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PREFACIO

A Microbiologia Agricola vem apresentando uma importancia cada vez maior, os microrganismos relacio-
nados as culturas sdo dinamicos e interferem diretamente na produtividade dos sistemas. Muito destaque vem
sendo dado aos organismos microscopicos que vivem em associagdo com animais e plantas e essa relagdo pode
ser benéfica ou maléfica. Estudos relacionados sobre esse efeito sdo relevantes e necessarios.

Dentre os organismos fitopatogénicos, ou seja, que exercem uma relagdo de parasitismo com as plantas,
os fungos se destacam e constituem como o maior e mais diverso grupo de fitopatdgenos. Diferentes espécies de
fungos sdo capazes de causar doenca no tecido vegetal, produzir micotoxinas e acarretar grandes prejuizos no se-
tor agricola. Entre todas as causas que podem ser atribuidas a diminui¢do da produtividade das culturas, a perda
de rendimento, devido as infeccdes por fitopatdgenos, resulta em perdas, direta ou indiretamente, estimadas em
40 milhdes a cada ano, o que corresponde a 20-40% das perdas totais no rendimento das culturas. No entanto,
a seguranca alimentar ndo implica apenas em utilizar alimentos de qualidade e que ndo sejam prejudiciais aos
consumidores, mas, numa visdo mais global e atual, implica também em desenvolver e aplicar ferramentas de
producdo sustentaveis com baixo impacto ao ambiente.

Dessa forma, a utilizacdo de microrganismos, como os fungos, no controle bioldgico visa minimizar os im-
pactos causados pelo modelo predominante da agricultura convencional, o qual controla, de forma predominan-
te, os problemas fitossanitdrios pela aplicacdo continuada e em larga escala de agrotdxicos. Dentre os problemas
inerentes ao uso de agrotoxicos, podemos citar a contaminacdo de alimentos, solo, agua e animais, intoxicacdo
de agricultores, resisténcia de patdgenos a certos principios ativos dos agrotoxicos, desequilibrio bioldgico com
alteracOes da ciclagem de nutrientes e da matéria organica, eliminacdo de organismos benéficos e reducdo da
biodiversidade.

A introducdo de um agente para o controle bioldgico exige o seu estabelecimento, seguido de interacoes
com o organismo-alvo e outros organismos. Essas interagdes complexas sao fundamentais para o sucesso do
controle, devem ser analisadas de modo holistico e consideradas em longo prazo. Sendo assim, as pesquisas que
visam ampliar o conhecimento das relages inerentes aos mecanismos de interacdo entre planta-microrganis-
mos podem auxiliar no desenvolvimento e ampliacdo do uso de técnicas alternativas que auxiliam no controle
bioldgico. Essas pesquisas podem ser Uteis ao combate de doencas causadas por fitopatdgenos, no controle de
micotoxinas e no aumento da performance dos cultivos.

Além disso, algumas espécies fungicas, como trichoderma asperellum, tém sido utilizadas como fungo pro-
motor de crescimento de plantas, capaz de induzir a tolerancia das plantas a estresses biodticos e abidticos. Varios
estudos também sdo conduzidos na investigagdo do potencial enzimatico que os fungos podem apresentar, uma
vez que sdo capazes de degradar a biomassa vegetal, secretando enzimas, como as celulases que degradam a
parede celular e podem ser amplamente utilizadas na industria.

Diante do exposto, o livro tem como objetivo apresentar alguns resultados sobre os mecanismos das in-
teragOes planta-microrganismos do solo; a inoculacdo de Trichoderma asperellum na cultura do arroz e milho e
as alteracdes morfofisioldgicas causadas; a utilizacdo do fungo Metarhizium anisopliae como agente de controle
bioldgico; tipos de controle alternativos para reducdo da producdo de aflatoxinas; o potencial celulolitico de fun-
gos filamentosos provenientes de ninhos de formigas; e, por fim, a utilizacdo de métodos rapidos de deteccdo

(MINIVIDAS®) para avaliar a eficiéncia do processo de lavagem e a eliminagdo da Salmonella spp. no pescado.

Vivian Nicolau Gongalves
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APRESENTACAO

A obra é resultado do esfor¢o conjunto de docentes, discentes e colaboradores ligados a pesquisa agricola
na regido norte do Brasil, mais, especificamente, no estado do Tocantins. Trata-se da compila¢do de trabalhos de
amplo interesse regional e nacional, que tém como intuito contribuirem com a ampliacdo dos horizontes da pes-
quisa, desenvolvimento e inovagdo tecnoldgica relacionados a microbiologia agricola.

O conteudo cientifico compreendido situa-se como importante labor, jd que se harmoniza muito com
o0 atual cendrio local. A regido Norte é, atualmente, uma das principais frentes de expansdo da agricultura no
pais, mostrando intensa pressdo pela amplificacdo das atividades agrarias e com projecées de ser, em um futuro
bem préximo, o mais expressivo centro de crescimento do agronegdcio brasileiro. As praticas agricolas locais
predominantes ainda sdo de carater extensivo e de baixa tecnologia, o que justifica esforcos cientificos realizados
em favor do assunto. O apelo mundial, em relacdo ao objeto de estudo desta obra, ndo ¢ diferente do regional,
ja que os olhares do planeta também estdo voltados a agricultura, o que reforca a importancia da divulga¢do dos
estudos agrupados neste exemplar.

