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RESUMO

Andiroba (Carapa guianensis) € uma planta encontrada na regido amazdnica com
diversas aplicagBes medicinais, além de possuir fungos endofiticos que vivem em
orgdos e tecidos internos sem causar danos aparentes. Outra planta nativa da
Amazdnia € o acal, que esta sujeito a acdo de microrganismos patogénicos que podem
interferir em sua homeostase, como Colletotrichum gloeosporioides, causador da
antracnose. Este estudo teve como objetivo a prospecc¢do de fungos endofiticos de
andiroba (Carapa guianensis) para o controle de Colletotrichum gloeosporioides,
causador de antracnose em acai (Euterpe precatoria). Os fungos endofiticos de C.
guianensis estavam armazenados em agua destilada e foram reativados em meio BDA.
Para identificacdo em nivel de género dos fungos foi realizada andlise macro e
micromorfoldgica. Para avaliagdo do controle de C. gloeosporioides, foi utilizado o
ensaio de confronto para avaliar a atividade antagbnica dos isolados de fungos
endofiticos de C. guianensis contra o fitopatégeno C. gloeosporioides. Foram reativados
e identificados 42 fungos, sendo os géneros mais frequentes Penicillium (33,3%),
Aspergillus (7,1%) e Acremonium (7,1%). Na avaliagdo de antagonismo in vitro, 57,1%
dos fungos tiveram atividade antagdnica contra C. gloeosporioides, sendo 52,4% por
supresséo micelial e 4,7% por antibiose. Os fungos endofiticos de Carapa guianensis
apresentaram potencial no controle de Colletotrichum gloeosporioides, causador da
antracnose em acai.

Palavras-chave: Enddfitos. Microbiologia Ambiental. Antibiose. Penicillium.
Aspergillus.

ABSTRACT

Andiroba (Carapa guianensis) is a plant found in the Amazon region with several
medicinal applications, in addition to having endophytic fungi that live in internal organs
and tissues without causing apparent damage. Another plant native to the Amazon is
acali, which is subject to the action of pathogenic microorganisms that can interfere with
its homeostasis, such as Colletotrichum gloeosporioides, which causes anthracnose.
This study aimed to prospect for endophytic fungi from andiroba (Carapa guianensis) to
control Colletotrichum gloeosporioides, which causes anthracnose in agai (Euterpe
precatoria). The endophytic fungi of C. guianensis were stored in distilled water and
were reactivated in PDA medium. For identification at the genus level of the fungi, macro
and micromorphological analysis was done. To evaluate the control of C.
gloeosporioides, the confrontation assay was used to evaluate the antagonistic activity
of endophytic fungal isolates of C. guianensis against the phytopathogen C.
gloeosporioides. 42 fungi were reactivated and identified, the most common genera was
Penicillium (33.3%), Aspergillus (7.1%) and Acremonium (7.1%). In the evaluation of in
vitro antagonism, 57.1% of the fungi had antagonistic activity against C. gloeosporioides,
52.4% due to mycelial suppression and 4.7% due to antibiosis. Endophytic fungi from
Carapa guianensis showed potential in controlling Colletotrichum gloeosporioides,
which causes anthracnose in acai.

Keywords: Endophytes. Environmental Microbiology. Antibiosis. Penicillium.
Aspergillus.
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1. INTRODUCAO

bY

Andiroba (Carapa guianensis Aublet) pertence a familia Meliaceae, sendo
encontrada na regido amazobnica, nos paises da Guiana Francesa, Peru, Colémbia,
Venezuela, sul da América Central, llhas do Caribe, Suriname, Paraguai, e no Brasil nos
estados do Acre, Amazonas, Pard, Amapa e Maranh&o (KLIMAS et al., 2007). E conhecida
popularmente como andiroba-saruba, carapa e andiroba, sendo uma arvore de porte médio
gue ocorre preferencialmente em areas mais umidas em florestas de terra firme (FIRMINO
et al., 2019; LIRA et al., 2021). Essa espécie apresenta multiplos usos, tendo em vista que
produz uma madeira de alta qualidade, utilizada na construcéo civil e o 6leo extraido das
sementes, utilizado para fins medicinais, cosméticos, iluminagcdo entre outras utilizacdes
(MACHADO; MENDES, 2021). Da familia Meliaceae, especificamente dos microrganismos
endofiticos, sdo isolados varios metabdlitos secundarios com potencial biotecnoldgico
(MULYANI et al., 2023).

