioides, C. fragariae e C. fructicola foram relatadas
associadas a antracnose em anondceas (Kamei et al., 2014; Costa et al., 2017). Dentre essas espécies, ne-
nhuma apresenta conidio curvado. A identificacao de Colletotrichum é tradicionalmente realizada com base
na morfologia, no entanto, existe diversidade fenotipica e instabilidade dos caracteres em funcao do am-
biente e das condic¢oes de cultivo (Cannon et al., 2008; Weir et al., 2012). Sendo assim, necessdrios estudos
de filogenia molecular para identificar a nivel de espécie e confirmar a verdadeira identidade do patégeno.

Todos os isolados de Colletotrichum sp. causaram sintomas nas folhas destacadas de ata apds cinco
dias de inoculacao e o isolado A7c foi selecionado para a inoculagdo das plantas em casa de vegetacao,
pois apresentou maior severidade dos sintomas da doenca. Os sintomas de antracnose nas mudas apa-
receram apos sete dias da inoculagao do patégeno. O isolado inoculado foi reisolado, comprovando ser
0 patégeno da antracnose e completando os postulados de Koch. Nenhum sintoma da doenca foi obser-
vado nas plantas nao inoculadas.

A maior incidéncia da doenga foi observada nas doses de 20 kg ha, 40 kg ha' e 160 kg ha! de KCl
(Figura 2).

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de Colletotrichum sp. isolados de sintomas
de antracnose da ata (Annona squamosa). A =. Conidios do isolado Ala, B =
Conidios do isolado A7c e C = Conidios do isolado A7b.
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Figura 2. Incidéncia da antracnose em plantas de ata (Annona squamosa) em
funcao de doses de potdssio.

113



14 | Diversidade Microbiana da Amazonia Vol. 3

Diferencas significativas foram observadas entre as doses e o tempo, ambos com efeitos isolados. No
entanto, nenhuma regressao se ajustou adequadamente as doses enquanto foi observado que a maior
severidade foi com o maior tempo de inoculacao do patégeno (Figura 3).

No presente estudo, doses mais elevadas de K nao induziram resisténcia das plantas de ata. De acordo
com Marschner (1995), o aumento nos niveis dos nutrientes, além do étimo, nao causa efeitos na resis-
téncia a doencas. Assim como observado por May-De-Mio et al. (2008) em que o excesso de K aumentou
a incidéncia de podridao parda [Monilinia fructicola (G. Winter) Honey] em ameixeira (Prunus domestica
L.). No entanto, em alguns casos, o aumento de K pode reduzir a suscetibilidade a varias doengas (Huber
e Thompson, 2007). No feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), a dose mais elevada de potdssio na forma de KCI
(180 kg ha') foi a mais eficiente em reduzir a severidade da antracnose nas plantas (Lima et al., 2017).

Segundo Pozza et al. (2001), o equilibrio nutricional é fundamental para o controle de doengas, a falta
ou o excesso de nutrientes pode aumentar ou diminuir a resisténcia das plantas ao ataque de patdgenos.
A nutricao mineral equilibrada em K aumenta a espessura da parede celular em células da epiderme e
contribui na recuperacao de tecidos que sofreram injurias (Marschner, 1995; Wang et al., 2013). A seve-
ridade da doenca aumenta se nao ha nutricao balanceada que induz a resisténcia da planta, além disso,
Carvalho et al. (2013) verificaram que a adubacao potdssica utilizada para o controle da antracnose do
milho (Zea mays L.) tem diferentes respostas de resisténcia em funcao da variedade da planta.
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Figura 3. Severidade da antracnose em plantas de ata (Annona squamosa) em funcao
de doses de potdssio.

Conclusoes

O isolado de Colletotrichum sp. que apresenta conidios curvados pode representar uma nova espécie
que causa antracnose na ata.

As doses de potdssio ocasionaram mudancas na incidéncia e severidade da antracnose em ata.

A severidade da doenga é maior com o aumento do tempo de inoculagao do patégeno.
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Resumo

O impacto ecolégico causado por petrdleo e seus derivados vem sendo minimizado por diferentes técni-
cas de remediacao, entre elas a biorremediacao. A biorremedia¢cdao usa microrganismos ou suas enzimas
para destoxificar ambientes contaminados. Estudos realizados com fungos do género Trichoderma mos-
traram que apresentam a habilidade de usarem petréleo como fonte de carbono e, por em sua maioria
nao serem patogénicos a animais e plantas, apresentam potencial de uso na descontamina¢ao de am-
bientes contaminados com esse produto e seus derivados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capa-
cidade de Trichoderma sp. em crescerem em meio contendo a gasolina como fonte de carbono. Para o
isolamento dos fungos das amostras de solos, foi utilizada a técnica de diluicao seriada até 103, em meio
de cultura Basal utilizando glicose como fonte de carbono, e apés seu crescimento, foram purificados
em meio BDA. Com isso foi possivel isolar 81 fungos, sendo que 16 pertencem ao género Trichoderma.
Posteriormente, foi analisado o crescimento desses 16 fungos em meio INPA enriquecido com 0,1 mL de
gasolina. A quantificacao do crescimento se deu pelo peso da biomassa microbiana seca. Todas as 16
linhagens foram capazes de crescer em meio INPA acrescido de gasolina, sendo que os isolados INPA R43
e INPA R48 apresentaram as maiores produ¢des de biomassa, respectivamente 296 e 279 mg.

Palavras-chave: Biodegradacao, metabolismo microbiano, hidrocarbonetos.

Introducao

As contaminacgoes de solos e do ambiente hidrico por hidrocarbonetos ocorrem desde o processo de
extracdo, transporte, refino, até o consumo, com a producao de gases poluentes. Tais acidentes tém um
grande efeito sobre as propriedades do ambiente contaminado. Observam-se com muita preocupacgao,
os casos de contaminagao do solo e dgua por hidrocarbonetos derivados de petrdleo, que mesmo em pe-
quenas concentragdes, podem constituir um grande perigo a saide humana e ao meio ambiente (Souza
et al.2010).

Na tentativa de fazer reparo adequado em dreas contaminadas, utiliza-se uma técnica de biorremedia-
¢ao, que compreende o processo de transformagao e/ou degradacao de compostos téxicos para torna-lo
ecologicamente inofensivo (Jacques, 2010). Esse processo pode envolver o emprego de microrganismos
inerentes ao produto contaminante e a0 meio ambiente, ou ainda pode langcar mao de microrganismos
exdgenos (Bennet e Faison, 1997).

O crescimento microbiano e a degradagao de contaminantes ocorrem em fun¢ao do meio ambiente de
uma maneira interativa: enquanto crescem e se adaptam ao meio ambiente, 0s microrganismos o alteram
através do consumo de nutrientes e liberacdo de produtos (Bragato, 2006). Assim, a eficiéncia da biorre-
mediacao é limitada se as condicoes fisico-quimicas como temperatura, pH, umidade e disponibilidade
de outros nutrientes, além do poluente, o qual representa a fonte de energia, ndo forem favordveis a
sobrevivéncia e a atividade dos microrganismos degradadores, sendo, portanto, necessdrio um rigoroso
controle e definicao de parametros para aplicacao dessa técnica (Boopathy, 2000; Jacques, 2010).

A habilidade de microrganismos como fungos de adaptar rapidamente o seu metabolismo a diversas
fontes de carbono e energia é um fator essencial para sua sobrevivéncia. Essa flexibilidade se deve a
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producao de uma grande quantidade de enzimas intra e extracelulares, capazes de degradar estes com-
postos inclusive polimeros complexos (Silva e Esposito, 2004).

Fungos do género Trichoderma sdao conhecidos por sintetizarem diversos metabdlitos secunddrios,
como inibidores de fitopatdgenos antimicrobianos, produtores de fitohormo6nios e enzimas como a celu-
lase e a amilase (Pandey et al.2000; Chandra et al. 2009). Estes vivem livremente no meio ambiente ou
parasitando outras espécies de fungos, podendo ser encontrados na rizosfera de plantas, em qualquer
tipo de solo com disponibilidade de matéria organica em abundancia como fonte de carbono e nitro-
génio e em materiais vegetais em decomposicao (Harman, 2006; Carreras-Villasenor et al.2012), sendo
colonizadores de sucesso de seus habitats. Esta caracteristica deve-se a sua capacidade degradativa do
substrato, que é realizada através de suas enzimas extracelulares (Schuster e Schmoll, 2010), tornando-os
de grande interesse econémico.

Por apresentarem essas caracteristicas e principalmente por raramente serem patogénicos a animais
e plantas (Esposito e Silva 1998; Kredics et al.2003; Groll e Walsh, 2001), os fungos Trichoderma podem
se tornar uma alternativa vidvel para serem utilizados em processo de biorremediacao de ambientes
contaminados por petréleo e seus derivados. Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar e selecionar
linhagens fungicas de Trichoderma spp. e, avaliar a capacidade de crescimento das col6nias em contato
com gasolina.

Material e Métodos

Coleta dos solos

Foram coletadas amostras de solos da Reserva Bioldgica da Campina, e das Esta¢cdes Experimentais
de Silvicultura Tropical e Fruticultura Tropical do INPA situadas no entorno da cidade de Manaus-AM.
As amostras foram acondicionadas em tubos falcon estéreis e encaminhadas ao Laboratério de Ecologia
e Biotecnologia de Microrganismos da Amazonia/INPA.

Isolamento e purificacdo de Trichoderma spp.

Das amostras coletadas foram retiradas 10 g de solo e ressuspendidas em 50 mL de dgua destilada
estéril e agitados por 30 minutos a 200 rpm em agitador rotativo. As amostras foram submetidas a uma
diluicao seriada de até 10° em solucao salina (0,85%). Posteriormente, aliquotas de 100 pL de cada dilui-
¢ao foram semeadas em triplicata em meio de cultura seletivo para Trichoderma em meio Basal utilizando
glicose como fonte de carbono (Leelavathi et al.2014). As placas foram incubadas a 30 °C por cinco dias
e a medida que as colonias surgiram, foram isoladas e purificadas utilizando-se o meio BDA (Batata-
Dextrose—Agar) nas mesmas condicoes de cultivo do isolamento.

Avaliacdo do crescimento de Trichodermas spp. em contato com gasolina

Foram selecionados dezesseis fungos que apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhantes aos
fungos do género Trichoderma. Um disco de 5 mm de diametro da borda de cada micélio do fungo
crescidos em placas de Petri contendo meio BDA foi inoculado, em triplicata, em papéis de filtro
estéreis (0,58 mg) colocados sobre a superficie do meio INPA enriquecido com 0,1 mL de gasolina
cedida pelo Laboratdrio pertencente a Refinaria Isaac Sabba (REMAN), localizada na cidade de Manaus,
Amazonas, com um tratamento controle (papel filtro, gasolina e meio mineral INPA). A gasolina foi
filtrada em membrana de 0,22 pm de poro. A incubacao foi realizada em temperatura de 15°C até o mo-
mento em que as hifas dos fungos comegaram a atingir a borda da placa. Posteriormente, os filtros com
as hifas associadas foram secos em estufa a 60°C por 48 horas e em seguida pesados. Os pesos foram
obtidos subtraindo-se o peso do filtro apds o crescimento dos fungos (Diniz, 2014).

Andlise estatistica

Os dados gerados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), pelo teste F. Quando significativo, as
comparacoes de médias foram realizadas pelos testes Skott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade (SISVAR).
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Resultados e Discussao

Das amostras de solos coletadas de diferentes locais no entorno de Manaus, foram isolados 81 fungos.
Esses fungos foram identificados inicialmente como INPA F1 a INPA F81 e estao depositados na Colegao
do Laboratério de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos da Amazodnia/INPA. Destes, dezesseis
linhagens (INPA F2, INPA F4, INPA F12, INPA F18, INPA F23, INPA F29, INPA F31, INPA F40, INPA F41,
INPA F43, INPA F44, INPA F46, INPA F48, INPA F50, INPA F52, INPA F58) foram caracterizadas morfo-
logicamente como sendo Trichoderma.

Foram observadas diferencas significativas nos valores médios de peso da biomassa dos fungos tes-
tados (Figura 1). Os isolados INPA F43 e INPA F48 apresentaram maiores peso da biomassa microbiana
seca, com 296 mg e 279 mg, respectivamente. Enquanto que os isolados INPA F41 e F52 nao apresenta-
ram valores satisfatdria (24 e 13 mg) até o fim do periodo de avaliagao (15 dias). Quando utilizado o meio
INPA com a gasolina (Controle), nao foi observada crescimento fuingico no papel filtro, confirmando com
isso nao haver contaminantes presentes no derivado de petréleo.