Além de recortes que abordam os desafios e perspectivas locais ligados ao tema, a obra traz entrepostos
de interesse global, propondo alternativas de uso do potencial microbioldgico e contribuindo com a promogao de
uma atmosfera de oportunidades. O livro é dividido em sete capitulos que abordam temas importantes, como:
acesso a biodiversidade microbiana de interesse na agricultura; potencial microbiano na promogdo do cresci-
mento de culturas, controle bioldgico e desenvolvimento agricola sustentavel; potencial de producdo enzimatica,
usando microrganismos e biomassa; estudo e controle de toxinas microbioldgicas em culturas, producdo de pro-
bidticos, propriedades funcionais de residuos vegetais; potencial antimicrobiano de compostos e varios outros
subtemas incorporados, que almejam contribuir para a divulgacdo da cientifica, propiciam suporte pesquisa, ao

ensino e ao desenvolvimento microbioldgico agricola rentavel e mais sustentavel. Boa leitura!

Os autores
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INOCULACAO DE TRICHODERMA ASPERELLUM (UFT-201) NA CULTURA DO ARROZ
(ORYZA SATIVA) E MILHO (Zea mays): ALTERACOES
MORFOFISIOLOGICAS

Albert Lennon Lima Martins*
Lisandra Lima Luz 2

Evelynne Urzédo Ledo?

Adriano Sérgio Bernardo Queiroz*
Lillian Franga Borges Chagas®
Aloisio Freitas Chagas Junior®

Introdugao

A producdo agricola brasileira é considerada uma das maiores do mundo, devido ao seu tamanho territorial
e 0 seu potencial em produzir grdos. A producdo de milho é destinada ao grao, que é utilizado para alimentagdo
humana e animal, e, também, para a producdo de silagem, que consiste em um processo fermentativo, utilizado
na alimentacdo animal no periodo de seca. Dessa forma, a producdo de milho deve ser levada em conta o grdo e
matéria seca, assim, estimulando a geragdo e adogdo de técnicas de produgdo que a viabilizem (PINTO et al., 2010;
SILVA et al., 2017).

Diante do cenario atual, cujo Brasil tem como sua principal economia a agricultura, procura-se alternativas
para aumentar a producdo agricola das principais culturas: soja e milho, além da producdo de alimentos sauda-
veis. O uso de técnicas de producgdo viaveis, como a producdo de inoculantes a base de microrganismos benéficos,
que ajudam na promocao de crescimento vegetal, é de grande importancia a agricultura, sendo medidas inovado-
ras para se alcangar uma agricultura sustentavel e aumentar a producao agricola (MACHADO et al., 2012). Recen-
temente, os profissionais da drea e os setores comerciais tém demonstrado grande interesse no desenvolvimento
de estratégias ecoldgicas e econdmicas para o manejo de doengas em plantas (PANTH, 2020).

Trichoderma spp. € um dos fungos mais pesquisados no Brasil, pois tem ocorréncia natural em praticamen-
te todos os tipos de solos e possui uma versatilidade de agdo prdpria, como parasitismo, antibiose e competicdo,
além da producdo de fitdrmonios, a exemplo do AlA, e sua capacidade de solubilizacdo de fosfatos (OLIVEIRA,
CHAGAS, 2012; RIBAS; RECH, 2016), podendo atuar como promotor de crescimento vegetal e indutor de resistén-
cia de plantas as doencas. O fungo ja vem sendo utilizado em estudos para promogdo de crescimento em plantas
de soja, feijdo caupi, milho e arroz (CHAGAS et al., 2017; GONCALVES et al., 2018).

Os Bioprodutos a base de Trichoderma spp. sdo comercializados em varios paises ao redor do mundo (BE-
TTIOL et al., 2012). No Brasil, sua aplicacdo pelos agricultores ainda é limitada, devido a pouca disponibilidade de

1 Departamento de Agronegdcios, Universidade Estadual do Tocantins (Unitins) . E-mail: albert.ll@unitins.br

2 Departamento de Agronomia, Universidade Federal do Tocantins (UFT) . E-mail: lisandra.lima.luz@gmail.com

3 Curso de Engenharia Agrondmica, Universidade Estadual do Tocantins (Unitins). E-mail: evelynne.ul@unitins.br
4 Departamento de Agronegdcios, Universidade Estadual do Tocantins (Unitins). E-mail: adrianosbg@gmail.com
5 Departamento de Agronomia, Universidade Federal do Tocantins (UFT). E-mail: lillianfoc@mail.uft.edu.br

6 Departamento de Agronomia, Universidade Federal do Tocantins (UFT). E-mail: chagasjraf@mail.uft.edu.br
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bioformulagbes devidamente registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), combi-
nada com a falta de identificacdo de novos isolados com potencial de biocontrole e falta de informacao sobre os
beneficios do uso desses agentes (MACHADO et al., 2012).

Assim, a prospec¢do de novos isolados é a etapa primaria no processo de desenvolvimento de produtos
bioldgicos e, posteriormente, a formulacao de produtos. Com isso, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
inoculagdo de doses de Trichoderma asperellum (UFT-201) na cultura do milho e arroz e determinar as principais

alteragGes sobre a morfofisioldgia das culturas.

