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RESUMO

O bambu é uma cultura vegetal de ampla utilizagdo e com importancia comercial, mas que
apresenta dificuldades quanto a sua propagacdo por métodos sexuados e por iSso vem
sendo estabelecida por métodos vegetativos, dentre os quais a cultura de tecidos vegetais.
A cultura de tecidos vegetais através da micropropagacao produz mudas de alto padrao,
entretanto encara uma questao delicada quanto a contaminacao in vitro por microrganismos
endofiticos. Estes microrganismos embora ndo sejam desejaveis ao processo de
micropropagacdo podem apresentar diversas potencialidades biotecnologicas, como a
producdo de enzimas e metabdlitos com atividade antimicrobiana. O objetivo do presente
trabalho foi isolar os fungos filamentosos endofiticos presente nos tecidos do bambu
(Bambusa vulgaris) multiplicado in vitro, com capacidade de produzir enzimas (amilase e
lipase), bem como testar a potencialidade antimicrobiana do liquido metabdlico bruto desses
fungos. A micropropagacao de bambu foi realizada a partir de diferentes explantes, e foram
obtidos isolados que seguiram para caracterizagdo da comunidade microbiana cultivavel do
bambu. Os fungos filamentosos foram identificados por taxonomia e biologia molecular
(regido ITS) e empregados em testes de atividade enzimatica em meios soélidos, além de
testes de inibicdo bacteriana por microdiluicdo. Foram obtidos oito isolados de fungos
filamentosos cultivaveis originados em sua maioria dos explantes obtidos de ramificagbes
mais proximais com relagdo ao colmo da matriz coletada. Estes isolados pertencem a pelo
menos cinco espécies distintas, Hypoxylon investiens, Daldinia eschsholtzii, Curvularia
lunata, Fusarium solani e Bambusicola bambusae. Destes, cinco apresentaram atividade
enzimatica degradativa dentre os substratos avaliados, sendo um, CTNFBO06 (B. bambusae),
ativo para todos os substratos testados. Todos apresentaram atividade antimicrobiana para
bactérias Gram negativa, com CIM de até 150 yL.mL™, e Gram-positiva, com CIM de até 7,8
uL.mL™, e trés linhagens apresentaram atividade frente & bactéria Gram-positiva resistente a
meticilina, com CIM de até 15.6 pyL.mL™. Deste modo foi demonstrada a presenca e
distribuicdo de fungos filamentosos endofiticos do bambu (Bambusa vulgaris), bem como o
valor destes fungos para potencialidades biotecnolégicas na producdo de enzimas e

atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Bambusa vulgaris. Endofiticos. Atividade enzimatica. atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

Bamboo is a plant culture widely used with commercial prominence, but it presents
difficulties in its propagation by sexed methods and for this reason has been widely
established by vegetative methods, among it the plant tissue culture. The plant tissue culture
through micropropagation produces high quality seedlings. However, it faces a delicate issue
regarding in vitro contamination by endophytic microorganisms. These endophytic
microorganisms, although not desirable to the micropropagation process, may present
several biotechnological potentialities, such as enzymatic and antimicrobial activity. The
present work aimed to isolate the endophytic filamentous fungi present in the tissues of
bamboo multiplied in vitro, with the capacity to produce enzymes (amylase and lipase), as
well as to test the antimicrobial potential of the crude metabolic liquid of these fungi.
Micropropagation of bamboo was developed from different explants, and isolations were
developed to characterize the microbial community of bamboo. Filamentous fungi were
identified by taxonomy and molecular biology (ITS region) and used in enzymatic activity
tests in solid media, and microdilution bacterial inhibition tests. Eight isolates of cultivable
filamentous fungi were obtained, mostly from the explants obtained from more proximal
branches with respect to the stem of the collected matrix. These isolates belong to at least 5
distinct species, Hypoxylon investiens, Daldinia eschsholtzii, Curvularia lunata, Fusarium
solani and Bambusicola bambusae. Of these, 5 presented enzymatic activity among tested
substrates, one, CTNFBO06 (B. bambusae), being active for all substrates tested. All showed
antimicrobial against Gram-negative bacteria, with MIC up to 150 pL.mL™, and Gram-
positive, with MIC up to 7.8 yL.mL™, and three strains showed activity against Gram-positive
bacteria Methicillin resistant, with MIC up to 15.6 uL.mL™. The presence and distribution of
endophytic filamentous fungi of bamboo (Bambusa vulgaris) was demonstrated, as well as
the value of these fungi for biotechnological potentialities in the production of enzymes and

antimicrobial activity.

Key words: Bambusa vulgaris. Endophytic. Enzymatic activity. antimicrobial activity.



Tabela 1.1

Tabela 1.2

Tabela 2.1

Tabela 2.2

LISTA DE TABELAS

Primeira Tabela do Capitulo 2. Distribuicdo dos isolados de fungos
filamentosos cultivaveis obtidos ao longo das ramificacbes e
segmentos do bambu avaliados.

Segunda Tabela do Capitulo 2. Identificacdo através da morfologia
macro e microscoépica, e através do sequenciamento do fragmento
ITS dos isolados de fungos filamentosos cultivaveis obtidos.

Primeira Tabela do Capitulo 3. Atividade enziméatica (Pz) dos fungos
filamentosos para degradacdo de amido e lipidios.

Secunda Tabela do Capitulo 3. Concentrac¢des inibitérias minimas

dos liquidos metabdlicos de fungos endofiticos frente as bactérias.

41

41

57

58



%

I+

LISTA DE SIMBOLOS

Percentual

Mais ou menos
Dividido por
Igual a

Maior que
Menor que
Marca registrada
Graus Celsius
Microlitro

Diametro da colbnia

Diametro da coldnia mais a area de precipitacao

Equivalente
Hectare
Grama
Hora
Quilograma
Litro
Miligrama
Mililitro
Milimetros
Peso
Volume
Atividade enzimética
Beta

Volts



LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA Analysis of Variance — Andlise de Variancia

ATCC American Type Culture Collection

BHI Brain Heart Infusion — Infuséo de Cérebro e Coracéo

BOD Biochemical Oxygen Demand — Incubadora de Demanda Bioquimica de
Oxigénio

BPG Bamboo Phylogeny Group

CBTC Cane and Bamboo Technology Center

CETENE Centro de Tecnhologias Estratégicas do Nordeste

CLslI Clinical and Laboratory Standards Institute

CVv Coeficiente de Variagéo

DNA Deoxyribonucleic Acid — Acido desoxirribonucleico

GPWG Grass Phylogeny Working Group

HIV Human Immunodeficiency Virus — Virus da Imunodeficiéncia Humana

kHz Quilohertz

LAPAB Laboratério de Pesquisas Aplicadas a Biofabrica

CBM Concentracdo Bactericida Minima

MH Mueller Hinton

CIM Concentragao Inibitéria Minima

MRSA Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus - Staphylococcus aureus

Resistente a Meticilina

AN Agar Nutriente

BDA Batata Dextrose Agar
RPM Rotac6es por Minuto
TTC 2,3,5-trifeniltetrazolium

UFC Unidade Formadora De Colbnia



SUMARIO

CAPITULO 1

1.1 Introducéao

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

1.2.2. Objetivos Especificos
1.3 Revisédo da Literatura
CAPITULO 2

Assembleia e distribuicdo de fungos filamentosos endofiticos cultivaveis em

tecidos de bambu (Bambusa vulgaris)
2.1 Resumo

2.2 Abstract

2.3 Introducéo

2.4 Material e Métodos

2.5 Resultados e Discusséo
2.6 Conclusdes

2.8 Agradecimentos

2.9 Referéncias

2.10 Figuras e Tabelas
CAPITULO 3

Atividade enziméatica e antimicrobiana de fungos filamentosos endofiticos do

bambu (Bambusa vulgaris)
3.1 Resumo

3.2 Abstract

3.3 Introducéo

3.4 Material e Métodos

3.5 Resultados

3.6 Discusséo

3.6 Conclusodes

3.8 Agradecimentos

3.9 Referéncias

3.10 Tabelas

DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

12
12
14
14
14
15

25
25
26
27
28
31
37
37
37
40

42
42
43
44
45
49
50
53
53
54
57
59



REFERENCIAS
ANEXOS

61
70



12

CAPITULO 1

1.1 Introducéo

O bambu (Bambusa Schreber spp.) compreende um grupo de plantas
herbaceas e lenhosas, pertencentes a familia Poaceae. Esta cultura vem sendo
utilizada milenarmente das mais diversas formas, como por exemplo: na
alimentacao, na construcdo de abrigos, na confeccdo de ferramentas e de utensilios
e objetos dos mais variados usos (MARTINS; GUERREIRO, 2006).

Devido a crescente demanda do mercado por produtos sustentaveis, o bambu
vem se destacando principalmente por ser um 6timo recurso renovavel, aplicado nas
mais diversas areas. Atualmente, os principais focos de sua utilizacdo séo: na
industria (de moveis, de papel e de celulose), na construcao civil e na alimentacéo,
sendo o bambu avaliado como uma planta de grande valor econémico, e carater
sustentavel, por garantir rentabilidade em relacdo a outras culturas agricolas
(ALMEIDA, 2016; DABA, 2016).

Tendo em vista o0 crescente interesse na expansao das areas de plantio de
bambu e devido a escassez de mudas das principais espécies, o desenvolvimento
de novas estratégias de propagacdo vem sendo, recentemente, considerado
estratégico para o Governo Brasileiro, e essencial para ampliacdo das diferentes
cadeias produtivas associadas a esta cultura. A propagacédo através dos métodos
convencionais tem se mostrado incapaz de atender a demanda atual de mudas e as
expectativas governamentais de aumento da diversificagdo de produtos
sustentaveis. Desta forma, o desenvolvimento de protocolos para a clonagem in vitro
pode acelerar a propagacdo das espécies mais relevantes de bambu (Ex. Guadua
angustifolia Kunth, Bambusa vulgaris Schrad. ex J.C.Wendl|., Dendrocalamus asper

(Schult f.) Backer ex Heyne), visando dar suporte a esta crescente demanda.
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A micropropagacédo € feita sob condi¢cdes controladas em ambiente estéril,
permitindo que as plantas tenham um répido crescimento, induzido principalmente
pelos ricos meios de cultura e horménios vegetais utilizados. No entanto, a
contaminagcdo microbiana € um dos principais problemas que afeta o
estabelecimento in vitro e a micropropagacéo de espécies vegetais em laboratérios
comerciais de clonagem. Este problema pode resultar em grandes perdas durante o
processo de producdo. A maior parte dos contaminantes S80 microrganismos
associados a propria planta (endofiticos), o que torna mais dificil o seu controle
(ESPOSITO-POLESI, 2011).

Os microrganismos endofiticos sdo fungos e bactérias encontrados no interior
de tecidos e 6rgdos saudaveis das plantas e que ndo causam danos aparentes aos
hospedeiros durante o ciclo vital in vivo. A partir da relacdo simbiotica, o0s
microrganismos endofiticos podem ainda desempenhar func¢des relevantes para a
saude vegetal. Dentre estas fun¢des mais comumente descritas estdo: a protecao
contra pragas e patégenos, o aumento do crescimento da parte aérea e do
desenvolvimento do sistema radicular, 0 aumento da resisténcia ao estresse, e a
producdo de substancias com as mais variadas aplicacbes biotecnolégicas
(SANTOS et al., 2008; SOUZA et al., 2004).

Dentre as aplicacBes de valor econdmico dos fungos filamentosos endofiticos
destacam-se a utilizacdo na industria farmacéutica (para producédo de antibiéticos
com diferentes propriedades farmacolégicas), na agricultura (como herbicidas
naturais e no controle de pragas) (RAI et al., 2014; KUMAR et al., 2014; SANTOS;
VARAVALLO, 2011) e na industria de bebidas e alimentos (CORREA et al., 2014).
Deste modo, o presente trabalho se propde a explorar a hipétese da obtencdo de
novos isolados de fungos endofiticos a partir de fontes ainda pouco estudadas,
como é o caso do bambu, com potencial biotecnoldgico para aplicacdo industrial

alimentar a farmacéutica.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Identificar os fungos encontrados em tecidos de bambu Bambusa vulgaris
introduzido in vitro e avaliar a aplicagdo biotecnoldgica dos fungos endofiticos na

obtencéo de isolados com atividade enziméatica e antimicrobiana.

1.2.2 Objetivos especificos

e Isolar, identificar e formar uma colecdo de espécies de fungos endofiticos
presentes no bambu clonado in vitro;

e Avaliar a atividade enzimatica para amilase e lipase dos fungos endofiticos;

¢ Analisar a atividade antimicrobiana de liquidos metabdlicos brutos dos fungos

endofiticos do bambu.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Bambu

O bambu é uma graminea que pertence a Familia Poaceae, subfamilia
Bambusoideae, a qual possui 116 géneros e 1.439 espécies conhecidas (BPG,
2012), configurando um grupo monofilético suportado com base em dados
moleculares (GPWG, 2001). E um grupo vegetal cosmopolita, amplamente
distribuido em nosso planeta (JUDZIEWICZ et al., 1999), sendo encontrado até
mesmo em ambiente de floresta, como é o0 caso da Floresta Amazobnica
(CARVALHO et al., 2013; FERREIRA, 2014), caracterizando-se como uma excec¢ao
ao habito usual do grupo Poaceae (JUDZIEWICZ; CLARK, 2007). Os espécimes de
bambu sdo plantas rizomatosas, que apresentam caules aéreos do tipo colmo,
sélidos ou ocos, herbaceos ou lignificados, dos quais partem laminas foliares

pseudopecioladas, e apresentam rota fotossintética do tipo C3 (BPG, 2012).

A cultura do bambu apresenta diversas formas de utilizagédo pelo ser humano,
tais como obtencdo de celulose para papel, construcdo, movelaria e artesanato, e
até mesmo alimentacdo (PEREIRA; BERALDO, 2007). Além da utilizacdo do bambu
como matéria prima para produtos, é proposto por Osse e Meirelles (2011) que o
vegetal tem notavel potencial pra minimizacédo de problemas climaticos em espacos
urbanos, quando de sua utilizacdo, sob manejo controlado, compondo a gama de

espécimes utilizados na ampliacéo de areas verdes.

Sdo atribuidas ao bambu caracteristicas que consolidam e embasam a
atribuicdo do carater ecologicamente amigavel aos produtos que utilizam sua cultura
como matéria prima. Pereira (1999) destaca o bambu como uma cultura que
apresenta alto potencial para sequestro de CO,, sendo inclusive superior a vegetais
arboreos, e segundo Netto e Giannetti (2009) o bambu demonstra alto potencial de
estoque de carbono, entre 31.860 e 77.039 Kg CO, eq.ha'.ano™. Para Américo
(2009), o uso do bambu no chamado eco-design ja se configura como uma
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tendéncia a ser consolidada, ao passo que as demandas por produtos que utilizam

materiais sustentaveis vém crescendo socialmente.

Existe ainda a imergéncia do bambu no campo da engenharia de materiais,
no sentido da agregacéao das fibras de bambu a ligas industriais para conferéncia de
carater sustentavel e rapidamente renovavel aos novos produtos gerados a partir
destas composi¢coes (BATTISTELLE; MARCILIO; LAHR, 2009). Anjos, Ghavami e
Barbosa (2003) evidenciam a eficiéncia da suplementacdo com polpa celuldsica do
bambu ao cimento comercial num teor 6timo de 8% que promoveu melhora

mecéanica do material suplementado com relagdo a sua matriz.

A construcdo civil € uma das vertentes que absorve a sua esséncia o carater
sustentavel que o emprego do bambu pode oferecer nas denominadas
bioconstrucdes (SILVA; LIMA; OLIVEIRA, 2011), podendo este, por vezes, conferir
reducdo de custo as obras. Segundo Liu et al. (2012) o uso da fibra de bambu, em
seus diferentes tamanhos, macro, micro e nano, através de processos de otimizacao
de suas propriedades € uma tendéncia a producdo de compostos estruturais
sustentaveis. Dash e Gupta (2014) destacam o papel do bambu a composicao
estrutural de paredes como um passo a construcdo sustentavel, sendo ainda
colocado por Teixeira Junior, Kenupp e Campos (2010) que o bambu como
substituto da madeira pode reduzir em até 30% o valor total de uma obra. Deste
modo, € proposto por Souza (2009) e por Pawar (2014) o uso do bambu em
construcdo civii como uma forma de atender as demandas crescentes por

habitagcOes urbanas de qualidade com baixo custo.