Nota-se na figura 1, que a maioria dos tratamentos apresentou peso superior a 80 mg, aos 15 dias de
incubacgao, sugerindo com isso que é possivel e vidvel a utilizacao destes fungos num processo de biorre-
mediacao de solos, uma vez que demonstraram adaptacao ao meio de cultura e ao derivado de petréleo.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram descritos por Diniz (2014), que ao
realizar testes com fungos isolados de amostras de solo contaminado da Antdrtica, observou que quatro
isolados apresentaram peso entre 151,8 e 426,4 mg, em diferentes concentragdes de 6leo diesel. Hugnes
et al. (2006), por outro lado, ao avaliarem fungos isolados de solo menos contaminado com hidrocarbo-
netos, verificaram que os fungos isolados a partir de um solo altamente impactado sao menos tolerantes.
Para os autores, a tolerancia menor dos fungos pode ter ocorrido devido ao enriquecimento do solo com
microrganismos que degradam os hidrocarbonetos durante derramamentos anteriores de 6leo.

Parr et al. (1983) descrevem que a atividade microbioldgica no solo é intensamente afetada pela disponibi-
lidade de nutrientes, pela tolerancia dos microrganismos as variagdes do pH, compostos téxicos, entre outros.
Segundo Maciel (2013), fungos filamentosos como o Penicillium, sdo capazes de sobreviver em ambientes
com poucos nutrientes e degradar hidrocarbonetos do querosene. Khelifi et al. (2009), relatam que ao serem
expostos a compostos de estrutura complexa, como a gasolina os microrganismos utilizam uma fonte mais
facilmente assimildvel para a obten¢ao de energia, para sé entao cometabolizar as moléculas mais complexas.
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Figura 1. Peso da biomassa microbiana seca das linhagens de Trichoderma (mg), crescidos em meio INPA
contendo gasolina.

OBS. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Conclusoes

De um total de 81 isolados de Trichoderma da cidade de Manaus, 16 foram capazes de crescer em
meio INPA acrescido de gasolina;

Os isolados de Trichoderma de maiores pesos de biomassa seca, no periodo de 15 dias de crescimento
foram INPA R43 e INPA R48;

A adigao da gasolina ao meio de cultivo nao inibiu o crescimento da maioria dos fungos isolados testa-
dos. A tolerancia e as variagdes de crescimento na presenca da gasolina foram dependentes de cada fungo;

Os testes indicam que esses fungos foram capazes de tolerarem e crescerem na presenca de gasolina,
indicando com isso potencial uso no processo de biorremediacao de solos.
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Resumo

O género Staphylococcus spp. é conhecido por seu potencial patogénico e estd entre as infecgoes estafilo-
cécicas mais comuns no pais. Atualmente existe uma grande preocupagao no que diz respeito ao uso de
antimicrobianos indiscriminados, colocando no ambiente cepas cada vez mais resistentes. Desta forma, o
presente trabalho foi realizado isolando cepas de Staphylococcus spp catalase positiva de amostras ambien-
tais e de alimentos na cidade de Santarém - PA e tem como objetivo, avaliar o padrao de susceptibilidade
de Staphylococcus spp. catalase positivo aos principais antibidticos: vancomicina, penicilina, ciprofloxacina,
cloranfenicol, tetraciclina, oxacilina e novobiocina utilizando a técnica de difusao em disco de Kirby-Bauer.
Os resultados mostraram que as cepas de Staphylococcus spp. catalase positiva apresentaram resisténcia
de 65% a novobiocina e 35% de sensibilidade, a oxacilina 56% sensibilidade e 44 % resistentes, tetraci-
clina mostrou 53% de sensibilidade e 23 % de resisténcia, gentamicina com 18% de resisténcia e 82% de
sensibilidade, ciprofloxacina com 23 % de resisténcia e 71% de sensibilidade, vancomicina com 29% de re-
sisténcia e 71 % de sensibilidade, penicilina com 35% de resisténcia e 65% de sensibilidade, e cloranfenicol
com 35% de resisténcia Desta forma, pode-se concluir que os isolados apresentaram maior resisténcia a de
Staphylococcus spp. a oxacilina, seguido de cloranfenicol e novobiocina.

Palavras-Chave: Antimicrobiano, teste de resisténcia, Staphylococcus catalase positiva.

Introducao

Existe uma grande preocupag¢do no Brasil e no mundo no que diz respeito as infec¢des bacterianas,
Segundo Pereira et al. (1994), as intoxicagdes estafilocdcicas sao muito comuns no pais, sendo a maioria
dos casos nao investigada ou nao notificada.

Os estafilococos foram observados inicialmente em 1878 a partir de material purulento e, em 1881,
houve a primeira publicacio citando a forma de cocos e a presenca constante desses microrganismos
em abcessos agudos e cronicos. A relagdo desses microrganismos com surtos de intoxicagao alimentar
s6 ocorreu em 1884, em Michigan, EUA, quando se associou os casos ao consumo de queijo tipo ched-
dar contaminado com estafilococos (Pereira et al., 2000). Este género bacteriano é constituido por pelo
menos 30 espécies, sendo as de maior importancia no ambiente hospitalar sao Staphylococcus aureus, S
saprophyticus e S. epidermidis (Brooks e Butel, 2000).

As enterotoxinas estafilocécicas (EE) produzidas por Staphylococcus sao potentes exotoxinas sinteti-
zadas durante a fase de crescimento ou durante a transicao da fase exponencial para a fase estaciondria.
Estas EE sdo produzidas entre 10 °C e 46 °C, com um 6timo entre 40 °C e 45 °C. Estas bactérias sao
tolerantes a concentracoes de 10% a 20% de NaCl, o que pode tornar os alimentos um dos principais
veiculos para a propagacao das mesmas (Franco e Landgraf, 2008).

Bastos (2013) enfatiza que as enterotoxinas estafilocdcicas (EE), produzidas por algumas cepas de
S. aureus, causam uma das doencas mais comuns transmitidas por alimentos, a intoxicacao alimentar
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estafilococica sendo resultante do consumo de alimentos ou bebidas contendo a dose infectante de uma
ou mais EE pré-formadas no alimento.

A resisténcia microbiana é um problema e estd associada a diversos fatores listado entre uma das
grandes ameacas a saide humana segundo a World Economic Forum Global Risks (Blair et al., 2015).

Diante do quadro acima descrito, empreendeu-se um trabalho cujo objetivo foi avaliar o padrao de
susceptibilidade de Staphylococcus catalase positiva (SCP) a antibidticos de varias classes. Os objetivos
especificos foram identificar ao menor nivel taxonomico os isolados estudados, identificar entre os isola-
dos os SCP e avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos das cepas de isolados de amostras ambien-
tais (ar) e alimentares (camarao). Este estudo tem grande importancia no que tange a satide de um modo
geral e assim poder contribuir com pesquisas relacionados a clinica aplicada.

Material e Métodos

Foram isoladas 17 cepas de Staphylococcus catalase positiva (SCP) obtidas de amostras da microbiota
do ar da drea urbana e de camarao salgado e seco em Santarém - Pard, que fazem parte da atual bacte-
rioteca do Laboratério de Ensino Multidisciplinar de Biologia Aplicada (LaBio) da Universidade Federal
do Oeste do Para (UFOPA).

Para a identificacio na bacterioteca, as cepas foram reativadas e semeadas em Agar Baird Parker
(Kasvi®), em seguida, inoculadas em Trypic Soy Agar (TSA - Kasvi®) e incubadas em estufa a tempe-
ratura de 35 °C por um tempo de 24 horas. Passado o periodo de cultivo foi feito o teste tintorial pela
coloragao de Gram para verificar a pureza da cultura e em seguida foi realizada a prova de catalase.

Para o teste de resisténcia a antibiéticos nas cepas Staphylococcus catalase positivo (SCP), foi utilizado
o método de Kirby - Bauer através da técnica de difusao em disco, em que foi retirado uma porcao de
massa bacteriana com a ajuda de uma alga bacterioldgica e suspensa em solugao salina 0,85% estéril,
homogeneizada até obter-se total turbidez, em seguida comparado ao padrdo da escala MaC Farland a
0,5 e calibrado em espectofotometro. Utilizando swabs estéreis embebidos em solugdo salina, foi fei-
to um tapete com a suspensdo bacteriana em placa contendo Agar Mueller-Hinton (Kasvi ®). Para o
teste de resisténcia foram utilizados 8 antimicrobianos de 6 classes, a saber foram: vancomicina (30ug),
penicilina (10pg), ciprofloxacina (5pg), cloranfenicol (30pg), tetraciclina (30ug), gentamicina (10ug),
oxacilina (1ng) e novobiocina (5ug). As placas de Petri foram levadas a estufa sob temperatura de 35 °C,
apos 24h de cultivo, os halos foram medidos com auxilio de paquimetro digital. Os dados das medidas
foram comparados com os manuais Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016), Anvisa
(2013) e como referéncia o trabalho de Reddy et al. (2015) para classificacao em sensivel (S), resistente
(R) e intermedidrio (I). A partir disso, os resultados foram tabulados utilizando o Microsoft Excel e mon-
tados graficos para melhor compreensao.

Figura 1. Coloragao de Gram para Staphylococcus catalase positivo (SCP) que se apresentam como cocos Gram
positivos observados no microscépio éptico.
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Resultados e Discussao

As 17 cepas de Staphylococcus catalase positivo (SCP) apds serem submetidas ao teste de resisténcia
e analisados os halos de inibi¢ao, o antibiético em que foram obtidos maior indice de resisténcia foi a
novobiocina seguida de oxacilina.

Desta forma obteve-se os seguintes resultados de resisténcia: novobiocina (65%), seguido de oxaci-
lina (41%), cloranfenicol e penicilina (35%), vancomicina (29%), ciprofloxacina e tetraciclina (23%),
gentamicina (18%) como apresentado na Figura 3 e Tabelal.

Figura 2. Halo de inibi¢do de resisténcia das cepas de Staphylococcus catalase positivo (SCP).
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Figura 3. Perfil de resisténcia de Staphylococcus catalase positivo (SCP).

Tabela 1. Perfil de sensibilidade antimicrobiana de cepas de
Staphylococcus catalase positivo (SCP) a diferentes antibidticos.

Antimicrobiano Resistente (%) Sensivel (%) Intermedidria (%)
Novobiocina 65 35 0
Oxacilina 4 59 0
Penicilina 35 65 0
Cloranfenicol 35 65 0
Vancomicina 29 71 0
Ciprofloxacina 24 70 6
Tetraciclina 24 52 24

Gentamicina 18 82 0
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Os antibidticos que apresentaram uma elevada taxa de suscetibilidade foram: gentamicina com 82%
e vancomicina com 71 %. Respectivamente, a gentamicina pertence ao grupo dos aminoglicosideos que
segundo Bertino et al. (1994), esta classe de antibidticos é muito importante no tratamento de infecgdes
por bactérias Gram-negativas e como agentes sinérgicos para o tratamento de infec¢des estafilocécicas e
estreptocdcicas. Para vancomicina segundo o trabalho de Reddy et al. (2015), todas as cepas de S. aureus
submetidas ao método de difusdo em disco de Kirby- Bauer apresentaram suscetibilidade a vancomicina.
Apesar de relatos de resisténcia intermedidria no trabalho de Zhu et al. (2014), ainda assim é comum
tratamento em hospitais utilizando a vancomicina em infec¢oes com resisténcia a meticilina (Liu et al.,
2014). A vancomicina é um antibiético pertencente a classe dos glicopeptideos, e colocado a disposicao
da medicina em 1956 (Santos et al.2007).

De acordo com os resultados as cepas de Staphylococcus catalase positivo apresentaram maior fre-
quéncia de resisténcia intermedidria a tetraciclina (24 %). Brinda, Herman e Faur (2010) também encon-
traram resisténcia intermedidria a tetraciclina em cepas de S. aureus isoladas de mastites em bovinos.
Os determinantes da resisténcia a tetraciclina sao amplos entre espécies bacterianas e sdo regularmente
encontradas bactérias resistentes a multiplas drogas (El-Razik et al., 2017). Porém hd relatos sobre altas
taxas de resisténcia em cepas de Staphylococcus catalase positiva ou negativa a tetraciclina (El-Razik et
al., 2017; Cavalcante et al., 2013).

As tetraciclinas sao antibidticas de amplo espectro usados no tratamento e prevencao de infeccoes
bacterianas, principalmente aquelas causadas por S. aureus (Ardic et al., 2005). A maioria das bacté-
rias que apresentam resisténcia a tetraciclina adquirem os genes de resisténcia a tetraciclina (tet). Dois
principais mecanismos de resisténcia a tetraciclina foram descritos em S. aureus: efluxo ativo, resultante
da aquisicao dos genes tetK e tetL localizados no plasmideo e protecao ribossomica por proteinas seme-
lhantes ao fator de alongamento que sao codificadas por tetM ou tetO cromossdémico ou transposonal
determinantes (Esposito et al., 2009; McCallum et al., 2010).