Material e Métodos

0 experimento foi conduzido na estacdo experimental da Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus
Universitario de Gurupi, localizada na regido sul do estado Tocantins (11°43’45” S, 49°04’07” W, 278m de altitude).
A classificacdo climatica, segundo Koppen (1948), é do tipo B1wA'a’ Umido, com moderada deficiéncia hidrica,
tendo a temperatura média anual de 29,5°C, com precipitacdo média anual de 1.688 mm, caracterizada por um
inverno seco e um verao chuvoso (ALVARES et al., 2013).

0 experimento foi conduzido com as culturas do milho e arroz. Os tratamentos consistiram em cinco doses
do inoculante (0, 3, 6, 9, 12 g kg™ de semente), misturados no momento da semeadura. Foram semeadas cinco
sementes de milho e 10 de arroz por vaso, onde foi realizado o desbaste aos 15 dias, apds a semeadura (DAS),
deixando duas plantas de milho e cinco de arroz em cada.

A cepa utilizada foi obtida no acervo da micoteca do Laboratério de Agromicrobiologia Aplicada e Biotecno-
logia, da Universidade Federal do Tocantins (UFT/PPGPV). O fungo foi repicado em meio de cultura BDA (batata,
dextrose e agar — Himedia, india), em placas de petri e incubados a temperatura de 25 °C + 2 °C, com fotoperiodo
de 12 horas, por sete dias, periodo determinado para o crescimento das col6nias de Trichoderma asperellum UFT-
201.

O inoculante utilizado foi preparado em fermentacdo sélida, utilizando arroz como substrato, conforme
metodologia descrita por Chagas et al. (2017). Sacos de polipropileno, contendo 300g do arroz e 300mL de agua
destilada, foram autoclavados a 121°C, por 1 hora. Apds o resfriamento, o arroz foi inoculado com seis discos de 5
mm de diametro de cada isolado, separadamente, contendo micélios e esporos de Trichoderma sp. e meio BDA e
incubados em camara de crescimento tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), com temperatura de 25 °C+2 °C
e fotoperiodo de 12 horas por sete dias. A cada dois dias, o substrato contendo arroz foi revolvido, para facilitar a
troca gasosa, quebra dos agregados miceliais e aumento da esporulacdo.

A concentracdo de Trichoderma foi determinada pelo método de diluicdo em série, por meio da quantifi-
cacdo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), onde foi determinado utilizando-se 1g de arroz, em 10 mL de
agua esterilizada, seguida de agitacdo por 1 min no vortex. Em seguida, foram feitas as diluicdes, utilizando 900ul
de solucdo salina e 100ul da mistura anterior, em seguida, plaqueamento das diluicdes 10* e 10° em placa de petri
contendo meio BDA.

O milho hibrido AG8088PRO?2 e o arroz IRGA431 foram cultivados em vasos plasticos, contendo 4 e 10 dm?
de Latossolo Vermelho Amarelo, coletado da camada de 0-20 cm, que apresentava as seguintes caracteristicas

quimica e textural (TEIXEIRA et al., 2017), conforme tabela, a seguir:
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Tabela 1. Andlise quimica e textura do solo utilizado no experimento.

Ca* Mg AP* H+Al SB? CTC(T)* V4 m® MO® pH
cmol_dm? (%) CaCl,
1,2 0,6 0,0 2,2 1,87 4,07 46 0 1,6 5,6
P K Silte Argila Areia
mg dm?3 g kg-l
19 29,0 50 475 475

ICTC total; 2Soma de bases; 3CTC efetiva; “Saturacdo por base; °Saturagéo por aluminio; *Materia organica

Fonte: Elaborada pelos autores.

As avaliagOes agronOmicas e fisioldgicas foram realizadas aos 30 e 45 dias, apods a semeadura (DAS). Para
as caracteristicas morfoldgicas, determinou-se a altura das plantas (ALT), com auxilio de régua graduada em cen-
timetro, e foram tomadas medidas do solo ao apice das folhas. A massa natural da parte aérea e da raiz (MN) foi
mensurada em balanca antes das folhas perderem turgescéncia. Foi feito o volume de raiz (VR, mL), com o auxilio
de uma proveta.

Em seguida, os componentes morfoldgicos foram separados: folha, caule e raiz e as amostras foram transfe-
ridas para estufa, com circulagdo forcada a ar a 552C por 72 horas ou até obterem peso constante. Posteriormente,
foram pesadas em balanga semi-analitica (0,001g), obtendo: massa seca da raiz (MSR, g), massa seca das folhas
(MSF, g) e massa seca do caule (MSC, g). Com somatdrio de ambas as partes morfologias, obteve-se a massa seca
total (MST, g) das plantulas.

Ja para as avaliagOes fisioldgicas, foram quantificados os pigmentos fotossintéticos, por meio de leituras
na parte central do limbo foliar, em folhas completamente expandidas, com o auxilio de um clorofilémetro Cloro-
fiLOG" modelo CFL 1030. O equipamento fornece resultados em unidades adimensionais, valores ICF (indice de
Clorofila Falker) da clorofila a (Clo.a), b (Clo.b) e total (Clo.Total) (FALKER, 2008).