Fungos endofiticos sdo microrganismos que vivem em 6rgaos e tecidos internos da
planta sem causar danos aparentes (WANG et al., 2023). Distribuidos de forma ampla na
anatomia vegetal, microrganismos endofiticos desempenham funcbes simbidticas
importantes sem desenvolver ou evitando o aparecimento de patologias em seu hospedeiro
(BOGAS et al., 2022). Além de oferecerem resisténcia contra agentes agressores, auxiliam
na absorcéo de nutrientes e adaptacio aos estresses ambientais (ARAUJO-MAGALHAES
et al., 2021). Estes possuem caracteristicas interessantes em aplicacfes biotecnoldgicas,
sendo esses fungos o principal foco na producdo de compostos bioativos com ampla
aplicagcéo industrial, como na biorremediagdo de solos contaminados e no controle de
patégenos prejudiciais a culturas agricolas (DEVI et al., 2023).

Outra planta nativa da Amazénia e, também, amplamente distribuida pela América
do Sul é o acai (Euterpe precatoria Mart.), palmeira pertencente a familia Arecaceae
(SILVEIRA et al., 2023). Possui longa historia de cultivo pelos povos originarios como uma
planta multiuso, devido as notaveis propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e outras
atividades biologicas do fruto, folhas e do 6leo (YAMAGUCHI et al., 2015). Sua introducao
na gastronomia global resultou em um rapido aumento na demanda, sendo o Brasil, em
particular, o principal produtor e exportador (BOEIRA et al., 2020). Todavia, 0 agai esta
sujeito & acdo de microrganismos patogénicos que podem interferir em sua homeostase,
como Colletotrichum gloeosporioides, causador da antracnose em acgai (GALOTTA et al.,
2008).
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A antracnose é uma doenca fitopatologica causada por fungos do género
Colletotrichum spp. (CIOFINI et al., 2022). E uma intera¢do complexa entre o patégeno e o
hospedeiro, iniciando-se com a germinacdo de esporos do fungo na superficie da planta,
seguida pela penetracdo dos tecidos vegetais onde desenvolvem-se sintomas visiveis,
como manchas, lesdes, deformacbes e necrose (MANGOBA; ALVINDIA, 2023). Os
sintomas podem variar de acordo com o tipo de planta afetada e as condicbes ambientais,
mas geralmente incluem a formacdo de estruturas fangicas reprodutivas, chamadas
aceérvulos, responsaveis por liberar esporos para reiniciar o ciclo de infeccdo (MARTINS et
al., 2021). Os danos causados por C. gloeosporioides incluem a necrose da planta, além
de folhas com manchas de formas irregulares, com centro marrom claro e bordos escuros
(NOGUEIRA et al.,, 2013). Para o controle da antracnose em acai, tem-se utilizado
piraclostrobina associada a epoxiconazol como estratégia comum para controlar a
disseminacéo do agente, porém ainda € uma alternativa nociva ao manipulador e ao meio
ambiente (NOGUEIRA et al., 2017; CHUNG et al., 2020).

Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo prospectar fungos endofiticos de
andiroba (Carapa guianensis Aublet) para o controle de Colletotrichum gloeosporioides,
causador da antracnose em agai (Euterpe precatoria).

2. MATERIAIS E METODOS

Reativacao de fungos endofiticos
Os fungos endofiticos isolados da espécie Carapa guianensis estavam armazenados
em agua destilada na Colecdo de Microrganismos do Laboratério de Microbiologia da
Universidade Federal do Acre (CASTELLANI, 1939). As cepas fangicas foram cultivadas
em meio Batata-Dextrose-Agar-BDA (infus&o de 200 g de batata; 20 g de dextrose; 15 g de
agar) utilizando a técnica de repique de 3 pontos e incubados a temperatura ambiente. Os
fungos endofiticos com crescimento micelial foram transferidos para tubos de ensaio

contendo meio BDA para o estabelecimento de culturas puras (AZEVEDO et al., 2010).