As cepas de SCP testadas nesta pesquisa apresentaram maior resisténcia a novobiocina, com um
percentual de 65%. Azevedo, et al, 2007, encontrou em seus testes, resisténcia a novobiocina, em todas
as suas amostras e Freitas et al, (2005) encontrou 75% de resisténcia em suas amostras isoladas de leite
de vaca. O teste de sensibilidade com novobiocina é comumente utilizado para identificar espécies de
Staphylococcus catalase negativo sendo divididos em dois grupos: S. saprophyticus e ndo S. saprophyti-
cus. Dessa forma, as cepas de S. saprophyticus sao resistentes e os nao S. saprophyticus sao sensiveis a
novobiocina (Silva et al., 2016; ANVISA, 2013).

Outro antibidtico para qual as cepas foram testadas e apresentaram considerdvel resisténcia foi oxaci-
lina, com 41%. Spiandorello et al. (2000) encontrou em seu trabalho uma resisténcia de 32,7% a oxaci-
lina. Zhu et al, (2014), também identificou uma resisténcia a oxacilina e a penicilina, porém no presente
estudo, a penicilina apresentou 65% de sensibilidade as cepas de Staphylococcus spp., representando
bom grau de suscetibilidade.

Segundo Kayser (2010) a oxacilina é um antimicrobiano do grupo das penicilinas sendo a primeira
escolha para tratamento das infeccoes estafilocdcicas em hospitais, quando nao ha resisténcia aparente.
A determinagdo correta da suscetibilidade a oxacilina em amostras de estafilococos é fundamental, pois
a falha na detecgao desta resisténcia pode resultar em terapia ineficaz, levando ao uso desnecessario da
vancomicina e outros agentes de amplo espectro em hospitais.

Atualmente o desenvolvimento de resisténcia por parte de um agente patogénico frente aos antibidticos
amplamente usados significa um desafio para a busca por novos agentes antimicrobianos no combate a infec-
¢oes superando os problemas de resisténcia, sem efeitos colaterais (Haniffa et al., 2014). Os diferentes padroes
de resisténcia a antibidticos de isolados bacterianos podem ser resultado da diferenca na pressao de selecao.

O impacto das bactérias resistentes e o uso indiscriminado de substancias antimicrobianas é uma
preocupagao global quanto a saide humana, animal e do meio ambiente. Assim, o aparecimento e dis-
seminacgdo de resisténcia a drogas antimicrobianas entre as bactérias sao considerados sérios problemas
de satde publica mundial (Haniffa et al., 2014; Nascimento e Araujo, 2014; Balakrishna e Keerthi, 2012).

123



124 | Diversidade Microbiana da Amazénia Vol. 3

Conclusao

Os padroes de suscetibilidade e resisténcia das cepas de Staphylococcus catalase positiva (SCP) é
maior para oxacilina e novobiocina.
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Resumo

A pele dos anfibios apresenta caracteristicas tinicas dentre os vertebrados, sendo o 6rgao responsavel
tanto pela troca gasosa quanto pela defesa contra agentes patogénicos e oportunistas. Portanto, o presen-
te trabalho objetivou avaliar a presenca de leveduras do género Candida no tecido cutaneo de anfibios
anuros na cidade de Santarém, Pard. Para isso foram realizadas 3 amostragens em buscas ativas entre os
meses de novembro de 2017 a fevereiro de 2018 sendo, 9 espécimes de anfibios capturados sem distin-
¢ao de espécie ou sexo. O material cutaneo foi colhido por esfregaco na regiao dorsoventral do animal,
utilizando um swab embebido em solugao salina 0,85% e cultivado em placas de Petri contendo meio
BDA, acrescido de cloranfenicol. Posteriormente, analisou-se as caracteristicas macromorfolégicas das
colonias em meio BDA. Sucessivamente, as colonias foram inoculadas em CHROMagar Candida (Merck®)
e foram caracterizadas pela coloragao exibida no meio. Foram isoladas 22 colonias de Candida, na qual
12 coldnias apresentaram coloragao violeta, 4 com coloracao azul, 2 com coloragdo rosa e 4 apresenta-
ram-se incolores. O género Candida faz parte da microbiota normal da pele de anfibios, sendo um género
dificilmente estudado nestes vertebrados, com isso enfatiza-se que novos estudos devem ser realizados
para monitorar a microbiota dos anuros.

Palavras-chave: Anuros, Microbiota, Pele, Amazonia.

Introducao

A Classe dos Anfibios (Amphibia) é dividida em trés ordens: Urodela ou Caudata (salamandras),
Gymnophiona (cecilias ou cobras-cegas) e Anura (sapos, ras e pererecas) (Herpetofauna, 2018). No
Brasil, a ordem Anura é a mais representativa e possui 1020 espécies (AmphibiaWeb, 2018a). Os anfibios
sao distribuidos globalmente, exceto nas regides polares da Antdrtida e Groelandia, e especialmente con-
centrados em paises neotropicais. Eles habitam uma variedade de ecozonas, das florestas tropicais aos
desertos (AmphibiaWeb, 2018b).

Os anfibios sdo um grupo de vertebrados que a despeito da complexidade de seu sistema imunolégi-
co, seu ciclo de vida inclui uma fase aquatica e outra terrestre, e pelo fato de possuirem uma pele per-
medvel, torna-os vulneraveis ja que expoe estes animais ao ambiente e facilita a passagem de poluentes
quimicos e bioldgicos com facilidade (Feder e Burggren, 1992). Dentre os vertebrados, a pele desses
animais apresenta caracteristicas tinicas e atua como uma interface bastante funcional entre o organismo
e 0 meio externo (Assis, 2015).

Além disso, a pele desempenha outros papéis importantes dentre os quais o destaque ocorre na
respiracao e defesa imunoldgica destes animais. Nesse sentido, o muco presente na superficie da pele
tem como constituintes moléculas bioativas responsaveis pela protecao desses animais. Os principais
ingredientes do muco sdo glicoproteinas e materiais de fibra. Geralmente, as secrecdes mucosas tém
propriedades antibacterianas, antioxidante, antitumoral, resistente a fadiga e fortalecem a imunidade
(Colombo et al., 2015).
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O muco da pele é produzido tanto pelas glandulas dérmicas dos sapos quanto pela comunidade mi-
crobiana residente, e muitas apresentam atividade antimicrobiana (Santos, 2013). Porém, independen-
temente disso, na microbiota cutdnea dos anfibios estao presentes patégenos oportunistas, que podem
provocar infeccoes quando o hospedeiro é submetido a condicdes ambientais indspitas ou a eventos
como imunossupressao (Assis, 2012; 2015).

Todos os animais sdo hospedeiros de microrganismos simbionticos que constituem sua microbiota na-
tural. Os animais dependem desses microrganismos para muitos processos vitais criticos, como digestao,
aquisicao de energia, e resisténcia a patégenos (Rosenberg et al., 2007). Essa comunidade microbiana
simbionte pode nos fornecer importantes informacoes em varios aspectos, além de abrir possibilidades
de identificar substancias com potenciais usos biotecnoldgicos com vdrias dreas de aplicagao.

O microbioma da pele ou muco de animais é constituido por bactérias, fungos e virus. Os fungos
leveduriformes pertencem aos filos Ascomycota e Basidiomycota, possuem uma gama de aplicagoes
biotecnoldgicas atuando na producdo de enzimas que catalisam processos fermentativos e produzindo
diversos compostos secunddrios que podem ser usados na industria quimica, farmacéutica, alimenticia e
agropecudria (Angioletto, 2013; Fuentefria, 2004).

Porém algumas leveduras, principalmente as espécies do género Candida sao amplamente distribui-
das, oportunistas e podem causar danos em seus hospedeiros, como infeccoes superficiais até infeccoes
sistémicas aos individuos com sistema imunoldgico deficiente (Crocco et al., 2004). Apesar da ampla
distribuicao, até o presente momento do estudo, possivelmente apenas o trabalho de Douglas e Amuzie
(2017), relata a ocorréncia do género Candida como parte da microbiota cutanea de anfibios.

Na ultima década muitas pesquisas tém focado no estudo da microbiota presente na pele de muitos
animais fornecendo informacgdes sobre a diversidade, funcionalidade e ecologia microbiana além das
interrelacoes estabelecidas e os papéis criticos dessa microbiota para o hospedeiro (Sylvain et al., 2016).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de leveduras do género Candida no tecido cutaneo
de anfibios anuros na cidade de Santarém, Para.

Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido principalmente na drea portudria localizada na Unidade Tapajés da
Universidade Federal do Oeste do Para (2°25°13.3”S, 54°44°26.7”W), localizado na area urbana do munici-
pio de Santarém, no Oeste do Estado do Pard. Exemplares adicionais foram obtidos na drea do Zoolégico da
Universidade da Amazodnia (ZooUnama) (2°27°34 S, 54°44’06”W), também na 4rea urbana de Santarém.

Foram capturados sete espécimes de anfibios anuros em buscas ativas entre os meses de novembro de
2017 a fevereiro de 2018 na area portudria da Unidade Tapajés da UFOPA (Figura 1) e dois exemplares na
drea do ZooUnama. Os exemplares foram coletados sem distingao de espécie ou sexo, e colocados em sacos
plasticos do tipo zip-lock transparentes e estéreis, transportados para o Laboratério Multidisciplinar de Ensino
de Biologia Aplicada (LaBio) da UFOPA para os procedimentos de coleta do material cutdneo dos animais.

Figura 1. Imagem de satélite parcial da Unidade Tapajos — UFOPA, na cidade de Santarém, PA.
Fonte: Google Maps, 2018; Inside Brazil, 2018.
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O material cutdneo foi colhido por esfregago na regido dorsoventral (comprimento rostro-cloacal) de
cada animal, utilizando um swab embebido em solucao salina 0,85% da qual foram obtidas trés séries
até a diluicao 103. Apds as diluicoes serem feitas, o material foi inoculado em placas de Petri contendo
BDA - Agar Batata Dextrose (Merck®) acrescido de cloranfenicol, com duplicata, e incubado em tempe-
ratura ambiente (25 °C £ 2 °C) por cerca de 7 dias.

As culturas foram isoladas em meio BDA (Merck®) suplementado com cloranfenicol, e cultivadas em
temperatura ambiente (25 °C), no periodo de 7 dias. Apds o crescimento as col6nias foram analisadas
quanto as caracteristicas macromorfolédgicas (coloragao, textura, consisténcia, relevo, borda e reverso).

As coldnias que apresentaram coloracao branca a creme, textura lisa brilhante, imidas e cremosas,
que sao caracteristicas fenotipicas do género Candida (Spolidorio et al., 2009) foram inoculadas em meio
CHROMagar Candida (Merck®) e incubadas por 48 horas, a 35 °C, em estufa bacteriolégica, passado o pe-
riodo de incubacgao, foram identificadas de acordo com a coloracao exibidas no meio de cultura (Tabela 1).

Tabela 1. Coloragao das espécies de Candida em meio cromogénico.

Espécie Cor
Candida albicans Verde

C. tropicalis Azul

C krusei Rosa

C. glabrata Lilds/Violeta

Resultados e Discussao

Até o presente momento do estudo, foram capturadas quatro espécies de anfibios anuros, pertencen-
tes a trés familias (Bufonidae, Hylidae e Strabomantidae), totalizando nove espécimes (Tabela 2).

Dos nove individuos da ordem Anura, foram isoladas 37 culturas leveduriformes, das quais 22 cultu-
ras apresentaram caracteristicas morfoldgicas presuntivas de Candida apds a caracterizagao macroscopi-
ca das colonias em BDA (Merck®) com cloranfenicol.

As colonias tipicas para Candida, foram identificadas, sendo 12 de Candida glabrata (54,5%) de
coloracgao violeta, 4 de C. tropicalis (18,2%) coloracao azul esverdeado-violeta, 2 de C. krusei (9,1%) co-
loragdo rosa claro, e 4 colonias identificadas como nao-Candida (18,2 %) por apresentarem-se incolores.

A frequéncia das espécies e suas coloragoes apresentadas no meio CHROMagar Candida estao apre-
sentadas na tabela 3.

As espécies de Candida sao muito comuns no meio ambiente. Elas causam nao apenas infec¢oes superfi-
ciais, mas também infec¢des sistémicas, incluindo fungemia (Schmidt e Weber, 2001). O género Candida faz
parte da microbiota normal da pele dos humanos, porém em casos especificos pode apresentar patogenicidade.

Tabela 2. Espécimes de anfibios anuros capturados e analisados quanto a microbiota

cutanea.