As trocas gasosas foram analisadas com equipamento de sistema aberto de fotossintese com analisador de
CO2 e vapor d’'agua por radiagdo infravermelha (Infra Red Gas Analyser — IRGA, modelo LCiSD, da ADC System,
UK), no periodo das 9 as 11 a.m., sempre em dia ensolarado, em folhas totalmente expandidas. Os parametros
fisiologicos analisados foram: taxa de assimilagdo CO2 (A - umol CO2 m?s?), transpiracdo (E - mmol H20 m?2s?),
condutancia estomatica (gs - mol de H20 m? s?) e concentra¢do de CO2 intercelular (C/ - pmol CO2 mol™ ar), sob
irradiancia média de 1100 umol de fétons m-2 s-1 e concentragdo externa de CO2 de 400 umol mol-1. Além disso,
a eficiéncia do uso da dgua (EUA - pmol CO2 mmol-1 H20) foi determinada pela razdo A/E, conforme descrito por
Zhang et al. (2001).

Quatro variaveis dos experimentos (ALT, VR, MSF, MST) foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA)
e os modelos de regressées polinomiais foram ajustados conforme o nivel de significancia (p < 0,05). Em seguida,
todo o conjunto de dados foram submetidos a analise multivariada, utilizando a técnica de componentes prin-
cipais (Principal Component Analysis - PCA) (HAIR et al., 2009). Os autovetores foram utilizados para avaliar a
importancia de cada varidvel e tratamentos nos dois primeiros componentes, bem como para a relagdo entre as
variaveis, sendo que esses valores funcionaram como coeficientes de correlacdo (GOMES et al., 2004).

Todas as andlises e graficos foram realizados no software R, versao 4.0 (TEAM, 2020), utilizando os pacotes
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MASS (RIPLEY et al., 2020), ExpDes.pt (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2018), FactoMineR (HUSSON et al.,
2020) e ggplot2 (WICKHAM et al., 2020).

Resultados e Discussao

Ainoculagdo de Trichoderma asperellum, via sementes, influenciou positivamente todos os atributos mor-
fofisioldgicos da cultura do milho e arroz apenas aos 45 dias apds a semeadura.

Para a cultura do milho, houve interacdo para altura (p = 0,01), cujas doses foram significativas somente aos
45 DAS (p = 0,0002), com ajuste quadratico (R* = 0,68, p = 0,0001) e méaxima eficiéncia técnica (MET) em 6,30 g
kg de sementes, obtendo 50,30cm de altura, o que representa um acréscimo de 11,69%, em relagcdo ao controle
(45,04 cm) (conforme Figura 1-A).

Figura 1. Altura (A), volume de raiz (B), massa seca da folha (C) e massa seca total (D) de plantas de milho (Zea
mays) sob doses de Trichoderma asperellum (UFT-201) com 30 e 45 dias apds de semeadura.
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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Para o volume de raiz (VR), a cultura apresentou um crescimento de 192,3%, de 30 DAS (13,9 mL, média
geral) para 45 DAS (38 mL no controle) (p = 0,00001), ou seja, dobrou o volume de exploragdo radicular entre as
épocas de avaliacdo (conforme Figura 1-B). A maxima promocdo do crescimento do sistema radicular pelo inocu-
lante ocorreu na dose de 7,54 g kg* de sementes, com 42,8 mL de VR, 12.7% superior ao controle.

Para a massa seca das folhas (MSF), houve interagdo (p = 0,04) e ajuste quadratico (R*= 0,81, p = 0,0004),
significativo somente aos 45 DAS (p = 0,004), cuja MET foi a dose de 6,05 g kg* e um incremento de 24,75%
(3,33g), em relacgdo ao controle, 2,67g (conforme Figura 2-C).

A MST teve interagdo (p = 0,01), também, obteve um ajuste quadratico (R?= 0,77, p = 0,00005), com signi-
ficancia aos 45 DAS (p = 0,00005), cuja MET foi 5,9 g kg, com 8,32 g (20,78%) comparado ao controle que obteve
massa de 6,89 g (Figura 1-D).

Resultados positivos também foram encontrados por Chagas et al. (2017), que comprovarsm a eficiéncia do
isolado Trichoderma asperellum UFT-201, ao incrementar biomassa em gramineas (arroz e milho) e leguminosas
(soja e feijao-caupi). Gongalves et al. (2017), testando doses de inoculante a base de Trichoderma asperellum UFT-
201, concluiram a eficiéncia da sua inoculacdo em aumento da produtividade de soja, por meio do aumento da
biomassa da planta.

Estes resultados estdo de acordo com outros trabalhos, como Chagas et al. (2019), que testou o isolado
de Trichodema asperellum UFT201 em ensaios com soja, cujo houve aumento consideravel de biomassa. Esse
aumento pode estar relacionado a sintese de Acido Indol Acético (AIA) e solubilizacdo de fosfatos (CHAGAS et al.,
2015; CHAGAS et al., 2017).

Todas as variaveis morfofisioldgicas do milho foram avaliadas pelo método multivariado de analise de com-
ponentes principais (PCA), com a finalidade de diferenciar os tratamentos com base em todas informagdes cole-
tadas. Foram utilizados apenas PC1 e PC2 com 62,6% da variacdo total dos dados, para facilitar a interpretacéo

do grafico em duas dimensdes do efeito de doses de Trichoderma na cultura do milho, conforme figura a seguir:

Figura 2. Biplot do primeiro e segundo componentes gerados a partir das variaveis respostas de plantas de milho

(Zea mays), sob doses de Trichoderma asperellum UFT-201, via semente aos 45 dias apos a semeadura.