Segundo Chongtham, Bisht e Haorongbam (2011) o broto-de-bambu se
configura numa fonte nutricional de alto valor, com potencial para incorporagcéo na
dieta humana, sendo relatado por Ferreira et al. (1990) alimentacdo com broto-do-
bambu, em especial de suas porcdes apical e basal, com aceitacdo superior a 90%
em provas sensoriais por familias que o degustaram. Segundo Satya et al. (2012) e
Singhal et al. (2013) o broto tem alto potencial a ser incorporado em pratos

tradicionais, promovendo suplementacdao das dietas, uma vez que este é rico em

proteinas e fibras, e pobre em gorduras, sendo ainda fonte de vitamina C e potassio,
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necessitando apenas de cuidados no processamento do produto para manutencao

de suas caracteristicas organolépticas e nutricionais.

O bambu apresenta uma peculiaridade a ser levada em conta para seu
estabelecimento como cultivo agricola no tocante a sua forma de propagacdo. O
bambu é um vegetal de rara floracdo (AZZINI; CIARAMELLO; NAGAI, 1978), com
espécies cujo ciclo de floragdo ainda nao foi relatado (SAARELA, 2007). Em contra
partida o bambu apresenta facil propagacdo por meio de processos assexuados
como a estaquia, que é amplamente utilizada em campos de cultivo do vegetal
desde os primérdios de seu cultivo em larga escala (AZZINI; ARANHA; PI1O, 1982).
Além dos métodos de propagacao vegetativos tradicionais, ja foram estabelecidas
técnicas mais sofisticadas para propagacdo do bambu como a cultura de tecidos
vegetal (OLIVEIRA; LEMOS; REZENDE, 2012).

No Brasil, a Lei 12.484 de 8 de setembro de 2011 trata da Politica Nacional
de Incentivo ao Manejo Sustentado e ao Cultivo do Bambu, estabelece incentivos ao
desenvolvimento da cultura em nosso pais, configurando estimulo ao
desenvolvimento agricola da cultura do bambu (BRASIL, 2011). De modo que esse
tipo de medida por parte do Estado brasileiro traduz o valor que esta cultura ganhou
em todo o territorio nacional. Entretanto, apesar da preocupac¢do demonstrada pelo
Governo brasileiro em incentivar a difusdo da cultura do bambu em solos agricolas,
além da ampliacdo das areas de cultivo, e da utilizacdo do bambu em diferentes
cadeias produtivas, sdo necessarias adequacdes nas estratégias de propagacéao de
mudas de diferentes espécies desta cultura a fim de suprir a demanda instaurada. E
neste sentido, a cultura de tecidos vegetais, através da técnica de micropropagacao,

se apresenta como uma ferramenta de apoio ao cultivo do bambu em larga escala.
1.3.2 Micropropagacgéo

A cultura de tecidos vegetais, segundo Raven, Evert e Eichhorn (2010),
configura um conjunto de métodos que permite replicar in vitro um grande numero de
células vegetais sob condi¢cbes controladas, tendo atual destaque na biotecnologia
vegetal o método conhecido como micropropagagdo ou propagacao clonal. Para

Andrade (2002), a micropropagacdo € uma técnica de propagacdo vegetativa
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estabelecida in vitro que consiste na obtencdo de pequenas amostras de tecido vivo,
chamados explantes, a partir de uma matriz vegetal pré-selecionada com
caracteristicas de interesse agricola. Os referidos explantes passam por processos
de assepsia minuciosos e sdo introduzidos em meios de cultura estéreis onde estes
serdo nutridos e mantidos sob condi¢cbes controladas a fim de que valendo-se da
totipoténcia inerente as células vegetais, sejam originados novos individuos a partir
do crescimento do explante (GEORGE; HALL; KLERK, 1984). O método descrito
resulta na obtencdo de um grande numero de plantulas sadias e geneticamente
idénticas a planta da qual se obteve o explante, ou seja, clones da matriz, que,
portanto apresentam as mesmas caracteristicas agrondmicas do material a ser
propagado, sendo estes resultados obtidos em um curto periodo de tempo
(CARVALHO; VIDAL, 2003).

A micropropagacéo de vegetais dispde de um amplo mercado comercial ainda
carente de fornecedores (SPRICIGO; MOMBACH, 2008), e Alves et al. (2008)
afirmam que a cultura de tecidos vegetais tem um papel fundamental ao
desenvolvimento agricola no tocante ao fornecimento de mudas para aumento da
produtividade de cultivares para o campo, destacando ainda o valor da obtencao das
mudas de alto padrdo e geneticamente idénticas para a otimizacdo da producéo
agricola. E importante ainda que essas mudas estejam livres de contaminacg&o por
microrganismos a fim de garantir a fitossanidade das mesmas para o envio ao
campo, e de acordo com Nair e Padmavathy (2014) a presenca de microrganismos
endofiticos no cultivo vegetal in vitro se configura em uma dificuldade recorrente

para garantir a seguridade sanitaria das mudas.
1.3.2.1 Contaminag¢&o microbiana na cultura de tecidos

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, e conforme a
Lei 10.711 de 5 de agosto de 2003, as mudas produzidas para fins comerciais
(micropropagadas ou por propagacdo convencional) devem ser sanitariamente
seguras, ou seja, livre de contaminantes (BRASIL, 2003). A técnica de
micropropagacao, embora almeje a conducado de um processo que gere mudas em
meio axénico, enfrenta constantemente a ocorréncia de contaminacdo por

microrganismos.
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A contaminagéo durante a micropropagacao pode ser de origem externa, na
forma de microrganismos epifiticos ou contaminantes ambientais, caso a assepsia
do explante ndo seja executada de forma efetiva, ou interna, como € o caso dos
microrganismos que estejam compondo a microbiota interna dos tecidos vegetais,
sendo que ambos 0s casos, as contaminagfes sdo consideradas prejudiciais ao
processo propagativo (DEBERGH; READ, 1991). A maior parte dos contaminantes
sao microrganismos associados a propria planta, como € o caso dos endofiticos, o
gue torna mais dificil o seu controle, especialmente porque estes possuem uma taxa
de crescimento mais rapida do que a do explante e terminam por competir com este
pelos nutrientes do meio de cultivo, prejudicando o desenvolvimento da nova
plantula (CARVALHO; RODRIGES; SANTOS, 2012).

Embora a contaminacdo microbiana possa ocasionar perdas a producédo de
mudas micropropagadas, esta contaminacdo pode ser uma fonte para isolados
microbianos promissora. Uma vez que a limpeza externa dos explantes seja
executada por um protocolo efetivo, 0s microrganismos que venham a ser expressos
no processo de micropropagacao, considerados endofiticos, podem demonstrar
grande potencial biotecnolégico (KANTARIAN et al., 2016). Este potencial
biotecnolégico tem quebrado o paradigma do papel classicamente prejudicial
atribuido aos microrganismos endofiticos contaminantes na cultura de tecidos
vegetais (ESPOSITO-POLESI, 2011).

Dentre esses contaminantes endofiticos de mudas de bambu (Bambusa
vulgaris) micropropagado, destacam-se os fungos filamentosos, que podem chegar a
se expressar em até 99% dos explantes quando da introdu¢cdo dos mesmos in vitro,
caso nao haja adicdo de antimicrobianos aos meios de cultivo vegetal (TORRES;
HOULLOU; SOUZA, 2016).

1.3.3 Fungos Endofiticos

A categorizacado dos microrganismos endofiticos foi feita incialmente por Bary
(1866), tendo ele definido o grupo como microrganismos colonizadores de perfil
assintomatico no vegetal, conceito este foi sendo revisado e adaptado ao passo que

a literatura demonstrou relacbes mais complexas nas relacdes estabelecidas. Os
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chamados fungos endofiticos atualmente s&o aqueles que colonizam tecidos
vegetais, em especial folhas e caules, sem causar dano aparente ao vegetal
hospedeiro, sendo endossimbiontes que podem estar colonizando quaisquer tecidos
vegetais (SCHULZ; BOYLE, 2005). Esses microrganismos, originarios de
comunidades presentes no solo, estabelecem uma relacdo harménica com a planta
colonizada, obtendo abrigo e nutrientes com baixa competicdo, uma vez que nem
todos os organismos presentes no solo tem a capacidade de colonizar o vegetal
hospedeiro, sem causar patogenias ao Ultimo, podendo ainda apresentar

propriedades de interesse ao desenvolvimento da planta (AZEVEDO, 1998).

A entrada dos fungos endofiticos aos tecidos vegetais, segundo Azevedo
(1998), se da especialmente na regido das raizes a partir de lesdes oriundas da
abrasdo inerente ao crescimento radicular, podendo ainda ter sua entrada
ocasionada por lesdes resultantes da atividade de herbivoros, por estruturas de
fungos patogénicos, como os apressorios, ou mesmo por aberturas naturais, como
0s estdmatos. Em etapas reprodutivas, a microbiota endofitica pode ser transmitida
através de sementes colonizadas, ou nas estruturas utilizadas para métodos de
propagacédo vegetativa, caso 0 vegetal de origem apresente seus tecidos

colonizados.

A diferenca entre fungos endofiticos, epifiticos e patégenos ainda € uma
guestdo que se vale de limites ténues para definir as mencionadas categorizacoes,
de modo que sao considerados microrganismos epifitos aqueles que vivem na
superficie externa das plantas, e os fitopatdgenos aqueles que embora adentrem os
tecidos vegetais, podem vir a causar doencas, prejudicando o desenvolvimento da
planta que coloniza (AZEVEDO, 1998; ZINNIEL et al., 2002). Uma vez que exista
uma porta de entrada ao vegetal, a colonizacdo por fungos endofiticos € mediada
por sinalizacdo quimica, o que compde um mecanismo distintivo entre endofiticos e
patdogenos, ja que o microrganismo endofitico desencadeia um processo de
acomodacéo pelo organismo hospedeiro, ao passo que um patdogeno desencadeara
uma resposta defensiva por parte do organismo da planta (KOGEL; FRANKEN;
HUCKELHOVEN, 2006).



21

A diferenciacdo entre os diferentes grupos de microrganismos, endofiticos ou
patogénicos, segundo Azevedo (1999), é meramente didatica, uma vez que nao
existe um limite claro entre estes grupos, mas gradientes que sdo determinados
pelas condicbes do ambiente e do vegetal hospedeiro. Deste modo, um fungo
epifitico, uma vez que haja porta de entrada aos tecidos vegetais, pode coloniz-los
como endofitico, e 0 mesmo em situacdes de estresse do organismo hospedeiro
poderia eventualmente causar danos a planta tornando-se patégeno. E colocado por
Sieber (2007) que os fungos endofiticos teriam evoluido de fungos parasitas ou
patégenos por meio da extensao nos periodos de laténcia e reducéo da viruléncia, o
que deixa mais evidente a distincdo gradual de categoriza¢cdo dos fungos de carater
endofitico. Estes fungos endofiticos podem ainda apresentar atividades bioldgicas in
vitro das mais diversas, tais como: antitumoral, anti-inflamatéria, antioxidante,
antimicrobiana, bem como producdo de enzimas, entre outros produtos com
aplicacdo biotecnologica (NAIR; PADMAVATHY, 2014).

1.3.3.1 Potencial biotecnoldgico de fungos endofiticos

O emprego dos fungos endofiticos ganha cada vez maior espagco econémico
a medida que tém sido evidenciadas suas aplicacbes em diversas areas
biotecnolégicas desde agricola até industrial farmacéutica e alimentar (KUSARI;
SINGH; JAYABASKARAN, 2014). Os referidos fungos tém destague quanto as suas
potencialidades agricolas para controle biologico de fitopatogenias (SANTOS;
VARAVALLO, 2011; KUSARI et al, 2013), e podem apresentar variados
mecanismos de promocao do crescimento vegetal (KHAN et al.,, 2012; RAI et al.,
2014), com destaque para a espécie Piriformospora indica, basidiomiceto endofitico
gue coloniza diversas espécies vegetais promovendo aumento de seus crescimentos
(PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002).

Quanto aos processos e servi¢cos que os fungos endofiticos podem fornecer,
sdo destacadas as propriedades em biorremediacdo e biotransformacdo de
poluentes (AGUSTA et al.,, 2014; FESTER et al., 2014), fitorremediacéo (LI et al.,
2012), bem como a biodegradacdo do polimero poliéster poliuretano (RUSSELL et
al., 2011), e a propria decomposicao para ciclagem natural de nutrientes (SUN;
GUO; HYDE, 2011). As propriedades dos fungos endofiticos em propiciar o
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desenvolvimento dos vegetais hospedeiros podem ultrapassar 0s mecanismos
cldssicos de promocdo do crescimento vegetal, de forma indireta por meio da
ciclagem de nutrientes. E proposta por Behie, Zelisko e Bidoshka (2012) a passagem
de nitrogénio, importante macronutriente a nutricdo vegetal, obtido a partir do
parasitismo em insetos por parte de um fungo endofitico do género Metarhizium, que
€ capaz de translocar o nutriente para seu vegetal hospedeiro via micélio,
configurando uma interacéo tripartida de ciclagem de nutrientes que beneficia a

planta colonizada.

A producao de biocatalizadores e enzimas de interesse industrial e alimentar
€ um dos destaques quanto as competéncias expressas por fungos endofiticos
(SURYANARAYANAN et al., 2012), podendo ser observada a producdo de
compostos com valor biocombustivel, tais como sintese lipidica para biodiesel
(KUMAR; KAUSHIK, 2013; DEY; BANERJEE; MAITI, 2011), e hidrocarbonetos
relacionados com combustiveis que por serem produtos do metabolismo fungico
vem sendo denominados mycodiesel (STROBEL, 2014a; AHAMED; AHRING, 2011).
Neste ultimo processo a producéo de hidrocarbonetos pode ser efetuada por fungos
endofiticos até mesmo a partir de residuos agricolas (STROBEL, 2014b). E relatado
ainda um processo mais recente atribuido a fungos endofiticos de alto valor no
tocante a sintese extracelular de nanoparticulas de prata, tendo estas alta
biocompatibilidade com células saudaveis ao passo que exercem atividade citotoxica
a células cancerigenas humanas (BALAKUMARAN; RAMACHANDRAN;
KALAICHELVAN, 2015).

Outra propriedade amplamente atribuida aos fungos endofiticos € a producao
de enzimas tais como lipases, proteases, pectinases, lactases e amilases (CORREA
et al. 2014; KHARWAR et al., 2014), além de enzimas associadas a outros
processos biotecnologicos recentes, como as hemicelulases e xilanases

empregadas na producado de etanol de segunda geracéo (ROBL et al., 2013).

Dentre as enzimas de interesse industrial produzidas por fungos, destacam-se
as lipases e amilases. O interesse industrial pelas lipases, hidrolases capazes de
catalisar reacdes de substratos insolUveis em agua, degradando lipideos, é dado
pela vasta aplicacdo desta enzima em diferentes areas (ATTAR; AMINIFAR, 2014),
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tais como industrias de detergentes e medicamentos (HASAN; SHAH; HAMEED,
2006), biodiesel (PARK; SATO; KOJIMA, 2006) e efluentes (CASTRO et al., 2005).
Em confluéncia, o valor da prospeccdo por enzimas amiloliticas, hidrolases que
degradam moléculas de amido, se da também por suas aplicacbes em diferentes
segmentos industriais, como alimentar, téxtil, quimica analitica, farmacéutica e
detergentes (SOUZA; MAGALHAES, 2010; SARANRAJ; STELLA, 2013).