Espécie Sexo CRC MC Local de captura
Pristimantis cf latro - - - ZooUnama
Pristimantis cf latro - - - ZooUnama
Rhinella major M 389 6 UFOPA
Rhinella major M 40 6 UFOPA
Scinax x-signatus F 39,2 3,5 UFOPA
Rhinella marina M 110,2 105 UFOPA
Rhinella marina F 101,8 105 UFOPA
Rhinella major M 46,9 9,3 UFOPA
Rhinella major F 55 158 UFOPA

Sexo: Macho (M); Fémea (F). CRC= Comprimento rostro-cloacal; MC= Massa corporal.
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Tabela 3. Frequéncia e coloracao dos isolados de Candida da microbiota de
anfibios anuros cultivados em meio CHROMagar Candida

Espécie Cores Frequéncias
Candida albicans Verde -

C. tropicalis Azul 18,2%

C. krusei Rosa 9,1%
C.glabrata Lilds/Violeta 54,5%
Espécies ndo-Candida Incolor 18,2%

Assim como na pele de anfibios, pode ser um agente simbionte, e inclusive fazer parte da sua microbiota
residente, nao causando danos a esses animais, mas contribuindo para a protecao dos mesmos.

Muitos estudos de modelos animais com C. albicans foram relatados tanto em mamiferos como em aves
(Velasco, 2000; Sousa e Siqueira, 2003; Moretti et al., 2004; Jin e Lin, 2005; Cafarchia et al., 2006; Jadhav e
Pal, 2006; Balasubramaniam e Sukumar, 2007; Garcia et al., 2007; Kivaria e Noordhvizen, 2007; Cafarchia
et al.,, 2008; Jacobsen et al., 2008 e Klinke et al., 2011). Apesar de C. albicans ser mais comum e maior
causadora de candidoses em humanos e animais, C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis também sao aponta-
das como agentes infecciosos. Em relacao a diversidade microbiana da pele de anfibios, apenas o estudo
de Douglas e Amuzie (2017) relatou a ocorréncia de Candida sp. na cavidade bucal, intestinal e cutanea.

De acordo com Assis (2015), alguns componentes da microbiota residente dos anuros, sao patégenos
oportunistas com os quais os individuos normalmente convivem, até que haja um desequilibrio ambien-
tal e consequentemente corporal. Ademais, um estudo realizado por Woodhams et al. (2007), analisando
duas populagdes de Rana muscosa expostas a Batrachochytrium dendrobatidis, um fungo oportunista
que coloniza a pele dos anuros causando a quitridiomicose, uma doenca responsavel pela morte e decli-
nio de populacgoes de anfibios em quase todo o mundo (Hyatt et al., 2007). Uma dessas populacoes de
R. muscosa estava em declinio, com parte da populacao de individuos diminuindo, e a outra resistente
as infecgoes. Nesse estudo, constatou-se que havia uma proporc¢ao de individuos da populacao resistente
que hospedava pelo menos uma bactéria com agao antifungica. Portanto, enfatiza-se a importancia de es-
tudar a diversidade e as relagoes bioldgicas entre microrganismos e seus hospedeiros animais, para com-
preender quais sdo os principais fatores que podem ocasionar um desequilibrio entre esses organismos.

Conclusoes

A andlise microbioldgica do tecido cutaneo de anuros da regido Amazonica identificou as leveduras
C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei.

O meio de cultura CHROMagar foi eficaz na identificagao presuntiva das leveduras do género Candida.

As espécies do género Candida isoladas podem ser caracterizadas como potenciais agentes patogéni-
cos, no entanto, nao ha evidéncias de que estariam causando maleficios aos anfibios estudados.
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Resumo

O género Phellinus foi descrito por Quélet e é um dos mais abundantes da familia Hymenochaetaceae com
aproximadamente 220 espécies. Phellinus gilvus (Schwein.) Pat. apresenta uma distribuicao Pantropical e é
uma espécie de importancia tanto ecoldgica, biotecnoldgica quanto medicinal. O presente estudo tem como
objetivo ampliar o conhecimento da micodiversidade (fuingica) na regido Amazonica através da revisao ta-
xonomica do acervo de Phellinus gilvus provenientes de dreas de reservas naturais de trés estados da regiao
Amazodnica. Os exemplares analisados de P. gilvus estao depositados na Cole¢ao de Fungos Lignoceluloliticos
(INPA) provenientes do Estado do Amazonas, Pard e Roraima. Para a identificagao dos fungos foram utilizadas
técnicas de taxonomia cldssica para fungos poroides e utilizacao de chaves dicotdmicas especificas. Um total de
61 espécimes de Phellinus consta no acervo da Colecao, destes, 38 espécimes sao de Phellinus gilvus e 18 estao
inférteis. O estado que apresentou a maior representatividade de P. gilvus foi Roraima e o substrato mais recor-
rente foi tronco caido. No entanto, é possivel que se trate de um complexo de espécies cripticas e merece uma
abordagem integrativa, aliando diferentes perspectivas, tal como a revisao morfoldgica e andlises moleculares
para uma melhor compreensao dos limites entre as possiveis diferentes linhagens existentes nesse grupo.

Palavras-chaves: Basidiomycota, diversidade criptica, macrofungo, revisao morfoldgica.

Introducao

O género Phellinus foi descrito por Quélet em 1886 e é um dos mais abundantes da familia Hymenochaetaceae
(Hymenochaetales Oberw.) com aproximadamente 220 espécies. Seus representantes sao caracterizados por
serem lignocelulolitico degradando a madeira e causando podridao branca (Reck, 2009).

Phellinus gilvus (Schwein.) Pat. é uma espécie de importdncia tanto ecoldgica, atuando na degrada-
¢ao da madeira e na ciclagem de nutrientes (Reck, 2009), como em processos de biorremediagao (Valvi,
2011). Ainda, na Coréia, China e Japao é consumida para fins medicinais, devido suas propriedades an-
tioxidante e antimicrobiana (Yoon e Jang, 2010).

E considerada uma espécie de distribuicdo pantropical (Ryvarden, 2004). No Brasil, ocorre praticamente
em todo o territério, sendo reportada para os estados Acre, Amazonas, Amapd, Pard, Rondonia, Roraima,
Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina segundo o website Flora
do Brasil 2020 (http://floradobrasil.jbrj.gov.br). Na regido Amazonica P. gilvus é citada por Gomes-Silva
e Gibertoni (2009), Campos et al., (2005) e Martins-Junior et al., (2011).

O presente trabalho tem como objetivo ampliar o conhecimento da micodiversidade (Funga, Kuhar et
al., 2018) na regiao Amazonica através da identificacdao taxonémica do acervo de Phellinus gilvus prove-
nientes de 4dreas de reservas naturais de trés estados da regidao Amazonica.

Material e Métodos

Os exemplares de Phellinus estao depositadas na Colegao de Fungos Lignoceluloliticos (CFL/INPA) e sao
provenientes de diferentes dreas da regido Amazonica, tais como: Reserva Florestal Adolpho Ducke (RFAD),
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Reserva Bioldgica do Uatuma (RBU), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA) localizadas no
estado do Amazonas, AM.; Estacao Ecolégica de Maracd (EEM) e Parque Nacional de Virud (PNV) no estado
de Roraima, RR.; e Fazenda Cauaxi (FC) no estado do Pard, PA. Os espécimes de P. gilvus foram coletados em
diferentes substratos lignoceluloliticos tais como: arvore morta, galho caido, galho suspenso e tronco caido.

Para a andlise macroscépica foram mensurados o comprimento, largura e espessura do basidioma,
observados a cor e formato do himendforo e da superficie do pileo, como também a consisténcia do
basidioma e com auxilio de estereomicroscépio os poros por mm e camadas de tubos foram anotados.

Quanto a andlise microscépica, foram realizados cortes a mao livre com o auxilio de lamina de aco da
superficie himenial e abhimenial do basidioma, conforme Teixeira (1995). Os cortes foram montados entre
laminas e laminulas para andlise com o auxilio de microscépio Optico para caracterizacao e mensuragao
(em 1000x, sob ocular micrometrada) das estruturas microscépicas: sistema hifal, basidiésporos e elementos
estéreis (setas, cistidios). Foram utilizados o reagente de Melzer (IKI), solucao aquosa de KOH 3% e Azul
de Algodao (Cotton Blue) para a verificagao de reagao dextrinoide ou amiloide dos basidiésporos e/ou hifas,
determinar a reacao xantocroica e verificar a reacao ciandfila, respectivamente (Teixeira, 1995; Reck, 2009).

Na caracteriza¢ao macroscépica foi dada prioridade para a confirmacao de exemplares que aparentemente
apresentavam caracteristicas de P. gilvus. No entanto, estas divergem das descritas para a espécie. Com isso,
a identificacao dos espécimes seguiu as descri¢des publicadas por Ryvarden e Johansen (1980), Ryvarden
(2004) e nas informagodes disponiveis no site http://www.mycobank.com e http://www.indexfungorum.org.

Todos os dados de coleta, como nome do coletor, substrato, local e data de coleta foram informati-
zados de acordo com o programa BRAHMS (Botanical Research and Herbarium Management System)
adotado pelo Herbdrio do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia-INPA.

Resultados e Discussao

Um total de 61 espécimes de Phellinus consta no acervo da Colecdo, destes, 38 espécimes sao de
Phellinus gilvus e 18 estdo inférteis. Com relacao a distribuicdo, 17 espécimes de P. gilvus foram do
Amazonas, 11 de Roraima e 7 do Para. E isso se dd pelo esfor¢co amostral ter sido maior no estado do
Amazonas em comparacao com o0s outros estados. O substrato de maior preferéncia pelo macrofungo foi
tronco caido (Tabela 1). Apesar de P. gilvus ser reportado geralmente em substrato em estado de decom-
posicdo, este foi também encontrado em &rvore viva o que pode indicar que se trata de um fungo gene-
ralista. Segundo Ryvarden (2004), P. gilvus apresenta uma distribui¢ao Pantropical e uma ampla variagao
morfoldgica. Portanto, é possivel que se trate de um complexo de espécies cripticas, tornando-se necessa-
rio uma abordagem integrativa, somando, por exemplo, revisdo morfoldgica e andlises moleculares para
um melhor entendimento dos limites entre uma linhagem ou outro dentro desse grupo.

Tabela 1. Ocorréncia de Phellinus gilvus em diferentes substratos de trés Estados da Amazonia brasileira.

Estado/Local Substrato Total
AV AM TC GS MB GC

Amazonas RFAD - - 3 2 - - 5
INPA 2 - 3 - 2 - 7
RBU - - 2 1 - - 3
ZF-2 - - 1 1 - -

Subtotal 2 0 9 4 2 0 17
Roraima EEM - - 4 2 - 1 7
PNV - - 4 - - - 4
Subtotal 0 0 8 2 0 1 11
Pard FC 3 4 - - 4
Subtotal 3 0 4 0 0 0 7
Total 5 0 21 6 2 1 35

Local: RFAD = Reserva Florestal Adolpho Ducke, INPA = Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, RBU = Reserva Bioldgica do Uatuma, ZF-2 = Estacao
Experimental de Silvicultura Tropical, PNV = Parque Nacional do Virua, EEM = Estacdo Ecoldgica de Maracd, FC = Fazenda Cauaxi. Substrato: AV = drvore viva,
AM = drvore morta, TC = tronco caido, GS = galho suspenso, MB = madeira beneficiada, GC = galho caido.
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Descricao taxonémica
Phellinus gilvus (Schwein.) Pat., Essai Tax. Hyménomyc. 82. 1900.
= Boletus gilvus Schwein. Schr. naturf. Ges Leipzig 1:96, 1822.

Caracteristicas macroscdpicas - Basidioma anual a perene, pileado a efuso-reflexo, solitdrio a imbri-
cado. Pileo dimidiado, lenhoso. Superficie pilear finamente velutina a glabra, concentricamente zonada,
sulcada ou nao, castanho-escuro a marrom-amarelado, margem velutina a glabra, aguda ou ndo, amare-
lada a castanha. Superficie himenial poroide, poros circulares, 6-8 por mm, castanho-ferrugineo, tubos
concolores a superficie himenial (Figura 1. a, b). Contexto homogéneo, castanho-ferrugineo Reacao
positiva em KOH. Caracteristicas microscdpicas - Sistema hifal dimitico, hifas ndo amiloides; hifas ge-
nerativas com septos simples, parede fina a ligeiramente espessa, 2,5-3,5 pm de espessura, geralmente
encrustadas; hifas esqueletais castanho-escuro, de parede espessa, 3-5 pm de diametro. Setas presentes,
subuladas a ventricosas, castanha-ferruginea em KOH, parede espessada, 15-45 x 5-10 pm. Basidios
clavados. Basidiésporos elipsoides a oblongo elipsoides, hialinos, negativo em Melzer (IKI-), parede fina,
liso, 3,5- 4-5 x 2,5-3,5 (-4) pm (Figura 1. c, d, e).