Tratamentos
< [@®] cont
o
o 0T -l e - ONaSSee— — — — ~ ~ ~ Tl T - - - - D-12
é’ _|_+ (m] 3
o D-6

D-9

O m e e e e - =

2 4 6
PC1 (43.3%)
PC1: primeiro componente; PC2: segundo componente; MFR: massa fresca da raiz; MFT: massa fresca total; MSF: massa seca foliar; MFF:
massa fresca foliar; ALT: altura; VR: volume de raiz: MFC: massa frasca do caule: MST: massa seca total; MSR; massa seca da raiz; MSC:
massa seca do caule; Ci: concentragdo de carbono interno; E: taxa de transpiragdo; gs: condutancia estomatica; A: taxa de assimilacdo
de CO,; EUA: eﬁciénciz_a do uso da agua; Clo.Total: clorofila total; Clo.A: clorofila A; Clo.B: clorofila B; CONT: controle; D-3, D-6, D-9, D-12:
doses 3,6,9 e 12 gkg ~ de sementes, respectivamente.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Devido a variabilidade dos dados, ndo ocorreu descriminagdo do controle pelas elipses a 95% de confianca,
porém D-6 e D-9 apresentaram maior distancia euclidiana do controle (~4,1), ja D-3 e D-12 (~2,6) foram agrupadas
como semelhantes ao controle. As varidveis mais sensiveis, de forma positiva, foram: A, EUA MFR, MFT e os indi-
ces de clorofilas (Clo.A, Clo.B e Clo.Total) e de formas negativa apenas o Ci. O controle ficou posicionado inversa-
mente as varidveis mais positivas e correlacionado diretamente com o Ci. Esse resultado sugere que as plantas de
milho inoculadas apresentaram maior eficiéncia fotossintética e, por isso, acumularam mais biomassa.

El-Hasan e Buchenauer (2009), utilizando metabdlitos secundarios de Trichoderma, observaram que houve
aumento na atividade de peroxidases, polifenol oxidases e B-1,3- glucanase tanto na parte aérea quanto radicular.
Esses compostos atuam diretamente na regulagdo do estresse oxidativo, responsaveis por aumentar a homeosta-
se do metabolismo vegetal, reduzindo os compostos que oxidam e desestruturam as células (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Na cultura do arroz, todas as variaveis apresentadas foram significativas somente aos 45 DAS, conforme fi-
gura a seguir. A altura com ajuste quadratico (R*=0,75) e MET em 6,4 g kg!, com um aumento de 11,9% (49,4 cm),
em relagdo ao controle, que obteve apenas 43,5 cm de altura (Figura 3-A).

Figura 3. Altura (A) e Volume de raiz (B), Massa seca das folhas (C) e total (D) de plantas de arroz (Oryza sativa) sob

doses de Trichoderma asperellum UFT-201 via sementes apds 30 e 45 dias de semeadura.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Para o volume de raiz, houve ajuste quadratico (R?= 0,52, p = 0,024), cuja melhor dose 7,6 g kg incremen-
tou 13,6% (41,4 mL) em relagdo ao controle, que teve volume menor de 35,8 mL (Figura 3-B). Utilizando uma cepa
nativa de Trichoderma sp. na concentracdo de 1x10® UFC mL?, Vegara et al. (2020) observaram incrementos entre
19 e 35% do comprimento e volume das raizes (1,60 mL do melhor tratamento contra 0,57 mL do controle) em
mudas de arroz da variedade SLF11. Kurrey et al. (2018), utilizando Trichoderma com hidrogel, também, observa-
ram resultados positivos na cultura do arroz, mostrando crescimento e desenvolvimento de raizes e produtividade.

A MSF, aos 30 dias, foi de ~0,5 g (Figura 3-C). Ja aos 45 DAS, ocorreu resposta significativa das doses (qua-
drética, R?=0,90, p =0,04), o MET foi de 6,34 g kg™ de sementes, com aumento de 22,09% em relagdo ao controle.
A MST, com ajuste quadratico (R? = 0,77), teve melhor resultado: 8,3g, com MET 5,9 g kg de semente, e um au-
mento de 17,3% em relagdo ao controle (6,9 g) (Figura 3-D).

De acordo com Hoyos Carvajal et al. (2009), testando cepas de Trichoderma, houve a produgdo de hormo-
nios de crescimento como AIA ou andlogos, mecanismo pelo qual ha produgdo de crescimento vegetal. A intera-
¢ao do Trichoderma com plantas de arroz ocorre em uma comunica¢do multicelular da parte aérea com raiz que
produz auxinas, metabdlitos volateis e ndo volateis, que promove a ramificacdo radicular da planta (MEYER et al.,
2019).

Silva et al. (2012) caracterizaram os isolados de Trichoderma e concluiram sobre a producdo de fosfatase,
celulase e AIA em condigdes de laboratério. Os pesquisadores levaram esses isolados para casa de vegetacdo e
conseguiram um aumento consideravel de 61% e 33% em biomassa da parte aérea e da parte radicular, respecti-
vamente, comprovando o potencial do fungo como promotor de crescimento vegetal.

O PC1 e PC2, obtidos pela técnica multivariada, representam 69% da variagao dos dados analisados. Confor-
me as elipses do Biplot, apenas D-12 ndo diferiu do controle, D-6 e D-9 apresentaram maiores distancia euclidiana

do controle, ~4,8 e ~4,3, respectivamente, quando comparados com D-3 (~3,0) e D-12 (~2,8). As varidveis mais
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sensiveis, de forma positiva, foram: A, EUA, E, Clo.A, MFC, MST e MSR. Nao houveram varidveis agrupadas como
negativas.

