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RESUMO

MEIOS DE CULTURA ALTERNATIVOS PARA FUNGOS UTILIZANDO DIFERENTES
SUBSTRATOS, ESPECIALMENTE DE MANDIOCA (Manihot esculenta)

Os fungos filamentosos sao um importante grupo de micro-organismos, ndo apenas por
serem 0s mais numerosos dentre todos 0s micro-organismos, mas devido ao seu potencial em
processos biotecnolégicos como a producdo de antibidticos e enzimas, fontes de vitaminas,
alimentacéo e outros. Os fungos também sdo conhecidos como patdégenos de plantas, animais e
humanos, e produtores de toxinas. Cultivar fungos é uma rotina em laboratérios de
microbiologia e um dos meios muito utilizado é o Batata Dextrose Agar (BDA), que utiliza a
batata como uma fonte rica em amido. Em algumas regifes do pais, como a Regido Norte, a
batata tem um elevado custo e por este motivo a busca por novas fontes de amido ¢ uma
alternativa. Assim, outros vegetais devem ser pesquisados visando a substituicdo da batata. No
presente trabalho foram inicialmente utilizados mandioca (Manihot esculenta), batata-doce
(Ipomoea batatas), cenoura (Daucus carota), gengibre (Zingiber officinale) e cara (Dioscorea
alata), sendo demonstrado que a mandioca (Manihot esculenta) € uma alternativa relevante
para o cultivo de fungos. Esta espécie vegetal é uma planta tropical de grande importancia
comercial no Brasil, na Africa e em outras regiées do mundo, sendo que para a regido Norte a
mandioca € muito cultivada e também de baixo custo. Assim, apds a triagem inicial com outros
tubérculos, foi realizada a avaliacdo e otimizacdo do meio de cultura de Mandioca Dextrose
Agar (MDA). Para o ensaio do meio com mandioca foram utilizadas diversas espécies de
fungos com importéncia biotecnolégica (Beauveria bassiana, Aspergillus niger, Penicillium
sp., Fusarium sp., Phanerochaete chrysosporium). Foi avaliada a taxa de crescimento, a
esporulacdo e a formacao de hifas no meio de cultura BDA (utilizado como controle) e MDA.
Os resultados comprovaram a eficiéncia do MDA para o crescimento dos fungos analisados,
destacando-se a taxa de crescimento radial em meio sélido e peso seco do micélio em meio
liquido. Entretanto, em MDA ha uma menor esporulacdo dos fungos quando comparado ao
BDA. Finalmente, foi realizado, utilizando meio BDA e MDA, o isolamento de fungos
endofiticos de duas plantas: guarana (Paullinia cupana) e oliveira (Olea europea), nos quais 0
meio de cultura MDA também se mostrou eficiente. A identificacdo de fungos endofiticos
revelou que eles variaram conforme a planta hospedeira. A diversidade de fungos endofiticos
foi maior em guarana no meio MDA que em BDA, e 0 nimero de isolados foi menor em
oliveira nos dois meios utilizados. Assim, do ponto de vista econémico e social, o substrato de
mandioca pode ser considerado uma alternativa de alta potencialidade na obtencao de meios de
cultura para laboratdrios de micologia, especialmente em paises tropicais.

Palavras Chaves: mandioca, fungos filamentosos, endéfitos, BDA, MDA.



ABSTRACT

ALTERNATIVE FUNGAL CULTURE MEDIA USING DIFFERENT SUBSTRATE,
ESPECIALLY CASSAVA (Manihot esculenta)

The filamentous fungi are an important group of microorganisms, being not only one of
the most numerous among the microorganisms due to their potential in biotechnological
processes such as the production of antibiotics, enzymes, vitamins and others. The fungi are
also plant, animals and human pathogens, acting sometimes as toxins producers. The fungal
growth is a routine practice at microbiological laboratories and the Potato Dextrose Agar
(PDA) medium is the most used medium due to be a rich source of starch. However, in some
regions of Brazil, the potato production has a quite high cost. For this reason the aiming of the
present work was the search for new alternative sources of starch. Thus, initially several
tubercles: cassava (Manihot esculenta), sweet potato (Ipomoea batatas), carrot (Daucus
carota), ginger (Zingiber officinale) and yam (Dioscorea alata) were tested as a starch source
to fungal growth. The cassava (Manihot esculenta) showed the best results to fungal growth.
This species is a tropical plant with a great commercial importance to Brazil, Africa and other
parts of the world. In brazilian north and northeast regions, the cassava is hugely cultivated by
a low cost. After the first screening, it was optimized the utilization of Cassava Dextrose Agar
(CDA) media. Many fungal species of biotecnological importance (Beauveria bassiana,
Aspergillus niger, Penicillium sp., Fusarium sp., Phanerochaete chrysosporium) were
evaluated to growth, development sporulation and hyphal formation. The BDA media was
used as a control. The present results demonstrated a high efficiency of MDA to fungal growth.
However, in MDA was observed a reduction of fungal sporulation comparing with BDA.
Finally, both media BDA and MDA, were used to the endophytic fungal isolation from:
guarana (Paullinia cupana) and olives (Olea europea). The fungal identification demonstrated
that isolates varied according to host plant. The fungal diversity was higher in guarana being
higher using the MDA in comparison with the BDA media. To both media, it was obtained a
low number of isolated fungi from O. europea. The present results clearly demonstrated that
the cassava is an feasible important starch source, being a potential alternative media, mainly
in tropical countries.

Keywords: cassava, filamentous fungi, endophytes, PDA, MDA.
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1. INTRODUCAO

Desde a descoberta dos micro-organismos, 0 homem vem buscando formas de estuda-
los e utiliza-los em seu beneficio. Isolar, identificar e classificar vem sendo uma rotina
constante nos laboratérios de microbiologia nas areas da medicina, da industria farmacéutica e
alimenticia e na agricultura, dentre outras. Um dos primeiros passos é como cultiva-los em
meios de cultura artificiais que oferecam condicdes para seu desenvolvimento e multiplicagéo.
Segundo Carnauba et al. (2007) a composicdo do meio de cultura determina a quantidade e
qualidade do crescimento micelial e esporulacdo dos fungos, ressaltando também a
importancia da temperatura e fotoperiodo.

O Batata Dextrose Agar (BDA) é um meio bastante utilizado, devido ter sua
metodologia ja estabelecida por Riker e Riker (1936), e sua comprovada eficiéncia no cultivo
de fungos. Nozaki et al. (2004) afirmaram que nem sempre as condi¢des dos meios de cultura
permitem um bom crescimento e esporulacdo. Alguns meios favorecem determinados grupos e
espécies de micro-organismos, mas ndo apresentam a mesma eficiéncia para outros, mesmo
sendo estes da mesma espécie, e isso pode ser explicado pela presenca ou ndo de metabdlitos
especificos para cada micro-organismo conforme afirmam Carnalba et al. (2007).

Sabe-se que a batata (Solanum tuberosum) espécie originaria de regides frias do Peru,
foi levada pelos espanhdis para a Europa e disseminada para o resto do mundo. No Brasil, um
pais tipicamente tropical, a batata é explorada principalmente na regido Sul, apresentando-se
como alimento relativamente caro, com disponibilidade restrita em algumas regiGes como
Norte e Nordeste. Existem alternativas que substituem a batata em meios de cultura. A cenoura
foi utilizada por Lima (1996) mostrando-se eficiente para isolamento micelial de isolados de
ramos de mangueira, tanto quanto o BDA. Os seus resultados demonstraram que outros

tubérculos utilizados, como a mandioca, tiveram desempenho semelhante ao BDA.
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A busca de novas fontes de tubérculos alternativos para regido em que a batata onera
0 processo vem sendo uma constante. Farinha, aveia, extrato de tomate e extrato vegetal vém
sendo analisados para as mais diferentes espécies de fungos e bactérias (CARNAUBA et al.,
2007; BRUNELLI et al., 2006).

A mandioca é uma espécie de grande importancia econdémica em paises tropicais
como: Zaire, Nigéria, Madagascar na Africa; Indonésia, Tailandia e China na Asia, dentre
outros. No Brasil, embora seu maior consumo de certo modo concentre-se no Nordeste, no
Norte e no Centro-oeste, ela esta presente também em todo o territério nacional, com maior
disponibilidade nas regides Norte e Nordeste.

A mandioca é um importante produto de subsisténcia e esta entre as maiores fontes
béasicas de alimento no mundo (SILVA, 1996). Esse vegetal além do valor econdmico reflete
também um grande valor cultural, estando suas origens profundamente ligadas as origens dos
indios da América do Sul. Historicamente, a cultura da mandioca teve papel importante em
todos os periodos do Brasil desde a colonizacdo e, pode ainda, ser um dos alicerces de um
desenvolvimento sustentavel. Outros tubérculos como a batata-doce, a cenoura, o gengibre e 0
card tambeém podem ser utilizados para o preparo de meios de cultura de fungos e avaliadas
suas qualidades em comparacdo com 0s meios de mandioca e batata. Assim, a analise de meios
de cultura com estes tubérculos, torna-se uma alternativa relevante dentro da microbiologia e
justifica o trabalho, uma vez que essas espécies crescem bem em regibes tropicais e,
especialmente a mandioca, é de origem tropical, de facil acesso e com valor de comércio

relativamente baixo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Meios de cultura em microbiologia

Desde os primdrdios da microbiologia como ciéncia, houve uma busca por meios de
cultura que fossem apropriados para o crescimento de fungos e bactérias além de outros tipos
de micro-organismos. Louis Pasteur, considerado o pai da Microbiologia e principalmente da
bacteriologia usava meios liquidos ricos como os que continham extrato de carne. Entretanto,
o cultivo em meio liquido impedia ou tornava muito dificil o isolamento de espécies puras. Foi
Robert Koch que em 1882 introduziu o meio s6lido em microbiologia, por sugestdo de Fannie
Hesse, mulher de Walther Hesse que trabalhava no laboratorio de Koch. Primeiramente foi
usada a gelatina para solidificar meios de cultura, mas ela se liquefazia em temperaturas ainda
altas, o que impedia seu uso na época de verdo no hemisfério Norte. Apenas foi possivel o uso
de um meio sélido apropriado, apds a substituicdo da gelatina pelo &gar proveniente de algas
marinhas que ndo se liquefazia em altas temperaturas e se mantinha solido também em
temperaturas maiores que as do meio ambiente. O meio solido permitiu a obtencdo de colénias
isoladas e a separacdo de espécies de bactérias e fungos com certa facilidade. A microbiologia
também se desenvolveu pela introducdo de meios ricos, completos ou complexos (com extrato
de carne ou peptona, por exemplo) e meios minerais, pobres ou minimos (com sais minerais e
uma fonte de carbono). Foram tambeém criados meios seletivos, que permitem selecionar uma
ou poucas espécies de micro-organismos, além de meios diferenciais que se distinguem pela
morfologia e cor de algumas espécies em relacdo a outras. Desta maneira, a area de producédo
de diferentes meios de cultivo foi progredindo e muitos outros foram criados, bem como
empresas que produzem e comercializam tais meios. Varios livros de Microbiologia relatam as
fases iniciais em relacdo ao desenvolvimento dos meios de cultura, como por exemplo, Basic

Microbiology de Volk e Wheeler (1988).
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Deve ser salientado que o desenvolvimento da Microbiologia ocorreu em regides de
clima temperado principalmente em paises como Franca e Alemanha, na Europa. Desta forma,
era de se esperar que a base destes meios fosse constituida principalmente de vegetais de clima
temperado, mesmo os introduzidos de outras regiées na Europa, como a batata. Devido a este
fato, os meios de cultura de fungos até hoje levam estes materiais em sua composi¢do como o
BDA, o de Cenoura, de Aveia, Cevada e outros. J& 0s meios minimos como o Sabouraud e
Czapeck Dox com composi¢do mineral e definida, variam menos. Estudos com meios de
cultura mais adaptados aos paises de regides tropicais do mundo, como boa parte da América
Central e do Sul, bem como a Africa, s30 em pouco nimero, embora alguns esforcos tenham

sido feitos neste sentido como os mencionados na introducao desta tese.

2.2. Vegetais que podem ser utilizados em meios de cultura para crescimento de fungos
2.2.1. Cenoura

A cenoura (Daucus carota) é uma planta originaria no norte da Africa, mais
especificamente na regido do mediterraneo, pertencente a familia das  Umbeliferas
(Apiaceae). Sua introducdo no Brasil ocorreu juntamente com o processo de colonizagédo e
expansdo portuguesa no pais no século XVI. Entretanto, pressupde-se que as primeiras
lavouras s6 foram instaladas no século XIX no Sul do pais (VILELA e BORGES, 2008).

A cenoura é relatada por suas propriedades nutricionais (Tabela 1). Um dos seus
principais componentes € a presenca em grande quantidade de [-caroteno, substancia
precursora da vitamina A, responsavel por diversas fun¢fes na nutricdo humana. A presenca
de acucares soluveis (como sacarose, glicose e frutose) também destaca-se em quantidade

neste vegetal, chegando a representar 70% da matéria seca das raizes (FINGER et al., 2005).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Apiaceae
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Tabela 1 - Composi¢éo nutricional da cenoura (100g).