Caracterizacao morfoldgica
A identificacdo foi realizada utilizando analise macro e micromorfolégica. Para
analise macromorfolégica, foi realizada a suspenséo do fungo em 1 mL de 4gua destilada

e 10 pL da suspenséao foram inoculados em meio BDA utilizando a técnica de repique de 3
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pontos. As placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias e analisadas a cor, forma, textura e
producédo de pigmento (AZEVEDO et al., 2010).

Para a identificacdo micromorfolégica, foi realizado microcultivo que consiste no
cultivo do fungo em lamina, coloragdo com solucéo de azul de lactofenol e observacédo das
estruturas em microscopio (LACAZ et al., 2002). Os fungos foram cultivados em lamina com
os meios BDA e aveia (infusdo de 30 g de aveia, 15 g de agar) e incubados por 7 dias a
temperatura ambiente. Os fungos que produziram estruturas reprodutivas (conidios e hifas)
foram comparados com a literatura especifica para identificacdo (BARNETT; HUNTER,
1998).

Ensaio de confronto

Para avaliar a atividade antagbnica dos isolados de fungos endofiticos de C.
guianensis contra o fitopatdgeno C. gloeosporioides, foi realizado o teste de confronto in
vitro (LIMDOLTHAMAND et al., 2023). Endofitos e fitopatdgeno foram inicialmente
inoculados em meio BDA para crescimento micelial e incubados a 28 °C por 7 dias.
Posteriormente, foram produzidas suspensdes dos fungos endofiticos e do fitopatégeno em
1 mL de agua destilada esterilizada, e 10 puL da suspensdo foram inoculados em
extremidades opostas da placa de Petri com 90 mm de diametro, com 3 cm de distancia
entre si, e as placas incubadas a temperatura de 28 °C durante 7 dias. O controle negativo
foi 0 in6culo do fitopatégeno na auséncia do fungo endofitico. Endofitos formadores de zona
de inibicdo foram considerados potenciais produtores de antibiose, e aqueles limitantes do
crescimento fitopatogénico por septacdo de hifas foram considerados supressores

miceliais.

Analise de dados
A analise dos dados foi qualitativa, visando compreender e interpretar os dados
coletados por meio de técnicas ndo numéricas com observacdes dos testes bioldgicos,
sendo considerado positivo 0os que apresentaram atividade antagbnica. Em relacdo a

identificacéo, os fungos agrupados foram quantificados em porcentagem.
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3. RESULTADOS

3.1 Identificacé@o de fungos endofiticos

Foram reativados 42 fungos endofiticos associados a planta medicinal amazonica
Carapa guianensis (Tabela 1). Os endofiticos foram identificados em nivel de género com
base nas caracteristicas morfolégicas (Figura 1), sendo identificados fungos pertencentes
aos géneros Penicillium (33,3%), Aspergillus (7,1%), Acremonium (7,1%), Pestalotiopsis
(4,7%), Fusarium (4,7%), Paecilomyces (4,7%), Curvularia (2,4%), Cunnnghamella (2,4%)
e Graphium (2,4%), e 31 % dos fungos ndo produziram estruturas reprodutivas, sendo

considerados micélio estéril.

Género
Penicillium - ] 33,3%
Micélio estéril - | 31,0%
Aspergillus JEEEEGEGE 7. 1%
Acremonium A | 7,1%

Pestalotiopsis {_____14,7%

Paecilomyces 1 4,7 %
Fusarium {____14,7%
Curvularia 1_12,6%

Graphium 2,4%

Cunninghamella 2,4%

0 5 10 15
Frequéncia absoluta

Figura 1. Distribuicdo de fungos endofiticos isolados da planta medicinal amazbnica
Carapa guianensis.