Figura 4. Biplot do primeiro e segundo componentes gerados a partir das varidveis respostas de plantas de arroz

(Oryza sativa) sob doses de Trichoderma asperellum UFT-201 via semente aos 45 dias apds a semeadura.
5.0

2.5+
Tratamentos

-2.51

-2.5 . 25 5.0
PC1 (45.9%)

PC1: primeiro componente; PC2: segundo componente; MFR: massa fresca da raiz; MFT: massa fresca total; MSF: massa seca
foliar; MFF: massa fresca foliar; ALT: altura; VR: volume de raiz: MFC: massa frasca do caule: MST: massa seca total; MSR; massa seca
da raiz; MSC: massa seca do caule; Ci: concentragdo de carbono interno; E: taxa de transpiragdo; gs: condutancia estomatica; A: taxa de
assimilagdo de CO,; EUA: eﬁciénc_if do uso da dgua; Clo.Total: clorofila total; Clo.A: clorofila A; Clo.B: clorofila B; CONT: controle; D-3, D-6,
D-9, D-12: doses 3,6, 9 e 12 g kg ~ de sementes, respectivamente.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Na cultura do arroz, D-12 apresentou efeitos negativos quanto aos acimulos de biomassas e as caracteristi-
cas fisiologias da cultura, ndo diferindo do controle. Esse resultado sugere que as altas doses do inoculante exigem
muita energia fotossintética da planta, onde os microrganismos podem tornar-se um forte dreno de carbono nos
primeiros estagios de desenvolvimento da cultura.

0 aumento do sistema radicular da planta pode estar relacionado ao aumento na translocacdo de ions, via
estimulacdo da enzima ATPase e da bomba de prétons (MANTELIN; TOURAINE, 2004).

O fungo Trichoderma spp. promove modificacGes nas raizes das plantas, resultando em respostas fisiologi-
cas positivas, que podem estar associadas as mudangas na sinalizacdo das vias dos fitohormonio, por exemplo, o
acido indol-3-acético (AlA), resultando em aumentos da area de superficie, nimero de raizes e pelos absorventes
(REGO et al., 2014; MEYER et al., 2019).

Consideragoes Finais

O fungo Trichoderma asperellum UFT-201 inoculado, via semente, aumentou o volume radicular e a bio-
massa das plantas de milho e arroz na dose de 6 g kg* de sementes. O ganho em biomassa das culturas esta rela-
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cionado as alterag0es fisioldgicas nas culturas promovidas pela inoculacdo e doses acima de 12 g kg* de sementes

podem reduzir o desenvolvimento inicial das culturas, principalmente, para arroz.
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Introdugao

Os microrganismos Promotores do Crescimento de Plantas (MPCP) sdo organismos que colonizam a rizos-
fera e o rizoplano e melhoram o crescimento das plantas, quando inoculados artificialmente nas sementes ou no
solo. Os microrganismos PGP podem promover o crescimento de plantas por estimulacdo direta, como quelagao
de ferro, solubilizacdo de fosfato, fixagdo de nitrogénio e producdo de fitohormdnios ou por estimulacdo indireta,
como supressao de patdgenos de plantas e indugdo de resisténcia em plantas hospedeiras contra patégenos (HAO
etal., 2011; PANHWAR et al., 2012).

O crescimento das plantas pode ser melhorado diretamente pela microbiota, com a producdo de compostos
metabdlicos e com atividade fito-hormonal em concentragdes micromolares a nanomolares (JOG et al., 2014),
pois as rizobactérias tém a capacidade de solubilizar fosfato e produzir metabolitos diretamente relacionados ao
crescimento da planta, como auxinas, giberelinas e citocininas. Além disso, sintetizam antibidticos, siderdforos e
acido hidrodinamico que reduzem a atividade de patégenos (GRACAS et al., 2015).

Muitas espécies de fungos também produzem auxinas, por exemplo, alguns estudos sobre o papel do AIA
produzido por fungos em diferentes sistemas de interacdo fungo-planta abrem a possibilidade de que fungos pos-
sam usar AlA e compostos relacionados para interagir com plantas como parte de sua estratégia de colonizacdo,
levando a estimulagdo do crescimento vegetal e modificacdo da defesa basal da planta (CONTRERAS-CORNEJO et
al., 2009; PRUSTY et al., 2004).

Além disso, os microrganismos bioprotetores associados as plantas podem ter a capacidade de minimizar
os desafios impostos pelos fitopatdgenos. Essa atividade de biocontrole pode se manifestar, como antibiose, com-
peticdo de nutrientes e espaco, parasitismo, predacdo, hipoviruléncia e resisténcia sistémica induzida (QIAO et al.,
2014), que sdo mecanismos indiretos de promogao do crescimento das plantas (SOUSA; OLIVARES, 2016).

Os microrganismos Promotores do Crescimento de Plantas (MPCP) podem induzir programas de defesa,

como resisténcia sistémica adquirida e resisténcia sistémica induzida, reduzindo as comunidades microbianas fito-
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toxicas. Eles também podem provocar Tolerancia Sistémica Induzida (TSI) ao estresse abiodtico (YANG et al., 2009).
Assim, as plantas exibem respostas de defesa durante a infec¢do por microrganismos Promotores do Crescimento
de Plantas (MPCP) mas essas sao menos agressivas do que as expressas durante intera¢cdes patogénicas (COM-
PANT et al., 2005). Embora os mecanismos bioquimicos envolvidos nas respostas dessas plantas ndo estejam cla-
ramente elucidados, o papel fundamental dos fitohorménios, como o Acido Salicilico (SA), Acido Jasménico (JA) e
Etileno (ET), tém sido amplamente divulgados na literatura (CONN et al., 2008; SHAH, 2009; YASUDA et al., 2009).