Componentes Unidade Quantidade
calorias Kcal 43,00
gorduras g 0,19
carboidratos g 10,14
fibras g 3,00
proteinas g 1,03
sodio mg 35,00
potéssio mg 323,00
célcio mg 27,00
ferro mg 0,50
zinco mg 0,20
vitamina A Ul 12.000
vitamina C mg 9,00
vitamina E mg 0,46

*Ul = unidades internacionais
Fonte: Vieira e Makishima (2000).

Entretanto esses valores podem variar de acordo com o desenvolvimento da planta.
Nos estudos de Ribeiro Filho et al. (2011), observou-se que as caracteristicas nutricionais na
cenoura tendem a variar de acordo com o periodo de desenvolvimento da cultura.
As cenouras sdo grandes fontes de fibra dietética, antioxidantes, minerais e -caroteno.
Este ultimo, responsavel pela coloracdo alaranjada caracteristica do vegetal, € uma
provitamina A (substancia que da origem a vitamina A dentro de um organismo vivo). As
cenouras, originalmente, apareciam com cores purpura, branca e amarela. A cenoura laranja,
que é hoje sinbnimo de cenoura, foi desenvolvida na Holanda como tributo a Guilherme | de
Orange (“orange" = "laranja™) durante a guerra holandesa de independéncia da Espanha, no
século XVI. E considerado o alimento com maior quantidade de B-caroteno, além disso, tem
seu consumo recomendado por ser uma grande fonte de fibra e potassio (GONZAGA e

RODRIGUES, 2001).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fibra
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antioxidantes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Caroteno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vitamina_A
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pa%C3%ADses_Baixos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Guilherme_I_de_Orange
http://pt.wikipedia.org/wiki/Guilherme_I_de_Orange
http://pt.wikipedia.org/wiki/Espanha
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9culo_XVI
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2.2.2. Cara

Caré (Dioscorea alata) é um tubérculo subterraneo, algumas vezes confundido com
0 inhame e o0 cara aéreo, pertence a familia Dioscoreacea. E uma espécie exotica, com seu
centro de origem na Asia tropical, mas ja era cultivada na Africa. Trata-se de uma espécie
monocotileddnea, herbacea, didica, com habito de crescimento rasteiro (trepadeira)
(FERREIRA et al., 2010).

O género Dioscorea apresenta cerca de 600 espécies. Apesar de ser elevado o
namero de espécies de Dioscorea, apenas cinco sao consideradas importantes na alimentacéao
humana: D. cayenensis, D. alata, D. bulbifera, D. esculenta e D. trifida. O cara é planta do
grupo das olericolas, muito rdstica, que produz tubéerculos comestiveis, € amplamente
cultivada em regibes tropicais e serve de alimento na América Central e Sul, na Asia e nas
ilhas do Pacifico (MONTALO, 1991). O Caré é cultivado nas regides Norte, Sul e Centro Sul,
sendo S&o Paulo o mais importante estado produtor (MOURA, 2006).

Ferreira et al. (2010), apontam a importancia do card na alimentacdo como uma boa
fonte energética. Segundo o0s autores, 0 vegetal era dado aos escravos para suportarem as
grandes viagens de migracdo no periodo da escravidao. Secretaria de Agricultura, Irrigacao e
Reforma Agraria - SEAGRI (2012) e Azevedo e Duarte (1998), destacam as propriedades

nutricionais deste alimento contendo altos teores de proteina, calcio e fosforo (Tabela 2).

Tabela 2 — Composi¢do nutricional do card (100g).

Componentes Unidade Quantidade
calorias Kcal 135
proteinas g 2,3
calcio mg 28
fosforo mg 52
ferro g 2,9
vit. A mg 30
vit. B1 mg 0,04
vit. B2 mg 0,02
vit. C mg 3,5

Fonte: SEAGRI (2012); Azevedo e Duarte (1998).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Tub%C3%A9rculo

20

Azevedo e Duarte (1998), ainda destacam que o cara é rico em carboidratos,
proteinas, riboflavina e &cido nicotinico. Substancias que possuem alto poder enérgico e
atuam na prevencdo de varias doencas, atuando como antioxidantes, antiespasmaddicos e

antiflamatorios (PEREZ, 2006).

2.2.3. Gengibre

O gengibre (Zingiber officinale) é natural do sudeste asiatico, de onde se difundiu
pelas regides tropicais do mundo. Seu rizoma é comercializado fresco, em conserva, seco,
picado, em pd ou Aleo essencial (ELPO e NEGRELLE, 2006). O gengibre possui sabor
apreciado na culindria do mundo moderno. Cereda (2001) relata suas propriedades
nutricionais e seu valor energético (Tabela 3).

E uma planta herbacea da familia das Zingiberaceae que pode atingir mais de 1m de
altura. As folhas verde-escuras nascem a partir de um caule duro, grosso e subterraneo
(rizoma). As flores séo tubulares, amarelo-claro e surgem em espigas eretas. Como planta
medicinal o gengibre é uma das mais antigas e populares do mundo, sendo que suas
propriedades terapéuticas sdo resultado da acdo de varias substancias, especialmente do 6leo
essencial que contém canfeno, felandreno e zingibereno (GONZAGA e RODRIGUES, 2001).
Outro ponto destacado é a presenca de gingerol que é uma substancia antioxidante,
antifangica, antiinflamatéria, analgésica, antipirética, que é explorada pela industria
farmacéutica em tratamento contra cancer, doencas cardiacas e respiratorias (TOZZI, 2011).
Essas propriedades devem-se a presenca de Oleos essenciais que se acumulam nos rizomas

(SUKLA, 2007).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Zingiberaceae
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Tabela 3 - Composicéo nutricional de gengibre (1009).

Componentes Unidade Quantidade
Calorias Kcal 301,0
glicidios mg 72,0
protideos mg 7,6
Lipideos mg 2,9
sodio mg 6,0
potassio mg 264,0
calcio mg 51,0
ferro mg 2,77
fosforo mg 78,0

Fonte: Cereda (2001).

2.2.4. Batata

A batata (Solanum tuberosum) é um vegetal da familia das solandceas, apresenta
caules aereos, herbaceos e suas raizes originam-se nas bases desses caules ou hastes.

A histdria deste vegetal comecgou ha cerca de 8.000 anos, proximo a fronteira entre o
Peru e a Bolivia, e foi introduzida na Europa no século XVI pelos conquistadores espanhois
(FAO, 2008).

A batata como hoje conhecemos chegou ao Brasil pelas méos dos imigrantes
europeus, no final do século XIX, e foi levada para areas de clima temperado ao sul do pais,
favorecendo seu cultivo (PEREIRA, 2008). E atualmente um dos tubérculos mais consumidos
do mundo e se tornou componente de varios pratos. Alimento rico em grdos de amido,
armazenados nos amiloplastos e que possui vitamina B, C, ferro e zinco (PEREIRA, 1987).

A composicdo nutricional da batata pode ser vista na Tabela 4.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Espanha
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amiloplasto
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http://pt.wikipedia.org/wiki/Zinco
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Tabela 4 — Composigéo nutricional da batata (100g).

Componentes Unidades Quantidade
agua % 77
calorias Kcal 88,24
proteina g 2,21
acidos graxos polinsaturados g 0,07
carboidratos g 19,85
calcio mg 5,15
fosforo mg 44,12
ferro mg 0,29
potassio mg 378,68
sodio mg 3,68
tiamina mg 0,1
riboflavina mg 0,02
niacina mg 1,47

Fonte: Giuntini et al., (2006).

2.2.5. Batata-doce
A batata-doce € a raiz tuberosa da espécie Ipomoea batatas, uma planta da familia
das convolvulaceas, ordem das Solanales (a mesma da batata, do tomate, das pimentas, entre
outras). E originaria da América Tropical, tendo como provavel centro de diversidade o
Noroeste da América do Sul. Possui diversas variedades cultivaveis divididas em de mesa, ou
mercado, e as forrageiras, ambas podendo ser encontradas nas cores externas amarela, branca
e roxa. No entanto, o numero de variedades ndo se restringe a essas carateristicas. Elas podem
ser classificadas de acordo com o formato, tamanho, cor interna, dulgor, precocidade, cor das
folhas e até pela coloracdo das flores.
Quanto as suas propriedades nutricionais destacam-se 0s razoaveis teores de calcio,
ferro, sddio, fosforo e potéssio (Tabela 5), como também vitaminas A, B e C, fonte de

carotendides. A babata-doce € um Gtimo alimento energético devido seu alto teor de
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carboidratos. Entretanto, os niveis protéicos sdo baixos, fazendo com que este alimento ndo

seja considerado um alimento completo (CEREDA, 2001).

Tabela 5 - Composi¢éo nutricional de batata-doce (100g).

Componentes Unidade Quantidade
calorias Kcal 125,5
glicidios mg 28,0
protideos mg 1,3
lipideos mg 0,8
sodio mg 50,2
potéassio mg 3314
calcio mg 43,0
ferro mg 2,40
fosforo mg 46,0

Fonte: Cereda (2001).

2.2.6. Mandioca
2.2.6.1. Origem e disseminagdo no mundo

Segundo Magalhées (1876), conta a lenda, que a mandioca surgiu quando a filha de
um poderoso indio Tuxaua foi expulsa de sua tribo e foi viver em uma velha cabana distante,
por ter engravidado misteriosamente. Parentes longinquos iam levar-lhe comida para seu
sustento, e assim a india viveu até dar a luz a uma linda menina, muito branca, a qual chamou
de Mani. A noticia do nascimento se espalhou por todas as aldeias e fez o grande chefe
Tuxaua esquecer 0s rancores e cruzar os rios para ver sua filha. O avd se rendeu aos encantos
da linda menina que se tornou muito amada por todos. No entanto, ao completar trés anos
Mani morreu de forma misteriosa, sem nunca ter adoecido. A mée ficou desolada, enterrou a
filha perto da cabana onde vivia e, sobre ela, chorou por horas. Nesse local, acabou nascendo
uma planta que mostrava raizes grossas e brancas em forma de chifre. Todos queriam provar,

em honra daquela crianca que tanto amavam. Desde entdo a mandioca passou a ser um
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excelente alimento para os indios. O nome mandioca se originou da seguinte forma: Mandi
(vindo do Mani que era 0 nome da crianga) e oca (a casa do indio).

A mandioca (Manihot esculenta) é uma planta dicotiledonea da familia
Euphorbiaceae do género Manihot. Este género compreende vérias espécies das quais
destacam, do ponto de vista econdmico, a M. utilissima Pohl (sinonimia da espécie M.
esculenta Crantz) e a M. dulcis Pax. A principal diferenca botanica existente entre estas duas
espécies parece residir no fruto que na M. utilissima Pohl é alado, e na espécie M. dulcis Pax é
liso.

Esta planta de origem brasileira é conhecida por varios outros nomes, como cassava,
tapioca, manioc, manihot, aipim, macaxeira, entre outros (VIOLA et al., 1988). Sua cultura €
das mais antigas e tradicionais do Brasil (GOMES e PENA, 1997). A partir da América do
Sul, a propagacao de mandioca foi feita para outras partes do mundo. Foi introduzida na costa
ocidental da Africa e do Zaire no final do século XVI, provavelmente por navios negreiros.
Foi introduzida no Leste da Africa (Madagascar e Zanzibar), através da Ilha da Reunio até ao
final do século XVII1 e em 1800 tinha atingido a india. Amplamente cultivada na Africa e na
Asia, por volta de 1850. Hoje em dia, é explorada em todo o territdrio brasileiro, em todos os
paises Sul e Centro-americano e nas Antilhas. Em outras regiées do mundo de clima tropical e
subtropical, cultiva-se igualmente a mandioca, principalmente em Java, nas Filipinas, no

Ceildo, na Tailandia, na China, em grande parte da Africa e em Madagascar.

2.2.6.2. Mandioca como produto de importancia mundial

A mandioca é uma espécie domesticada ha cerca de seis a sete mil anos atras pelas
populacdes pré-colombianas com o objetivo de armazenar amido nas raizes e ser multiplicada
vegetativamente. O processo seletivo foi tdo eficiente que se tornou a base alimentar de varias

populacdes indigenas e complementar para outras. Até os dias de hoje desempenha importante
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papel s6cio econdmico em Varios paises tropicais, principalmente na Africa e na América do
Sul. A mandioca é uma das mais importantes fontes de carboidrato para a alimentacdo humana
em paises tropicais e subtropicais. Permite a sobrevivéncia de aproximadamente 10% da
populacdo mundial (SILVA, 1996). E a quarta fonte de calorias nas regides tropicais depois do
arroz, trigo e milho. Da produgdo mundial, 60% s&o utilizados para consumo humano nos
paises em desenvolvimento. A cultura da mandioca ocupa uma &rea de 18,6 milhdes de
hectares no mundo e contribui para a alimentacdo de mais de 700 milhdes de pessoas nos
paises em desenvolvimento. Os principais produtores de mandioca sdo a Nigéria, o Brasil, a
Indonésia, a Tailandia, o Congo e Gana. Juntos, sdo responsaveis por 61,8% da producdo
mundial, segundo ndmeros da Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (PEROZZI, 2008).