Material examinado: BRASIL. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazo6nia (CFL 2293,
5841, 12239, 2908, 2284, 2295, 12263, 12255, 12339, 12263, 12255, 12529), Reserva Florestal Adolpho
Ducke (CFL 3120, 3122, 3123), Reserva Bioldgica do Uatuma (CFL 5222, 5227, 5228). Roraima: Estacao
Ecolégica de Maracd (CFL 4024, 7200, 4146, 4119, 4140, 5867), Parque Nacional do Virud (CFL 6541,
6405, 6403, 7217). Para: Fazenda Cauaxi (CFL 4966, 5106, 5104, 2284, 4971, 5027, 4970).

Figura 1. Basidiomas de Phellinus gilvus (CFL 12239). A) superficie abhimenial, B) superficie himenial, C) hifas
encrustadas (em Melzer), D) setas (em Melzer), E) basidiésporos (em KOH 3%). Barras: a, b = 3 cm; c-e = 7pm.

Conclusoes
A maior representatividade de Phellinus gilvus foi no Estado de Roraima.

O substrato mais recorrente para Phellinus gilvus foi tronco caido.
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Resumo

O habitat aquadtico, onde se desenvolvem larvas de mosquitos vetores de doencas, é um lugar repleto de
vida microscdpica. Além de contribuir para o equilibrio da biota no local, os microrganismos presentes
nesse ambiente podem influenciar na oviposicao de fémeas de mosquitos, na composi¢ao da sua micro-
biota intestinal e no desenvolvimento das larvas. Estudos voltados a paratransgénese, que visa bloquear
o desenvolvimento de patégenos dentro de vetores, por meio de microrganismos simbiontes genetica-
mente modificados, se apresentam como uma alternativa vidvel para substituir métodos tradicionais
de controle vetorial que utilizam inseticidas quimicos, téxicos ao meio ambiente e a espécies nio-alvo.
Conhecer espécies bacterianas simbiontes que sejam encontradas no hdabitat aqudtico, larvas e em mos-
quitos adultos é um grande salto para a introdugao da paratransgénese no controle da maldria e outras
doengas vetoriais na Regidao Norte do Brasil. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo detectar
bactérias cultivaveis que apresentam caracteristicas de transmissao horizontal em Anopheles darlingi
Root, 1926. Por meio de selecao fenotipica e sequenciamento do rDNA 16S de 46 bactérias, foram detec-
tados vestigios de transmissao horizontal das espécies Chromobacterium violaceum e Serratia marcescens
em A. darlingi na cidade de Manaus-Am.

Palavras-chave: Bactérias simbiontes, Paratransgénese, Alternativas de controle.

Introducao

Bactérias simbiontes vivem em associagdo com os mais variados organismos, além disso, desempenham
funcdes essenciais no desenvolvimento, protecao e nutricao de insetos (Favia et al., 2008; Minard et al., 2013).

No interior do corpo dos mosquitos, a composicao e nimero de bactérias variam dependendo de
alguns fatores, como espécie, fase de desenvolvimento, habitos alimentares e hdbitat (Douglas, 2011;
Gendrin e Christophides, 2013; Minard et al., 2013). Mosquitos hematéfagos, por exemplo, sdao capazes
de abrigar uma elevada populagao bacteriana simbidtica, principalmente apds uma refeicao sanguinea,
onde microrganismos atuam na sintese de nutrientes necessarios para o desenvolvimento de larvas e
adultos (Wang e Jacobs-Lorena, 2017).

O processo de obten¢dao de bactérias simbiontes em mosquitos envolve trés tipos de transmissao:
vertical, horizontal e transestadial. Aqui serd relatada a transferéncia horizontal, onde as bactérias sim-
biontes presentes no ambiente sdo geralmente adquiridas na fase larval ou juvenil. Neste periodo de vida
dos mosquitos, que sucede a embriogénese, o hospedeiro passa por uma fase apossimbiédtica, na qual
nao possui microrganismos simbiontes, ficando suscetivel a adquiri-los, principalmente no seu hébitat
aquadtico (Bright e Bulgheresi, 2010).
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Devido a relagdo estdvel entre microrganismos e mosquitos e o papel que desempenham neste hospe-
deiro, bactérias simbiontes tém sido propostas como uma alternativa promissora no controle de impor-
tantes doencas vetoriais, como a maldria. Nesta abordagem, denominada Paratransgénese, as bactérias
simbiontes geneticamente modificadas sdo re-introduzidas no vetor para expressar moléculas anti-Plas-
modium que interferem no desenvolvimento do parasita ou bloqueiam sua transmissao, tornando-o um
vetor ineficaz (Durvasula et al., 1997; Beard et al., 2002; Wang e Jacobs-Lorena, 2017).

Para uma aplicacdo paratransgénica, estes microrganismos simbiontes devem ser prevalentes no in-
terior do corpo dos adultos e larvas e no hdbitat aquatico dos anofelinos, isto é, que se dispersam na
forma horizontal e, além disso, devem ser cultivdveis e manipuldveis geneticamente (Favia et al., 2008).

Neste trabalho, sao fornecidos dados importantes sobre vestigios de transmissdo horizontal de bacté-
rias cultivaveis oriundas do hdbitat aqudtico em Anopheles darlingi, o principal vetor da malaria na re-
gido Amazonica. Diante disso, objetivou-se detectar bactérias cultivdveis que apresentam caracteristicas
de transmissao horizontal em A. darlingi.

Material e Métodos

As coletas do material para este estudo foram realizadas em abril de 2017, no municipio de Manaus
- AM, mais precisamente no Sitio Portela, situado no bairro Puraquequara, cujas coordenadas sao
3°02°46.6”S 59°52°56.8”W.

Em um lago, caracterizado por apresentar grandes procriacdes de anofelinos, principalmente de A.
darlingi, amostras de dgua foram coletas em dois pontos, onde este foi dividido. Estas amostras foram
coletadas utilizando uma tela de malha de ac¢o inoxidavel esterilizada medindo 400 cm2, com um tama-
nho de malha de 1,25 e 0,36 milimetro de didmetro (Agogue et al., 2004).

A coleta de larvas foi realizada no inicio da manha, por um tempo de 5 minutos, seguindo as mes-
mas divisdes de pontos propostas na coleta de dgua. Para esta, foi utilizada uma concha entomoldgica
padrao, esterilizada, de capacidade volumétrica de 350 mL, abertura de 11 cm e cabo de manuseio de um
metro, onde, apds coletadas, as amostras foram transferidas para depdsitos de plasticos esterilizados e
armazenados em isopor com gelo

Para coleta de mosquitos adultos, foi utilizado um capturador de castro. Os mosquitos coletados
foram transferidos para copos parafinados com a abertura protegida com o tecido do tipo fil6 contendo
algodao e preso com liga de borracha. Esta coleta foi realizada ao fim da tarde, no galinheiro existente
no Sitio Portela. Larvas e adultos de A. darlingi foram identificados individualmente em microscépio
estereoscopico, utilizando-se a chave de identificacao de Consoli e Oliveira (1994).

As amostras de larvas e adultos foram lavadas primeiro por imersao em agua estéril, depois em uma
solucao de alcool 70% e novamente lavadas em 4gua estéril. Apos isso, as amostras foram centrifuga-
das por 3 min a 8.000 rpm. Em cdmera de seguranca bioldgica, 50 pL de cada amostra (dgua, solucao
com larvas e adultos macerados) foram inoculados em placas de Petri contendo o meio de cultivo Agar
Nutrient (NA) e fluconazol, para impedir o crescimento fungico. Estas foram armazenadas por 48 h a 29
°C em uma estufa incubadora B.O.D.

O isolamento consistiu em selecionar coldnias bacterianas crescidas nas placas e transferi-las para
outras placas de Petri contendo o mesmo meio de cultivo, desta vez sem fluconazol, realizando a técnica
do esgotamento por estrias cruzadas.

Os isolados foram reunidos em grupos de acordo com morfologia macroscépica, que consistiram na
cor, textura e forma, bem como a morfologia microscépica detectada na coloragao de Gram. Todos os
isolados encontram-se estocados em freezer 80°C em microtubos de 2 mL contendo o caldo do meio NA
e glicerol a 20% (v/v).

A extracdo de DNA genomico foi realizada com o produto InstaGene TM - Matrix da BIO-RAD, se-
guindo as recomendacdes do fabricante. A quantidade de DNA foi ajustada em 10 ng/uL para a PCR.
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As reagoes de amplificagdo do gene 16S consistiram em um volume final de 25 pL (1,5 uL MgCL; 2,5 pL
Tampao 10X; 0,5 pL ANTP; 0,125 pL Taq polimerase; 18,375 pL H,0 milli-Q; 1 uL. DNA e 0,5 pL de cada
Primer 8f (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) e 1401R (5’- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG
-3’)) e realizadas em termociclador Thermal Cycler®. O perfil térmico da PCR consistiu de um ciclo inicial
de desnaturacao a 95°C por 3 min, seguido por 35 ciclos como segue: desnaturagao das fitas-molde a 94
°C por 25 seg, pareamento dos iniciadores a 62 °C por 25 seg e extensao a 72 °C por 1 min e 25 seg. Ao
final, um ciclo de extensao a 72 °C por 5 min (Boichenko, 2000). Os fragmentos de DNA amplificados fo-
ram visualizados apds a eletroforese em gel de agarose (0,8 %, p/v) e corados com solugio de brometo de
etidio (0,005%, p/v), onde o registro das imagens foi feito em fotodocumentador (Eagle Eye I, Stratagene).

Os fragmentos de TDNA 16S amplificados na reagcao de PCR foram purificados utilizando kit QIAquick™
PCR Purification (QIAGEN), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Uma aliquota de 200ng do
DNA purificado foi usada como matriz para as reagoes de sequenciamento, nas quais foi utilizado o kit
de sequenciamento Big Dye Terminator V 3.1. (Life Tchnologies) e 0,51M do mesmo oligonucleotideo uti-
lizado para a reacao de PCR. As reacoes de sequenciamento foram precipitadas com etanol, inseridas no
equipamento ABI 3500 XL (Applied Biosystems) para a determinacao das sequéncias. As sequéncias foram
analisadas nos programas PHRED/CAP3, disponivel no site do Laboratério de Biologia Molecular da UNB.

As sequéncias resultantes foram comparadas com sequéncias bacterianas depositadas na base de
dados do NCBI.

Resultados e Discussao

As relacoes simbioticas entre bactérias e anofelinos vém sendo relatadas como importantes para o
processo de desenvolvimento dos mosquitos na natureza (Terenius et al., 2008; Capone et al., 2013;
Villegas e Pimenta, 2014). Além disso, podem contribuir para a introducao de novos métodos de controle
de doencas vetoriais.

Neste estudo, foram isoladas 285 bactérias de amostras de larvas e adultos de A. darlingi e dgua de
um criadouro natural de anofelinos do Municipio de Manaus (Tabela 1), demonstrando, dessa forma,
a existéncia de uma gama de bactérias vivendo em associagdo com larvas e adultos de A. darlingi em
criadouros desta regiao.

Os isolados deste trabalho foram reunidos de acordo com as semelhangas fenotipicas em 19 grupos,
onde cada um teve trés representantes submetidos a identificacdo molecular do gene rDNA 16S, totali-
zando 57 isolados, dos quais 46 tiveram suas sequéncias analisadas, o que configura o resultado aqui
apresentado. Este procedimento, se assemelha ao realizado por Yadav et al. (2015), onde foram identifi-
cadas bactérias associadas ao trato intestinal de duas espécies de mosquitos Aedes na India.

Os isolados bacterianos identificados pertencem a 11 géneros dos filos Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria e Bacteroidetes com os respectivos predominios, 46%, 30%, 20% e 4%. Dentre os géne-
ros, o mais predominante foi o Bacillus, seguido de Chromobacterium, os demais apresentaram apenas
uma espécie (Tabela 2).

Ngo et al. (2015) detectaram em amostras de mosquitos adultos do género Anopheles, capturados
no Vietnam, um numero de filos similar ao detectado neste trabalho, porém com predominio maior de
Proteobacteria que somou 73 % dos géneros identificados.

Tabela 1. Nimeros de isolados e grupos bacterianos do ponto 1 e 2 de dgua, larvas e adultos de A. darlingi do
Municipio de Manaus.

Amostras Ponto 1 Ponto 2 Numero de isolados Grupos Bacterianos
Agua 56 69 125 8(G1-G8)
Larvas 46 51 97 5(G9-G13)

Adultos 36 27 63 6 (G14-G19)
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Tabela 2. Filo, géneros e espécies de bactérias identificadas nas amostras do habitat aquatico, larvas e adultos de
A. darlingi do Municipio de Manaus/AM.