Os fungos endofiticos sdo uma notavel fonte para novos metabdlitos
secundarios bioativos (KAUL et al., 2012; KUSARI; HERTWECK; SPITELLER,
2012), pela producao de diversos compostos de valor anticancerigeno (CHANDRA,
2012; CHEN et al., 2014), dentre eles o Taxol® (HEINIG; SCHOLZ; JENNEWEIN,
2013; YANG et al., 2014), e mesmo tendo demonstrado atividade leishmanicida
(SANTIAGO et al., 2012) e antimalarica (CALCUL et al., 2013). E relatada atividade
biolégica por parte de diversos géneros de fungos endofiticos (ALY; DABBAB;
PROKSCH, 2013) e a inducao a apoptose de células cancerigenas por ascomicetos
endofiticos (HAZALIN et al., 2012), além da inibicdo da replicacao do virus HIV-1 por
metabdlitos secundarios de fungos endofiticos (WELLENSIEK et al., 2013).

Dentre os compostos bioativos, é notavel o estudo de produtos com atividade
antimicrobiana produzidos por fungos endofiticos (BANO et al., 2016; SUDHA et al.,
2016; SOUSA et al., 2016; WANG et al.,, 2016), de modo que a producdo de
compostos de valor farmacéutico como antibioticos por parte dos referidos fungos
cresce ao passo que diversas microbiotas endofiticas de espécies vegetais variadas
sdo estudas. Essa prospeccédo por atividade antimicrobiana a partir de produtos
metabdlicos de fungos endofiticos demonstra alto valor ao passo que resultados
promissores sdo relatados, podendo mesmo estes metabdlitos apresentarem
atividade com eficacia similar ou até mesmo superior a de compostos farmacéuticos

comerciais atualmente empregados (VAZ et al., 2012).

A aparente co-evolucdo entre fungos endofiticos com seus vegetais
hospedeiros permite que estes tenham seus metabolismos intimamente associados
com tamanha coesdo que 0s microrganismos chegam a produzir oS mesmos
compostos bioativos, ou similares, aos produtos originarios da planta hospedeira,

tais como paclitaxel, podofilotoxina, camptotecina, vinblastina, hipericina, e
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diosgenina (ZHAO et al., 2011; ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2013). E possivel ainda
verificar que fungos endofiticos de plantas medicinais j& vém sendo caracterizados
por sua atividade antimicrobiana (VIEIRA et al., 2014; SRINIVAS et al., 2015).

Azevedo (2014) propde que com base nos resultados evidenciados pela
literatura quanto aos possiveis empregos biotecnologicos dos fungos endofiticos, a
continuidade na prospeccao destes a partir de fontes de espécies vegetais variadas
e em diferentes areas geograficas para conducdo de ensaios a fim de determinar
suas competéncias potenciais deve ser incentivada no Brasil, uma vez que a
vastidao territorial, e diversidade ecoldgica do pais tendem a proporcionar achados
promissores e que ainda nao foram completamente estudados. Neste sentido, a
prospeccao de fungos endofiticos a partir de uma fonte pouco estudada como o
bambu, e em uma matriz cuja microbiota ainda ndo foi caracterizada, presente no
Nordeste brasileiro, se apresenta como uma op¢ao promissora para achados com
valor biotecnolégico.



25

CAPITULO 2

ASSEMBLEIA E DISTRIBUICAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
ENDOFITICOS CULTIVAVEIS EM TECIDOS DE BAMBU (Bambusa

vulgaris)

Resumo: Fungos endofiticos, sdo aqueles que colonizam os tecidos vegetais, sem
ocasionar patogenias e intimamente relacionados com suas plantas hospedeiras,
sendo a colonizacdo espécie-especifica. O bambu (Bambusa vulgaris) € uma cultura
de ampla utilizacdo com microbiota ndo estudada. Com objetivo de verificar a
distribuicdo de fungos endofiticos em diferentes ramificacdes de bambu, bem como
a assembleia de fungos cultivaveis presentes nestes, foram analisadas amostras de
ramos primarios e secundarios. Estas amostras foram submetidas ao processo de
micropropagacao de tecidos vegetais, sendo fragmentadas em segmentos pré-
nodais, nodais, e poés-nodais. Os fungos expressos que demonstraram ser
cultivaveis posteriormente por meios artificiais passaram por identificacdo
morfolégica e molecular com base na regido ITS dos fungos. Foram obtidos 8
isolados fungicos, sendo 4 da regido nodal, 2 da regido pré-nodal e 2 da regido pos-
nodal dos explantes de bambu. Tanto na ramificagdo primaria quanto secundaria,
foram encontrados mais fungos na regido nodal do bambu. As espécies de fungos
identificadas foram: Hypoxylon investiens, Daldinia eschsholtzii, Curvularia lunata,
Fusarium solani e Bambusicola bambusae. Os resultados permitem apreender a
existéncia de um gradiente de colonizacdo dos tecidos vegetais decrescente em
direcéo as suas porcdes mais distais com relacdo ao colmo, e a existéncia de uma
assembleia de pelo menos cinco espécies distintas de fungos filamentosos

endofiticos cultivaveis nos tecidos de B. vulgaris.

Palavras-chave: Colonizacdo; graminea; hospedeiro;  micropropagagao;

microrganismos.
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ASSEMBLY AND DISTRIBUTION OF CULTIVABLE ENDOPHYTIC
FILAMENTOUS FUNGI FROM BAMBOO (Bambusa vulgaris)

Abstract: Endophytic fungi are those that colonize plant tissues without causing
illness. These are closely related to their host plants, and present species-specific
colonization. Bamboo is a culture of widespread use and whose microbiota is still
unknown. With the aim of verify the distribution of endophytic fungi in different
branches of bamboo and the assembly of cultivable fungi present in these, samples
were collected from primary and secondary branches. These samples were
subjected to micropropagation of plant tissues process, being fragmented in pre-
nodal, nodal, and post-nodal segments. Expressed fungi that showed to be cultivable
by artificial means were submitted through morphological and molecular identification
based on the ITS region of the fungi. 8 fungal isolates were obtained, 4 from the
nodal region, 2 from the pre-nodal region and 2 from the post-nodal region of the
bamboo explants. In both the primary and secondary branches, more fungi were
found in the nodal region of bamboo. The fungus species identified were: Hypoxylon
investiens, Daldinia eschsholtzii, Curvularia lunata, Fusarium solani and Bambusicola
bambusae. The results allow noticing the existence of a gradient on the intensity of
colonization of plant tissues descending towards their distal portions from the stem,
and the existence of an assembly of at least five distinct species of cultivable

endophytic filamentous fungi in bamboo (Bambusa vulgaris) tissues.

Keywords: Colonization; grass; host; micropropagation; microorganisms.

Artigo a ser submetido a revista Annals of The Brazilian Academy of Sciences, ISSN
1678-2690.
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Introducéao

Fungos endofiticos sdo aqueles capazes de colonizar os tecidos vegetais sem
causar danos aparentes a seu hospedeiro, adentrando aos vegetais em geral por
portas ocasionadas pela abrasdo resultante do crescimento radicular, acdo de
herbivoros, ou aberturas naturais, como os estdmatos (Azevedo 1998). Os fungos
endofiticos tém sua entrada sinalizada positivamente pelo vegetal, o que se deve a
uma aparente co-evolucao destes para com seu hospedeiro, existindo especificidade
de colonizacdo. (Redko 2006). Deste modo, a diversidade de fungos endofiticos
pode ser influenciada por alguns aspectos relacionados ao local onde os
hospedeiros estdo, bem como a gama de hospedeiros a partir dos quais o
isolamento é realizado (Morakotkarn et al. 2007). Assim a prospec¢ao de
microrganismos pode demonstrar novas composi¢cdes da microbiota de bambu
dependendo da localizacdo da matriz coletada e de sua prépria interagdo com o
ambiente em que se encontra.

O bambu é uma graminea considerada matéria prima de rapida reposicao, ao
passo que agrega um carater ecologicamente amigavel aos produtos que a
incorporam (Almeida 2016). A fim de suprir tal demanda, diversas técnicas tém sido
implementadas para obtencdo de mudas de bambu, podendo ser destacada a
cultura de tecidos vegetal através da micropropagacdo, que gera mudas de alto
rendimento agricola livres de contaminantes (Oliveira et al. 2012). Neste sentido, a
ocorréncia de microrganismos endofiticos pode se apresentar como um entrave ao
processo de micropropagacao, e, portanto aspectos acerca do comportamento da
distribuicdo destes organismos nos tecidos podem permitir a otimizacdo do processo
de escolha das ramificacdes a serem cultivadas in vitro.

Pouco se sabe, em geral, sobre o papel da comunidade endofitica e a
caracterizacao desta, e apesar do histérico cultivo do bambu, a microbiota endofitica
deste vegetal e suas potencialidades permanecem um tema ainda pouco explorado.
Portanto, o estudo da comunidade fangica endofitica do bambu, bem como sua
distribuicdo ao longo de seus tecidos ainda requer estudos elucidativos que gerem
caracterizacOes da colonizacdo deste vegetal, bem como novos isolados fungicos
com valor biotecnoldgico ainda ndo estudado. Deste modo, o presente trabalho teve

por objetivo verificar a distribuicdo de fungos filamentosos endofiticos nos tecidos do
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bambu e identificar a assembleia de fungos cultivaveis isolados a partir do referido

vegetal.
Material e Métodos

Foram coletadas amostras de bambu (Bambusa vulgaris Schrad) a partir de
uma matriz pré-selecionada pelo Laboratorio de Pesquisas Aplicadas a Biofabrica
(LAPAB) do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE) para
micropropagagéao. A coleta foi feita durante o0 més de margo de 2015, durante uma
semana na qual ndo foi registrada a ocorréncia de chuvas no local onde esta
alocada a matriz (Latitude 8°32°26,16” Sul, Longitude 34°58°27,56” Oeste),
Municipio de Recife - Pernambuco. A matriz consiste em uma touceira de bambu
com vigor vegetativo visivel, que ndo apresenta indicios visuais ou sintomas de
perturbacdes ao desenvolvimento saudavel do vegetal, tais como presenca de
patdgenos, deficiéncia nutricional e estresse hidrico. Foram coletados ramos
primarios, com diametro médio de 3 a 4 mm, cujas brotac6es foram descartadas, e
ramos secundarios nas mesmas dimensoées, ainda ndo apresentando brotamento de
suas gemas, de modo que apenas um segmento de cada ramo, o quinto mais distal,

foi utilizado para o processo de introducéo in vitro.

e Introducdo do bambu in vitro

A limpeza das amostras foi estabelecida em dois processos, de modo que estas
foram desinfestadas mediante lavagem em agua destilada com bucha e detergente
comercial, e foram secadas com papel absorvente estéril. Em seguida, as amostras
foram submetidas a desinfeccdo conforme protocolo adaptado de Araugjo et al.
(2002) sendo submergidas em etanol a 70% (v/v) por 1 minuto, seguido de trés
lavagens em agua destilada estéril. Em seguida, as amostras foram imersas em
hipoclorito de sodio a 2% (v/v), por 4 minutos, seguidos por trés lavagens em agua
destilada estéril; banho de ultrassom 55 kHz, por 10 minutos, seguidos por trés
lavagens com agua destilada estéril; etanol a 70% (v/v) por 30 segundos, seguidos
trés lavagens finais com agua destilada estéril.

O controle do processo de limpeza do material foi realizado mediante
inoculacdo em triplicata de aliquotas de 1,0 mL da ultima agua de lavagem das
amostras em tubos contendo 10 mL de Caldo Nutriente HIMEDIA®, Caldo Infuséo



29

de Cérebro e Coracao (BHI) HIMEDIA®, e Caldo Sabouraud HIMEDIA®, que foram
incubados a 32 °C, por 15 dias, sob agitacédo de 150 rpm. A auséncia de turvacao
nos meios inoculados para controle foi considerada como validagdo positiva quanto

a eficiéncia do processo de limpeza.
e |solamento dos microrganismos expressos in vitro

Para o isolamento, os ramos de bambu, com auxilio de tesoura de poda
triplamente flambada, foram fragmentados em segmentos pré-nodais, nodais e pés-
nodais, sendo a delimitacdo do inicio dos segmentos pré-nodais coincidente com o
término da porgcdo pés-nodal anterior, e os segmentos nodais delimitados por dois
centimetros anterior e posteriormente aos nés. Os fragmentos dos segmentos
nodais foram introduzidos em triplicata em tubos de cultivo contendo 10 mL de meios
de cultura proprios para cultivo de microrganismos, a saber, Agar Nutriente (AN),
Agar BHI, e BDA, em estado de consisténcia semissolido (5,0 g.L™ de agar).

Os tubos contendo os fragmentos dos segmentos nodais introduzidos foram
incubados em B.O.D. a 32 °C por 15 dias, ao longo dos quais 0s microrganismos
gue se expressaram foram isolados e purificados (por esgotamento, no caso das
bactérias, e fragmentacdo de micélio no caso dos fungos), nos respectivos meios de
cultura solidos onde foram originalmente obtidos. Foi catalogada e avaliada a
manifestacdo aparente de fungos filamentosos e bactérias (quando presentes)
fenotipicamente distintos em cada repeticdo para estudo da disposicdo destes ao
longo dos segmentos vegetais. Todos os isolados receberam codificacdo e os que
se mantiveram ativos in vitro foram preservados para posteriores estudos conforme
protocolos descritos por Sola et al. (2012) e Bueno et al. (2006) em 6leo mineral,
além de criogenia em glicerol a 15% (v/v) no caso das bactérias, e discos de micélio
em agua destilada estéril no caso dos fungos filamentosos.

Os isolados bacterianos obtidos foram mantidos em preservagcdo para
posterior identificacdo e testes para potencial biotecnoldgico, ao passo que 0s
isolados fungicos, objeto de estudo do presente trabalho, foram mantidos ativos para
prosseguimento da identificacdo e disponibilizacdo posterior em ensaios de

caracterizagao.
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e Identificacdo dos fungos filamentosos endofiticos isolados

A identificacdo dos fungos por taxonomia foi conduzida através da avaliacao
de caracteristicas macroscopicas e microscépicas das culturas dos isolados. Para
avaliacdo das caracteristicas macroscopicas, foram estabelecidas culturas dos
isolados em meio de cultura BDA incubados por seis dias a 32°C, sendo que a
avaliacdo das caracteristicas macroscopicas foi feita a olho nu com iluminacéo
branca. Se tratando na avaliacdo de caracteristicas microscoépicas, foi estabelecido
microcultivo dos isolados, a fim de gerar rebordos das col6nias que foram corados
com azul de algoddo (1g.L™ em &cido lactico 88%) entre lamina e laminula para
visualizacdo em microscopia Optica.

Para extracdo de DNA e identificacdo molecular dos fungos, foram
estabelecidos crescimentos liquidos de cada cultura em Caldo Sabouraud
HIMEDIA®. As culturas liquidas foram obtidas mediante incubacéo em estufa B.O.D.
a 32 °C por sete dias, e entdo foram filtradas a vacuo em papel de filtro estéril. Para
extracdo de DNA gendmico das amostras de microrganismos foi utilizado o kit de
extragdo Qiagen® DNA Gendmico. Os DNAs extraidos foram corados com Blue
Green Loading Dye | (LGC Biotecnologia), separados em gel de Agarose (Avati -
Biometrix) a 1% em tampado TBE 1 X, eluidos durante 30 minutos a 100 V. Os géis
visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacéo
de gel L-PIX HE (Loccus Biotecnologia). Foram selecionadas as melhores amostras
quanto a integridade e quantidade do DNA extraido.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada em um volume final
de 25 pL contendo 2,0 yL de DNA (20 ng), 0,1 puL de cada iniciador 10 pmol-1
(Eurofins Genomics), 2,5 yL de tampao de PCR 5X (Ludwig Biotec), 2,5 pL de
MgCI2 25 mM (Ludwig Biotec), 0,5 uL de dNTP 10 mM (Ludwig Biotec), 0,25 pL de
Tag DNA polimerase 5U (Ludwig Biotec) e o volume final completado com agua Milli-
Q® ultrapura estéril. Foram utilizados os iniciadores ITS1 (5" - TCC GTA GGT GAA
CCT GCG G - 3) e ITS4 (5 - TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3’) para
amplificacédo da regiao ITS do rDNA, conforme proposto por White et al. (1990). As
reacoes de PCR foram estabelecidas em termociclador automatico (Amplitherm™).
O programa foi constituido de uma desnaturacéo inicial a 95° C por 2 min, seguido

por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 95° C, 1 minuto de anelamento a 55° C



31

e 1 minuto e 30 segundos de extensao a 72° C, e uma extenséo final por 10 minutos
a 72 °C. Os produtos de PCR foram corados com Blue Green Loading Dye | (LGC
Biotecnologia) e analisados por eletroforese em gel de Agarose (Avati - Biometrix)
2%, em tampao TBE 1 X, eluidos durante 45 minutos a 100 V. Os géis foram
visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacgao
de gel L-PIX HE (Loccus Biotecnologia), sendo consideradas como amostras aptas
ao envio para sequenciamento aquelas que apresentaram bandas bem definidas
com peso molecular entre 600 e 650 pb quando comparados ao marcador Ladder
100bp (EasyGen) . A purificagdo dos produtos de amplificacéo foi conduzida através
do kit comercial GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit — GE Healthcare Life
Sciences™ e quantificadas para sequenciamento mediante uso do kit comercial
Qubit® dsDNA HS Assay Kit - Invitrogen™.