E uma planta que pode ser facilmente encontrada nos quintais brasileiros. E também
cultivada em areas mais expressivas com propésitos comerciais visando aos mercados
hortifrutigranjeiros. O Brasil é 0 segundo maior produtor mundial, respondendo com 10% da
producdo, atras apenas da Nigéria (FAO, 2008), sendo cultivada em todas as regides, com
producdo nacional de 1,9 milhGes de hectares e rendimento meédio de 27,1 milhGes de
toneladas anuais, tanto para o consumo da industria quanto para o consumo domestico (IBGE,
2009).

Segundo Marques et al. (2000), os valores da composi¢do quimica da raiz ndo sao
homogéneos e padronizados devido a diversos fatores, como nivel tecnolégico da industria,
qualidade da méo de obra, metodologia de andlise, bem como as variedades de mandioca.

A mandioca € uma espécie chave nos sistemas itinerantes existentes no Brasil por
varias razdes: i ha consenso que a mandioca foi domesticada nas terras baixas e quentes das
Américas; ii a relacdo da espécie com 0s povos aqui existentes € muito antiga e a passagem do

estado selvagem para o estado domesticado estd permeada por toda uma ampla variedade de
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técnicas e usos; iii existéncia de um grande nimero de variedades locais. Esta espécie é
preponderantemente de propagacdo vegetativa que, entretanto, ndo perdeu a capacidade de
reproducdo via processo sexual. Isso favorece o surgimento da variabilidade em rocas
itinerantes, pois possibilita o cruzamento entre variedades diferentes, permite autofecundacao,
e cruzamentos entre espécies do mesmo género. Nas condicfes de cultivo itinerante, isso faz
com que 0s processos geradores de variabilidade estejam sob influéncia tanto de processos de
selecdo artificial como processo de selecdo natural, fazendo com que a espécie esteja sob

continua dindmica evolutiva (PERONI et al., 1999).

2.2.6.3. Valor nutricional, toxicidade e aplicacdo da mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), conhecida também como macaxeira,
mandioca mansa, doce, de mesa ou aipim, € bastante cultivada para o consumo in natura.
Diferencia-se da mandioca “brava” por apresentar baixos teores de &cido cianidrico (HCN) na
polpa crua de raizes frescas, geralmente abaixo de 50 mg/ kg de polpa (FUKUDA et al., 2006).
As variedades de mandioca chamadas “bravas” possuem raizes que quando ingeridas, cruas ou
mesmo cozidas, podem provocar intoxicaces, porque encerram uma substancia (um
glicosideo cianogenético de nome “linamarina’) capaz de produzir HCN quando em presenca
de &cidos ou enzimas do estdbmago. As variedades mansas (aipins ou macaxeiras) também o
encerram, porém em quantidades indcuas. A secagem (pelo calor do sol ou de secadores)
elimina o veneno por volatilizacdo. A coc¢do pode ndo eliminar totalmente, razdo pela qual a
mandioca brava, ainda que cozida pode ocasionar acidentes, 0 que ndo acontece com 0S Seus
produtos de industria. A presenca desse toxico é constatada em todas as partes do vegetal
aéreas e subterraneas, as folhas acusam as maiores porcentagens. Na raiz, no cortex, ou casca
grossa, apresentam teores mais elevados do que a polpa. A variacdo do teor de HCN nas

plantas de mandioca esta ndo somente na dependéncia da variedade, idade das plantas (as mais
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jovens em geral sdo mais ricas), como também esta sujeita a influéncia do meio ambiente,
como solo, clima e altitude. Esses teores se alteram de acordo com a variedade, idade e época
de colheita e condi¢cdes ambientais (DIAS et al., 2003). Tanto a mandioca mansa como a
brava, do ponto de vista nutricional, sdo ricas em carboidratos e consideradas como 6timas
fontes de calorias (132 kcal por 100 gramas da sua parte comestivel). Apresentam baixo
contetdo de proteina (1% do peso fresco), niveis aceitaveis de algumas vitaminas do complexo
B e C, alguns minerais, como célcio, fésforo, ferro (Tabela 6), e praticamente ndo possuem
gordura (0,20%). No entanto, sdo ricas em fibras. As mandiocas com polpas de coloragéo
amarela e creme sdo importantes na alimentacdo humana, porque possuem consideraveis
teores de p-caroteno, precursor da vitamina A (DIAS et al., 2003).

A mandioca € cultivada para a producdo de raizes destinadas ao consumo humano,
animal e para a industria, e com relacdo a industria mais de 600 produtos podem ser obtidos da
fecula de mandioca para utilizacdo em varios setores, que compreendem desde a inddstria de
alimentos, industria siderurgica, farmacéutica, alimentacdo animal, industria téxtil e de papel.
A planta voltou a entrar na pauta de discussdo para a producdo de etanol desde que se
intensificou a busca por combustiveis renovaveis e ndo poluentes. O amido também é uma das
matérias-primas mais cotadas para substituir os produtos de plastico fabricados com derivados

de petroleo.

Tabela 6 - Propriedades nutricionais de mandioca (100g).

Componentes Unidade Quantidade
potéassio mg 343,7
sodio mg 40,6
calcio mg 43
fosforo mg 140
ferro mg 0,5
vit. A ug 2
vit. B1 ug 300
vit. B2 ug 72
vit. C ug 49

Fonte: Cereda, 2003.
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2.3. Caracteristicas dos géneros de fungos utilizados em testes de avaliacdo de meios de
cultura em diferentes substratos.
2.3.1. O Género Beauveria

Com base em Alexopoulos e Mins (1979), que adotaram o Reino Fungi proposto por
Whittaker (1969), o fungo Beauveria é um Deuteromiceto pertencente & ordem Moniliales.
Este género foi primeiramente descrito por Beauverie em 1911 e Vuillemin em 1912 e se
caracteriza por apresentar micélio branco ou levemente corado, hifas hialinas, finas e
septadas, e conidi6foros unicos, irregularmente agrupados ou em cachos verticulados
(McLEOD, 1954) reproduzindo-se de forma vegetativa, via conidios e segmentos hifais.
Desde a sua classificacdo, este género tem sido sujeito a uma consideravel investigacéo
taxonémica. Apoés revisdao do género por De Hoog (1972), detectou-se a existéncia de duas
espécies: B. bassiana e B. brongniartii (B. tenella), as quais se diferenciam entre si quanto ao
formato dos conidios. De acordo com MclLeod (1954), os conidios de B. bronginiartii séo
elipsoidais, ao contrario dos conidios de B. bassiana que séo globosos quando cultivados em
meio sélido. Em meio liquido aerado ou na hemolinfa dos insetos, os conidios assumem
formas elipsoidais, semelhantes a estruturas leveduriformes que sdo conhecidas pelo nome de
blastosporos (FERRON, 1978).

Dentre os fungos descritos como entomopatogénicos, estdo 0s mitosporicos
pertencentes a morfodivisdo Deuteromycetes, incluindo-se dentre eles, 0s géneros
Aschersonia, Beauveria, Culicinomyces, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Tolypocladium
e Verticillium. No Brasil, os fungos foram os primeiros patdgenos de insetos a serem
relatados, sendo provavel que a maioria dos 85 géneros de fungos entomopatogénicos até hoje
descritos ocorra no Brasil, embora somente 20 deles tenham sido constatados atacando insetos

de importancia agricola em nosso pais.
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Fungos entomopatogénicos economicamente importantes na agricultura estdo sendo
estudados e usados com sucesso no controle de pragas. A dinamica das doengas de insetos,
sua distribuicdo e intensidade de ocorréncia receberam maior atencdo nas Ultimas décadas
(FUXA e TANADA, 1987; ALVES, 1998; MELO e AZEVEDO, 2000). Este fato
provavelmente deve-se ao sucesso de alguns programas de controle biolégico e ao efeito de
patdégenos que provocam epizotias, como as espécies de fungos B. bassiana e M. Anisopliae
(PEDIGO et al., 1953; ALVES, 1998; MELO e AZEVEDO, 2000).

Segundo Smith e Grula (1981), a simplicidade de exigéncias nutricionais de B.
bassiana, para o qual o necessario para o crescimento micelial € uma fonte de nitrogénio, e
sua germinacdo requerer apenas uma fonte simples utilizavel de carbono, possibilitou o
emprego desta espécie em experimentos laboratoriais, uma vez que ela pode crescer
facilmente nos mais diferentes ambientes naturais ou artificiais (SCHAERFFENDERG, 1964;
AOKI e CHIOUSA, 1968; AOKI e YANASE, 1970; KUCERA, 1971). Fatores como pH do
meio, umidade relativa, temperatura e luz podem também interferir na germinacao de esporos
e sobrevivéncia de B. bassiana. A temperatura 6tima para o crescimento desta espéecie esta
entre 20 e 25°C (FERRON, 1981) ou 20 a 30°C (FARGUES et al., 1992), apesar de poder
suportar temperaturas de até 45°C (ALVES, 1998).

Por infectar uma ampla classe de insetos e ser comum na natureza (McCOY et al.,
1988; CASTRILLO et al., 2003) este fungo tem sido usado em todo o mundo, isoladamente
ou associado a outros fungos, como inseticida microbiano no controle de pragas da agricultura

(HAJEK e EASTBURN, 2001; RAO et al., 2006).

2.3.2. O Género Fusarium
O género Fusarium foi descrito pela primeira vez por Link em 1809. Ja se passaram

mais de 200 anos e ainda ndo se possui um sistema completo que possibilite a identificagdo das
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espécies de Fusarium. Atualmente, todos os sistemas de taxonomia tém como base a
publicacdo de Wollenweber e Reinking (1935), combinando as informaces complementares
de outros sistemas (NELSON et al., 1983; BURGUES et al., 1994). Os fungos deste género
sdo importantes como causadores de inumeras doencas de plantas. Também tem sido utilizado
na producgé@o de hormonios de crescimento vegetal. Estes fungos apresentam ampla distribuigéo
geografica, havendo espécies cosmopolitas e outras com ocorréncia restrita a determinados
ambientes, ocorrendo predominantemente nas regides tropicais e subtropicais ou em condigdes

de clima frio das regifes temperadas (Tabela 7).

Tabela 7 - Ocorréncia de algumas espécies de Fusarium de acordo com a sua forma de adaptacéo a diferentes
ambientes climaticos.

Ocorréncia Geral Regibes de Clima Temperado Regides Subtropicais e Tropicais

F. chlamydosporum F. acuminatum F. beomiforme
F. equiseti F. avenaceum F. compactum
F. moniliforme F. crookwellense F. decemcellulare
F. oxysporum F. culmorum F. longipes
F. poae F. graminearum
F. semitectum F. sambucinum
F. solani F. esporotrichioides
F. subglutinans
F. tricinctum

Fonte: Burgues et al. 1994

No Brasil as espécies de Fusarium identificadas entre os anos 1993 e 1996

apresentam principalmente uma importancia fitopatoldgica.

2.3.3. O Género Aspergillus
Aspergillus € um ascomiceto que estd presente no ambiente e tem sido raramente
relacionado a infeccBes oportunistas em seres humanos. A espécie A. niger € isolada em meios

de cultura comumente utilizados em laboratério de microbiologia e é facilmente isolado a
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partir de poeira e solo. A. niger € mais amplamente conhecido por seu papel como um grande
produtor de &cido citrico e em processos de fermentacdo (SCHUSTER, et al., 2002).

As enzimas produzidas por este fungo possuem grande importancia na producdo de
enzimas alimentares. Segundo os estudos de Costa (1996), a-amilase pode ser alcangada em
Aspergillus sp. com temperatura entre 30 e 37°C e na producgéo da amiloglucosidase A. niger a
30°C, util na fermentagdo solida .

Estes fungos s&o encontrados em diversos ambientes, mas é no solo que desempenham
um papel importante no ciclo de carbono. Sendo um género sapréfita, ou seja, decompositor de
matéria organica, suas espécies sdo capazes de liberarem enzimas hidroliticas e oxidativas
envolvidas na degradacdo de lignina e celulose presentes nas plantas, promovendo a
reciclagem e liberacdo de nutrientes, tornando um agente bioldgico importante no fluxo
constante de massa e energia nos ecossistemas. Esta propriedade pode ser utilizada nas
industrias biotecnologicas para diversos fins ambientais (SPIER, 2005).

Aspergillus niger também € um importante organismo modelo para varias areas de
pesquisa incluindo o estudo da secrecdo de proteinas eucaridticas, os efeitos de varios fatores
ambientais, melhoria na producdo de biomassa de enzimas, mecanismos genéticos e
moleculares no melhoramento da producdo e biomassa enzimatica e fermentacdo de &cido
citrico, e os mecanismos envolvidos no controle da morfologia de fungos. (Van den

VONDERVOORT et al., 2004).