Dessa forma, nessa revisdo, serdo apresentados os principais mecanismos descritos na literatura cientifi-
ca sobre os diferentes tipos de mecanismos existentes entre as raizes e os microrganismos presentes no solo e,
também, a importancia do controle genético do hospedeiro (planta) para definir o sucesso e a eficiéncia dessa

interacdo nesse sistema, em face da limitacdo destes estudos no Brasil.

Mecanismos existentes entre as raizes e os microrganismos presentes no solo

De acordo com Souza et al. (2015), os mecanismos pelos quais as bactérias podem influenciar no cresci-
mento das plantas diferem de espécies e estirpes, pois, tipicamente, ndo existe um mecanismo Unico para promo-
ver o crescimento das plantas. Os principais mecanismos utilizados microrganismos Promotores do Crescimento
de Plantas (MPCP) sdo:

Fixacao biolagica de nitrogénio

A Fixagdo Biologica de Nitrogénio (FBN) é o processo responsavel pela redugdo do N, a amdnia (NH,) (NEW-
TON, 2000; FRANCHE et al., 2009) e é realizado em microrganismos diazotrdficos, principalmente, bactérias e ar-
chaea (DIXON; KAHN, 2004). Os microrganismos diazotroficos realizam a fixacdo bioldgica de nitrogénio (BNF) por
meio da nitrogenase, uma enzima altamente conservada que compreende duas metaloproteinas: FeMo-proteina
e Fe-proteina (DIXON: KAHN, 2004). Embora existam muitas diferencas morfoldgicas, fisioldgicas e genéticas entre
os diazotroficos, bem como uma enorme variabilidade de ambientes onde eles podem ser encontrados, todos eles
contém a enzima nitrogenase (BOUCHER et al., 2003; ZEHR et al., 2003).

Os flavondides variam com a idade da planta e o estado fisioldgico, quando exsudados de rizosferas de legu-
minosas, e induzem a expressdo do gene nodD em linhagens de rizdbios. O gene nodD é um ativador transcricional
de genes bacterianos envolvidos na infeccdo e formacdo de nddulos durante o estabelecimento de simbioses
leguminosa-rizdbia (LONG, 2001).

As bactérias do solo da familia Rhizobiaceae (rhizobia) estdo confinadas aos nddulos radiculares das legumi-
nosas da familia Fabaceae (WILLEMS, 2006). Dentro desses nddulos, os rizobios realizam efetivamente a fixacdo
bioldgica de nitrogénio (FBN), por meio do controle adequado da presenca de oxigénio, um inibidor da atividade
da nitrogenase (SHRIDHAR, 2012).

Niveis de fitohormonios moduladores

Os hormoénios vegetais desempenham papéis fundamentais no crescimento e desenvolvimento das plantas
e na resposta das plantas ao meio ambiente (DAVIES, 2004). Ao longo da vida, uma planta é submetida a uma série

de tensdes ndo letais, que podem limitar seu crescimento, até que o estresse seja removido ou a planta seja capaz
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de ajustar seu metabolismo para superar os efeitos do estresse (GLICK et al., 2007). Quando as plantas encontram
condicdes ambientais limitantes de crescimento, elas tentam ajustar os niveis de seus fitohormonios enddgenos,
a fim de diminuir os efeitos negativos dos estressores ambientais (SALAMONE et al., 2005). Esta estratégia &, por
vezes, bem-sucedida, posto que os microrganismos rizosfera também podem produzir ou modular fitohormonios
em condicdes in vitro (SALAMONE et al., 2005), ja que muitos microrganismos Promotores do Crescimento de
Plantas (MPCP) podem alterar os niveis de fitohormdnios e, assim, afetar o equilibrio hormonal da planta e sua
resposta ao estresse (GLICK et al., 2007).

Produgao de compostos inddlicos

Vdrias espécies bacterianas podem produzir Compostos Indélicos (Cls), como o fitohormonio, auxina, acido
indol-3-acético (AlA), que apresentam grande relevancia fisioldgica para interacdes bactéria-planta, variando de
patogénese a fitoestimulagdo. A capacidade de produzir Cls é amplamente distribuida entre as bactérias associa-
das as plantas (SPAEPEN et al., 2007).

A sintese de Cls em bactérias depende da presenca de precursores em exsudatos radiculares. Entre os varios
exsudatos, o L-triptofano foi identificado como o principal precursor para a rota da biossintese de Cl em bactérias.
A caracterizagao de compostos intermedidrios levou a identificagdao de diferentes vias que utilizam o L-triptofano
como principal precursor. As diferentes vias de sintese do AIA em bactérias mostram um alto grau de similaridade
com as vias de biossintese do AlA nas plantas (SPAEPEN et al., 2007). As bactérias benéficas predominantemente
sintetizam AIA, por meio da via do acido indol-3-piruvico, uma via alternativa dependente do L-triptofano.