As sequéncias de DNA foram obtidas mediante envio das amostras
amplificadas & empresa Ludwig Biotec (Brasil), e foram analisadas para busca de
identidade utilizando-se o programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool -
versdao 2.215 do BLAST 2.0), disponivel no portal do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) desenvolvido pelo National Center For
Biothecnology  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). = Como  referéncia  para
identificagdo dos isolados foram tomados como satisfatorios alinhamentos que
apresentaram similaridade maior que 97% com a espécie indicada no GenBank®,
além de serem utilizados os dados morfolégicos como complementares para

indicacao das espécies.

Resultados e discussao

Foram expressos 48 isolados bacterianos e 27 isolados de fungos
filamentosos fenotipicamente distintos como endofiticos de bambu. O crescimento
fungico ocorreu tanto por meio de projecdes de hifas nas por¢cdes terminais expostas
dos explantes, sem contato com o meio de cultura, o que sugere que o explante foi
consumido pelo fungo como substrato quando submetido ao estresse da introducao
in vitro, como em crescimentos ao longo da parte exposta dos meios de cultura nos
quais os explantes foram introduzidos, sendo este ultimo comportamento observavel

apenas no meio de cultura BDA. E possivel destacar que em geral, conforme
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esperado, mediante o proposto por Tortora et al. (2012), foram expressos mais
isolados bacterianos em meios ricos em fontes nitrogenadas, 19 bactérias frente a 8
fungos em meio BHI, e 17 bactérias frente a 4 fungos em AN, ao passo que 0 meio
que apresentava maior quantidade de fonte de carbono BDA expressou mais
isolados fungicos, onde foram notadas 12 bactérias frente a 15 fungos em meio BDA
(Figura 1).

Segundo Liese e Tang (2015), os internddios da espécie Bambusa vulgaris
sdo compartimentos ocos com paredes fibrosas compostas por células dispostas
longitudinalmente, ao passo que 0s nds se configuram em estruturas macicas. Essa
caracteristica pode ser o principal fator para o comportamento observado de uma
menor colonizacdo aparente por parte dos fungos filamentosos nos tecidos dos
fragmentos pré-nodais e pds-nodais, que apresentaram, respectivamente, um total
de oito e sete isolados expressos (Figura 2), uma vez que estes sdo fragmentos
0C0S Nnos quais 0s microrganismos endofiticos teriam menos tecidos disponiveis para
colonizacdo, ao passo que nos segmentos nodais, que apresentaram um total de 12
isolados expressos, a composicdo macica do tecido permitiria maior espaco para
colonizag&o pelos microrganismos diversos.

Ainda neste sentido, os segmentos nodais aparentemente se comportam
ainda como barreiras naturais a distribuicao dos endofiticos no sentido do colmo em
direcdo aos pontos mais distais ao longo dos entrends, uma vez que para a maioria
dos segmentos analisados, a regido pré-nodal, com cinco isolados oriundos de
ramificacdo primaria e trés de secundaria, apresentou expressdao de mais fungos
filamentosos no total em detrimento das regides pds-nodais, que embora tenha
apresentado seis isolados provenientes de ramificacbes primarias, apenas
apresentou um isolado a partir das ramificagdes secundarias.

Quanto a proximidade do ramo de origem dos isolados com relagéo ao colmo,
existe um gradiente crescente dos ramos mais distais, secundarios, em diregdo ao
colmo, primarios. Deste modo, é notavel que os ramos secundarios, a partir dos
guais foram expressos nove isolados no total, apresentaram menos isolados
fenotipicamente distintos ao longo de seus segmentos do que 0S ramos primarios,

gue apresentaram 18 isolados no total.
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Segundo Azevedo (2000), a principal porta de entrada para microrganismos
endofiticos esta nas raizes, e, portanto o tecido radicular estaria em especial mais
intensamente colonizado, ao passo que em por¢cdes mais distantes destes tecidos
ha um decréscimo na intensidade da colonizacdo devido a lenta mobilidade dos
microrganismos ao longo dos tecidos. Deste modo, o decréscimo na quantidade de
isolados apresentados nos ramos mais distais € justificado por sua distancia relativa
com relacdo ao colmo e, por conseguinte, as raizes, comportamento que também foi
observado por Wearn et al. (2012). Uma circunstancia similar ja foi observada em
outras espécies de bambu (Phyllostachy spp.) que apresentam a caracteristica
similar de Bambusa vulgaris de ser uma planta alta, onde os nos apresentaram uma
maior quantidade de isolados que internddios e folhas, mas, por outro lado, em Sasa
spp. as folhas apresentaram mais isolados do que 0s nos e o0s internddios,
apresentando estes dois ultimos um numero similar de isolados (Morakotkarn et al.
2007). E importante ressaltar que o bambu Sasa spp. apresenta plantas geralmente
mais baixas do que B. vulgaris, com folhas frequentemente préximas ao solo, que é
a principal fonte de microrganismos para colonizar tecidos vegetais e assim a
colonizacdo observada preferencialmente nas folhas pode ser um reflexo da
proximidade entre as folhas e o reservatério fundamental de microrganismos,
capazes de estabelecer a colonizacdo de tecidos vegetais, observando que as
folhas apresentam aberturas naturais a colonizacéo através dos estbmatos (Azevedo
1998).

De acordo com Zhang et al. (2006) existe uma aparente co-evolucdo dos
fungos com sua espécie hospedeira, onde os fungos tém se adaptado ao
microambiente configurado pelos tecidos vegetais, e neste sentido o comportamento
de alguns possiveis isolados de ndo crescer em meios de cultura sintéticos, proprios
para fungos, pode se dever ao fato de que durante o isolamento in vitro as
condicbes de crescimento estabelecidas na condicdo endofitica dos fungos
expressos nado podem ser reproduzidas artificialmente de forma efetiva. Mesmo
dentre os isolados obtidos, que eram cultivaveis in vitro, foi possivel observar
pequenas alteracbes fenotipicas no tocante a aspectos como a coloracédo do verso
das col6nias quando comparados os estagios de manifestacdo do fungo mediante

introdugédo do explante de bambu frente aos repiques de manutencédo destes
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isolados. Estas alteracbes nos fungos filamentosos estdo relacionadas com a
plasticidade destes microrganismos (Slepecky e Starmer 2009) e indicam que
efetivamente a recuperacdo destes fungos a partir dos tecidos vegetais para o
cultivo in vitro € uma alteracéo consideravel de microhabitat & qual o fungo é sujeito.

Apenas os fungos cujo crescimento se deu a partir da expansdo no meio de
cultura foram possiveis de serem isolados e mantidos por repiques no cultivo in vitro.
Estes fungos cultivaveis receberam cdédigos para catalogacdo e seguiram para
identificacdo. Para todos os meios de cultura utilizados na introducdo dos explantes
(BHI, AN e BDA) foram obtidos isolados fungicos. Entretanto, apenas isolados
oriundos do meio de cultura BDA demonstraram-se cultivaveis, sendo observado
gue quando do isolamento dos fungos endofiticos do bambu em ambiente artificial
de cultivo com mais elevadas fontes de nitrogénio do qué de carbono, estes tendem
a crescer nos proprios tecidos do bambu, em detrimento do meio de cultura, de
modo que é possivel que estes fungos consumam o carbono presente no proprio
explante.

Para Ekanayake et al. (2012) as relacfes estabelecidas entre microrganismos
endofiticos para com seus hospedeiros sdo complexas, de modo que a colonizacéo
de diferentes espécimes vegetais se configura num estudo dificilmente estimavel em
termos de diversidade, por estar sob influéncia de variaveis ainda pouco elucidadas
no tocante a interacdo entres os genétipos das partes envolvidas.

No tocante a distribuicdo dos fungos filamentosos endofiticos cultivaveis, é
possivel notar que existe uma aparente preferéncia por parte dos fungos endofiticos
na colonizagéo dos tecidos do n6 do bambu, de onde foram obtidos quatro isolados,
com relacdo aos segmentos pré-nodais e poés-nodais, cada segmento com dois
isolados (Tabela 1). Essa tendéncia se evidencia na analise do nimero de isolados
obtidos a partir dos segmentos nodais, tanto em ramos primarios, de onde foram
oriundos dois isolados, como secundarios, a partir do qual foram obtidos outros dois
isolados, com relacdo aos demais segmentos.

Quanto a identificacdo dos fungos filamentosos, cinco dos oito isolados néao
formaram estruturas de reproducédo em meio de cultura, impedindo a identificacéo
morfologica classica, sendo, portanto, considerados Mycelia sterilia (Tabela 2). Este

comportamento demonstrado por microrganismos endofiticos, segundo Hyde e
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Soytong (2008), é frequente e pode ser contornado pelo uso de ferramentas
moleculares, entretanto € colocado por Ko et al. (2011) que o uso da identificacdo
por biologia molecular de fungos endofiticos como ferramenta exclusiva pode
ocasionar identificacbes equivocadas. No entanto, Slepecky e Starmer (2009)
colocam que diversos fatores podem alterar as caracteristicas fenotipicas de fungos
filamentosos, tais como a fonte de carbono utilizada para cultivo, a idade da colonia,
a temperatura de incubacao, o tipo de substrato de cultivo e até mesmo o ciclo de
luminosidade ao qual as coldnias sdo expostas, 0 que os autores chamam de
plasticidade fenotipica.

Diante do exposto, para o presente trabalho, as caracteristicas macroscopicas
das coldnias bem como a identidade obtida por biologia molecular foram levadas em
conta para identificacdo dos isolados, deixando a ressalva de que aos isolados que
nao apresentaram estruturas reprodutivas quando da microscopia, a identificacao foi
feita de forma indicativa. Dentre o0s isolados que apresentaram estruturas
reprodutivas, foram identificados dois isolados pertencentes ao género Curvularia,
que apresentaram estruturas reprodutivas tipicas como presenca de conidioforos
sem ramificacdo e contendo conidios apresentando trés septos, sendo estes
levemente curvos, e um pertencente ao género Fusarium, marcado pela presenca de
clamidosporo e conidio fusiformes.

Quanto a identificacdo molecular dos isolados, os dados obtidos no
GenBank® e analisados a luz das caracteristicas morfologicas previamente
registradas, permitiram a identificacdo de cinco diferentes espécies de fungos entre
0s oito isolados avaliados. As espécies Hypoxylon investiens, Daldinia eschsholtzii,
ambas representantes da familia Xylariaceae (Ascomycota), previamente descritas
como endofiticas colonizando colmos e troncos, respectivamente, dos vegetais
arboreos Litsea akoensis e Fraxinus sp. (Chang et al. 2014, Khalil et al. 2015), sendo
a espécie D. eschsholtzii, descrita como colonizadora de internddios de outra
espécie de bambu, Dendrocalamus hamiltonii (Bengyella et al. 2015). Dois isolados
foram indicados como pertencentes a espécie Curvularia lunata, espécie da familia
Pleosporaceae (Ascomycota), também relatada como colonizadora de colmos de
bambus dos géneros Bambusa e Dendrocalamus (Hyde et al. 2002). Um dos

isolados foi indicado pertencente a espécie Fusarium solani, fungo fitopatogénico
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pertencente a familia Nectriaceae (Ascomycota), previamente relatado como
colonizador de tecidos de bambu da espécie Dracaena sanderiana (Abedi-Tizaki et
al. 2016), e outro isolado foi indicado como Bambusicola bambusae, pertencente a
familia Bambusicolaceae (Ascomycota), um fungo tipicamente descrito como
originario do bambu Bambusa sp. (Dai et al. 2012).

Dois isolados ndo se demonstraram possiveis de serem identificados, sendo
um indicado a um isolado fungico ndo descrito e outro a um isolado da classe
Dothideomiceto (Ascomycota) também nédo descrito. Esta situacéo de sequéncias de
fungos endofiticos que apresentam homologia com sequéncias ndo identificadas é
um fendmeno previamente reportado por outros autores em estudos sobre os
referidos microrganismos com uso do GenBank (Casella et al. 2013). De acordo com
Nilsson et al. (2006) a frequéncia com que sequéncias da regido ITS sé&o
depositadas no GenBank sem a descricdo taxondmica minima € uma tendéncia que
tem dificultado o uso da base de dados para identificacdo, a medida que a mesma €
alimentada com sequéncias que ndo estdo devidamente identificadas, e néo
permitem portanto o uso das mesmas como indicacdo atravées do BLAST. Ainda
neste sentido, Hibbett et al. (2011) destaca que as sequéncias ITS depositadas no
GenBank oriundas de fungos, especialmente com origem ambiental, por vezes ainda
nao oferecem suporte que viabilize a identificacdo destes apenas através da base de
dados.

Segundo Land et al. (2015), o estudo das populacdes microbianas ainda se
da de forma muito restrita devido as principais técnicas de avaliacdo ainda estarem
ligadas a procedimentos de isolamento para posterior identificacdo de microbiotas, e
de boa parte dos isolados ndo serem cultivaveis ou apresentarem dificil cultivo in
vitro. Neste sentido, a abordagem metagen6mica pode ser uma alternativa valida
para levantamento das assembleias endofiticas totais de diferentes vegetais,
sequenciando direto de todo o DNA presente em um ambiente, ou neste caso,
tomando o vegetal como um microambiente, o que permitirhd avaliar a assembleia

endofitica deste em sua totalidade.
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Conclusdes

Diferentes aspectos acerca da colonizagdo por fungos endofiticos do bambu
foram elucidados. Foi notado um gradiente crescente de colonizagdo por fungos em
tecidos mais préximos ao colmo e ficou demonstrada a dificuldade do crescimento e
desenvolvimento deste fungos em meio de cultura. Foi caracterizada uma
assembleia de cinco espécies diferentes de fungos endofiticos cultivaveis a partir

dos tecidos do bambu (Bambusa vulgaris).
Agradecimentos

Ao Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste pelos recursos
estruturais, materiais e financeiros que viabilizaram esta pesquisa, e aos
colaboradores que contribuiram com a realizacdo do presente trabalho, em especial
a taxonomista Flavia Coutinho pelo suporte dado a identificacdo por microscopia dos

fungos.
Referéncias

Abedi-Tizaki M, Zafari D, Sadeghi J. 2016. First report of Fusarium solani causing
stem rot of Dracaena in Iran. J Plant Prot Res 56: 100-103.

Almeida J. 2016. Potencialidades do bambu. Sustentabilidade em Debate 7: 178-
195.

Araujo LW, Lima AOS, Azevedo JL, Marconi J, Sobral JK, Lacava PT. 2002. Manual:
isolamento de microrganismos endofiticos. Piracicaba: CalQ, 86p.

Azevedo JL, Maccheroni Jr W, Pereira JO, Aradjo WL. 2000. Endophytic
microorganisms: a review on insect control and recent advances on tropical plants.
Electron J Biotechnol 3: 15-16.

Azevedo JL. 1998. Microrganismos endofiticos. In: MELO IS, AZAVEDO JL.
(Coords) Ecologia microbiana. Jaguariina: EMBRAPA, p. 117-137.