2.3.4. O Género Penicillium

O género Penicillium pertence a ordem Eurotiales e espécies que pertencem ao filo
Ascomycota, sdo versateis oportunistas e podem ser patdgenos poés-colheita, causando
deterioracdo em frutas e legumes. Como exemplo as espécies P. italicum e P. digitatum sdo

patdgenos mais comuns de frutas citricas, enquanto que P. expansum é conhecida por atacar as



32

macas. Estas duas espécies crescem em temperaturas mais frias, fato que explica por que eles
sdo normalmente encontrados em alimentos que sdo deixados muito tempo na geladeira.
Muitas espécies produzem micotoxinas, por exemplo, espécies de P. expansum produzem uma
toxina chamada patulina. Esta espécie € uma das mais agressivas e que sobrevivem por muito
mais tempo mesmo sob condic¢des adversas, sendo que o tratamento mais comum € a utilizacdo
de fungicida na producédo pds-colheita (TOURNAS, 2005).

No entanto, o género Penicillium ndo é meramente um fungo prejudicial, muitas
espécies sdo Uteis como, por exemplo, o P. roquefortii que é utilizado na producdo de queijos,
cuja cor vem dos esporos (conidios) do fungo. Os esporos sao injetados no queijo durante a
fermentacdo para amadurecimento, cor e sabor. Outra espécie, P. camambertii € também
utilizada com a mesma finalidade. Um dos farmacos muito utilizados e o primeiro antibiotico a
ser usado em larga escala foi a penicilina, produzida pelo P. notatum, que foi descoberto na
década de 1920 por Alexander Fleming. No entanto, ele foi substituido por P. chrysogenum,
uma espécie mais produtiva que agora é a espécie utilizada na fabricacdo de penicilina. Dentro
deste contexto, o género Penicillium é de grande importancia biotecnologica para a industria
alimenticia e farmacéutica (BANCERZ, et al., 2005).

O género Penicillium também € reconhecido por produzir metabdlitos secundarios.
Carlile et al. (2001) citam como um exemplo a ciclosporina em que 0s genes que codificam
algumas das enzimas sdo encontrados em aglomerados em um U(nico cromossomo. Esta
evidéncia foi encontrada em P. chrysogenum, entre outros organismos, sendo que a localizacao
desses genes sugere que um Unico cromossomo pode desempenhar um papel na expressao
destes genes.

Com excecdo da espécie P. marneffei, que é termicamente dimdrfica, as outras
espécies de Penicillium sdo filamentosas. Os conidios sdo redondos e unicelulares, glicanos

sdo comuns nas paredes celulares destas espécies fungicas. O Penicillium tende a ter hifas
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pequenas, e este fato faz com que o movimento proplasmatico seja dificil de detectar e também
levam a um menor crescimento das zonas periféricas. Esporos apresentam uma superficie
hidrofébica que, quando molhadas, germinam. Penicillium sdo osmotolerantes, o que significa
que embora eles crescam melhor com altos niveis de agua, eles sdo capazes de tolerar baixo
potencial hidrico. Espécies de Penicillium se reproduzem assexuadamente e sdo capazes de
esporular quando submersos. Sendo assim, o género Penicillium é um fungo de grande
importancia biotecnoldgica e é muito utilizado em laboratérios de microbiologia para estudos

genéticos e enzimaticos devido a facilidade de crescimento e reproducéo.

2.3.5. O Género Phanerochaete

Neste género, a espécie P. chrysosporium € um fungo que causa a podridao branca em
madeiras devido a sua capacidade especializada para degradar a lignina. P. chrysosporium
libera enzimas extracelulares que degradam a estrutura tridimensional complexa da lignina em
componentes que podem ser utilizados pelo seu metabolismo. As enzimas extracelulares nao
sdo especificos agentes oxidantes (peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila) usados para
clivar as ligacbes de lignina (BURDSALL, 1974). Devido as habilidades de degradacéo
especializadas do fungo P. chrysosporium, muitas pesquisas visam buscar maneiras de
entender o mecanismo, a fim de melhorar a biorremediacdo de uma gama diversificada de
poluentes. Portanto, P. chrysosporium é o primeiro basidiomiceto a ter seu genoma completo
sequenciado (MARTINEZ, et al., 2004). Estes fungos apresentam um padrdo interessante de
hifas septadas, dando uma forte linha de defesa em situacdes adversas. A rede de hifas possui
algumas ramificacdes e as extremidades dos clamiddsporos possuem hifas, com paredes
grossas e esporos, sendo que o conidioforo da origem a um blastoconidio assexuado

(NAKASONE, 1990).
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A degradacdo da lignina e poluentes é possivel gracas a producdo de enzimas
extracelulares, tais como a lignina peroxidase e a manganés peroxidase, enzimas estas que
participam na remediacdo de varios pesticidas, hidrocarbonetos poliarométicos, PCB, TNT,
tetracloreto de carbono e varias substancias toxicas ao ambiente. Pesquisas avangam na
degradacédo da lignina, o que resultou em inimeros produtos substituindo o anel de benzeno.
Importantes catalisadores nestas reacdes sdo as enzimas fenol oxidases (TOSHIAKI, et al.,
1982). O processo de decomposicdo da lignina é realizado por meio de reacGes de clivagem.
Estas enzimas extracelulares liberam radicais livres para iniciar a quebra espontanea do fenil
propano, este processo pode ocorrer como um metabolismo secundario ou na fase estacionaria
(BARCAGCA, 2008). P. chrysosporium pode sobreviver em temperaturas mais altas, mais
especificamente 40°C podendo ser encontrados nas florestas que vao desde a América do
Norte para as areas da Europa e no Brasil (BURDSALL, 1985). A principal funcdo que assume
é a da degradacdo complexa da lignina a partir de varias arvores e plantas. Este processo reduz
a lignina a moléculas menos complexas, mantendo o ciclo da decomposi¢éo das plantas.

A importéncia do P. chrysosporium ndo se da s6 devido a biodegradacdo de
substancias quimicas nocivas, por meio de enzimas extracelulares, mas também, por sua
capacidade de purificar a celulose deixando-a com coloracdo branca e destacando-se na
industria de papel (BLANCHETTE, et al., 1987). Algumas limitacGes para o uso de P.
chrysosporium na industria incluem o fato de que a celulose € um produto de valor
relativamente baixo e a manutencéo dos fungos torna-se um processo caro, pois alguns fungos
tém baixa taxa de crescimento e precisam de grandes lascas de madeira para manté-los em
crescimento e produzir enzimas (NAKASONE, 1990). Em algumas espécies apresenta uma

intima associacdo com os hospedeiros (BURGUES et al., 1994).
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2.4. Fungos endofiticos e sua utilizago nos ensaios com novos meios de cultura

Os fungos compreendem aproximadamente 72 mil espécies descritas, entretanto a
verdadeira escala de diversidade de fungos é um debate aberto e recorrente (ARNOLD et al.,
2000). Dentre as espécies flangicas descritas estdo os fungos endofiticos, termo este
inicialmente utilizado por De Bary em 1866. Aplicado aos micro-organismos que vivem no
interior de tecidos vegetais, encontrados colonizando 6rgaos e tecidos como folhas, ramos e
raizes sem causar danos aparentes a planta hospedeira, bem como apresentando uma estreita
relacdo mutualistica entre eles. Eles sdo encontrados em todas as espécies vegetais analisadas
até o momento (AZEVEDO et al., 2000; ARAUJO et al., 2001; AZEVEDO et al., 2002;
AZEVEDO et al., 2003; ARAUJO et al., 2002; BALDANI et al., 2002; COUTINHO et al.,
2002; ADACHI et al., 2002; TRIPLETT et al., 2003; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005;

PIMENTEL, 2001).

O estudo de fungos endofiticos tem sido importante para se conhecer a base
biologica da interacdo enddfito-hospedeiro. Estes fungos séo potencialmente vantajosos para a
producdo de metabodlitos secundarios de interesse farmacoldgico (STIERLE et al., 1993;
PEIXOTO-NETO et al., 2002), como vetores genéticos para a introducdo de genes de
interesse, tais como: genes de resisténcia a pragas em plantas hospedeiras (MURRAY et al.,
1992), para o controle bioldgico de doengas, entre outras caracteristicas (AZEVEDO, et al.,

2000; AZEVEDO et al., 2003; AZEVEDO e ARAUJO, 2007 e LACAVA et al., 2010).

2.5. Caracteristicas das plantas utilizadas no presente trabalho para isolamento de
fungos endofiticos
2.5.1. Oliveira

Trata-se da Olea europaea L., da familia Oliaceae, pertecente a subfamilia das

Oledides, a qual € dividida em duas tribos, das Oleae e das Syringeae. A tribo Oleae possui
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diversos géneros, entre eles descata-se o Olea. Este agrupa cerca de 35 espécies, incluindo a
Oliveira (Olea europea L.). A espécie Olea europea L. ainda se divide em duas subespécies,
uma cultivada (Olea europea sativa), e outra silvestre (Olea europea sylvestris) que
normalmente é utilizado como porta enxerto para a cultivada (CRANCIO, 2002). A floracdo é
abundante, porém formam-se somente de quatro a cinco frutos por infrutescéncia. Estes,
conhecidos como azeitonas, sdo drupas tipicas, globosas grandes ou pequenas e geralmente
carnosas. Todas as partes contém dleo, porém o mesocarpo (polpa) é a mais rica (CRANCIO,
2002).

A oliveira é uma planta perene, rastica, de muita longevidade, altura de até 20m,
tronco ereto, com ramificacdes flexiveis e sem espinhos. Suas folhas sdo simples, opostas, 0
peciolo e curto, com lamina lanceolada, vilosa, verde-escura na face inferior. A inflorescéncia
se apresenta em cacho ou panicula de forma, tamanho e cor variavel, mesmo em um Unico
individuo. Seu centro de origem € apontado como o Sul do Cdaucaso e regides do Ira,
Palestina, Siria, Chipre até o Egito, na regido dita como mesopotamia.

No Brasil a cultura foi introduzida ha varios séculos e em quase todos os estados do
Brasil, porém o cultivo se concentrou nas regides Sul e Sudeste (COUTINHO et al 2009).
Segundo 0os mesmos autores, a producdo do Brasil € ainda insuficiente tornando-o o quarto
maior importador de azeitonas de mesa e o quinto de azeite de oliva. Oliveira (2001) justifica
essa insuficiéncia dado que o pais ainda ndo conseguiu estabelecer a olivicultura devido a
deficiéncia no processo de producdo que apresenta manejos inadequados e falta de
conhecimento de técnicas de formacéo e conducao dos pomares.

A importancia econdmica da Oliveira advém de seu consumo in natura (azeitona de
mesa) e 0 seu Oleo (azeite de oliva). Este ultimo normalmente é bastante utilizado em
substituicdo aos 6leos de cozinha (soja, milho e girassol), principalmente na Europa. A

Espanha é o maior produtor e exportador mundial destes produtos (SEBADELHE, 2008).
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2.5.2. Guarana

O Guaranazeiro (Paullinia cupana), pertence ao género Paullinia, subfamilia
Sapindoideae, proprio de espécies arbdreas nativas das regides tropicais e subtropicais do
Novo Mundo, que comporta cerca de 200 espécies. A maioria das espécies é endémica ao
hemisfério ocidental, com exceco P. pinnata de ocorréncia nos tropicos da América e Africa
(POLO, 2006).

O guaranazeiro é uma planta nativa da regido Amazdnica, que produz o guarana,
fruto utilizado na culinéria e na farmacologia. Trata-se de uma espécie arbustiva, com habito
de crescimento trepador o qual originou 0 nome da familia, sapindaceas, que na lingua
indigena significa "varana”, fazendo referéncia as arvores que sobem e apoiam em outras.
Cultivado inicialmente na Amazonia pelos indios Maués, atualmente o Brasil é o maior
produtor de guarana e da bebida refrigerante. Sua producao, além da Amazonia, ocorre em
larga escala no estado da Bahia (FRAIFE FILHO e RAMOS, 2012).

Polo (2006), relata os aspectos econdmicos da P. cupana, sendo o guarand, a espécie
de maior importancia econémica dentre o género, devido a uma vasta e difundida utilidade.
Sua utilizacdo ndo é sO na industria alimenticia, mas também ha relatos da utilizacdo da
espécie na medicina devido as suas propriedades antipiréticas, antinevralgicas e antidiarréicas
e estimulante, caracteristicas ja reconhecidas pelos colonizadores, como seu efeito analgésico

comparavel a aspirina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Padronizar um meio de cultura para fungos filamentosos tendo um tubérculo em
substituicdo a batata como sua fonte principal, para utilizacdo em laboratérios de micro-

organismos e para o cultivo de fungos de maneira eficiente e econdmica.