3.2 Ensaio de confronto

Dos 42 fungos endofiticos de C. guianensis analisados, 57,1% apresentaram
antagonismos ao fungo fitopatogénico C. gloeosporioides (Tabela 1, Figura 2). A avaliacao
foi realizada por meio da observacéo do crescimento radial médio do patdgeno na presenca
do antagonista ap0ds 7 dias, sendo observado menor tamanho da coldénia em relacdo ao

tratamento controle (Figura 3).
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Tabela 1. Fungos endofiticos isolados de Carapa guianensis, identificagdo morfologica e
atividade antagonica contra o fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides.

Numero Identificacéo Antagonismo
2.415 Acremonium sp. 1 SM
2.2514 Acremonium sp. 2 SM
2.2784 Acremonium sp. 3 SM
2.877 Aspergillus sp. 1 SM
2.884 Aspergillus sp. 2 SM
2.188 Asperqgillus sp. 3 SM
2.406 Cunnnghamella sp. 1 -
2.185 Curvularia sp. 1 SM
2.363 Fusarium sp. 1 SM
2.2627 Fusarium sp. 2 AN
2.2357 Graphium sp. 1 SM
2.158 Paecilomyces sp. 1 SM
2.338 Paecilomyces sp. 2 -
2.307 Penicillium sp. 1 SM
2.341 Penicillium sp. 2 SM
2.364 Penicillium sp. 3 SM
2.405 Penicillium sp. 4 SM
2.478 Penicillium sp. 5 -
2.578 Penicillium sp. 6 SM
2.561 Penicillium sp. 7 -
2.710 Penicillium sp. 8 -
2.744 Penicillium sp. 9 -
2.887 Penicillium sp. 10 -
2.2343 Penicillium sp. 11 -
2.2405 Penicillium sp. 12 -
2.2663 Penicillium sp. 13 SM
2.2847 Penicillium sp. 14 AN
2.189 Pestalotiopsis sp. 1 SM
2.741 Pestalotiopsis sp. 2 -
2.163 Micélio estéril sp. 1 SM
2.192 Micélio estéril sp. 2 SM
2.194 Micélio estéril sp. 3 -
2.461 Micélio estéril sp. 4 -
2.585 Micélio estéril sp. 5 SM
2.2306 Micélio estéril sp. 6 -
2.2311 Micélio estéril sp. 7 SM
2.2469 Micélio estéril sp. 8 -
2.2570 Micélio estéril sp. 9 SM
2.2629 Micélio estéril sp. 10 -
2.2638 Micélio estéril sp. 11 -
2.3159 Micélio estéril sp. 12 -
2.4172 Micélio estéril sp. 13 -
Total 42

SM = Supressao Micelial; AN = Antibiose
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0 I

Antibiose Supressao Micelial

Figura 2. Fungos endofiticos isolados da planta amazonica Carapa guianensis com
atividade antagonica contra Colletotrichum gloeosporioides.
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B6Al
Figura 3. Fungos endofiticos de Carapa guianensis com atividade antagonica
contra o fitopatdgeno Colletotrichum glosporioides. Aspergillus sp. (1A, B, C);
Penicilium sp. (2A, B, C); Pestalotiopsis sp. (3A, B, C); Aspergillus sp. (4A, B,
C); Fusarium sp. (5A, B, C); Penicilium sp. (6A, B, C).
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho, os fungos endofiticos mais frequentes em C. guianensis foram do
género Penicillium (33,3%), seguido de Aspergillus (7,1%) e Acremonium (7,1%). A planta
amazonica C. guianensis possui uma quantidade significativa de fungos endofiticos que
tém potencial de producéo de metabdlitos com atividades biolégicas relevantes (FERREIRA
et al., 2015).

A presenca de fungos com micélio estérii em 31% das amostras ressalta a
complexidade na identificagdo morfolégica e destaca a necessidade de técnicas
moleculares para uma caracterizacdo mais precisa. O uso dessas técnicas pode contribuir
para uma compreensdo mais abrangente da diversidade fuangica, minimizando o risco de
subestimacdo do numero de espécies (ARNOLD et al., 2000).