Filo Genero/Espécie Agua Larvas Adulto Total
Acinetobacter nosocomiales 1 1 - 2
Chromobacterium sp 2 1 - 3
) Chromobacterium violaceum 3(G4) 1(G9) 1(G17) 5
Proteobacteria -
Klebsiella sp 2 - - 2
Pseudomonas genculata 2 1 - 3
Serratia marcescens 4(G1/G6) 1(G10) 1(G19) 6
Bacillus sp 2 1 2 5
o Bacillus megabacterium 1 2 - 3
Firmicutes ) P
Bacillus thuringiensis 3 1 - 4
Staphylococcus saprophyticus 2 - - 2
Arthrobacter protophormiae 1 1 - 2
Actinobacteria Brachybacterium conglomeratum 3 2 - 5
Tsukamurella paurometabola 1 1 - 2
Bacteroidetes Chryseobacterium indologenes 2 - - 2

Apesar de serem morfologicamente semelhantes, apenas os grupos G4, G6 e G18 tiveram seus trés
representantes definidos como a mesma espécie, sendo estes identificados com Chromobacterium vio-
laceum, Serratia marcescens e Bacillus thuringiensis respectivamente (Figura 1). Os grupos G2, G5, G8,
G13 e G15 apresentaram duas espécies cada, os demais grupos G1, G3, G7, G9, G10, G11, G12, G14, G16,
G17 e G19 trés espécies distintas.

Entre todos os isolados identificados, foi observado que somente as espécies C. violaceum, S. marces-
cens foram detectadas nas amostras de dgua, larvas e adultos. C. Violoaceum nos grupos G4, G9 e G17.
S. marcescens nos grupos G1, G6, G10 e G19. Dessa forma, pressupde-se serem vestigios que configuram
a caracteristica de transmissao horizontal destas duas espécies em A. darlingi.

Tal caracteristica é um fator importante para considerar bactérias simbiontes e utiliza-las na para-
transgenia, visando o controle da maldria (Riehle et al., 2007; Favia et al., 2007; Wang et al., 2012; Wang
e Jacobs-Lorena, 2013 e Mancini et al., 2016).

A espécie S. marcescens ja foi relatada em muitos trabalhos como um microrganismo comum em
associacao com mosquitos do género Anopheles (Ngo et al., 2015 e Wang et al., 2017). Uma cepa desta
espécie, geneticamente modificada, apresentou um nivel significativo de secrecao das proteinas efetoras
anti-Plasmodium ((MP2),, scorpine, (EPIP),, Shival, (SM2),) e foi eficiente na mortalidade do parasita
Plasmodium falciparum (Wang et al., 2017).

No trabalho realizado por Ramirez et al.(2014), uma espécie do género Chromobacterium (Csp_P),
isolada a partir do intestino médio de A. aegypti capturados em campo no Panamd, apresentou potencial
para colonizar o intestino médio do mosquito do género Anopheles e reduziu significativamente a sus-
ceptibilidade a P. falciparum, comprometendo a competéncia vetorial do mosquito (Ramirez et al., 2014).
Nao foram encontrados estudos relacionados a utilizacao de C. violaceum na paratransgénese.

G4

Figura 1. G4 C. Violaceum; G6 S. Marcescens; G18 B. thuringiensis.



140

Diversidade Microbiana da Amazoénia Vol. 3

Para serem caracterizadas como possiveis bactérias de transmissao horizontal em A. darlingi, as
cepas C. violaceum e S. marcescens ainda precisam passar outros testes, como por exemplo, o monitora-
mento, que se da pela transformacgdo genética das mesmas com marcadores fluorescentese, em seguida,
reintroduzi-las nas amostras para que possam ser analisadas quanto ao nivel de prevaléncia.

Conclusoes

A grande quantidade de criadouros naturais e artificiais existentes na vasta regido Amazodnica do
Brasil influencia positivamente na prevaléncia dos mosquitos do género Anopheles e consequentemente
nos elevados nimeros de casos registrados de maldria. Por meio da bioprospec¢dao da microbiota bacte-
riana que vive associada a anofelinos desta regido, podemos conhecer espécies simbiontes que apresen-
tam todos os requisitos, inclusive a transmissao horizontal, para serem utilizadas no controle da maldaria
por novos métodos de controle, como a paratransgénese.
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Resumo

A Amazonia exporta anualmente mais de dez milhoes de toneladas de madeira e 40% deste volume ¢é
desprezado como residuo. Deste modo, objetivou-se avaliar a composicao quimica de extratos etandlicos
do residuo de Hymenaea sp. e Dipteryx sp. e verificar seu potencial antifiingico. Foram obtidos residuos
florestais de drvores de jatobd (Hymenaea sp.) e cumaru (Dipteryx sp.), provenientes de uma drea de
manejo florestal proximo a cidade de Santarém, Pard. Foram obtidos em aparelho Soxhlet o extrato bruto
e analisados as principais classes presentes por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), a concentra-
¢do minima inibitéria (CMI) e Concentracao Fungicida Minima (CFM). Os rendimentos obtidos foram de
16,09% (Hymenaea sp.) e 8,82%. (Dipteryx sp). No extrato de Hymenaea sp. verificou-se a presenca de
terpenos, flavonoides e taninos e no extrato de cumard, flavonoides e compostos fendlicos, cumarina,
terpenos. O extrato de cumart foi efetivo contra . oxysporum (1000 pg.mL™), sendo este fungistatico.
Para M phaseolina constatou-se acao fungicida em 125 pg.mL?!. Para o extrato de Jatobd verificou-se
acao fungistdtica em 125 pg.mL?! frente a T versicolor. Conclui-se que dentre os extratos testados, o de
Hymenaea sp. é o mais ativo, sendo uma fonte natural efetiva no controle desses fungos.

Palavras-chave: Controle alternativo, microrganismos, residuos madeireiros.

Introducao

A producao de madeira na Amazodnia atinge mais de 10 milhdes de tonelada métrica ao ano.
Considerando que cerca de 40-50% das operac¢odes correspondem a residuos madeireiros, percebe-se uma
enorme oportunidade para o uso desses residuos na regiao.

O jatoba (Hymenaea sp.) pertence a familia Fabaceae. E amplamente distribuido na América Central
e do Sul, ocorre de forma dispersa nas matas de terra firme e de certas varzeas altas, e com maior frequ-
éncia em solos argilosos e pobres. A drvore tem entre 10 a 15 m de altura, podendo atingir até 30 m na
Amazodnia, e apresenta as copas amplas e densas, casca cinza prateada, troncos retos, mais ou menos
cilindricos que podem atingir até 2 m de diametro (Carvalho Filho, 2003; Shanley e Nascimento, 2009).

Estudos revelam a agao anestésica, analgésica e antiinflamatdria provenientes dos extratos do caule
do jatobd, sendo estes utilizados para os mais diversos fins, como o stiber do caule, na forma de xarope
e chd para o tratamento de problemas respiratérios, inflamacdes, ferimentos, reumatismo, dores no esto-
mago, no peito, e na coluna, além da resina existente no caule ser utilizada como cicatrizante (Cipriano
et al., 2014).

O processo de industrializagdo acarreta a geracao de residuos, que em sua maioria nao é reaprovei-
tado, sendo diretamente eliminados, sem ter um tratamento e nem destinacao adequada. E com relagao
a este género, segundo o Sistema de Comercializacdo e Transporte de Produtos Florestais - SISFLORA
entre 2009 e 2015, foram colhidos legalmente 194.767.661 m? de jatobd, gerando mais de 750.000 m? de
residuos na forma de galho acima de 20 cm de didmetro (Kern et al., 2010; Silva Ribeiro et al., 2013).
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Por outro lado, constata-se também grande importdncia de outros géneros para o setor florestal, como
o Dipteryx sp., pertencente a ordem Fabales e familia Fabaceae (Cronquist classifica como Leguminosae); e
subfamilia Faboideae (Papilionoideae) (Souza e Lorenzi, 2012; Carvalho, 2009). Nesse género sao registrados
33 nomes de plantas correspondentes, no entanto os nomes aceitos e utilizados para se referir as espécies
(ou a uma subespécie, variedade ou forma) sao: D. alata Vogel, D. lacunifera Ducke, D. magnifica (Ducke)
Ducke, D. micrantha Harms, D. odorata (Aubl.) Willd., D. oleifera Benth., D. polyphylla Huber, D. punctata
(S. F. Blake) Amshoff e D. rosea Benth. As outras espécies foram classificadas como “sindnimos” ou “nao
resolvidos”, e com isto The Plant List nao considera nomes atualmente aceitos (The plant list, 2013).

Espécies de cumaru (Dipteryx sp.) sao utilizadas para diversos fins, como: aproveitamento alimentar
(cumaru-ferro, cujas castanhas - sementes - sdo comestiveis), na confec¢ao de bijuterias (o uso é arris-
cado porque as sementes possuem agao antiespasmoddica, diaforética, cardiaca e emenagoga), na indus-
tria (possui um 6leo essencial aromdtico utilizado na perfumaria, como fixador) e cosméticos. Existem
espécies deste género, como Dipteryx odorata, cujas sementes fermentadas produzem um 6leo essencial
e industrial - cumarina (anidrido cumarinico) - esséncia aromadtica usada como narcético e estimulante,
além de possuir propriedades utilizada para disfarcar odores desagraddveis em formulagdes farmacéuti-
cas (Aratjo et al., 2004; Carvalho, 2009)

As plantas nao sao unicamente empregadas como fonte potencial de principios ativos isolados, qui-
micamente definidos, mas o uso de extratos também é uma possibilidade. Em algumas situagoes, seu
efeito pode ser da acao de vdrios principios ativos. Com isso, as plantas despertam grande interesse em
funcao de atividades ja descritas em diversos setores, sendo de suma importancia investigar o que gera
essa acao (Santos Fernandes et al., 2009).

Com isso, objetivou-se avaliar a composicao quimica de extratos etandlicos dos galhos de Hymenaea
sp. e Dipteryx sp. e determinar suas atividades antifingicas.

Material e métodos

O material utilizado na pesquisa foi proveniente de uma 4rea de manejo da Empresa Rondobel
Florestal, proximo a comunidade de Cachoeira do Arua, localizado no municipio de Santarém, estado do
Paré (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de localizagdo da regido de coleta das arvores de Hymenaea sp. e Dipteryx sp. Fonte: Branco (2018).
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As amostras foram colhidas aleatoriamente de residuos florestais de galhos de trés drvores de Hymenaea
sp. e trés de Dipteryx sp., apds a segunda bifurcagao. O material foi desdobrado em plaina devidamente
higienizada a fim de evitar contaminacao, visando a coleta de serragem. Posteriormente, as amostras foram
secas em estufa (40°C por 96 h), homogeneizadas e armazenadas em sacos de papel. Apds este procedi-
mento, foram realizadas as extracoes de cada amostra no Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de
Produtos Naturais Bioativos da Universidade Federal do Oeste do Pard - UFOPA, Santarém, PA.

Utilizaram-se 50 g de serragem seca para extracdo em etanol 92,8° INPM (4lcool 96°GL) tratado
com hidréxido de sédio (NaOH) e destilado, sendo as extracdes realizadas em triplicata em aparelho de
Soxhlet por 8 h. O solvente foi evaporado em pressao reduzida a 50 °C em evaporador rotativo Fisatom,
modelo 801 com sistema de refrigeracdo acoplado. Apds a evaporacao do solvente, as amostras foram
pesadas, armazenadas em frascos ambar hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeragao (10 °C)
(Taube Jr et al., 2014). Foram obtidos os rendimentos do extrato pela equacao [(Massa do extrato/Massa
do material vegetal) *100].

A caracterizacao fitoquimica dos extratos de jatobad e de cumaru foi realizada por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) no Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos.
Para isto, foram utilizadas placas de aluminio (10 cm x 10 cm) e silica 60 com indicador fluorescente 254
nm e espessura da camada de 0,20 mm. Foram solubilizados 10 mg de cada extrato com 1 mL de etanol
e, posteriormente, aplicado 10 pL de cada repeticao na placa cromatogrédfica. As placas foram eluidas
utilizando como fase mdvel a mistura dos solventes hexano: acetato de etila (60:40) acrescido 0,5%
de metanol para as placas de terpenos, e 2,0% de metanol para flavonoides e taninos. Para verificar a
presenca de cumarinas, utilizou-se o sistema tolueno: éter etilico (1:1). Apds a eluicao, as placas foram
reveladas, sendo usado: para terpenos, vanilina sulftrica; para flavonoides, cloreto de aluminio (AICI,);
para cumarinas, hidroxido de potdssio (KOH) a 5%; e para taninos, cloreto férrico (FeCl,).