3.2. Objetivos Especificos

» Avaliar Manihot esculenta (mandioca), Ipomoea batatas (batata-doce), Daucus
carota (cenoura), Zingiber officinale (gengibre) e Dioscorea alata (card), para possivel
utilizacdo como meio de cultura, no cultivo de fungos em laboratérios de micro-organismos.
Escolher a mais apropriada apds os testes preliminares;

» Avaliar o crescimento micelial e esporulacdo de importantes fungos de interesse
biotecnologico como: B. bassiana, A. niger, Penicillium sp. Fusarium sp e P. chrysosporium,
nos diferentes meios de cultivo;

» Isolar no meio de cultura que se revelar mais apropriado em experimentos prévios,
e em seguida identificar por meio de sequenciamento dos genes ribossomais os fungos
endofiticos presentes em folhas nas espécies arboreas Olea europea (oliveira) e Paullinia
cupana (guarana), comparando-0s com 0s obtidos no isolamento em meio tradicional de
Batata Dextrose Agar (BDA);

» Padronizar o meio de cultura apropriado para crescimento de fungos.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Genética de Micro-
organismos, Depto de Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,

ESALQ/USP e no Laboratério de Produtos Bioativos de Origem Microbiana - UFAM/AM.

4.1. Escolha de material como substrato para meios de cultura

Os experimentos foram iniciados utilizando diferentes substratos, visto que estes foram
escolhidos com base nas semelhancas e propriedades nutricionais com a batata, utilizada como
controle no presente trabalho (Tabela 8).

Foram utilizadas trés raizes tuberosas: mandioca (Manihot esculenta), batata-doce
(Ipomoea batatas) e cenoura (Daucus carota) e trés tuberculos: batata inglesa (Solanum
tuberosum), gengibre (Zingiber officinale) e cara (Dioscorea alata). As especies selecionadas
seguiram alguns critéerios: serem de preferéncia de origem tropical, disponibilidade no decorrer
do ano e preco acessivel, principalmente na regido Norte do Brasil. A principio todos os
vegetais foram adquiridos em mercados escolhidos aleatoriamente na cidade de Piracicaba/SP.
Para a segunda etapa do trabalho (padroniza¢do do meio Mandioca Dextrose Agar - MDA), foi
utilizado o cultivar BRS PURUS (DIAS, et al.,, 2003), cedido pela Embrapa Amazbnia

Ocidental/AM.
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Tabela 8 - Composicdo média de 100g de matéria fresca de batata-doce, mandioca, cenoura, batata, caré e
gengibre.

) Quantidade
Componentes  Unidade

Batata-doce Mandioca Cenoura Batata Cara Gengibre

umidade % 70 63 88 78 72 78
carboidratos totais g 26,1 32,4 11,0 185 231 17.7
proteinas g 1,5 1,0 1,5 2,1 1,7 1.82
lipidios g 0,3 0,3 0,3 0,1 0,2 0.7
calcio mg 32,0 39,0 45,0 90 350 16,0
fosforo mg 39,0 41,0 40,0 50,0 65,0 34,0
ferro mg 0,7 11 1,0 0,8 1,2 0.6
fibras digeriveis g 3,9 4,4 1,1-24 21 4,0 2,0
energia Kcal 111 141 51 80 103 80

Fonte: Cereda (2001).

4.2. Isolados fangicos utilizados

Foram utilizados cinco isolados de fungos com potencial biotecnolégico (Tabela 9), os
quais foram gentilmente cedidos pelo Laboratorio de Genética de Micro-organismos, Depto
de Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/USP. Eles foram

utilizados para os testes de crescimento micelial e para esporulacéo.

Tabela 9 - Isolados de fungos utilizados no trabalho e seu valor biotecnoldgico.

Espécies fungicas Utilizacdo biotecnologica

Beauveria bassiana Entomopatogénico (controle biologico)
Fusarium sp. Patdgeno

Aspergillus niger Producdo de acido citrico

Penicillium sp. Producdo de metabdlitos secundarios
Phanerochaete chrysosporum Degradacéo de lignina (biorremediacgéo)
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4.3. Preparo dos meios de cultura
4.3.1. Meio BDA (Batata Dextrose Agar)

O meio de cultura BDA comercial (Difco) é composto de 20 g/L de dextrose, 4 g/L de
extrato de batata e 15 g/L de agar. Para o preparo de um litro do meio de cultura pesou-se 39g
do composto dissolvido em agua destilada sendo que o pH foi mantido em torno de 6,0 a 6,5.
Este meio de cultura foi esterilizado em autoclave por 20 minutos a 121°C a 1 atm antes de sua

utilizagdo.

4.3.2. Meio MDA (Mandioca Dextrose Agar) e meios com outros substratos

Na primeira fase 0s meios alternativos ao BDA, cenoura (CDA), mandioca (MDA),
gengibre (GDA), cara (CaDA) e batata-doce (BdDA), foram preparados no proprio laboratorio
seguindo o protocolo (artesanal) do meio BDA, (200g de Batata ; 20g de Dextrose; 159 de
Agar em 1 litro de 4gua destilada, pH = 6,5). Foram substituidas as 200g de batata pelos
outros tubérculos. Para a infusdo dos meios, os vegetais foram cortados em fatias, adicionada
agua destilada e colocados a fervura durante 30 min. Este liquido foi coado, completado com
1L de agua destilada e, a temperatura ambiente, adicionada dextrose e conferido o pH. Estes
meios foram entdo autoclavados e plaqueados, e em seguida, inoculados os fungos a fim de se
obter os resultados do crescimento e esporulacdo nos diferentes meios.

Em um segundo momento do trabalho foi selecionado o turbérculo mandioca como o
meio (substrato) da pesquisa, para obtencdo de uma padronizacdo do mesmo. A mandioca
entdo passou por uma etapa de liofilizacdo. Neste processo, ela foi triturada em um
liquidificador de cozinha, coada em um pano de algodao, aliquotada em sacos plasticos de 100
ml e submersas em nitrogénio liquido para o congelamento. Em seguida, foram levadas para o
liofilizador a -50°C (E-C Micromodulyo acoplado a bomba de vacuo valuPump VLP80

Savant), até a retirada total de agua do meio, em média de 3 a 4 dias. Apds esta etapa, este
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material foi levado ao moinho para obtengdo do material em po triturado para ser utilizado nos
experimentos.

Para o preparo do meio de cultura s6lido MDA liofilizado, diferentes concentracdes (4,
10, 12, 14 e 16g) do p6 de mandioca foram adicionadas (separadamente) a 20g de glicose e
dissolvidos em um litro de agua destilada. Posteriormente, foram adicionados 15g de Agar
(seguindo o mesmo protocolo do BDA “vide bula” do meio comercial Difco). O pH foi
ajustado para 6,5 e 0 meio de cultura esterilizado em autoclave por 20 minutos, a 121°C e 1

atm.

4.4. Andlise do crescimento micelial e esporulacdo de fungos nos diferentes meios de

cultura

Para os experimentos de verificacdo do crescimento radial do micélio e efeito sobre a
esporulacdo dos fungos descritos na Tabela 9, os mesmos foram cultivados em placa de Petri
contendo meio BDA (Difco) e mantidos a 28°C. Os meios de cultura foram preparados
mantendo o mesmo protocolo de preparo do meio BDA, substituindo a batata pelos outros
vegetais (protocolo descrito no item 4.3.2). Foram testados também os meios com ou sem a
adicdo de dextrose. Com adicdo de dextrose foram acrescentados 20g/L ao meio, de acordo
com a padronizacdo como no meio de cultura BDA comercial. Para melhor avaliacdo do
crescimento micelial as coldonias foram medidas com uma régua milimetrada (mm)

obedecendo a um intervalo de 24-24h e avaliado o crescimento de cada linhagem.

4.4.1. Crescimento radial em meios sélidos
Fragmentos de oito milimetros de didmetro de coldnias dos fungos B. bassiana, A.
niger, Penicillium sp, Fusarium sp e P. chrysosporum, foram inoculados no centro de placas

de Petri contendo os meios de mandioca, batata inglesa, batata-doce, cenoura, gengibre e cara
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com e sem dextrose. Como controle foi utilizado o meio BDA comercial da Difco. Os fungos
foram incubados a temperatura de 28°C para crescimento. Utilizou-se trés repeticdes para
avaliacdo do crescimento radial diario dos fungos, a cada 24 horas, até um dia antes do

primeiro fungo atingir a colonizacéo total da placa.

4.4.2. Esporulacdo dos fungos em meio sélido

Apds o crescimento radial (Item 4.4.1), placas foram selecionadas e com o auxilio de
um furador de 8mm de diametro, retirou-se discos contendo indculos em trés pontos nos meios
de culturas avaliados, para obtencéo dos conidios dos fungos B. bassiana, A. niger, Penicillium
sp., Fusarium sp. e P. chrysosporium a fim de se realizar a contagem. Para contagem dos
esporos das colbnias, os discos foram removidos apos oito dias e colocados em 10 ml de
solugdo aquosa de Tween 80 a 0,1% (v/v), agitadas em vortex e feita a contagem de esporos
utilizando uma camara de Neubauer (conidios/ml). Para melhor contagem dos esporos na

camara de Neubauer foram feitas diluicdes apropriadas para cada linhagem.

4.4.3. Crescimento dos fungos em meio liquido (peso seco)

Trés discos (8 mm) da colbnia fangica foram retirados das bordas de colénias com
aproximadamente 10 dias de crescimento e inoculados em frascos de 250 mL contendo 50 mL
de meio de cultura BD (Batata Dextrose) e MD (Mandioca Dextrose) e mantidos a 28°C. Os
micélios foram retirados apos 3 e 6 dias, colocados em estufa de secagem a 60° C e avaliados

ap0s adquirirem peso seco constante.

4.4.4. Analises e Estatisticas do crescimento e esporulacdo dos fungos
A andlise estatistica de todos os dados foi realizada com o auxilio do programa SAS -

Copyright (c) 1989-1996 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, considerando o0s
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delineamentos experimentais como inteiramente casualizados. Tratamentos com a mesma

letra ndo diferem estatisticamente (P< 0,05), de acordo com o Teste de Tukey.

4.5. Isolamento de fungos endofiticos
Para o isolamento de fungos endofiticos foram utilizadas duas espécies de plantas
(Tabela 10). A oliveira, caracteristica de regies subtropicais e temperadas, e 0 guaranazeiro,

da regido Norte do Brasil.

Tabela 10 - Plantas utilizadas para o isolamento de fungos endofiticos.

Planta Nome cientifico Regido
Oliveira Olea europea ESALQ / USP
Guarana Paullinia cupana UFAM-AM

4.5.1. Método de isolamento de fungos endofiticos de folhas

Trinta folhas entre novas e velhas, das plantas de O. europea e P. cupana foram
removidas dos galhos, armazenadas em sacos plasticos e transportadas imediatamente para o
laboratério, onde foram lavadas em agua corrente e utilizadas para 0s experimentos no
méaximo até 24 horas ap6s sua coleta no campo. Os fungos endofiticos foram isolados das
folhas sadias, aparentemente sem sintomas de doencas apds a remo¢do dos micro-organismos
epifiticos por meio de lavagens seriadas em etanol 70% por 1 min., solucdo de hipoclorito de
sodio (2% de CI") por 3 min., etanol 70% por 30 segundos e duas lavagens em &gua destilada
esterilizada segundo metodologia descrita por Aradjo et al. (2010) representado na Figura 1. A
eficacia do processo de desinfestacdo superficial foi confirmada, semeando-se aliquotas da
4gua da Gltima lavagem em meio de cultura Batata Dextrose Agar. Apos a desinfestacdo
superficial, as folhas foram cortadas em fragmentos de cerca de 5-7 milimetros de

comprimento e largura e transferidas assepticamente (seis fragmentos/placa) para placas
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contendo os dois meios de cultura (BDA e MDA) suplementados com tetraciclina (50png/mL™)
e estreptomicina (50pg/mL™), para impedir o crescimento de bactérias. Utilizou-se 34 placas
por tratamento. As placas foram incubadas a 28°C e observadas todos os dias durante 30 dias,

de forma a isolar tanto os micro-organismos de crescimento rapido quanto os de crescimento

lento.

Isolamento de fungos endofiticos

- -

Figura 1- Esquema da técnica de isolamento de fungos endofiticos de folhas de O. europea e P. cupana .