Bengyella L, Waikhom SD, Talukdar NC, Roy P. 2015. Black List of Unreported
Pathogenic Bambusicolous Fungi Limiting the Production of Edible Bamboo. J Plant
Pathol Microbiol 6: 1.

Bueno CJ, Ambrosio MMQ, Souza NL. 2006.Preservacao de fungos fitopatogénicos
habitantes do solo. Summa Phytopathol 32: 42-50.



38

Casella TM, Eparvier V, Mandavid H, Bendelac A, Odonne G, Dayan L, Dublais C,
Espindola, LS, Stien D. 2013. Antimicrobial and cytotoxic secondary metabolites from
tropical leaf endophytes: isolation of antibacterial agent pyrrocidine C from Lewia
infectoria SNB-GTC2402. Phytochemistry, 96: 370-377.

Chang CW, Chang HS, Cheng MJ, Liu TW, Hsieh SY, Yuan G F, Chen IS. 2014.
Inhibitory Effects of Constituents of an Endophytic Fungus Hypoxylon investiens on
Nitric Oxide and Interleukin-6 Production in RAW264. 7 Macrophages. Chem
Biodivers 11: 949-961.

Dai D, Bhat DJ, Liu J, Chukeatirote E, Zhao R, Hyde KD. 2012. Bambusicola, a new
genus from bamboo with asexual and sexual morphs. Cryptogam Mycol 33(3), 363-
379.

Ekanayake PN, Hand ML, Spangenberg GC, Forster J W, Guthridge KM. 2012.
Genetic diversity and host specificity of fungal endophyte taxa in fescue pasture
grasses. Crop Sci 52: 2243-2252.

Hibbett DS, Ohman A, Glotzer D, Nuhn M, Kirk P, Nilsson RH. 2011. Progress in
molecular and morphological taxon discovery in Fungi and options for formal
classification of environmental sequences. Fungal Biol Rev 25: 38-47.

Hyde KD, Soytong K. 2008. The fungal endophyte dilemma. Fungal Divers 33: 2.
Hyde KD, Ho WH, Mckenzie EHC, Dalisay T. 2002. Saprobic fungi on bamboo
culms. Fungal Divers 7: 35-48.

Khalil AM, Lee HM, Sharples GP, Sihanonth P, Suwannasai N, Sangvichien E,
Whalley MA, Whalley AJ. 2015. Daldinia: The nature of its concentric zones.
Mycoscience 56: 542-548.

Ko TWK, Stephenson SL, Bahkali AH, Hyde KD. 2011. From morphology to
molecular biology: can we use sequence data to identify fungal endophytes?. Fungal
Divers 50: 113-120.

Land M, Hauser L, Jun SR, Nookaew I, Leuze MR, Ahn TH, Karpinets T, Lund O,
Kora G, Wassenaar T, Poudel S, Ussery DW. 2015. Insights from 20 years of
bacterial genome sequencing. Funct Integr Genomics 15: 141-161.

Liese W, Tang TKH. 2015. Properties of the bamboo culm. In LIESE W, KOHL M.
(Eds.) Tropical forestry, bamboo: the plant and its uses. Switzerland: Springer
International Publishing. p. 227-256.



39

Morakotkarn D, Kawasaki H, Seki T. 2007. Molecular diversity of bamboo-associated
fungi isolated from Japan. FEMS Microbiol Lett 266: 10-19.

Nilsson RH, Ryberg M, Kristiansson E, Abarenkov K, Larsson KH, Kéljalg U. 2006.
Taxonomic reliability of DNA sequences in public sequence databases: a fungal
perspective. PLoS One 1: e59.

Oliveira JF, Lemos EEP, Rezende LP. 2012. Desenvolvimento de métodos de
micropropagagéo para produgdo de mudas de bambu - Bambusa nutans G.C. Wall
ex Munro. Ciéncias Agricolas 10: 25-29.

Redko F, Clavin M, Weber D, Anke T, Martino V. 2006. Search for active metabolites
of Erythrina crista-galli and its endophyte Phomopsis sp. Mol Med Chem 10: 24-26.
Slepecky RA, Starmer WT. 2009. Phenotypic plasticity in fungi: a review with
observations on Aureobasidium pullulans. Mycologia 101: 823-832.

Sola MC, Oliveira AP, Feistel JC, Rezende CSM. 2012. Manutencdo de
Microrganismos: Conservacao e Viabilidade. Enciclopédia Biosfera 8: 1398-1418.
Tortora GJ, Funke BR, Case AL. 2006. Microbiologia. 82 Ed. Porto Alegre: Artmed,
934 p.

Wearn JA, Sutton BC, Morley NJ, Gange AC. 2012. Species and organ specificity of
fungal endophytes in herbaceous grassland plants. J Ecol 100: 1085-1092.

White TJ, Bruns T, Lee SJWT, Taylor JW. 1990. Amplification and direct sequencing
of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. PCR protocols: a guide to methods
and applications 18: 315-322.

Zhang HW, Song YC, Tan RX. 2006. Biology and chemistry of endophytes. Nat Prod
Rep 23: 753-771.



Figuras e Tabelas

40

20

14 -
12 -
10 A

Numero de isolados expressos

o N b OO
1

M Bacteria

™ Fungo

BHI NA BDA

Meio de cultura avaliado

Figura 1. Expresséo de microrganismos endofiticos por meio de cultura avaliado.

8
7
(%]
g
g °
g 5 -
Q
3
o 4 1
k]
2 3 1
[}
T 2 -
o
o
£ 11
=
Z 0 -

M Pré-nodal

= Nodal

B Pds-nodal

Primaria Secundaria

Ramificagdo avaliada

Figura 2. Expressao de fungos filamentosos endofiticos por segmento e ramificacéo

avaliados.



41

Tabela 1. Distribuicdo dos isolados de fungos filamentosos cultivAveis obtidos ao
longo das ramificagOes e segmentos do bambu avaliados.

Identificacéo

Codigo

Ramificacdo Segmento
CTNFBOla Primaria Pds-nodal
CTNFBO1b Primaria Pds-nodal
CTNFB02 Secundaria Nodal
CTNFBO03 Primaria Nodal
CTNFB04 Primaria Pré-nodal
CTNFBO5 Secundaria Nodal
CTNFBO06 Secundaria Pré-nodal
CTNFBO7 Primaria Nodal

Tabela 2. Identificacdo através da morfologia macro e microscépica, e através do
sequenciamento do fragmento ITS dos isolados de fungos filamentosos cultivaveis
obtidos.

Identificacao

Codigo

Morfologia rDNA (ITS)
CTNFBOla Mycelia sterilia Hypoxylon investiens
CTNFBO1b Mycelia sterilia Daldinia eschsholtzii
CTNFBO02 Curvularia sp. Curvularia lunata
CTNFBO03 Curvularia sp. Curvularia lunata
CTNFB04 Mycelia sterilia Isolado fungico ndo descrito
CTNFBO05 Fusarium sp. Fusarium solani
CTNFBO06 Mycelia sterilia Bambusicola bambusae

CTNEBO7 Mycelia sterilia Dothideomycetes




42

CAPITULO 3

PERFIL ENZIMATICO E ANTIMICROBIANO DE FUNGOS
FILAMENTOSOS ENDOFITICOS DO BAMBU (Bambusa vulgaris)

Resumo: O bambu é uma graminea cuja cultura foi apontada como potencialmente
interessante para a agricultura no Brasil. Pouco se sabe sobre as relacdes entre o
bambu com sua microflora natural, endofitica, que pode apresentar propriedades
metabdlicas de interesse para aplicagdo em processos biotecnolégicos de valor
econdbmico. Este estudo objetivou a prospeccao de fungos endofiticos filamentosos
de bambu com potencial competéncia para a producdo de enzimas de interesse
biotecnolégico, bem como para isolados que produzem metabdlitos com atividade
antibiética. Foram realizados testes para producdo de amilase e lipase e teste de
atividade antimicrobiana. Para producdo de enzimas, o isolado fangico mais
promissor foi CTNFB0O6 (Bambusicola bambusae), com producdo de ambas as
enzimas avaliadas. Para atividade antimicrobiana contra E. coli, os isolados
CTNFB02 e CTNFB03, ambos de Curvularia lunata, foram os mais promissores
apresentando concentracdes inibitérias de 125 pL.mL™>. Para atividade contra S.
aureus, os melhores resultados foram os dos isolados CTNFB04 (nao identificado),
CTNFBO5 (Fusarium solani) e CTNFB06 (B. bambusae) com concentracdo 7,8
uL.mL™. O Deuteromiceto ndo identificado CTNFBO7 apresentou a melhor atividade
contra cepa MRSA, na concentracéo de 15,6 pL.mL™. Deste modo, foi demonstrado
o potencial biotecnologico dos fungos filamentosos endofiticos de bambu para
producdo de enzimas e atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Amilase, antibiético, Bambusa vulgaris, lipase.



43

Enzymatic and antimicrobial profile of endophytic filamentous

fungi from bamboo (Bambusa vulgaris)

Abstract: Bamboo is a grass whose culture has recently gained agricultural interest
in Brazil. Little is known about the relations between the bamboo with its natural
microflora, endophytic, which may present metabolic properties of interest for
application in biotechnological processes with economic value. This study aimed the
prospection of bamboo filamentous endophytic fungi with potential competence for
the production of enzymes with biotecnological interest, as well as isolates that
produce metabolites with antibiotic activity. Tests were performed for amylase and
lipase production and antimicrobial activity testing. In concern to the production of
enzymes, the most promising fungal isolate was CTNFB06 (Bambusicola
bambusae), with production of both enzymes evaluated. For antimicrobial activity
against E. coli, the CTNFB02 and CTNFBO3 isolates, both from Curvularia lunata,
were the most promising with inhibitory concentrations of 125 pyL.mL™. For activity
against S. aureus, the best results were the isolates CTNFB04 (unidentified),
CTNFBO5 (Fusarium solani) and CTNFB06 (B. bambusae) with concentration 7.8
uL.mL™. The unidentified Deuteromycete CTNFB07 showed the best activity against
strain MRSA, at the concentration of 15.6 pL.mL™. In this way, the biotechnological
potential of bamboo endophytic flamentous fungi for the production of enzymes and
antimicrobial activity was demonstrated.

Keywords: Amylase, antibiotic, Bambusa vulgaris, lipase.

Artigo a ser submetido a revista Acta Amazonica, ISSN 1809-4392
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Introducéo

O bambu é uma graminea amplamente utilizada pela sociedade humana desde a
construcdo e movelaria, até a alimentacdo (Pereira e Beraldo 2007), tendo
recentemente ganho interesse por parte do governo brasileiro no tocante a
implementacéo de sua cultura & matriz agricola do Brasil através da Lei 12.484 de 8
de setembro de 2011 que trata da Politica Nacional de Incentivo ao Manejo
Sustentado e ao Cultivo do Bambu. Este vegetal embora conhecido e cultivado h&
muito tempo em todo o planeta, ainda foi pouco estudado e explorado quanto as
potencialidades biotecnologicas de sua comunidade microbiana endofitica e as
complexas relagoes estabelecidas por esta comunidade com seu hospedeiro.

Os fungos endofiticos sdo aqueles capazes de colonizar os tecidos de um
vegetal hospedeiro sem causar danos aparentes aos tecidos colonizados, e
apresentando comunidades com diferentes composi¢cdes especificas em diferentes
vegetais hospedeiros (Schulz e Boyle 2005). No processo de colonizacdo endofitica
0s organismos envolvidos nessa relacdo simbiontica tendem a interagir
metabolicamente, e neste sentido os microrganismos endofiticos tém demonstrado
propriedades de interesse para além do ecolégico, mas comercial, desde a
promocao do crescimento do vegetal hospedeiro até a producao de compostos com
alto valor biotecnoldgico (Suryanarayanan et al. 2012; Kusari et al. 2014).

Fungos endofiticos podem apresentar a capacidade de produzir e excretar em
fermentacdes liquidas compostos com acdo antimicrobiana variada, dentre esses
compostos é possivel citar achados bioativos com atividade igual ou até mesmo
superior a de drogas comercializadas atualmente e amplamente empregadas no
tratamento de infecgbes bacterianas (Vaz et al. 2012). Além da abordagem no
sentido da prospeccdo de compostos com valor farmacolégico que os fungos
endofiticos podem apresentar, a propriedade destes fungos de produzir diversas
enzimas com valor industrial € frequentemente atribuida a estes, tendo destaque as
enzimas amilases e lipases empregadas em diversos segmentos industriais (Corréa
et al. 2014; Kharwar et al. 2014).

Os mencionados fungos endofiiticos apresentam uma relacao espécie-especifica

de tendéncia na colonizacdo de espécimes vegetais, de modo que diferentes
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espécies e cepas fungicas sdo caracteristicamente encontradas em diferentes
plantas, sendo que a prospecc¢ao destes fungos a partir de novas fontes ainda pouco
exploradas, como é caso do bambu, faz-se de grande valia. Bem como, a
caracterizacdo do perfil de producdo de enzimas e compostos com atividade
antimicrobiana por meio dos novos isolados é uma ferramenta de alto valor para
obtencdo de novos produtos biotecnologicos (Azevedo 2014).

Diferentes propriedades com potencial biotecnolégico sdo expressas por
microrganismos endofiticos, e nesse sentido, a prospeccdo de atividades de
interesse a partir de microrganismos obtidos de novas fontes, como € o caso do
bambu, cuja microbiota ainda foi pouco explorada, pode ser ndo somente uma fonte
para isolados microbianos promissores, como pode ainda elucidar questdes
inerentes a complexidade de interacdes entre o vegetal hospedeiro e sua microbiota.
Assim sendo, o presente trabalho teve por objetivos avaliar a aplicacéo
biotecnolégica dos fungos endofiticos encontrados em plantulas de bambu clonadas
in vitro para producdo de enzimas e de liquidos metabdlicos brutos com atividade

antimicrobiana.

Material e Métodos

Foram utilizados oito isolados de fungos filamentosos previamente obtidos e
preservados a partir da contaminacdo endofitica expressa in vitro quando da
introducdo de bambu (Bambusa vulgaris Schrad. ex J.C.Wendl.) por
micropropagacédo, foram disponibilizados pelo Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste (CETENE). Os isolados utlizados foram CTNFBOla - Hypoxylon
investiens, CTNFBO1b - Daldinia eschsholtzi, CNTFB02 - Curvularia lunata,
CTNFBO3 - Curvularia lunata, CTNFB04 - fungo filamentoso n&o identificado,
CTNFBO5 - Fusarium solani, CTNFB0O6 - Bambusicola bambusae e CTNFBO7 -

Dothideomiceto ndo identificado.

e Avaliagcdo da atividade enzimatica
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Para determinagdo da atividade enzimética os fungos foram inoculados em
placas de Petri com meios especificos contendo substratos para a producdo de
enzimas extracelulares de interesse industrial.

Os testes para avaliar a atividade enziméatica foram estabelecidos por meio da
avaliacdo de degradacdo do amido e a degradacdo de lipidios, de acordo com o
protocolo de Hankin e Anagnostakis (1975). Foram utilizados como substrato de
degradacdo o amido soluvel a 1% (p/v) para atividade amilolitica, e o detergente
Tween 20 a 1% (v/v) para atividade lipolitica. Cada isolado foi previamente cultivado
em meio de cultura BDA HIMEDIA®, por 5 dias a 32 °C. Blocos padronizados de
crescimento fangico foram retirados dos meios de cultura nos quais estes estavam e
foram entdo sobrepostos ao centro de novos meios de cultura solidos, contendo os
substratos de degradacéo, distribuidos em placas de Petri. As placas foram vedadas
e incubadas em B.O.D. por cinco dias a 37 °C.

Para leitura do teste de atividade amilolitica, foi adicionada a placa de Petri
contendo o teste 2 mL de Lugol (solucdo de iodo com iodeto de potassio 1:5), de
modo que o iodo presente na solucdo € capturado pelas duas moléculas de
polissacarideos (amilose e amilopectina) constituintes da estrutura basica do amido
presente no meio, formando um complexo de tom arroxeado (Macfaddin 2000).
Foram considerados como positivos os testes que demonstraram a formacao de um
halo translicido ao redor da colbnia, mediante adicdo do revelador, indicando
guebra do amido na area nao pigmentada.