Os fungos testados foram Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina (MP5), e Trametes versi-
color pertencentes a Micoteca do Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Oeste do Para
(UFOPA) e da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Para determinar a concentracao minima inibitéria (CMI) dos extratos brutos das drvores de Hymenaea
sp. e de Dipteryx sp. foram utilizadas microplacas para Elisa de 96 pocos sendo realizada a microdiluicao
com caldo Batata-Dextrose (BD). As suspensdes foram ajustadas na escala de 0,5 MacFarland com caldo
BD esterilizado para a concentracao de 10* esporos. mL'. Foram testadas as concentracoes do extrato en-
tre 1000 pg. mL! até 15,625 pg. mL!. Para o controle positivo foi utilizado o fungicida comercial Azimut®
(azoxystrobin + tebuconazole) a 1%. O ensaio foi realizado durante 96 h a 30° C e, posteriormente, adicio-
nados 10 pL de Resazurina a 0,1 % como indicador colorimétrico para caracterizar a viabilidade celular em
cada pogo da placa teste. A concentracao fungicida foi determinada pela subcultura do contetido dos pogos
correspondente a CMI. Para este teste, foi posto em placa de Petri o meio de cultura Batata-dextrose-dgar
(BDA) e posteriormente, foi semeada uma aliquota de 10 uL do contetido de cada poco da placa de Elisa.
Apés o periodo de incubagao (25 °C por 96 h), foi verificada a inibigdo do crescimento fiingico.

Resultados e discussao

Apés as extracoes, foram obtidas as médias de rendimentos dos extratos dos residuos de Hymenaea
sp. e Dipteryx sp., sendo encontrados valores de 16,09% e 10,58 %, respectivamente (Tabela 1):

Tabela 1. Rendimentos dos extratos dos residuos de Hymenaea sp. e Dipteryx sp.

Rendimentos (%)

Individuo -
Hymenaea sp. Dipteryx sp.

1 15,31 10,20

2 17,42 10,55

3 15,55 11,00

Média 16,09 10,58
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Por meio da CCD foi identificada a presenca das classes de metabdlitos de terpenos, flavonoides e
taninos no extrato do residuo de jatobd, e de flavonoides e compostos fendlicos, cumarina e terpenos no
extrato do residuo de cumard.

Verificou-se que o extrato de cumart nao foi efetivo contra os fungos T. versicolor e M. phaseolina
(MP5), mas foi efetivo contra F. oxysporum com atividade na concentragao de 1000 pg.mL?, e quando
verificado a concentragao Fungicida minima (CFM) mostrou-se fungistdtico (Tabela 2).

Para M. phaseolina, constatou-se a a¢ao fungicida do extrato bruto de jatobd nas concentragdes entre
1000 até 125 pg. mL"! e para T versicolor, agao fungistdtica na concentracao de 125 pg. mL™". Vale ressaltar
que o fungicida Azimut®, na concentracao de 1%, nao foi efetivo contra os fungos testados.

Verificou que o género Hymenaea apresenta potencial para o controle alternativo de fitopatégenos,
como constatado sua atividade antifingica para os fungos testados neste trabalho. Outros trabalhos
relatam o potencial de extrato deste género no controle de fungos fitopatogénicos. Maranhao (2009),
testando o extrato de H. stigonocarpa contra fungos do género Fusarium, constatou que na concentracao
de 4.500 pg.mL! inibiu o crescimento do fitopatégeno. Estes resultados confirmam a atividade biolégica
também encontrada neste trabalho para fungos do género Fusarium, com CMI igual a 125 pg.mL™.

A inibigao do crescimento flingico pelo extrato de jatobd provavelmente estd relacionada a sua com-
posicao quimica. Fernandes et al. (2005) afirmam que Hymenaea sp. possui em sua composicao, classes
de compostos como os taninos e flavonoides, associando estes a possivel atividade antifiingica.

Mesmo em uma concentra¢ao maior (1000 pg. mL*'), quando comparada com a efetividade do extrato
de Hymenaea sp., verificou-se que o extrato de cumarud também apresenta potencial antifingico, pois foi
efetivo, inibindo o crescimento micelial do F. oxysporum.

Os extratos testados foram mais eficientes no controle de F oxysporum, T. versicolor e M. phaseolina do que
o fungicida Azimut, o que os tornam uma alternativa de controle, podendo vir a ser um forte aliado a agricultura
sustentdvel, pois uma vez utilizando produtos alternativos, temos redu¢ao no uso de agrotdxicos, além de ga-
rantir maior producao de alimentos de qualidade e menor contaminagao ambiental (Abdel-Monaim et al., 2011).

Tabela 2. Determinacao da concentracao minima inibitéria (CMI) dos extratos do
residuo de Hymenaea sp. e Dipteryx sp.

Concentragdo Minima Inibitéria (ug/mL)

Fungo

Hymenaea sp. Dipteryx sp.
Trametes versicolor 125 -
Macrophomina phaseolina (MP5) 125 -
Fusarium oxysporum 125 1000

Conclusoes

O extrato do residuo de Hymenaea sp. foi mais ativo quando comparado ao extrato de cumaru, po-
dendo ser considerado uma fonte natural efetiva no controle de alguns fungos, destacando-se sua agao
contra M. phaseolina (MP5) (125 pg. mL1).

O extrato de cumarud nao foi tao efetivo aos microrganismos, mas foi mais efetivo que o fungicida
comercial Azimut.

Os resultados apresentados neste estudo demonstram a efetividade do extrato etandlico de jatobd,
além de que, este é uma fonte alternativa de moléculas antifliingicas no controle microrganismos.
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Resumo

O ¢6leo de Euterpe oleraceae Mart (agai) é reconhecido por possuir importantes atividades bioldgicas como
antidiarreica, anti-inflamatoria e antioxidante. Porém, sua utilizacdo é limitada pela industria farmacéutica
pela baixa solubilidade e rdpida rancidez hidrolitica. Os complexos de inclusao surgem como alternativa
para encapsulamento de compostos apolares, proporcionando estabilidade fisico-quimica e, consequen-
temente, melhorando a resposta bioldgica. Portanto, neste estudo avaliou-se a atividade antibacteriana e
modulatéria de complexos de inclusao contendo 6leo de Euterpe oleracea e B-ciclodextrina (EOO-B-CD) e
HP-B-ciclodextrinas (EOO-HP-B-CD) frente contra cepas de Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Obteve-se complexos de inclusao pelos métodos de malaxa-
gem (MLX) e slurry (SL) e as Concentragdes Inibitdrias Minimas (CIM) e atividade modulatéria do dleo
e complexos foram avaliadas pelo método de diluicdo em caldo. Os resultados da CIM dos complexos
mostraram eficiéncia antibacteriana em cepas Gram-positivas e negativas, consideravelmente melhor se
comparado a CIM do dleo puro. A resposta modulatéria de EOO e EOO-B-CD preparada por KND, e com-
plexos com EOO-B-CD e EOO-HP-B-CD preparada por SL mostrou efeito sinérgico com ampicilina contra
E. coli, enquanto outros farmacos testados, a resposta antibiética foi mantida. Os resultados obtidos sao
importantes, pois subsidiam estudos para o desenvolvimento de novos farmacos e formas farmacéuticas.

Palavras-chave: dleo de Euterpe oleracea Mart, ciclodextrinas, complexos de inclusao, atividade antibac-
teriana, atividade modulatéria.

Introducao

Os 6leos vegetais tém sido alvo de estudos pelas suas variadas aplicagdes farmacoldgicas. Silva et al.
(2018) afirmam que constituintes quimicos presentes nos diversos 6leos dispoem de diferentes ativida-
des bioldgicas. Pode-se apontar o éleo resina da Copaifera multujuga, sendo comumente aplicado como
anti-inflamatério, estudado por Pinheiro et al.(2017), enquanto o éleo essencial do Ocimum basilicum é
aplicado como anti-hiperalgésico, estudado por Nascimento et al.(2015). O 6leo de Allium sativum por
outro lado, apresenta atividade antioxidante e antimicrobiana (Wang et al.2011), de semelhante modo ao
Oleo de Euterpe oleraceae (Pacheco-Palencia et al., 2008; Melhoranca Filho e Pereira, 2012).

O dleo de Euterpe oleraceae Mart (EOO), popularmente conhecido como 6leo de acai, é produzido
no Brasil em grandes propor¢oes. Composto em sua maioria por 4dcidos graxos, de cadeias longas e
insaturadas, cujo constituinte majoritdrio é o 4cido oleico (Brian, 1998; Galotta e Boaventura, 2005,
Favacho, 2011). Segundo Sousa (2017), o acido oleico representa 54,32 % da fracdo lipidica, seguido pelo
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de palmitico (30%), linoleico (5,9%) e palmitoleico, vacénico, estedrico em menores concentragoes.
Dentre os fitoesterdides presentes no 6leo, destacam-se o Beta-Sitosferol, o Stigmasterol e o Campesterol,
sendo muito utilizados pela industria cosmética, como preventivos do envelhecimento cutaneo, por au-
xiliar o metabolismo celular e reduzir processos inflamatérios (Lubrano, Robin e Khaiat, 1994).

Recentemente, Marques et al. (2016) apresentaram a caracterizacao fitoquimica do EOO que evidenciou os
dcidos vanilico, palmitico, y-linolénico, linoleico, oleico, cindmico, cafeico, protocatecuico, ferulico, siringico e
os flavonoides quercetina e kaempferol rutinosideo como principais componentes fitoquimicos do 6leo. Essa
gama de constituintes pode justificar as atividades biolégicas do dleo de agai ja descritas na literatura.

Estudos apontam que o EOO possui acao antidiarreica (Plotkin e Balick, 1984), anti-inflamatdria e
antinociceptiva (Favacho et al., 2011), efeito inibitério contra Staphylococcus aureus (Melhoranga Filho
e Pereira, 2012), acao antiproliferativa (Pacheco-Palencia et al., 2008), antioxidante (Pacheco-Palencia
et al., 2008; Rufino et al., 2011), e efeito antiateratogénico (Sousa et al., 2017). Ainda é descrito pela
auséncia de citotoxicidade e genotoxicidade (Marques et al., 2016).

Apesar do grande interesse e vasto arsenal farmacolégico pertinente aos 6leos, em especial ao EOO,
a sua utilizacao pode ser limitada por parte da industria farmacéutica em virtude da baixa solubilidade.
Com a finalidade de viabilizar este problema sao empregados polimeros para a complexacdo de farma-
cos, a citar: as ciclodextrinas, sendo frequentemente encontradas na literatura (Nascimento et al., 2015;
Vikas et al., 2018), entre outros polimeros como poli(etileno glicol) (PEG), poli(éxido de etileno) (PEO),
poli(alcool vinilico) (PVA), poli(vinil pirrolidona) (PVP) (Villanova e Cunha, 2010).

As ciclodextrinas tém sido utilizadas como excipiente farmacéutico, principalmente para solubilizar
fdrmacos com baixa solubilidade. Além de apresentarem caracteristicas fisico-quimicas estaveis, capazes
de proteger moléculas héspedes da degradagao pelo trato gastrointestinal, proporcionam fotoestabilidade
e estabilidade térmica, protegem da oxidacao, reduzem efeitos fisiolégicos e caracteristicas organolépti-
cas indesejadas, volatilidade de farmacos e toxicidade (Ramos et al., 2018; Ferreira et al., 2018).

Com o intuito de desenvolver complexos de inclusao com 6leos, a fim viabilizar suas caracteristicas
fisico-quimicas, concebem-se formula¢oes capazes de melhorar sua funcao e aplicagao farmacoldgica.
Desta forma o produto torna-se quimicamente estavel e seus constituintes sdo protegidos, ao passo que
é reduzida a sua exposicao a fatores ambientais e microbioldgicos. Além destes beneficios, a formacao
de complexos de inclusdao com EOO pode melhorar a sua solubilidade, promover a estabilidade oxidativa
contra efeitos da fotosensibilidade ou temperatura e, especialmente, impedir a rancidez hidrolitica.

Estudos fisico-quimicos para investigar a formagao de complexos de inclusao entre EOO e B-CD e
HP-B-CD foram procedidos anteriormente. A energia de interagao, espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletronica de varredura (SEM), pé Difracao de raios X
(PXRD), andlise termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC) confirmaram a
eficiéncia de complexacao entre EOO e as ciclodextrinas estudadas.

Portanto, este trabalho objetivou avaliar a atividade antibacteriana e moduladora dos complexos de in-
clusao de Euterpe oleracea Mart. e B-ciclodextrina e HP-B-ciclodextrinas contra as cepas bacterianas padrao,
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25932), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Escherichia coli (ATCC 25922) pelo método de microdiluicao em caldo.