4.5.2. Analise de variancia dos fungos endofiticos isolados

A frequéncia de isolamento (FI) ap6s o crescimento dos fungos foi calculada pela
formula FI/N, onde FI=NUmero de fragmentos com fungos e N=nUmero total de fragmentos.
Esta frequéncia multiplicada por 100 é expressa em porcentagem. As coldnias emergentes
foram contadas, agrupadas por caracteristicas morfologicas, purificadas e mantidas a 4°C para

andlises futuras.
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4.5.3. Analises da diversidade de fungos endofiticos
4.5.3.1. ldentificacdo Molecular

O DNA dos isolados fungicos foi extraido de acordo com Raeder & Broda (1985). As
regides ITS1, 58S e ITS2 do rDNA foram amplificadas pela técnica de PCR em
termociclador (Peltier Thermal Cycler 200, MJ Research), programado para realizar uma
desnaturacdo inicial a 94°C por 5min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s e
72°C por 30s, e uma extensdo final a 72°C por 7min. Foram utilizados os primers ITS-1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS-4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3), 0s quais
anelam em posicoes especificas do 18S e 28S do rDNA. A reacdo de amplificacdo foi
realizada em um volume final de 50uL, contendo Tampé&o 1x (50mM de KCI, 20mM de Tris-
HCI (pH 8,4), 3,7mM de MgCl,, 1ImM de dNTP, 0,05U.uL™ de Tag DNA polimerase
(Invitrogen), 0,4uM de cada primer e 3ng de DNA. O fragmento amplificado foi observado
ap6s eletroforese em gel agarose 1,2% a 3 volts.cm™, juntamente com o marcador de peso
molecular DNA Ladder 1 Kb (Fermentas). Apos a eletroforese, o gel foi corado em solugéo
de brometo de etidio e fotodocumentado. Apos a amplificacdo, os produtos de PCR foram
purificados a partir de um protocolo que utiliza PEG 8000 (Polietileno Glicol) (2 g de acetato
de sddio, 1,2gde Mg Cl 2 x 6 H2 O e 262,0 g de PEG, 49,2 g de acetato de sodio, 1,2 g de
Mg Cl , x6 H,O e 262,0 g de PEG 8000) (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Os tubos
foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de agitacdo em vortex e
centrifugados por 15 minutos (10.000g). O sobrenadante foi removido e adicionados 100 pl
de etanol 95 — 100%. Em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas por 15 minutos
a 10.000g, foi removido o sobrenadante e os tubos foram secos em temperatura ambiente. O
DNA foi ressuspendido em agua ultrapura autoclavada em um volume de 20 ul. Apds este
procedimento as amostras purificadas foram verificadas em gel 1,2% de agarose e

quantificadas com DNA lambda com diferentes concentra¢Oes para a quantificacdo que foi
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padronizada em 20 ng/ul e foram enviadas para sequenciamento no Centro de Estudos do
Genoma Humano, Setor de Sequenciamento de DNA-Instituto de Biociéncias da
Universidade de S&o Paulo-USP.

Para a identificacdo dos isolados fungicos, as sequéncias foram analisadas
comparativamente por meio do NCBI via BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
contra a base de dados do GenBank, que utiliza 0 método heuristico para encontrar o melhor
escore de alinhamentos locais entre a sequéncia submetida e o banco de dados. Dessa forma,
considerou-se as sequéncias que apresentaram os mais altos valores de similaridade. Foram

considerados os isolados fungicos em nivel de género.

4.5.3.2. Diversidade dos fungos endofiticos e construcio da Arvore Filogenética

A arvore filogenética foi construida com base nas regifes ITS do rDNA obtidas no
sequenciamento. Para o alinhamento, edicdo e construcdo das arvores foi utilizado o programa
MEGA versdo 4.1 (KUMAR et al., 2004). O agrupamento foi calculado de acordo com o
método de Neighbor-Joining (NJ) para 1000 réplicas com base nas matrizes de distancia
genética calculadas pelo modelo de Jukes e Cantor (KUMAR et al., 2004). As sequéncias de
nucleotideos foram analisadas pelo programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) através da

base de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Crescimento micelial

Na etapa inicial do trabalho foram avaliados os substratos, batata-doce, cara, gengibre,
cenoura, batata e mandioca com e sem a adicdo de dextrose, comparando 0 crescimento
micelial de cinco diferentes fungos filamentosos de importancia biotecnoldgica: Aspergillus
niger, Penicillium sp., Fusarium sp., Beauveria bassiana e Phanerochaete chrysosporium. O
meio de mandioca com glicose demonstrou um melhor crescimento micelial e se destacou
como um meio alternativo que proporcionou o melhor crescimento das cinco linhagens de
fungos utilizadas neste experimento (Figura 2 e 3 (a-e)). Dos onze meios analisados, 0 MDA
foi o que apresentou melhor crescimento micelial para A. niger, Penicillium sp., Fusarium sp.,
B. bassiana e P. chrysosporium. Também os meios CaDA e BdDA foram t&o eficientes como
0o MDA em relacdo ao crescimento de A. niger e B. bassiana. O BdDA comportou-se
equivalente ao MDA em relacéo ao crescimento de Penicillium sp. Também os meios BADA,
CaA e CaDA foram eficientes para o crescimento micelial de B. bassiana e P. chrysosporium.
O meio BDA sé apresentou resultados equivalentes a MDA quanto ao crescimento de B.
bassiana.

Evidentemente houve diferenca no crescimento dos cinco fungos utilizados, o que é
inerente ao proprio desenvolvimento destas espécies, pois o crescimento de B. bassiana e
Penicillium sp. usado é inferior ao de fungos de crescimento mais rapido como A. niger, P.
chrysosporium e Fusarium sp.

Os resultados demonstraram que o substrato de escolha com relacdo ao crescimento
micelial em meio sélido foi a mandioca. Entretanto, para estudos futuros os meios cara e
batata-doce sdo alternativas de interesse. E também interessante a composicdo entre
carboidratos totais e umidade presentes nos diferentes substratos e sua possivel correlacdo

com o crescimento micelial. A mandioca, a batata-doce e o cara apresentam menor umidade e
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maior quantidade de carboidratos por 100g de matéria seca comparado a cenoura, a batata e o
gengibre (Tabela 8). E estes podem ser fatores que colaboraram para melhor crescimento nos
primeiros substratos em relagdo aos ultimos.

Como esperado, 0s meios com dextrose, em geral, superaram 0s meios com substratos
sem dextrose, mas algumas pequenas excecbes foram notadas, por exemplo o meio com caré
sem dextrose superou ao cara dextrose em relacdo ao crescimento de Fusarium sp. (Figura 3c)
Também deve ser salientado que os meios de cultura com e sem dextrose foram sempre
comparados com o0 meio batata contendo dextrose. E em alguns casos 0s meios, mesmo sem
dextrose, se igualaram ao BDA como ocorreu com a batata-doce no crescimento de A. niger
(Figura 3a). Isto é esperado devido a quantidade de agucares ja presente na batata-doce. Além
do mais, para o preparo do meio de cultura de forma artesanal, 0 meio de mandioca devera ser
mais apropriado pelo fato desta ser uma cultura que praticamente ndo exige fungicida e outros
agrotoxicos para manter o controle de pragas e doencas. Ao contrario, 0 meio BDA quando
preparado com batatas de procedéncia desconhecida pode conter fungicidas e outros
defensivos quimicos que alteram negativamente o crescimento de fungos, como tem ocorrido

em diversos laboratorios que trabalham com micologia.
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Figura 2- Exemplo da morfologia de coldnias de um fungo utilizado (Penicillium sp.), em diferentes meios de
cultura: Batata Dextrose Agar (BDA), Cenoura Agar (CA), Cenoura Dextrose Agar (CDA), Mandioca
Agar (MA), Mandioca Dextrose Agar (MDA), Batata-doce Agar (BdA), Batata-doce Dextrose Agar
(BdDA), Cara Agar (CaA), Cara Dextrose Agar (CaDA), Gengibre Agar (GA), Gengibre Dextrose

Agar (GDA).
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Figura 3-a - Perfil de crescimento micelial de Aspergillus niger nos diferentes meios de cultura. As mesmas
letras indicam diferencgas néo significativas pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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Figura 3-b - Perfil de crescimento micelial de Panerochaete chrysosporium nos diferentes meios de cultura. As
mesmas letras diferencas ndo significativas pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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Figura 3-c - Perfil de crescimento micelial de Fusarium sp. nos diferentes meios de cultura. As mesmas letras
indicam diferencas ndo significativas pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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Figura 3-d - Perfil de crescimento micelial de Beauveria bassiana nos diferentes meios de cultura. As mesmas
letras indicam diferencgas ndo significativas pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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Figura 3-e - Perfil de crescimento micelial de Penicillium sp. nos diferentes meios de cultura. As mesmas letras
indicam diferencas ndo significativas pelo Teste de Tukey (P< 0,05).

5.2. Contagem de esporos: esporulacao

Apos a avaliacdo do crescimento micelial foi estudada a esporulacdo das cinco
linhagens de fungos. Os resultados estdo apresentados na figura 4 (a-e). O fungo Penicillium
sp. foi o que apresentou melhor esporulacdo nos meios utilizados (cerca de 3,6 x 10°
conidios/ml para 0 meio BDA, por exemplo); este género possui esporos pequenos e grande
capacidade de esporular em diferentes fontes de carbono, diferentemente dos outros géneros
analisados (Figura 4e).

Na analise estatistica da producdo de esporos, 0 meio de cenoura foi o0 que apresentou
resultado mais satisfatério em comparacdo com o restante dos outros substratos avaliados.
Entretanto, a mandioca foi escolhida para a continuidade da pesquisa como citado acima, pois
os fungos analisados tiveram um crescimento micelial mais favoravel quando comparados com
0 BDA. Considerando que para a regido Norte a mandioca possui menor pre¢o de mercado e
disponibilidade, ela continua sendo a melhor opcdo em relacdo & cenoura e aos outros

substratos.
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Com relagéo a esporulagdo, o0 meio BDA seguido do meio de cenoura com ou sem
dextrose, em alguns casos, mostrou-se superior aos demais meios inclusive ao de mandioca
com ou sem dextrose. Esse resultado ja era esperado, pois a esporulacdo é uma das formas de
resisténcia de fungos a condigBes de estresses. Em meios nos quais o crescimento radial é
melhor, evidentemente um fungo tera menor necessidade de esporulacdo para resistir a efeitos
adversos. Uma vez que o crescimento radial foi maior em meio com mandioca era de se
esperar que a esporulagdo fosse menor como de fato ocorreu (Figura 4 a-e). Entretanto,
alteracdes na composigdo dos meios podem melhorar a condi¢cdo dos mesmos, dando foco para
melhor esporulacdo e menor crescimento, de acordo com o que se busca em uma pesquisa

basica ou aplicada com um fungo filamentoso.
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Figura 4a - Perfil da contagem do ndmero de esporos de Aspergillus niger nos diferentes meios de cultura. As
mesmas letras indicam diferencas ndo significativas pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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Figura 4b - Perfil da contagem do nimero de esporos de Phanerochaete chrysosporium nos diferentes meios de
cultura. As mesmas letras indicam diferencgas néo significativas pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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Figura 4c -. Perfil da contagem do nimero de esporos de Fusarium sp. nos diferentes meios de cultura. As
mesmas letras indicam diferencas ndo significativas pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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Figura 4d - Perfil da contagem do nimero de esporos de Beauveria bassiana nos diferentes meios de cultura.
As mesmas letras indicam diferencas néo significativas pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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Figura 4e - Perfil da contagem do nimero de esporos de Penicillium sp. nos diferentes meios de cultura. As
mesmas letras indicam diferencas ndo significativas pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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5.3. Padronizacdo do meio Mandioca Dextrose Agar (MDA)

Uma vez estabelecido pelos testes de crescimento micelial em meio solido que o MDA
era 0 mais apropriado substituto em relacdo ao BDA, procurou-se padronizar o meio MDA
alternando as concentracfes de substrato (4, 10, 12, 14 e 16g gramas de po liofilizado),
descrito no Item 4.3.2. E assim ter um melhor parametro para avaliar o crescimento, a
esporulacdo e o peso seco do micélio das linhagens de fungos avaliadas no trabalho.

Para verificar o melhor crescimento dos isolados em meio MDA (Figura 5 e Tabela
11) os fungos ja utilizados nos itens anteriores (Tabela 9) foram avaliados. Verificou-se que
em todas as concentragdes o meio MDA obteve melhor desempenho no crescimento em
relacdo ao meio de cultura BDA, que contém 4g de infusdo de batata para 1 litro (informacéo
do fabricante). Foi observado que a esporulagao dos fungos em MDA em todas as
concentracdes analisadas foram abaixo da obtida em meio BDA o que demonstrou que o
MDA, mesmo com a mesma quantidade, ndo apresentou 0 mesmo desempenho que 0 BDA
(Tabela 12). Portanto, foi escolhido manter a concentracdo de 14g para o trabalho, pois houve
um aumento estatisticamente significativo em relacdo ao crescimento micelial (Tabela 11).
Ressalta-se ainda que as demais concentracbes também apresentaram diferencas
significativas, entretanto com niveis menores de crescimento micelial. Foi observado também
que a partir de MDA 149 ndo houve necessidade de utilizar mais substrato de mandioca o que
encareceria 0 produto. Outro fator € que na concentracdo de 169, a solubilidade deste
substrato o torna inviavel na pratica laboratorial, uma vez que aumentando a sua quantidade,

dificulta o preparo deste meio de cultura.
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Figura 5- Exemplo de crescimento micelial de um fungo utilizado (Beauveria bassiana) em 4, 10, 12 e 14
gramas (substrato de mandioca, MDA).