O teste de atividade lipolitica foi avaliado como positivo mediante a formacéo
de cristais de sal de calcio em disposi¢cdo concéntrica no entorno da colbnia,
oriundos do acido laurico liberado pela enzima lipase, ou mediante a formacéo de
zonas claras em volta da colbnia, oriundas da degradacdo completa de sal do acido
gorduroso, quando da placa visualizada a olho nu contra uma fonte luminosa. Deste
modo, este teste ndo necessitou da adicdo de solucbes reveladoras (Hankin e
Anagnostakis 1975).

A determinacdo da atividade enzimatica (Pz) para os substratos avaliados foi
realizada conforme descrito por Cuzzi et al. (2011), de modo que a atividade (Pz) de
cada isolado decorreu da razdo entre o diametro da colonia (dc) e o diametro da

coldnia mais a area de precipitagdo (dcp), ou seja, o diametro de crescimento
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fungico mais a érea do halo de degradacao. O valor de Pz foi obtido pela média das
triplicatas dos testes e os resultados destes foram classificados como negativos (n&o
ocorréncia de halos, ou Pz = 1, classe 1), positivos (ocorréncia de halo, sendo que
0,64 = Pz < 1,classe 2) e fortemente positivos (ocorréncia de halo, sendo que Pz <
0,64, classe 3), onde Pz = dc / dcp.

e Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para a atividade antimicrobiana in vitro os isolados fungicos foram cultivados
em meio de cultura liquido Caldo Sabouraud HIMEDIA® e ap6s 15 dias de
incubacéo sob agitacdo periddica, a temperatura ambiente, o liquido metabdlico foi
separado da massa micelial por filtracdo em papel de filtro estéril e posteriormente,
por filtro de 0,45 um Millipore®. Para os testes de atividade antimicrobiana foram
utilizados os liquidos metabdlicos brutos dos fungos.

Foram utilizados para os testes de atividade antimicrobiana trés linhagens de
bactérias patogénicas ao ser humano, sendo duas provenientes de colecdo de
cultura de modo que foram empregadas uma Gram-negativa, Escherichia coli ATCC
25922, e uma Gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC 29213, além de cepa
clinica de MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

O teste de atividade antimicrobiana foi conduzido segundo técnica M07-A9 do
CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute (2012) adaptada em triplicata.
Foram distribuidos 80 uL do meio caldo Mueller-Hinton (MH) HIMEDIA® em todos os
pocos da placa, em seguida, foi adicionado 80 uL de cada liquido bruto na 12 fileira
da placa (sentido vertical). Posteriormente, com auxilio do multipipetador foi feita a
diluicdo dos liquidos até os pocos da fileira 11. Foi preparada uma suspensao
bacteriana correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland com solugéao salina
0,9%, correspondente a uma concentracéo de aproximadamente 1,5 x 102 UFC.mL™
para bactérias. Depois, foram distribuidos 20 yL da suspenséo bacteriana a cada
poco na placa, exceto os pogos das 11 e 12 fileiras. Quando depositada nos pocos a
suspensao bacteriana foi diluida na proporcédo de 1:9, mantendo aproximadamente
1,5 x 10° UFC.mL™. Os pocos da fileira 11 contiveram apenas o caldo MH e os
liquidos, ao passo que os da fileira 12 contiveram os controles de crescimento

bacteriano positivo (meio de cultura adicionado do inéculo), controle de esterilidade
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do meio (meio de cultura puro), e controle de atividade antimicrobiana positiva (meio
de cultura acrescido do inéculo e o agente antibiético Cloranfenicol 0,05 mg.mL™). A
placa foi vedada e incubada na estufa a 37 °C por 24 h, sendo observada a menor
concentracdo dos metabdlitos que teve acdo de inibir o crescimento bacteriano.

Apés a incubacdo de crescimento, adicionou-se 10 uL de cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio (TTC) (5% v/v) em agua, a cada poco das placas, que foram levadas
para incubacao de revelacdo durante 30 minutos a 36 °C £ 1 °C, para verificar o
crescimento bacteriano. Nos pocos onde as amostras ndo apresentam acao
antimicrobiana, ocorre a formacédo da coloracdo vermelha. Essa coloracédo se deve a
reacdo do TTC com os ions hidrogénio formados durante a respiracdo celular, e que
origina uma substancia vermelha e insoluvel, conhecida como Formazan, indicando
a presenca de células bacterianas vidveis no meio (Johnson et al. 1985; Rahman et
al. 2004). O uso do TTC permitiu verificar a CIM (Concentracédo Inibitéria Minima) de
acdo dos liquidos brutos, sendo considerado como o correspondente a CIM o
primeiro poco de menor concentracdo em que ndo houve mudanca na coloracao do
meio, 0 qué indica auséncia de células viaveis.

Como no presente trabalho os liquidos metabdlicos foram testados em seu
estado bruto, sem a separagcdo dos compostos neles contidos, a atividade
antimicrobiana foi avaliada no tocante as concentracdes inibitérias determinadas
para o método: 500,00; 250,00; 125,00; 62,50; 31,25; 15,63; 7,81 3,91; 1,95 e 0,97
pL.mL™.

e Andlise estatistica dos ensaios

Os ensaios para atividade enzimatica foram conduzidos em delineamento
experimental inteiramente casualizado com trés repeticdes. Os dados experimentais
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e a comparacao de
médias pelo Teste de Tukey, para os testes enzimaticos, a 5% de significancia,
através do software estatistico Assistat na versao 7.7 Beta. Quanto aos ensaios dos
testes para atividade antimicrobiana, estes foram conduzidos em delineamento
experimental em blocos casualizados com trés repeticoes. Os dados experimentais

obtidos foram submetidos a andlise de variancia ndo-paramétrica, pelo Teste de
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Kruskal-Wallis a 5% de significAncia, também através do software estatistico Assistat
na versao 7.7 Beta.

Resultados

Dentre os oito isolados testados, cinco apresentaram atividade enzimatica
positiva, sendo um destes capaz de degradar ambos substratos avaliados, conforme
Tabela 1. Os testes, avaliados em conjunto, apresentaram um coeficiente de
variacdo (CV%) de 3,09 e 5 grupos estatisticamente distintos. As atividades
enzimaticas positivas obtidas no teste amilolitico variaram de 0,25 a 0,86, ao passo
que no teste lipolitico as atividades enziméaticas variaram entre 0,41 e 0,81.

A andlise dos dados demonstra que o isolado CTNFBO0O6 da espécie
Bambusicola bambusae apresentou os melhores resultados, com atividade
enzimaticas inferiores a 0,64, sendo a atividade amilolitica de 0,25 e a lipolitica de
0,43. O destaque para este isolado se da ndo s6 em termos de intensidade da
atividade enzimética, mas em espectro de degradacdo, sendo que 0 mesmo
apresentou resultados categorizados fortemente positivos para ambos 0s substratos
testados, amido e Tween 20, de modo que este se apresentou Como promissor para
processos biotecnolégicos enzimaticos.

Todos os liquidos brutos dos isolados avaliados apresentaram atividade
antimicrobiana frente a bactérias patogénicas ao homem (Tabela 2), sendo esta
demonstrada em diferentes concentracdes para as categorias microbianas
avaliadas, sendo os resultados mais promissores relativos aos testes frente a
bactérias Gram-positivas nao resistentes.

No tocante aos resultados obtidos quanto a atividade antimicrobiana frente a
Escherichia coli, é possivel observar que os liquidos metabdlicos que apresentaram
melhores atividades foram os oriundos dos isolados CNTFB02 e CTNFBO03, ambos
da espécie Curvularia lunata, e CNTFB05,da espécie Fusarium solani, ativos até a
diluicdo de 150 pL.mL™. Os demais liquidos testados apresentaram atividade em
concentracdes de 250 uL.mL™, a excecdo do Dothideomiceto CNTFBO7 que s6
apresentou atividade na concentracéo de 500 pL.mL™,

Quanto aos testes frente a linhagem de Staphylococcus aureus, nao

resistente, os liquidos metabdlicos apresentaram atividades a concentracdes ainda
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menores quando comparados aos resultados para a linhagem de E. coli. Os isolados
cujos liquidos apresentaram resultados mais promissores foram o fungo néo
identificado CTNFBO04, o F.solani CNTFBO5 e o B. bambusae CTNFBO06, todos com
CIM de 7,81 pL.mL™. E possivel ainda observar que a excecdo do Hypoxylon
investiens CTNFBO1la, todos os outros isolados geraram liquidos com atividade em
CIM ainda mais baixas frente a bactéria Gram-positiva hdo resistente, em detrimento
da Gram-negativa.

A avaliagdo dos testes de atividade antimicrobiana frente a linhagem de S.
aureus resistente apresentou 0s resultados menos promissores em termos de
numero de liquidos com atividade, com apenas trés resultados positivos, entretanto,
vale notar que o liquido oriundo do Dothideomiceto CTNFBO7, que havia
apresentado a atividade mais baixa frente a bactéria Gram-negativa, mas que
apresentou atividade mesmo em concentracbes baixas (15,63 pL.mL™) frente a
linhagem Gram-positiva ndo resistente, manteve atividade antimicrobiana frente a

linhagem resistente em concentracao equiparavel a anteriormente citada.
Discusséo

Quanto a atividade amilolitica, apenas dois isolados apresentaram atividade
positiva, sendo eles CTNFB03 - Curvularia lunata e CTNFB06 - Bambusicola
bambusae. Este resultado se contrapde a expectativa de que fungos endofiticos
apresentem atividade degradativa alta para substratos aos quais estdo sujeitos em
seu ambiente natural. Enquanto polissacarideo de reserva energética vegetal, o
amido se apresenta na forma de pequenos granulos nos tecidos fotossintéticos em
muitos tipos de 6rgdos de armazenamento das plantas, tais como sementes, caules
e raizes. Segundo Azzini e Ciaramello (1971) os colmos de bambu apresentam teor
de amido na ordem de 8,53%, portanto seria esperado que os fungos capazes de
habitar estes colmos tivessem atividade degradativa sobre este substrato, e uma vez
gue essa atividade néo se traduziu nos testes realizados, os resultados indicam que
estes fungos podem estar em equilibrio tal com o vegetal hospedeiro que os
nutrientes disponibilizados pelo udltimo por si s6 satisfazem as necessidades
nutricionais de sua comunidade endofitica. Em contrapartida, segundo Tamolang et

al. (1980), 45% do lenho da espécie B. vulgaris é composto por celulose de modo
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que a auséncia de atividade degradativa para o polissacarideo amido pode se
configurar numa indicagdo possivel de que os fungos em questdo se utilizem de
outras fontes de polissacarideos presentes nos vegetais, tais como celulose e xilose,
para obtencéo de carbono.

Mais da metade dos isolados apresentou atividade lipolitica positiva, essa
propriedade pode estar ligada a promocdo de processos que ataquem a parede
celular, sendo uma competéncia coerente para fungos que precisam transpor as
barreiras dos tecidos envoltérios dos vegetais para coloniza-los. A producao de
enzimas liticas tais como pectinases, celulases e lipases, pode estar associada a
facilitacdo da entrada dos endofiticos no tecido vegetal por mecanismos ativos,
sendo que essas enzimas funcionam também como um mecanismo de resisténcia
dos microrganismos frente as defesas do hospedeiro contra a colonizagéo
microbiana (Tan e Zou 2001).

Segundo Jimenez et al. (1996), é possivel serem observadas baixas
atividades enziméaticas por isolados de regides tropicais, sendo este comportamento
ocasionado por dificuldades de visualizacdo da producdo destas enzimas em meio
sélido, especialmente quando da avaliacdo dos testes apés um curto periodo de
incubacdo. Entretanto Mendes et al. (2015) obtiveram resultados positivos para
producdo enzimatica fungica em um intervalo de incubacéo relativamente curto (5
dias), e semelhante ao adotado no presente trabalho. Esta prospeccao por isolados
gue apresentem atividade satisfatéria em tempo diminuto se justifica ao passo que
,segundo Bon et al. (2008), a prospeccdo deve visar atividades com potencial
biotecnolégico que aperfeicoem os processos, aumentando sua eficiéncia.

O comportamento verificado nos testes de atividade antimicrobiana em serem
obtidos resultados mais promissores frente a bactérias Gram-positivas em
detrimento das Gram-negativas era esperado uma vez que segundo Guimaraes et
al. (2010), bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes a acdo de antibioticos, em
decorréncia da natureza complexa da parede celular das mesmas, que ndo permite
gue os antibidticos transpassem efetivamente a barreira lipidica da camada externa
dessas bactérias.

No tocante a cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), esta produz -

lactamases que inativam antimicrobianos B-lactamicos, os quais correspondem as
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penicilinas naturais e as semissintéticas, sendo que as Ultimas compreendem a
maior parte dos antibioticos correntemente empregados (Gelband et al. 2015). Deste
modo a manifestacdo de resultados positivos para acédo antimicrobiana frente a cepa
MRSA, obtida para os produtos metabodlicos dos fungos Daldinia eschsholtzii
CTNFBO1b, Curvularia lunata CTNFB02, e principalmente do Dothideomiceto
CTNFBO7, que apresentou atividade mesmo em concentragbes baixas (15,63
uL.mL™) e ainda mantendo os resultados observados frente & cepa ndo-resistente
pode ser uma indicacao de que estes fungos produzam compostos promissores com
acdo antimicrobiana que tenham estruturas diferentes das B-lactamicas. De fato, €
descrito por Kongyen et al. (2015), o isolamento de compostos ndo B-lactamicos
com atividade frente S. aureus e MRSA, a partir tanto de extratos do micélio como
do meio de cultura de um isolado endofitico de Daldinia eschscholtzii. O
comportamento de alguns liqguidos em ndo manter atividade antimicrobiana frente a
cepa resistente pode ter ocorrido como uma indicacdo de que os liquidos destes
fungos apresentem como produtos de seu metabolismo secundario compostos com
propriedade antibacteriana de estrutura B-lactamica a qual a cepa MRSA é
resistente.

E importante salientar que a resisténcia aos agentes antimicrobianos é uma
questao preocupante em termos de saude publica global, de modo que a resisténcia
a meticilina por parte de cepas de S. aureus torna dificil o tratamento e o controle de
infeccbes causadas por estes, ao passo que o grupo referido é resistente a maioria
dos antibidticos disponiveis no mercado (Rodvold e McConeghy 2014). Neste
contexto a atividade de metabdlitos secundarios flngicos frente a bactérias
resistentes, como o0 apresentado pelos isolados endofiticos avaliados, € uma
importante ferramenta para a prospeccao de novos compostos antibioticos capazes
de auxiliar no controle e tratamento das infec¢cdes causadas pelos referidos
organismos.

No processo de co-evolucdo do qual sdo partes os fungos endofiticos e suas
plantas hospedeiras é estabelecida uma intimidade metabdlica tal capaz de permitir
gue estes fungos cheguem a produzir o0s mesmos compostos bioativos, ou similares,
aos produtos classicamente originarios da planta hospedeira (Zhao et al. 2011).

Segundo Ogunjinmi et al. (2009) e Solanki (2011), em estudos etnobotanicos sobre
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o bambu, B. vulgaris, foi relatado o uso do bambu para tratamento de diarreia,
disenteria e doencas de pele, perturbacbes frequentemente ocasionadas por E. coli
e S. aureus respectivamente (Santos et al. 2007; Pércope 2015). No presente
trabalho, os fungos endofiticos avaliados apresentaram atividade frente a linhagens
de S. aureus e E. coli, 0s mesmos patdgenos para o0s quais foram testados extratos
de folhas e broto de Bambusa vulgaris, os quais apresentaram atividade inibitoria
positiva (Wu et al. 2008; Naidu 2012). Neste sentido, a atividade antibiotica
apresentada pelos fungos endofiticos in vitro frente aos mesmos organismos para 0s
quais € relatada atividade dos extratos vegetais de bambu. S. aureus e E. coli, pode
indicar a consequente ocorréncia da mencionada coesdo metabdlica estabelecida
entre a microbiota endofitica com seu vegetal hospedeiro.