Material e Métodos

O 6leo de Euterpe oleraceae Mart. (OEO) foi obtido da Amazon Oil (Belém, PA) e B-ciclodextrina
(B-CD) e hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) foram adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Os complexos de inclusao foram desenvolvidos no Laboratério da Escola de Farmécia Industrial
pertencente a Universidade Federal do Rio Grande do Norte. As cepas bacterianas (ATCC) foram doadas
pelo Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de Campina Grande - Campus Cajazeira (PB),
onde o experimento foi procedido. O caldo Brain Heart Infusion (BHI) foi obtido pela Kasvi (Sao José dos
Pinhais, PR, Brazil). Todas as experiéncias foram realizadas usando dgua purificada (< 1,3 puS) obtida por
osmose reversa e os reagentes foram de grau analitico.
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Os complexos de inclusao do 6leo com cada ciclodextrina 6leo de Euterpe oleraceae-beta-ciclodextrina
(EOO-B-CD) e 6leo de Euterpe oleraceae-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (EOO-HP-B-CD) foram produzidos
pelos métodos de malaxagem (KND) e slurry (SL), utilizando grau e pistilo. Utilizou-se uma concentragao
equimolar (1:1) de ciclodextrina e EOO. Considerou-se que o peso molecular de EOO igual ao de dcido oleico,
com 282,47g-mol — 1, e pesos moleculares de B-CD e HP-B-CD, 1134,98 e 1396g- mol — 1, respectivamente.

Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Para determinar a menor concentragao bactericida, a CIM foi determinada pelo método de microdilui-
¢ao em caldo. As cepas bacterianas padrao utilizadas foram duas gram-positivas: Enterococcus faecales e
(ATCC 29212) Staphylococcus aureus (ATCC 25932); e duas gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa e
(ATCC 27853) Escherichia coli (ATCC 25922).

Previamente, as cepas foram replicadas em Brain heart infusion (BHI), e apds 24 h os testes foram de-
senvolvidos. Inicialmente cada cepa foi diluida em solu¢ao salina a turbidez equivalente a 0,5 em escala de
Mc Farlane. Em seguida o inéculo foi adicionado em um tubo de ensaio contendo BHI a 10%, na propor¢ao
de 1:9 (v:v), deste modo obtendo a suspensao bacteriana. Procedeu-se entao a microdiluicao em placas de
96 pocos, no qual todos os pocos receberam de 100 pL~! da suspensao bacteriana. No primeiro poco de
cada coluna da placa aplicou-se 100 pL.-! da substancia testada (EOO, EOO-B-CD e EOO-HP-B-CD, obtidos
por KND e SL), bem como as substancias controle (penicilina, ampicilina, piperacilina-tazobactam e dime-
tilsulféxido (DMSO)), e por conseguinte foi realizada uma microdiluicao em série até o penultimo pogo.

A concentracgdo inicial das substancias foi de 1024 pg.ml!, decrescendo a 8 pg.ml?!, enquanto o tltimo
poco recebeu apenas a suspensao bacteriana. As placas foram incubadas por 24 h a uma temperatura de
37° C. Decorrido este tempo, aplicou-se 20 jl de resazurina em cada pog¢o e ap6s uma hora a tempera-
tura ambiente a leitura foi realizada por uma inspecao visual da turbidez. Os testes foram realizados em
triplicatas (Oliveira et al., 2016).

Ensaio de Modulacao de drogas

O teste de modulagao de drogas foi realizado de acordo com Oliveira et al. (2017), a fim de avaliar a
atividade das substancias em estudo como moduladores de medicamentos antimicrobianos comumente
aplicados a pratica clinica laboratorial CLSI (2013). Para este experimento, foram adicionadas aliquotas de
cada amostra a cada suspensao bacteriana previamente preparada, a fim de atingir a concentragao subini-
bitéria (CIM/8). Para a determinacao do volume de amostra necessario, foi considerada a concentracao
inicial de 1024pg.ml! para um volume final de 100 pl por pogo. Apds a inoculacdo de cada pogo com 100
1L de suspensao bacteriana, foi realizada uma microdiluicao em série com 100 pL da solucdo de antibidtico
padrao para cada cepa até o penultimo poco. Os 100 pl finais foram descartados dessa microdiluicao. A
concentracao inicial de antibiéticos foi adotada de acordo com a suscetibilidade e sensibilidade microbiana
fornecidas no manual CLSI (2013). O ultimo poco recebeu apenas a suspensao bacteriana e as placas foram
incubadas por 24 h a uma temperatura de 37° C. Decorrido este tempo, aplicou-se 20 nl de resazurina (0.01
w/w) em cada poco e apds uma hora a temperatura ambiente a leitura foi realizada por uma inspecao vi-
sual da turbidez. Os testes foram realizados em triplicata e trés repeticoes (Oliveira et. al. 2016).

Andlise estatistica

Aos resultados obtidos foram aplicados as médias e desvio padrao e analisados pela variancia bidi-
mensional (ANOVA), utilizando Graph Pad Prism 5.0. (San Diego, CA, EUA). Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos.

Resultados e Discussao

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

O uso racional de antibidticos e a descoberta de novas drogas sdo apontados como acgao estratégi-
ca a fim de evitar a resisténcia bacteriana (Guimaraes 2010; Coutinho et al., 2015). Para esse fim, as
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Concentracoes Inibitérias Minimas dos complexos de inclusao EOO e EOO-B-CD e EOO-HP-B-CD, indica-
tivas de sua capacidade de prevenir a atividade bacteriana, foram determinadas visualmente pelo método
de microdiluicao em pocos.

Pode-se observar na Tabela 1, que os maiores valores de CIM, indicativos do menor poder bactericida,
foram obtidos usando EOO contra S. aureus (512pug.ml?), E. faecalis (> 1024pg.ml?) e E. coli (512pg.ml?),
enquanto os complexos EOO-HP-B-CD obtidos por malaxado ou slurry exibiram sua maior eficdcia contra
E. coli (CIM = 341 pg.ml') e a menor contra P. aeruginosa (CIM = 512pg.ml!). No entanto, o melhor
desempenho obtido foram os complexos preparados com B-CD, especialmente o EOO-B-CD obtido por
slurry, cujos valores de CIM contra E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus e E. coli apresentaram-se mais
baixos, com 341, 384, 384 e 256 ng.ml’, respectivamente. No entanto, o complexo EOO-B-CD preparado
por malaxado foi o mais eficaz contra S. aureus, com um valor de CIM de 256 pg.ml™.

Tabela 1. Valores médios da Concentragdo Inibitéria Minima (ug.ml?).

Bactéria gram-positiva Bactéria gram-negativa

Amostras - ; ;

S. aureus E. faecalis P aeruginosa E. coli
EOO 512 > 1024 427 512
EOO-B-CD (KND) 256 480 384 341
EOO-B-CD (SL) 384 341 384 256
EOO-HP-B-CD (KND) 469 512 512 341
EOO-HP-B-CD (SL) 384 402 512 341
Ampicilina - 32 - 48
Penicilina 0,03 - - -
Piperacilina + tazobactam - - 2 -

Abreviac¢bes: EOOQ, 6leo de Euterpe oleracea; EOO-B-CD, complexo de inclusédo de EOO e B-betaciclodextrina; EOO-HP-3-CD, complexo de
inclusdo de EOO e hidroxi-propil-p-betaciclodextrina; KND, preparacdo por malaxado; SL, preparacdo por slurry. Os testes foram realizados
em triplicata em trés reparti¢des. Valores de P < 0.05 foram considerados estatisticamente significantes.

Atividade moduladora de drogas

O ensaio de modulac¢ao de drogas foi realizado a partir da adicao do EOO e complexos de inclusao a
antibiéticos comumente prescritos na prdtica clinica para o tratamento de doencas nosocomiais e hos-
pitalares, a fim de estabelecer possivel efeito sinérgico ou antagénico dos compostos. Para o teste foram
utilizados dois antibidticos sugeridos pela CLSI (2013) contra cada microrganismo em estudo, dos quais a
Ampicilina (AMP 1024 pg.ml') e Piperacilina + tazobactam (PIT + TAZ 28,5+ 3 pg.ml!) contra a E. coli,
Ciprofloxacino (CIP 4 ng.ml') e PIT + TAZ contra a P. aeruginosa; Vancomicina (VAN 16 pg.ml?) e CIP 4
pg.ml?, contra a S. aureus e E. faecales.

Nos resultados da atividade modulatéria de drogas contra a E. coli (Figura 1A) foi possivel observar
uma diminui¢dao da CIM da AMP de 213 para 128 pg.ml! quando este antibidtico foi usado em com-
binacao com EOO, EOO-B-CD preparado por qualquer método e EOO-HP-B-CD preparado por slurry,
destacando um efeito sinérgico, enquanto o EOO-HP-B-CD preparado por malaxado nao influenciou sua
atividade. Tal efeito sinérgico foi inesperado, uma vez que a parede celular das bactérias Gram-negativas
¢ mais complexa que a das bactérias Gram-positivas, por possuir um maior nimero de camadas de
peptidoglicano cuja formagdo estd diretamente ligada as proteinas ligadoras de penicilinas (Pereira et
al., 2017; Leite et al., 2017). Sinergismo semelhante foi relatado para a combinacao de éleo essencial
de Croton limae e neomicina contra outra cepa da mesma espécie bacteriana (Leite, 2017). Em relacao
a adicdo de EOO a PIP + TAZ, contra a mesma cepa bacteriana, ndao houve variagdo significativa, quer
seja antagonista ou sinérgica da CIM.

Nos resultados da atividade modulatéria contra a P. aeruginosa (Figura 1B) foi observado um aumen-
to da CIM do CIP de 0,25 para 2,0 pg.ml! quando aplicado o complexo EOO-HP-B-CD KND, inferindo
acao antagobnica do complexo ao antibiético. Sugere-se que esta resposta antimicrobiana foi afetada
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Figura 1. Efeito modulador do 6leo de E. oleracea (EOO) e seus complexos de inclusdao com B-ciclodextrina (EOO-
BCD) ou Hidroxipropil-B-ciclodextrina (EOO-HP-B-CD) em combina¢do com (A) Ampicilina (AMP) ou Piperacilina
+ Tazobactam (PIP + TAZ) contra _E. coli_, (B) Ciprofloxacina (CIP) ou PIP + TAZ contra _P. aeruginosa_, (C)
Vancomicina (VAN) ou CIP contra _S. aureus_ (C), em comparacao com o efeito desses antibiéticos isoladamente.
As diferencas comparadas com o controle foram consideradas estatisticamente significantes quando P <0,05. Os
complexos de inclusao foram preparados malaxado (KND) ou _slurry_ (SL).
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pela grande modificagdo das propriedades fisico-quimicas ocasionada pela formagao dos complexos de
inclusao interferindo na atividade antibacteriana da droga (Costa et al., 2019). Por outro lado, os demais
complexos testados nao apresentaram diferencga significante em compara¢dao com a administracdo da
CIP isoladamente. Além disso, a adicao de EOO e complexos de inclusao a PIP + TAZ nao ocasionou
nenhuma variacao da CIM em comparagao com a administracao isolada do antibidtico, isso sugere que
a modificacao supracitada foi dependente do antibidtico testado.

Embora os resultados contra a S. aureus (Figura 1C) tenham mostrado um aumento da CIM para VAN,
de 1,00 para 1,66 pg.ml' quando o EOO foi aplicado adicionado, o alto desvio padrao desse dado, bem
como a auséncia de qualquer efeito estatisticamente significativo da adicao de complexos de inclusao
em comparagdao com o medicamento isoladamente, sugerem que excluamos qualquer acdo antagoni-
ca do dleo. Como os resultados da atividade moduladora contra E. faecalis nao mostraram variacao
estatisticamente significativa da CIM para VAN e CIP induzida por EOO ou complexos de inclusao,
portanto ndo foram ilustrados na figura.

De acordo com esses resultados, pode-se concluir que apesar da capacidade dos complexos de inclusao
melhorar a atividade antibacteriana expressa na determinacao da CIM, a atividade modulatéria apresen-
tou efeito sinérgico dos complexos de inclusao apenas para a AMP contra E. coli, de semelhante modo ao
encontrado por Oliveira et al. (2017). Para as demais drogas nao houve diferencga significativa na resposta
modulatéria quando usado EOO e os complexos de inclusdao, mantendo a resposta bioldgica do antibidtico.

Consideracoes Finais

Os resultados da CIM mostraram que os complexos de inclusdao apresentaram eficiéncia antibacteria-
na em cepas Gram positivas e negativas, sendo consideravelmente melhor se comparado a CIM do EOO
puro. Para esta andlise também podemos destacar os valores da CIM dos complexos obtidos com a p-CD,
notavelmente apresentaram-se inferiores aos valores apresentados com o uso do EOO e complexos com a
HP-B-CD. O EOO e a maioria dos seus complexos demonstraram efeito sinérgico a ampicilina frente a E.
coli. Além disso, os complexos de inclusdao proporcionaram estabilidade fisico-quimica aos compostos e
nao mostraram perda na eficiéncia biolégica da EOO, suportando assim sua aplicagao terapéutica. A res-
posta antimicrobiana apresentada pelos complexos foi extremamente importante, pois subsidia estudos
para o desenvolvimento de novos fdrmacos e formas farmacéuticas.
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