Tabela 11 - Crescimento micelial dos fungos em meio BDA e em diferentes concentracBes de substrato de
mandioca. Andlise estatistica realizada pelo Teste de Tukey, letras iguais indicam diferencas ndo
significativas entre os tratamentos (P< 0,05).

Fungos BDA MDA4g MDA10g MDA12g MDAl4g MDA1L6g
3,07500 3,50000

A. niger 2,62500 ¢ ° 3,40000° 3,62500 % 3,71300°
1,35000

Penicilium sp. 1,12500 ¢ ° 1,52500° 1,70000% 1,80000 % 1,90500
2,65000 2,97500

Fusarium sp. 2,22500 ¢ °© 2,87500° 3,07500% 3,19800°

P.chrysosporium 3,32500 ¢ 3,4500™ 3,72500°% 3,82500°% 3,90000% 3,90600
1,35000

B. bassiana 1,12500 ¢ ° 1,52500° 1,70000% 1,80000 % 1,90300
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Tabela 12 - Esporulacdo dos fungos em meio BDA e em diferentes concentracdes de substrato de mandioca.
Andlise estatistica realizada pelo Teste de Tukey, letras iguais indicam diferencas nédo
significativas entre os tratamentos (P< 0,05).

Fungos BDA MDA4g MDA10g MDA12g MDAl4g MDAI16g
A. niger 129,752 50° 52° 57,75 5825°  59,00°
Penicilium sp. 216%  86,75° 88,05° 8825 895" 89,8 "
Fusarium sp. 57,25% 105" 10,75° 105" 11,25° 11,3°
P.chrysosporium 110* 36,75 37° 39,25°  4575°  4590°
B. bassiana 149,752 35° 36,5° 37° 385" 38,9°

5.4. Avaliagdo do peso seco do micélio

Esta avaliagdo de peso seco do micélio em meio MD liquido contendo 14 gramas de
substrato de mandioca foi realizada para confirmar o que ja havia demonstrado no
crescimento micelial, quando se avaliou a quantidade de substrato (Tabelall). Este meio
alternativo foi melhor que o meio BD liquido (Tabela 13), sendo assim, 0 meio MD pode ser
utilizado substituindo o meio BD para crescimento de fungos filamentosos a fim de se obter

maiores quantidades de massa micelial.

Tabela 13 - Peso seco dos fungos em meio BD e na concentracdo de 149 de substrato de mandioca. Andlise
estatistica realizada pelo Teste de Tukey, letras iguais indicam diferencas nédo significativas entre
os tratamentos (P< 0,05).

Fungos BD (49) MD(14q)
A. niger 0,149067 ° 0,203111°
Penicilium sp. 0,1388° 0,237244%
Fusarium sp. 0,111144° 0,185689 °
P.chrysosporium 0,13741° 0,22714°
B. bassiana 0,1099 ° 0,255844°

Os dados indicaram mais uma vez que o meio de mandioca foi bem superior para
obtencdo de massa micelial. Estes dados sdo de extrema importancia quando se pretende obter

massa micelial em fungos e para a produgdo de compostos de valor biotecnologico.
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5.5. Avaliagdo da mandioca brava x mandioca mansa

As cultivares de mandioca sdo normalmente classificadas em doces e amargas de
acordo com o teor de acido cianidrico (HCN) contido em suas raizes. As doces sdo
comumente utilizadas para consumo in natura. As amargas, conhecidas como mandioca
brava, séo, em geral, mais resistentes a pragas e possuem maior produtividade. Diante disso,
ha uma preferéncia do uso desta variedade como matéria-prima na inddstria (FUKUDA et al.,
2006). A mandioca brava foi escolhida para a padronizacdo do experimento e pelo fato desta
cultivar ter uma maior quantidade de acido cianidrico em sua polpa, levantou-se a hipétese
deste influenciar nos resultados de crescimento, esporulacédo e peso seco dos isolados. Para
isto foi realizado um experimento com todos os fungos dos experimentos anteriores,
comparando a mandioca brava e a mandioca mansa (de mesa). Para a demonstracdo foi
escolhido o fungo P. chrysosporium, principalmente por ser um fungo largamente empregado
em processos industriais na producdo de enzimas lignoceluloliticas.

Foi observado que ndo ocorreu diferenca significativa em relacdo ao crescimento
micelial, esporulacdo, e peso seco entre a mandioca brava e a mansa (Tabelas 14 e 15) nos
meios MDA.

Do ponto de vista econémico e social, o substrato de mandioca pode ser considerado
uma alternativa de alta potencialidade na obtencdo de meios de cultura para laboratérios de

micologia, especialmente em paises tropicais.
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Tabela 14 - Crescimento micelial e esporulacdo do fungo Panerochaete chrysosporium em meio BDA e em
diferentes concentraces de MDA com duas variedades de mandioca. Analise estatistica realizada
pelo Teste de Tukey. Letras iguais indicam diferencas néo significativas entre os resultados (P<

0,05).

Crescimento Micelial (cm)

49 10g 12 g 14 g
BDA 2,4° - ; ]
Mandioca Brava 2,65° 2,72° 2,75° 2,975 °
Mandioca Mansa 2,6° 2,7° 2,79° 2,965 °

Esporulacéo

49 109 129 149
BDA 110° - - -
Mandioca Brava 36° 40° 37,25° 45,75 °
Mandioca Mansa 38,2° 39,5° 39,52° 44,25°

Tabela 15 - Peso seco micelial do fungo Panerochaete chrysosporium em meio BD na concentracao de 149 de
MD entre duas variedades de mandioca. Letras iguais indicam diferencas ndo significativas entre
os resultados (P< 0,05).

Meios de cultura Peso seco ()
BD 0,15163 b
MD Mansa 0,24207 a
MD Brava 0,23307 a

5.6. Isolamento de fungos endofiticos em meio MDA e BDA

De acordo com a metodologia de isolamento foi possivel isolar fungos endofiticos em
ambos os meios (Figura 6). No meio BDA, utilizando folhas sadias do guaranazeiro obteve-se
uma porcentagem de 81% de fragmentos com fungos (FI=81%). Ja em MDA a porcentagem
atingiu 96% (FI1=96%). Em se tratando da oliveira, no meio BDA os valores foram 31% (FI1=31%)

de fragmentos com fungos e 40% em MDA (FI=40%).
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Figura 6 - A) Exemplo do crescimento de fungos endofiticos a partir de fragmentos de folhas de oliveira em
meio BDA e MDA e B) Crescimento de fungos endofiticos da planta de guarana em meio BDA e
MDA.

5.7. Diversidade de fungos endofiticos isolados em MDA e BDA de duas espécies vegetais

De acordo com a metodologia citada no Item 4.5 foram isolados fungos
endofiticos obtidos da planta do guarana e oliveira em meio MDA e BDA. Apos a extracdo de
DNA estes foram quantificados para ser utilizados na reacdo da PCR. A Figura 7 demonstra
que a metodologia utilizada foi suficiente para obter DNA de qualidade e posterior analise

molecular.
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Figura 7 - Extracdo de DNA total dos isolados de plantas de guarana e oliveira. As primeiras canaletas de
ambos os géis representam marcadores moleculares referentes a 25, 50 e 100 ng/pl, respectivamente.

A partir do DNA dos isolados extraidos, foi realizada a reacdo de PCR com o0s primers
ITS1 e ITS4 onde foram obtidos fragmentos de 550 a 600pb (Figura 8). Estes fragmentos
foram purificados e sequenciados, 0 que gerou a identificacdo dos isolados das duas plantas
analisadas.

Por meio da base de dados do site NCBI foi possivel a identificacdo dos isolados, pelo
menos em nivel de género e, em alguns casos, obteve-se similaridade de 100% em nivel de
espécie. A classificagdo taxondémica molecular de fungos é complexa para afirmar com
seguranca um isolado em nivel de espécie, sendo necessario a utilizacdo de outras
ferramentas. Assim a discussdo sobre a diversidade flungica avaliada nestas plantas foi

realizada em nivel de género e familia.



64

Figura 8 - Amplificagdo do gene ribossomal ITS1 e ITS4 de isolados endofiticos de planta de guarana e
oliveira. As bandas observadas possuem aproximadamente 550-600pb, conforme esperado. A
primeira canaleta foi carregada com marcador 1Kb.

O sequenciamento da regido 1TS1-5.8S-ITS2 do rDNA foi realizado para identificar,
avaliar a diversidade e filogenia entre os isolados. Foram sequenciados 63 isolados de guarana
sendo 29 no meio BDA e 34 no meio MDA e 53 isolados de oliveira sendo 26 no meio BDA e
27 no meio MDA (Tabela 16).

Em se tratando da planta do guarand, dos 29 isolados em BDA, apenas 7 géneros foram

encontrados, em contrapartida no meio MDA foram encontrados 15 géneros (Tabela 17).
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Tabela 16 — Identificagdo molecular de fungos otidos de oliveira e guarana pelo seqlienciamento da regido ITS

do rDNA.
Isolados Planta Me_io de cultura Fungos Po_rcentggem de
isolamento identidade
GBDA1 Guarana BDA Phomopsis sp. 95%
GBDA2 Guarana BDA Phomopsis sp. 97%
GBDA3 Guarana BDA Xylaria sp. 97%
GBDA4 Guarana BDA Phomopsis sp. 97%
GBDA5 Guarana BDA Coniosporium sp. 93%
GBDAG Guarana BDA Phomopsis sp. 97%
GBDATY Guarana BDA Colletotrichum sp. 99%
GBDAS8 Guarana BDA Diaporthe sp. 98%
GBDAY9 Guarana BDA Diaporthe phaseolorum 99%
GBDA10 Guarana BDA Xylaria sp. 96%
GBDA11 Guarana BDA Xylaria sp. 99%
GBDA12 Guarana BDA Diaporthe sp. 97%
GBDA13 Guarana BDA Diaporthe sp. 97%
GBDA14 Guarana BDA Xylaria venosula 99%
GBDAI15 Guarana BDA Xylaria sp. 88%
GBDA16 Guarana BDA Colletotrichum sp. 96%
GBDAL7 Guarana BDA Colletotrichum fructicola 100%
GBDA18 Guarana BDA Phomopsis sp. 98%
GBDA19 Guarana BDA Xylaria venosula 99%
GBDA20 Guarana BDA Xylaria sp. 99%
GBDAZ21 Guarana BDA Phomopsis sp. 99%
GBDAZ22 Guarana BDA Xylaria venosula 97%
GBDAZ23 Guarana BDA Botrysphaeria mamane 98%
GBDA24 Guarana BDA Xylaria sp 95%
GBDAZ25 Guarana BDA Xylaria sp. 96%
GBDAZ26 Guarana BDA Lasiodiplodia theobromae 98%
GBDAZ27 Guarana BDA Phomopsis sp. 99%
GBDAZ28 Guarana BDA Colletotrichum gloeosporioides 99%
GBDA30 Guarana BDA Phomopsis sp. 96%
GMDA1 Guarana MDA Coniosporium sp. 92%
GMDAZ2 Guarana MDA Diaporthe sp 98%
GMDA4 Guarana MDA Guignardia mangiferae 99%
GMDAS5 Guarana MDA Diaporthe sp. 95%
GMDAG6 Guarana MDA Diaporthe sp. 97%
GMDA7 Guarana MDA Guignardia mangiferae 95%
GMDAS8 Guarana MDA Colletotrichum fructicola 97%
GMDA9 Guarana MDA Guignardia mangiferae 99%
GMDAL10 Guarana MDA Cochliobolus verruculosus 98%
GMDAI11 Guarana MDA Coniosporium sp. 95%
GMDA12 Guarana MDA Colletotrichum fructicola 97%
GMDA13 Guarana MDA Diaporthe sp. 93%
GMDA14 Guarana MDA Diaporthe sp 98%
GMDA15 Guarana MDA Guignardia mangiferae 99%
GMDA16 Guarana MDA Phomopsis sp. 93%
GMDA17 Guarana MDA Cladosporium cladosporioides 99%
GMDA18 Guarana MDA Phanerochaete sordida 97%
GMDA19 Guarana MDA Guignardia mangiferae 98%
GMDA20 Guarana MDA Guignardia mangiferae 89%
GMDAZ21 Guarana MDA Ascomycota sp. 99%
GMDA22 Guarana MDA Pestalotiopsis clavispora 99%
GMDA23 Guarana MDA Aspergillus fumigatus 98%
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Tabela 16 - Identificagdo molecular de fungos otidos de oliveira e guarana pelo seqlienciamento da regido ITS do

rDNA (Continuagdo...).