O bambu tradicionalmente é relatado como um vegetal que apresenta poucas
doencas, sendo reportados como agentes causadores destas um total de 440
fungos, dois virus, um fitoplasma e uma bactéria (CBTC 2007). Portanto a atividade
antibacteriana dos metabdlitos de fungos endofiticos do bambu, embora obtida no
presente trabalho para bactérias patogénicas ao ser humano, pode estar associada
a presenca de fungos endofiticos que tenham a propriedade de inibir ou controlar o
crescimento de bactérias fitopatogénicas.

Conclusdes

Alguns fungos endofiticos de Bambusa vulgaris apresentam potencial para
aplicacao biotecnolégica na producdo de enzimas industriais, sendo capazes de
produzir amilase e lipase, bem como apresentaram ainda atividade antimicrobiana
gente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus e MRSA até mesmo em baixas

concentracoes.
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Tabelas

Tabela 1. Atividade enzimatica (Pz) dos fungos filamentosos para degradacédo de

amido e lipidios.

Idenfificacéo Amilase Lipase
Pz Resultado Pz Resultado
CTNFBOla Hypoxylon investiens 1 N 1 N
CTNFBO1b Daldinia eschsholtzii 1 N N N
CTNFB02 Curvularia lunata 1 N 0,81 ab P
CTNFBO03 Curvularia lunata 0,86 a P 1 N
CTNFB04 Fungo ndo descrito 1 N 1 N
CTNFBO5 Fusarium solani 1 N 0,79b P
CTNFB0O6 Bambusicola bambusae 0,25d FP 0,43 c FP
CTNFBO7 Dothideomycetes 1 N 0,41c FP

CV% = 3,9
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente, pelo Teste de Tukey

a 5% de probabilidade. (CV%) Coeficiente de variacdo em %,; (N) Negativo; (P)

Positivo; (FP) Fortemente Positivo.
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Tabela 2. Concentragfes inibitdérias minimas dos liquidos metabdlicos de fungos

endofiticos frente as bactérias.

Idenfificacéo
Diluicdo minima com atividade antimicrobiana

E. coli S. aureus MRSA
ATCC 25922 ATCC 29213 (isolado clinico)

CTNFBO1la Hypoxylon investiens 250 500 -
CTNFBO01b Daldinia eschsholtzii 250 62,50 500
CTNFBO02 Curvularia lunata 125 15,63 500
CTNFBO03 Curvularia lunata 125 15,63 -
CTNFB04 Fungo nao descrito 250 7,81 -
CTNFBO05 Fusarium solani 125 7,81 -
CTNFBO06 Bambusicola bambusae 250 7,81 -
CTNFBO7 Dothideomycetes 500 15,63 15,63

CV% =67,74
Concentracdes expressas em pL.mL™; (CV%) Coeficiente de variacéo; (-) ndo inibiu.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou através do processo de micropropagac¢ao
vegetal a possibilidade do isolamento de diferentes espécies de fungos filamentosos
gque compdem a microbiota endofitica cultivavel do bambu. Os resultados sugerem
gue tecidos coletados em por¢cdes mais proximas ao colmo apresentam maior
intensidade de colonizagdo com relagdo aos mais distantes. Este comportamento da
colonizagcdo se mostrar mais intensa em por¢des basais em detrimento dos apicais é
coerente com o que é relatado por Torres et al. (2016) em estudos acerca da
contaminagdo em Bambusa vulgaris introduzido in vitro. Deste modo, se torna
recomendavel que para fins de prospeccdo de novos isolados a fim de obter
produtos ou processos de interesse biotecnolégico, os tecidos proximos ao colmo
seriam mais interessantes para serem coletados como fonte para isolamento. Ao
passo que para a cultura de tecidos vegetal, tecidos mais distais apresentariam
menores taxas de contaminacdo e seriam mais promissores para introducao in vitro.

Vale ressaltar que conforme os resultados evidenciaram, embora os tecidos
préximos ao como do bambu sejam potencialmente promissores para obtencéo de
novos isolados fungicos com valor biotecnoldgico, o cultivo destes nem sempre é
possivel pelas técnicas tradicionais. De acordo com Hyde e Soytong (2008) é
comum que a prospeccao de endofiticos relate fungos que, crescem apenas em
meios com composi¢cao muito especifica ou que crescem muito lentamente, ou ainda
que ndo crescem em meio artificial. E possivel que a elaboracdo de meios de cultura
gue se aproximem mais das condicOes fisiologicas dos tecidos do bambu possa
gerar uma otimizacdo do processo de prospeccdo neste vegetal, permitindo a
recuperagcdo de um maior nimero de isolados ainda ndo estudados.

Os fungos filamentosos avaliados no presente trabalho apresentaram
propriedades de degradacao enzimatica, e de fato, segundo Zaferanloo et al. (2014)
e Moraes et al. (2015), a prospeccao a partir de fungos endofiticos ja demonstrou a
obtencdo de enzimas promissoras para uso industrial. A continuacdo deste estudo

seria de grande valia para purificacdo e caracterizagcdo das enzimas excretadas
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pelos fungos endofiticos de bambu com atividade degradativa positiva, de modo que
estas enzimas possam ser avaliadas comparativamente a enzimas comerciais para
verificar o rendimento e aplicabilidade industrial das mesmas.

Quanto a atividade antimicrobiana demostrada pelos fungos endofiticos do
bambu no presente trabalho, esta € consonante com os resultados reportados para
fungos endofiticos filamentosos de bambu de outras espécies que j& foram
relatadas, mas cujos compostos com acdo antimicrobiana ainda foram descritos
(SHEN et al.,, 2012; SHEN et al., 2014). Neste sentido, a identificacdo dos
compostos com valor antimicrobiano para prosseguimento em testes com estes em
suas formas purificadas pode levar a identificacdo de drogas com alto valor
farmacoldgico para o combate de infec¢des antimicrobianas, mesmo que no caso de

estirpes resistentes as drogas comercializadas atualmente.
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ANEXOS

ANEXO A

Imagens suplementares para ilustracdo e demonstracdo de aspectos visuais
alusivos aos processos e resultados descritos nos Capitulos 2 e 3, referentes aos
artigos propostos.

1. Imagens suplementares ao Capitulo 2

Figura Suplementar 2.1 — Matriz do bambu Bambusa vulgaris apresentando vigor vegetal

aparente a partir da qual foram coletados os ramos para introducéo in vitro.
Fonte: o Autor (2017).
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Legenda:
1. Colmo da matriz de coleta 6. Quinto segmento mais distal da R1 10. Quinto nd mais distal
2. Entrené do colmo 7. Quinto segmento mais distal da R2 11. Sexto no mais distal
3.N6docomo 8. Ampliacdo dos quintos segmentos mais 12. Segmento pré-nodal
4. Ramificacdo primaria (R1) distais (esquema igual para R1 e R2) 13. Segmento nodal
5. Ramificacdo secundaria (R2) 9. Quarto né mais distal 14. Segmento pds-nodal

Figura Suplementar 2.2 — Esquema do colmo do bambu Bambusa vulgaris e suas
ramificacdes primarias e secundarias. E colocado em detalhe ampliado a disposi¢&o dos
segmentos pré-nodal, nodal e pés-nodal do quinto segmento nodal mais distal do colmo de
ambas ramificacdes avaliadas.

Fonte: o Autor (2017).

Figura Suplementar 2.3 — Fungo endofitico CTNFB0O6 Bambusicola bambusae. Da
esquerda para a direita: expressdo em meio BDA quando da introducéo in vitro do explante
de Bambusa vulgaris; colénias no meio BDA em placa de Petri (verso e frente da cultura).
Fonte: o Autor (2017).
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Figura Suplementar 2.4 — Gel de Agarose (1%) das extracbes de DNA de fungos
filamentosos endofiticos do bambu.
Fonte: o Autor (2017).

CN PM FBOla FBOlb FB0O2 FBO3 FB04 FBO5 FB0O6 FBO7 PM FBOla.

Figura Suplementar 2.5 — Gel de Agarose (2%) das PCRs da regido ITS do fungos
filamentosos endofiticos do bambu. A amostra referente ao isolado FBOl1a precisou de mais
de uma tentativa de amplificacdo para gerar a banda indicando material amplificado (a
direita da imagem). CN= controle negativo (branco); PM= marcador de peso molecular.
Fonte: o Autor (2017).

1. Imagens suplementares ao Capitulo 3

Figura Suplmentar 3.1 — Testes enziméticos do fungo CTNFB0O6 Bambusicola bambusae,
demonstrando os halos de degradacdo no entorno das colbnias crescidas. Amilolitico a
esquerda revelado pela adicao de lugol e lipolitico a direita visivel naturalmente contra a luz.
Fonte: o Autor (2017).
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JM

Flgura Suplementar 3.2 - Testes de atividade antimicrobiana dos I|qU|dos dos fungos
endofiticos de bambu frente a bactéria Escherichia coli. Concentracdes expressas na linha
vertical em pL.mL™?; Codigo dos fungos aos quais pertencem os liquidos dispostos na
vertical ao lado esquerdo. CE= controle de esterilidade dos liquidos; CM= controle de
esterilidade do meio de cultura; CN= controle de crescimento da bactéria de teste; CP=
controle positivo de atividade antimicrobiana (Cloranfenicol).

Fonte: o Autor (2017).
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ANEXO B

Normas editoriais do periédico Annals of The Brazilian Academy of Sciences, ISSN
1678-2690. Informacdes disponiveis em http://www.scielo.br/revistas/aabc/iinstruc.htm

All submitted manuscripts should contain original research not previously published and not
under consideration for publication elsewhere. The primary criterion for acceptance is
scientific quality. Papers should avoid excessive use of abbreviations or jargon, and should
be intelligible to as wide an audience as possible. Particular attention should be paid to the
Abstract, Introduction, and Discussion sections, which should clearly draw attention to the
novelty and significance of the data reported. Failure to do this may result in delays in
publication or rejection of the paper. Articles accepted for publication become property of the

journal.

Texts can be published as a review, a full paper (article) or as a short communication. Issues
appear in March, June, September and December.

1. Types of papers

a. Reviews
Reviews are published by invitation only. However, a proposal for a Review may be
submitted in the form of a brief letter to the Editor at any time. The letter should state
the topics and authors of the proposed review, and should state why the topic is of
particular interest to the field.

b. Articles
Whenever possible the articles should be subdivided into the following parts: 1. Front
Page; 2. Abstract (written on a separate page, 200 words or less, no abbreviations); 3.
Introduction; 4. Materials and Methods; 5. Results; 6. Discussion; 7. Acknowledgments,
if applicable; 8. References. Articles from some areas such as Mathematical Sciences
should follow their usual format. In some cases it may be advisable to omit part (4) and
to merge parts (5) and (6). Whenever applicable, the Materials and Methods section
should indicate the Ethics Committee that evaluated the procedures for human studies
or the norms followed for the maintenance and experimental treatments of animals.

c. Short communications
Short communications aim to report on research which has progressed to the stage
when it is considered that results should be divulged rapidly to other workers in the
field. A short communication should also have an Abstract and should not exceed

1,500 words. Tables and Figures may be included but the text length should be
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proportionally reduced. Manuscripts submitted as articles but found to fit these

specifications will be published as short communications upon the author’s agreement.

After the first screening, the articles will be evaluated by at least two reviewers, them being
from educational and/or national and international research institutions, with proven scientific
production. After due corrections and possible suggestions, the paper may be accepted or

rejected, considering the reviews received.
We use the integrated Crossref Similarity Check program to detect plagiarism.
There are no APC and submission charges in the AABC.

2. Preparation of manuscripts
All parts of the manuscript should be double-spaced throughout. After acceptance, no
changes will be made in the manuscript so that proofs require only corrections of

typographical errors. The authors should send their manuscript in electronic version only.

a. Length of manuscript
While papers may be of any length required for the concise presentation and
discussion of the data, succinct and carefully prepared papers are favored both in
terms of impact as well as in readability.

b. Tables and lllustrations
Only high-quality illustrations will be accepted. All illustrations will be considered figures
including drawings, graphs, maps, photographs as well as tables with more than 12
columns or more than 24 lines (maximum of 5 figures free of charge). Their tentative
placement in the text should be indicated.

c. Digitalized figures
Figures should be sent according to the following specifications: 1. Drawings and
illustrations should be in format EPS (PostScript) or Al (Adobe lllustrator) and never be
inserted in text; 2. Images or figures in grayscale should be in format TIF and never be
inserted in text; 3. Each figure should be saved in a separate file; 4. Figures should be
submitted at high quality (minimum resolution of 300dpi) at the size they are to appear
in the journal, i.e., 8 cm (one column) or 16.5 cm (two columns) wide, with maximal
height for each figure and respective legend smaller than or equal to 22 cm. The
legends to the figures should be sent double-spaced on a separate page. Each linear
dimension of the smallest characters and symbols should not be less than 2 mm after

reduction; 5. Manuscripts on Mathematics, Physics or Chemistry may be typesetted in ,
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or . The TEX, PDF and BIB files should be sent, and EPS files if there are any figures;
6. Manuscripts without mathematical formulae may be sent in RTF, DOC or DOCX.
Front page

The front page of the manuscript should present the following items: 1. Title of the
article (the title should be short, specific, and informative); 2. Full name(s) of the
author(s); 3. Full professional address of each author (institution, street, number, zip
code, city/county, state if applicable, country, etc.); 4. Key words (four to six in
alphabetical order); 5. Running title (up to 50 characters); 6. Academy Section (one out
of our 10 areas) to which the content of the work belongs; 7. Name and e-mail address
of the author to whom all correspondence and proofs should be provided.
Acknowledgments

These should be included at the end of the text. Personal acknowledgments should
precede those of institutions or agencies. Footnotes should be avoided; when
necessary they must be numbered. Acknowledgments to grants and scholarships, and
of indebtedness to colleagues as well as mention to the origin of an article (e.g. thesis)
should be added to the Acknowledgments section.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at their first occurrence in the text, except for official,
standard abbreviations. Units and their symbols should conform to those approved by
the ABNT or by the Bureau International des Poids et Mesures (SI).

References

Authors are responsible for the accuracy of the References. Published articles and
those in press may be included. Personal communications (Smith, personal
communication) must be authorized in writing by those involved. References to thesis,
meeting abstracts (not published in indexed journals) and manuscripts in preparation or
submitted, but not yet accepted, should be cited in the text as (Smith et al.,
unpublished data) and should NOT be included in the list of references.

The references should be cited in the text as, for example, ‘Smith 2004’, ‘Smith and
Wesson 2005’ or, for three or more authors, ‘Smith et al. 2006’. Two or more papers by
the same author(s) in the same year should be distinguished by letters, e.g. ‘Smith
2004a’, ‘Smith 2004b’ etc. Letters should also distinguish papers by three or more
authors with identical first author and year of publication. References should be listed
according to the alphabetical order of the first author, always in the order SURNAME
XY in which X and Y are initials. If there are more than ten authors, use et al. after the

first author. References must contain the title of the article. Names of the journals
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should be abbreviated. For the correct abbreviations, refer to lists of the major
databases in which the journal is indexed or consult the World List of Scientific
Periodicals. The abbreviation to be used for the Anais da Academia Brasileira de
Ciéncias is An Acad Bras Cienc. The following examples are to be considered as
guidelines for the References.
3. References
Albe-Fessard D, Condes-Lara M, Sanderson P and Levante A. 1984a. Tentative explanation
of the special role played by the areas of paleospinothalamic projection in patients with
deafferentation pain syndromes. Adv Pain Res Ther 6: 167-182.
Albe-Fessard D, Sanderson P, Condes-Lara M, Deland-Sheer E, Giuffrida R And Cesaro P.
1984b. Utilisation de la depression envahissante de Ledo pour I'étude de relations entre
structures centrales. An Acad Bras Cienc 56: 371-383.
Knowles RG and Moncada S. 1994. Nitric oxide synthases in mammals. Biochem J 298:
249-258.
Pinto ID and Sanguinetti YT. 1984. Mesozoic Ostracode Genus Theriosynoecum Branson,
1936 and validity of related Genera. An Acad Bras Cienc 56: 207-215.

a. Books and book chapters

Davies M. 1947. An outline of the development of Science.Thinker's Library, n. 120.
London: Watts, 214 p.