Em relacdo a atividade antagbnica, observou-se principalmente dois tipos de
antagonismo, Supressao Micelial (SM) ou Antibiose (AN) por fungos endofiticos de C.
guianensis contra o fitopatdégeno C. gloeosporioides, sendo que 57,1% dos fungos testados
tiveram antagonismao.

Em estudo anteriormente realizado, foi observada a agéo de Trichoderma spp. como
agente de controle biolégico para antracnose em E. precatoria (COSTA et al., 2019).
Ramichloridium sp., um fungo endofitico de E. precatoria, também foi relatado como
potencial agente de biocontrole contra C. gloeosporioides (PETERS et al., 2020). Nosso
estudo destaca a dominancia e acédo antagbnica dos fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium com atividade antagbnica in vitro contra C. gloeosporioides. Pesquisas com a
utilizacdo de Aspergillus e Penicillium em plantas mostram a ampla utilizacdo desses
microrganismos no controle biolégico, indicando seu potencial pratico na agricultura. O
emprego desses fungos no plantio de girassol evidencia os beneficios desses fungos e
melhora no rendimento da biomassa e resisténcia a doengas (BURRAGONI; JEON 2021).

Os fungos do género Penicillium e Aspergillus tém sido implicados em estratégias de
controle biologico de fitopatégenos, com o intuito de modular a dinamica fitopatogénica no
solo ao utilizar mecanismos que incluem a producédo de metabdlitos secundarios, como
antibidticos, competicdo por recursos, hiperparasitismo, inducéo de resisténcia nas plantas
hospedeiras e a produgédo de enzimas degradadoras por parte dos fungos benéficos, de
modo a contribuir para a mitigacao dos efeitos nocivos dos fitopatégenos (RODRIGUES,
2021).
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A relacdo intima entre endofiticos e planta hospedeira resulta na producdo de
diversos metabdlitos, como varios métodos de antagonismo, por exemplo competicdo por
nutrientes, producdo de compostos antimicrobianos, producdo de antibioticos
(polipeptideos, compostos aromaticos, terpendides e alcaldides) e producdo de enzimas
liticas (SEGARAN; SATHIAVELU, 2019; GUPTA et al., 2020). Dessa forma, evidencia-se a
relevancia biotecnoldgica dos fungos endofiticos e suas potenciais aplicacdes em diversas
areas, como na agricultura.

O estudo atual apresenta resultados promissores sobre a diversidade e potencial
biotecnolégico dos fungos endofiticos em C. guianensis. Contudo, é importante reconhecer
limitacbes que podem impactar a generalizacdo dos resultados obtidos. A identificacdo
morfoldgica limitada e o foco especifico nas interagdes com C. gloeosporioides podem
restringir a aplicabilidade dos resultados. Além disso, a avaliagdo in vitro em condi¢des
controladas e a observacao de curto prazo demandam cuidado na interpretacdo. Essas
consideracdes reforcam a necessidade de estudos complementares, analises moleculares
e avaliacBes de longo prazo para uma compreensao mais abrangente e aplicacéo pratica
desses fungos na agricultura.

Os resultados deste estudo destacam a relevancia biotecnolégica dos fungos
endofiticos, oferecendo perspectivas promissoras para sua aplicacdo em estratégias
sustentaveis na agricultura, com potencial para o desenvolvimento de biofungicidas e outros

produtos bioldgicos benéficos para as plantas.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os fungos endofiticos de andiroba (Carapa guianensis Aublet) apresentaram
potencial no controle de Colletotrichum gloeosporioides, causador da antracnose em acai
(Euterpe precatoria).

A predominancia dos géneros Penicillum e Aspergillus destaca seu potencial
biotecnolégico, corroborando seu uso no controle de fitopatogenos e na promocao de
resisténcia em outras culturas. Este estudo contribui para a compreensao da diversidade

de fungos endofiticos e seu potencial aplicativo em praticas agricolas sustentaveis.
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