GMDA24
GMDA25
GMDA26
GMDA27
GMDA28
GMDA29
GMDAZ30
GMDA31
GMDAS32
GMDAS33
GMDAZ34
GMDAS35
OL-BDA1
OL-BDAZ2
OL-BDA3
OL-BDA4
OL-BDA5S
OL-BDAG6
OL-BDA7Y
OL-BDAS8
OL-BDA9
OL-BDA10
OL-BDA11
OL-BDA12
OL-BDA13
OL-BDA14
OL-BDA15
OL-BDAL6
OL-BDA17
OL-BDA18
OL-BDAI19
OL-BDA20
OL-BDA21
OL-BDA22
OL-BDAZ23
OL-BDA24
OL-BDA25
OL-BDAZ26
OL-MDA1
OL-MDA2
OL-MDA3
OL-MDA4
OL-MDA5
OL-MDAG6
OL-MDAY
OL-MDAS8
OL-MDAS9
OL-MDA10
OL-MDA11
OL-MDA12
OL-MDA13
OL-MDA14
OL-MDA15

Guarana
Guarana
Guarana
Guarana
Guarana
Guarana
Guarana
Guarana
Guarana
Guarana
Guarana
Guarana
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira
Oliveira

MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
BDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA
MDA

Colletotrichum boninense
Lasiodiplodia theobromae
Phomopsis sp.
Botryosphaeria rhodina
Pestalotiopsis microspora
Pestalotiopsis mangiferae
Cochliobolus verruculosus
Bionectria ochroleuca
Xylaria grammica
Cladosporium cladosporioides
Phomopsis sp.
Guignardia mangiferae
Guignardia mangiferae
Phomopsis phoenicicola
Xylaria hypoxylo
Xylaria sp.
Phomopsis sp.
Phomopsis phoenicicol
Daldinia concentrica
Nigrospora sp.
Diaporthe phaseolorum
Diaporthe phaseolorum
Phomopsis sp.
Phomopsis sp.
Diaporthe phaseolorum
Phomopsis sp.
Phomopsis sp.
Colletotrichum gloeosporioides
Diaporthe phaseolorum
Phomopsis sp.
Diaporthe phaseolorum
Phomopsis sp.
Diaporthe phaseolorum
Phomopsis sp.
Phomopsis sp.
Diaporthe phaseolorum
Phomopsis sp.
Phomopsis sp.
Colletotrichum gloeosporioides
Diaporthe phaseolorum
Phomopsis chimonanthi
Diaporthe phaseolorum
Diaporthe phaseolorum
Diaporthe phaseolorum
Diaporthe phaseolorum
Colletotrichum gloeosporioides
Phomopsis phyllanthicola
Diaporthe phaseolorum
Phomopsis sp.
Phomopsis sp.
Phomopsis sp.
Phomopsis sp.
Xylaria sp.

99%
98%
99%
99%
99%
96%
98%
98%
97%
93%
98%
99%
96%
99%
89%
98%
99%
99%
93%
97%
97%
98%
95%
98%
98%
100%
98%
99%
97%
89%
97%
99%
97%
99%
96%
98%
99%
98%
99%
98%
97%
98%
96%
100%
99%
99%
100%
99%
99%
99%
99%
98%
99%
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Tabela 16 - Identificagdo molecular de fungos otidos de oliveira e guarana pelo seqlienciamento da regido ITS do

rDNA (Final).
OL-MDA16 Oliveira MDA Phomopsis sp. 99%
OL-MDA17 Oliveira MDA Xylaria sp. 97%
OL-MDA18 Oliveira MDA Diaporthe phaseolorum 98%
OL-MDA19 Oliveira MDA Diaporthe phaseolorum 96%
OL-MDA20 Oliveira MDA Diaporthe phaseolorum 97%
OL-MDA21 Oliveira MDA Phomopsis sp. 99%
OL-MDA22 Oliveira MDA Aspergillus fumigatus 99%
OL-MDA23 Oliveira MDA Diaporthe sp. 93%
OL-MDA24 Oliveira MDA Phomopsis asparagi 93%
OL-MDA25 Oliveira MDA Diaporthales sp. 97%
OL-MDA26 Oliveira MDA Phomopsis sp. 97%
OL-MDA27 Oliveira MDA Phomopsis sp. 96%

Dentro dos géneros isolados, Coniosporium, Phanerochaete e Bionectria de acordo

com a literatura e segundo nosso conhecimento ndo foram ainda encontrados como endofitos

de plantas tropicais. Alguns fungos endofiticos de interesse foram isolados no guarana como o

género Colletotrichum, que possui espécies reconhecidamente patogénicas para essa planta.

Como o isolamento foi realizado com plantas sadias, € possivel que esses isolados de

Colletotrichum sejam endofiticos e ndo patogénicos, que poderiam ser utilizados competindo

com patégenos em um mecanismo de controle biologico. Também € possivel que esses

endofitos sejam hipovirulentos por conter particulas de RNA fita dupla como ocorre em outros

fungos ndo patogénicos ou hipovirulentos (FIGUEIREDO et al., 2012). Alguns fungos

encontrados como Cladosporium e Phanerochaete sdo utilizados do ponto de vista

biotecnoldgico na producdo de enzimas (FERRAZ, 2010) e na degradacdo de poluentes como

plastico (ESPOSITO e SILVA, 2010) respectivamente.
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Tabela 17 - Géneros de fungos endofiticos encontrados nas plantas de guarana e oliveira.

Guarana Oliveira
MDA BDA MDA

Classificacao taxondmica

o)
)
>

o

Ascomycota (filo)
Aspergillus
Bionectria
Botryosphaeria
Cladosporium
Cochliobolus
Colletotrichum
Coniosporium
Daldinia
Diaporthales (Ordem)
Diaporthe
Guignardia
Lasiodiplodia
Nigrospora
Pestalotiopsis
Phanerochaete
Phomopsis

Xylaria

Total: 29 34 26 27
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Para a planta de oliveira foi observado que o meio MDA foi praticamente igual em
relacdo ao nimero de fungos isolados em BDA. Vale ressaltar que no meio MDA foi possivel
isolar fungos dos géneros Aspergillus e Xylaria que ndo foram isolados no meio BDA, bem
como os géneros Guignardia e Daldinia que s6 foram isolados de oliveira, mas todos em
pequeno ndmero.

O objetivo do isolamento de endofiticos de uma planta tropical e uma de clima
temperado foi verificar se entre os meios BDA e MDA havia alguma diferenca que favorecesse
um ou outro meio. No caso da planta do guarana houve uma diferenca significativa em favor
do MDA, ndo s6 em relacdo ao numero de géneros, mas também em relacdo a géneros
possivelmente ainda ndo descritos como endéfitos. Ja para oliveira, uma planta de clima

temperado, essas diferengas ndo foram acentuadas.
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5.7.1. Caracterizacdo filogenética dos fungos endofiticos isolados das plantas de guarana e
oliveira

Os alinhamentos para construcdo da arvore filogenética foram realizados com as
sequéncias de maior identidade encontradas no NCBI. A filogenia gerada demonstrou a
presenca de uma rica comunidade de fungos endofiticos associados a planta de guarana (Figura
9). Foram encontrados representantes de familias diferentes, sendo a maioria do filo
Ascomicota e apenas um género do filo Basidiomicota. Alguns dos isolados demonstraram alta
similaridade com sequéncias de géneros comumente encontrados como endofitos em plantas
de climas tropicais, como Cladosporium, Phomopsis, Colletotrichum, Guignardia,
Pestalotiopsis e Xylaria (ARNOLD et al., 2000; SURYANARAYANAN et al., 2003;
SANTAMARIA e BAYMAN, 2005; AZEVEDO e ARAUJO, 2007). A espécie de Guignardia
mangiferae (Botryosphaeriaceae), que é reportada como enddfito de muitas espécies vegetais
(BAAYEN et al., 2002), foi isolada somente em plantas de guarana em meio MDA, sendo 7
isolados das espécies Mangiferae fructicola.

Dentro do tdxon do fungo Diaporthe da familia Diaporthaceae resultaram dois clados
diferentes dentro da arvore e que podem estar relacionados com sequéncias de DNA distintas,
pertencentes a espécies diferentes uma vez que a maioria dos isolados sdo Diaporthe ou
Phomopsis sp. Como este fungo possui duas fases (perfeita e imperfeita) também pode ocorrer
uma relacdo destas fases, o que pode explicar a divisdo do clado. J& outro clado foi formado
por Xylaria e os isolados GMDA28, GMDA29 e GMDA22 se agruparam neste tdxon, mas
pertencem ao género Pestalotiopsis da familia Amphisphaeriaceae e ordem Xylariales. O que
pode ser observado é que independente do hospedeiro os isolados se agruparam de acordo com
cada taxon baseado em ordem, familia e género. Dentro dos géneros Colletotrichum e
Guinardia foram formados dois grupos distintos dentro da arvore filogenética. A partir da

construcdo da arvore foi possivel afirmar que a comunidade de fungos endéfitos do guarana é
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formada por diferentes géneros do filo Ascomicota e estes se agruparam nas respectivas
familias sendo que as familias Diaporthaceae, Valsaceae, Glomerellaceae, Xylariaceae e
Botryosphaeriaceae continham a maioria dos fungos endofiticos isolados.

J& para a oliveira foi gerada uma arvore filogenética (Figura 10) onde os taxons
foram agrupados em um grande clado representado pelas familias Diaporthaceae e Valsaceae
dos dois géneros Diaporthee Phomopsis, mas este clado foi subdividido em pequenos grupos
com espécies diferentes mesmo porque a grande maioria dos isolados foi identificada apenas
pelo género e que podem representar ser espécies diferentes ou até novas. Estes dois géneros
Diaporthe e Phomopsis ndo mostraram correlacdo em relagdo ao meio de cultura avaliado
mesmo porque dentro da arvore se agruparam muitas vezes no mesmo clado, independente do
meio de cultura onde foram isolados.

Dentro da arvore que representa a diversidade dos isolados de oliveira podem ser
observadas mais trés familias distintas que agruparam 0s seus respectivos géneros como a
familia Botryosphaeriaceae (Guinardia), Glomerellaceae (Colletotrichium) e Xylariaceae
(Xylaria). A comunidade de fungos endofiticos de oliveira apresentou uma diversidade menor
em relacdo a planta de guarand, mas quando comparamos os isolados dos géneros Diaporthe e
Phomopsis sp., houve uma diversidade maior em relacdo as sequéncias de DNA que
agruparam em pequenos taxons separadamente. Pode ser sugerido que este hospedeiro possui
uma comunidade geneticamente especifica em relacdo ao outro hospedeiro, uma vez que a
planta de guarand também possui isolados representativos destas duas familias. Dentro deste
contexto, existe uma relacdo especifica entre os fungos deste género com o hospedeiro, pois
alguns géneros ndo foram relacionados com espécie, sendo apenas descritos como sp. Este
fato pode sugerir que existem espécies novas que nao obtiveram similaridade no banco de

dados onde as sequéncias foram analisadas.
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A comunidade de fungos endofiticos avaliada neste trabalho nas plantas (guarana e
oliveira) demonstrou que sdo muito particulares dentro de cada hospedeiro e que
possivelmente ocorre uma interacdo entre hospedeiro e fungos endofiticos que é observada na
formacdo dos taxons e na diversidade dentro de cada género observados na arvore filogenética.

Para avaliar com mais confiabilidade a diversidade, as sequéncias obtidas foram
separadas em unidades taxonémicas operacionais (UTOs) pelo programa Mothur (SCHLOSS
et al., 2009). Neste tipo de analise pode-se observar a separacdo das sequéncias de acordo com
sua origem (Figura 11). De acordo com esta analise, observou-se que somente 4 sequéncias sao
comuns para as 2 plantas analisadas, ou seja, os isolados obtidos tendem a estar adaptados ao
hospedeiro (planta) em questdo, o que é esperado no caso dos micro-organismos endofiticos.
Para a planta do guarana, um total de 63 sequéncias foram obtidas e 65% delas representam
UTOs Unicas. Ja para oliveira, apesar de ter-se obtido 53 sequéncias, houve pouca diferenca
quanto ao numero de sequéncias, apenas 43% destas representam UTQOs Unicas. Assim, sugere-
se que a comunidade de fungos endofiticos associados a planta do guarana é mais diversa que

a comunidade associada a oliveira.
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Figura 11 - Diagrama de Venn construido a partir da separacdo dos grupos taxondémicos operacionais (UTQOs).
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados dos ensaios realizados no presente trabalho, pode ser

concluido que:

Dentre os cinco meios ensaiados com cinco substratos 0 MDA foi 0 que apresentou
melhor crescimento micelial em relagdo a todos os outros meios, podendo ser entdo
utilizado em laboratdrios de micologia, com vantagens sobre o tradicional meio BDA
quando se quer obter massa micelial abundante. Entretanto, a esporula¢édo dos fungos
avaliados foi superior no meio BDA em relagéo aos outros substratos analisados.

Foi possivel isolar fungos endofiticos a partir do meio MDA das duas espécies de
plantas estudadas com frequéncia superior ao do meio de BDA, especialmente do
guarana, tornando assim o meio MDA de utilidade no isolamento de fungos
endofiticos.

A identificacdo dos fungos endofiticos revelou que eles variaram conforme a planta
hospedeira. A diversidade de fungos endofiticos é maior na planta tropical (guarand)
no meio MDA que em BDA. J& nos mesmos meios a diversidade encontrada no
namero de espécies de fungos foi praticamente a mesma em oliveira, uma planta de

clima temperado.
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