Prehn RT. 1964. Role of immunity in biology of cancer. In: NATIONAL CANCER
CONFERENCE, 5., Philadelphia. Proceedings ... , Philadelphia: J. B. Lippincott, p. 97-
104.

Uytenbogaardt W And Burke EAJ. 1971. Tables for microscopic identification of
minerals, 2nd ed., Amsterdam: Elsevier, 430 p.
Woody Rw. 1974. Studies of theoretical circular dichroism of polipeptides: contributions
of B-turns. In: BLOUTS ER ET AL. (Eds), Peptides, polypeptides and proteins, New
York: J Wiley & Sons, New York, USA, p. 338-350.

b. Other publications

International Kimberlite Conference, 5, 1991. Arax4, Brazil. Proceedings... Rio de
Janeiro: CPRM, 1994, 495 p.

Siatycki J. 1985. Dynamics of Classical Fields. University of Calgary, Department of
Mathematics and Statistics, 1985, 55 p. Preprint no. 600.



78

ANEXO C

Normas editoriais do periédico Acta Amazonica, ISSN 1809-4392. Informacdes disponiveis

em http://submission.scielo.br/index.php/aa/about/submissions#authorGuidelines

Como parte do processo de submisséo, os autores sdo obrigados a verificar a conformidade
da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissfes que nao

estiverem de acordo com as normas serao devolvidas aos autores.
O tamanho maximo do arquivo deve ser 3 MB.

O manuscrito deve ser acompanhado de uma carta de submissdo indicando que: a) os
dados contidos no trabalho sao originais e precisos; b) que todos os autores participaram do
trabalho de forma substancial e estdo preparados para assumir responsabilidade publica
pelo seu conteudo; c) a contribuicdo apresentada a Revista ndo foi previamente publicada e
nem estd em processo de publicagdo, no todo ou em arte em outro veiculo de divulgagéo. A
carta de submissao deve ser carregada no sistema da Acta Amazonica como “documento

suplementar”.

Os manuscritos sdo aceitos em portugués, espanhol e inglés, mas encorajam-se
contribuicbes em inglés. A veracidade das informagBes contidas numa submissdo é de

responsabilidade exclusiva dos autores.

A extensao maxima para artigos e revisdes é de 30 paginas (ou 7500 palavras, excluindo a
primeira pagina, ver item 8) incluindo bibliografia, tabelas, figuras e legendas, dez paginas
(2500 palavras) para comunicacdes e notas cientificas e cinco paginas para outras tipos de
contribuicGes. Tabelas e figuras devem ser inseridas ao final do texto, nesta ordem. Uma
coOpia das figuras deve ser submetida em formato eletrénico na pagina do Periddico (ver
itens 24-31).

Os manuscritos formatados conforme as Normas da Revista (Instrucdes para os autores)
sdo enviados aos editores associados para pré-avaliacdo. Neste primeiro julgamento séo
levados em consideracao a relevancia cientifica, a inteligibilidade do manuscrito e 0 escopo
no contexto amazoénico. Nesta fase, contribuicbes fora do escopo ou de pouca relevancia
cientifica sdo rejeitadas. Manuscritos aprovados na pré-avaliacdo sdo enviados para
revisores (pelo menos dois), especialistas de outras instituicbes diferentes daquelas dos

autores, para uma andlise mais detalhada.
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Uma contribuicdo pode ser considerada para publicagéo, se tiver recebido pelo menos dois
pareceres favoraveis no processo de avaliagdo. A aprovacdo dos manuscritos esta
fundamentada no contetdo cientifico e na sua apresentacdo conforme as Normas da

Revista.

Os manuscritos que necessitam corre¢cdes sdo encaminhados aos autores para revisdo. A
versdo corrigida deve ser encaminhada ao Editor no prazo de DUAS semanas. Uma carta
de encaminhamento deve ser carregada no sistema da Revista, detalhando as correcbes
efetuadas. Nessa carta, recomendac¢des nao incorporadas ao manuscrito devem ser
explicadas. Todo o processo de avaliagdo pode ser acompanhado no endereco,

http://submission.scielo.br/index.php/aa/login.

A organizacdo do manuscrito deve seguir esta ordem, na primeira pagina: Titulo, nome(s) e
endereco institucional e eletrénico do(s) autor(es). Nas paginas seguintes: Titulo, Resumo,
Palavras-Chave, Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos
(incluido apoio financeiro), Bibliografia Citada e finalmente, tabelas e figuras com as suas

respectivas legendas.

Importante: Toda submissdo deve incluir antes da Introducgéo: titulo, abstract e palavras-

chave (keywords) em inglés.

As comunicacdes e notas cientificas séo redigidas separando os topicos (Introducéo, etc)
em paragrafos, mas sem incluir os seus respectivos titulos. Estas contribuigcbes, como no
caso do artigo completo, também devem conter: Titulo, nome(s) e endereco institucional e
eletrénico do(s) autor(es), Resumo, Palavras Chave e os tdpicos do artigo completo
incluindo titulo, abstract e palavras-chave (keywords) em inglés. Sdo permitidas até trés
figuras e duas tabelas.

O(s) nome(s) completo(s) do(s) autor(es) deve(m) ser escrito(s) com o Ultimo nome em
letras mailsculas. Nomes e instituicdo(6es) com o endereco completo, incluindo telefone,

fax, e-mail devem ser cadastrados no sistema da Revista no ato da submissao.

Importante: Os manuscritos ndo formatados conforme as Normas da Revista NAO s#o

aceitos para publicacéo.

1. Os manuscritos devem ser preparados usando editor de texto (e salvos em formato

doc, docx ou rtf), utilizando fonte “Times New Roman”, tamanho 12 pt, espagamento
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duplo, com margens de 3 cm. As paginas e as linhas devem ser numeradas de forma
continua.

a. O titulo deve ser justificado a esquerda; com a primeira letra mailscula.

O resumo, com até 250 palavras ou até 150 palavras no caso de notas e
comunica¢cOes, deve conter de forma sucinta, o objetivo, a metodologia; os
resultados e as conclusdes. Os nomes cientificos das espécies e demais termos em
latim devem ser escritos em itélico.

c. As palavras-chave devem ser em namero de trés a cinco. Cada palavra-chave pode
conter dois ou mais termos. Porém, néo repetir palavras utilizadas no titulo.

d. Introducéo. Esta secdo deve enfatizar o propoésito do trabalho e fornecer de forma
sucinta o estado do conhecimento sobre o tema em estudo. Nesta secdo devem-se
especificar claramente os objetivos ou hipéteses a serem testados. N&o incluir
resultados ou conclusdes na Introducao.

e. Material e Métodos. Esta sec¢do deve ser organizada cronologicamente e explicar os
procedimentos realizados, de tal modo que outros pesquisadores possam repetir o
estudo. O procedimento estatistico utilizado deve ser descrito nesta secéo.
Procedimentos-padrdo devem ser apenas referenciados. As unidades de medidas e
as suas abreviacdes devem seguir o Sistema Internacional e, quando necessario,
deve constar uma lista com as abreviaturas utilizadas. Equipamento especifico
utiizado no estudo deve ser descrito (modelo, fabricante, cidade e pais de
fabricacdo). Material testemunho (amostra para referéncia futura) deve ser
depositado em uma ou mais cole¢cbes cientificas e informado no manuscrito.
Resultados. Os resultados devem apresentar os dados obtidos com o minimo
julgamento pessoal. Nao repetir no texto toda a informacdo contida em tabelas e
figuras. Algarismos devem estar separados de unidades. Por exe., 60 °C e NAO 60°
C, exceto para percentagem (p. exe., 5% e NAO 5 %). Utilizar unidades e simbolos
do sistema internacional e simbologia exponencial. Por exe., cmol kg-t em vez de
meq/100g.

f. Discussdo. A discussdo deve ter como alvo os resultados obtidos. Evitar mera
especulagcdo. Entretanto, hipoteses bem fundamentadas podem ser incorporadas.
Apenas referéncias relevantes devem ser incluidas. As conclusées devem conter
uma interpretacdo sucinta dos resultados e uma mensagem final que destaque as
implicacdes cientificas do trabalho. As conclusGes podem ser apresentadas como
um tépico separado ou incluidas como parte da se¢éo Discussao.

g. Agradecimentos (incluindo apoio financeiro). Devem ser breves e concisos.
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h. Bibliografia citada. Pelo menos 70% das referéncias devem ser artigos de periodicos
cientificos. As referéncias devem ser preferencialmente dos dltimos 10 anos e de
preferéncia ndo exceder o numero de 40. Os nomes dos autores devem ser citados
em ordem alfabética. As referéncias devem se restringir a cita¢cdes que aparecem no
texto. Nesta sec¢&o, o titulo do periddico NAO deve ser abreviado.

e Artigos de periédicos:
Walker, 1. 2009. Omnivory and resource — sharing in nutrient — deficient Rio Negro waters:
Stablilization of biodiversity? Acta Amazonica, 39: 617-626.
Alvarenga, L.D.P.; Lisboa, R.C.L. 2009. Contribuicdo para o conhecimento da taxonomia,
ecologia e fitogeografia de briéfitas da Amazoénia Oriental. Acta Amazonica, 39: 495-504.

e Dissertacdes e teses:
Ribeiro, M.C.L.B. 1983. As migracdes dos jaraquis (Pisces: Prochilodontidae) no rio Negro,
Amazonas, Brasil. Dissertagdo de Mestrado, Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia/Fundagao Universidade do Amazonas, Manaus, Amazonas. 192p.

e Livros:
Steel, R.G.D.; Torrie, J.H. 1980. Principles and procedures of statistics: a biometrical
approach. 2da ed. McGraw-Hill, New York, 1980, 633p.

e Capitulos de livros:
Absy, M.L. 1993. Mudancas da vegetacédo e clima da Amaz6nia durante o Quaternario. In:
Ferreira, E.J.G.; Santos, G.M.; Leado, E.L.M.; Oliveira, L.A. (Ed.). Bases cientificas para
estratégias de preservacdo e desenvolvimento da Amazonia. v.2. Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazbnia, Manaus, Amazonas, p.3-10.

e Citac&o de fonte eletronica:
CPTEC, 1999. Climanalise, 14: 1-2 (www.cptec.inpe.br/products/climanalise). Acesso em
19/05/1999.

No texto, citacbes de referéncias seguem a ordem cronologica. Para duas ou mais
referéncias do mesmo ano citar conforme a ordem alfabética. Exemplos:
e Um autor:
Pereira (1995) ou (Pereira 1995).
e Dois autores:
Oliveira e Souza (2003) ou (Oliveira e Souza 2003).
e Trés ou mais autores:
Rezende et al. (2002) ou (Rezende et al. 2002).

e CitacOes de anos diferentes (ordem cronolégica)



82

Silva (1991), Castro (1998) e Alves (2010) ou (Silva 1991; Castro 1998; Alves 2010).

e Citac6es no mesmo ano (ordem alfabética)

2. Figuras

a.

Fotografias, desenhos e graficos devem ser de alta resolu¢do, em preto e branco
com alto contraste, numerados sequencialmente em algarismos ardbicos. A legenda
da figura deve estar em posicao inferior a esta. NAO usar tonalidades de cinza em
gréafico dispersao (linhas ou simbolos) ou gréficos de barra. Em gréafico de disperséo
usar simbolos abertos ou solidos (circulos, quadrados, tridngulos, ou losangos) e
linhas em preto (continuas, pontilhadas ou tracejadas). Para grafico de barra, usar
barras pretas, bordas pretas, barras listradas ou pontilhadas. Na borda da area de
plotagem utilizar uma linha continua e fina, porém NAO usar uma linha de borda na
area do gréfico. Evitar legendas desnecessarias ha area de plotagem. Nas figuras,
NAO usar letras muito pequenas (< tamanho 10 pt), nos titulo dos eixos ou na area
de plotagem. Nos eixos (verticais, horizontais) usar marcas de escala internas. NAO
usar linhas de grade horizontais ou verticais, exceto em mapas ou ilustragdes
similares. O significado das siglas utilizadas deve ser descrito na legenda da figura.

O numero maximo de figuras é de sete em artigos e de trés em comunicacdes e
notas cientificas e devem ser de alta qualidade.

As figuras devem estar dimensionadas de forma compativel com as dimensdes da
Revista, ou seja, largura de uma coluna (8 cm) ou de uma pagina 17 cm e permitir
espaco para a legenda. As ilustracbes podem ser redimensionadas durante a
processo de producdo para otimizar o espaco da Revista. Na figura, quando for o
caso, a escala deve ser indicada por uma linha ou barra (horizontal) e, se
necessario, referenciadas na legenda da figura, por exemplo, barra = 1 mm.

No texto, a citacdo das figuras deve ser com letra inicial maidscula, na forma direta
ou indireta (entre paréntesis). Por exe.: Figura 1 ou (Figura 1). Na legenda, a figura
deve ser numerada seguida de ponto antes do titulo. Por exe.: “Figura 1. Analise...”.
Para figuras ndo originais ou publicadas anteriormente, os autores devem informar
explicitamente no manuscrito que a permissado para reproducdo foi concedida e
carregar no sistema da Revista, como documento suplementar, o comprovante
outorgado pelo detentor dos direitos autorais.

Fotografias e ilustracGes (Bitmap) devem estar no formato tiff ou jpeg, em alta
resolucdo (minimo de 300 dpi). Em gréaficos de dispersédo ou de barras utilizar o

formato xlIs, xIsx, eps, cdr ou ai. Cada uma das figuras inseridas no texto deve
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também ser carregada no sistema da Acta Amazonica em arquivo separado, como

um “documento suplementar”.

g. Fotografias devem estar, preferencialmente, em preto e branco. Fotografias coloridas
podem ser aceitas, mas 0 custo de impressao é por conta dos autores. Como
alternativa, pode ser usada figura em preto e branco na versdo impressa e colorida
(se for necessério) na versao eletrénica, sem custo para os autores.

h. Os autores podem ser convidados a enviar uma fotografia colorida, para ilustrar a
capa da Revista. Nesse caso, ndo ha custos para os autores.

3. Tabelas

a. As tabelas devem ser organizadas e numeradas sequencialmente em algarismos

arabicos. O niumero maximo de tabelas é de cinco para os artigos e de duas para as
comunicagfes e notas cientificas. A numeracdo e o titulo (autoexplicativo) devem
estar em posi¢ao superior a tabela. A tabela pode ter notas de rodapé. O significado
das siglas utilizadas na tabela (cabegalhos, etc) deve ser descrito no titulo.

As tabelas devem ser elaboradas em editor de texto (extenséo rtf, doc ou docx) e
nao devem ser inseridas no texto como figura (p. exe. no formato jpeg).

A citagdo no texto pode ser na forma direta ou indireta (entre paréntesis), por
extenso, com a letra inicial mailscula. Por exe. Tabela 1 ou (Tabela 1). Na legenda,
a tabela deve ser numerada seguida de ponto antes do titulo. Por exe. “Tabela 1.

Analise...”.

4. Informagdes adicionais

a. A Acta Amazonica pode efetuar alteracdes de formatagéo e corre¢fes gramaticais no

b.

C.

manuscrito para ajusta-lo ao padréo editorial e linguistico. As provas finais sédo
enviadas aos autores para a verificacdo. Nesta fase, apenas os erros tipograficos e
ortograficos podem ser corrigidos. Nessa etapa, NENHUMA alteracdo de conteddo
pode ser feita no manuscrito, se isso acontecer, 0 manuscrito pode retornar ao
processo de avaliagéo.

A Acta Amazonica ndo cobra taxas para publicacdo. Informacdes adicionais podem

ser obtidas por e-mail acta@inpa.gov.br. Para informacdes sobre um determinado

manuscrito, deve-se fornecer o nimero de submissao.

As assinaturas da Acta Amazonica podem ser pagas com cheque ou vale postal.
Para o exterior, a assinatura institucional custa US$ 100,00 e a assinatura individual
US$ 75,00. Para contato: valda@inpa.gov.br. Tel.: (55 92) 3643-3643 ou fax: (55 92)
3643-3029.
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