0 AlA afeta a divisdo, extensao e diferenciacdo celular das plantas; estimula a germinac¢ao de sementes e tu-
bérculos; aumenta a taxa de desenvolvimento do xilema e da raiz; controla processos de crescimento vegetativo;
inicia formacao radicular lateral e adventicia; média respostas a luz, gravidade e fluorescéncia; e afeta fotossinte-
se, formagdo de pigmentos, biossintese de varios metabdlitos e resisténcia a condi¢des estressantes (SPAEPEN ;
VANDERLEYDEN, 2011; TSAVKELOVA et al., 2006). Ha mais de 70 anos, diferentes concentragdes de AIA afetam a
fisiologia das plantas, dramaticamente. As respostas plantas ao AlA variam de um tipo de planta para outra, onde
algumas plantas sdao mais ou menos sensiveis ao AlA do que outras plantas, de acordo com tecido especifico en-
volvido (GLICK, 2012).

0 AIA, sintetizado por bactérias, pode estar envolvido em diferentes niveis nas intera¢des planta-bactéria.
Em particular, a promocao do crescimento das plantas e a nodulagdo sdo afetadas pelo AIA. O AlA bacteriano au-
menta a area e o comprimento da superficie da raiz e, assim, proporciona a planta maior acesso aos nutrientes do
solo. Além disso, o AlA bacteriano solta as paredes celulares das plantas e, como resultado, facilita uma quantida-
de crescente de exsudacdo de raizes, que fornece nutrientes adicionais para suportar o crescimento de bactérias
da rizosfera (GLICK, 2012).

Citocininas e giberelinas

Vérios estudos demonstraram que muitas bactérias do solo em geral e microrganismos Promotores do

Crescimento de Plantas (MPCP), em particular, podem produzir citocininas ou giberelinas ou ambas (SALAMONE
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et al., 2001). No entanto, uma compreensdo detalhada do papel da sintese de hormonios bacterianos e como a
producdo bacteriana desses hormonios vegetais é regulada ndo estd atualmente disponivel (GLICK, 2012).

O etileno

O etileno é um fitohormdnio gasoso produzido endogenamente, que atua em baixas concentragoes, parti-
cipando da regulacdo de todos os processos de crescimento, desenvolvimento e senescéncia das plantas (SHAHA-
ROONA et al., 2006; SALEEM et al., 2007). Além de atuar como regulador de crescimento vegetal, o etileno tam-
bém foi identificado como um fitohormonio de estresse.

0 aumento da quantidade de etileno que é formado em resposta aos varios estresses ambientais pode
exacerbar alguns dos sintomas do estresse ou pode levar as respostas que aumentam a sobrevivéncia das plantas
sob essas condicdes. Esse comportamento, aparentemente, contraditério pode ser explicado por um modelo em
que as plantas expostas ao estresse respondem rapidamente, produzindo um pequeno pico de etileno, que inicia
uma resposta protetora pela planta, por exemplo, transcri¢cao de genes que codificam proteinas defensivas. Se o
estresse persistir ou for intenso, ocorre um segundo pico muito maior de etileno, varios dias depois. Esse segundo
pico de etileno induz processos como senescéncia, clorose e abscisdao que podem levar a uma inibigdo significativa

do crescimento e sobrevivéncia das plantas (GLICK et al., 2007).

Atividade da ACC desaminase

Vérios mecanismos foram investigados com o objetivo de reduzir os niveis de etileno nas plantas. Um des-
ses mecanismos envolve a atividade da enzima bacteriana 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase
(GLICK, 2005; JALILI et al., 2009; FARAJZADEH et al., 2012). A ACC deaminase regula a producdo de etileno vegetal
por metabolizagdo de ACC (o precursor imediato da biossintese de etileno em plantas superiores) em acido a-ce-
tobutirico e amonia (ARSHAD et al., 2007; SALEEM et al., 2007).

Uma quantidade significativa de ACC da planta pode ser excretada das raizes das plantas e, posteriormente,
absorvida pelos microrganismos do solo e hidrolisada pela enzima ACC deaminase, diminuindo a quantidade de
ACC no ambiente. Quando associadas as raizes das plantas, as comunidades microbianas do solo com atividade da
ACC desaminase podem ter um crescimento melhor do que outros microrganismos livres, pois esses organismos
usam o ACC como fonte de nitrogénio. Os microrganismos com expressao baixa de ACC desaminase incluem a
maioria, se ndo todas, espécies de rizobios (GLICK, 2005).

Em curto prazo, o principal efeito visivel da inoculacdo de sementes ou raizes com bactérias produtoras de
ACC desaminase € o aumento do alongamento da raiz da planta. A promocdo de crescimento de brotos é geral-
mente vista em experimentos de longo prazo (CONTESTO et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2012; NAVEED et al.,
2008; ONOFRE-LEMUS et al., 2009). Além disso, outros processos, como a nodulacdo de leguminosas e estabele-
cimento micorrizico na planta hospedeira, induzem aos aumentos locais no contetdo de etileno. Como resultado,
diminuindo o teor de etileno local nessas plantas, as bactérias produtoras de ACC desaminase podem aumentar a
extensdo da nodulagdo rizobiana e da colonizagcdo micorrizica em varias leguminosas, como ervilha, alfafa, feijao
e grao de bico (MA et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2012) e pepino (GAMALERO et al., 2008), respectivamente.
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Produgao de sideréforos

O Ferro (Fe) é um micronutriente essencial para as plantas e os microrganismos, pois esta envolvido em va-
rios processos bioldgicos importantes, como fotossintese, respiracdo, biossintese de clorofila (KOBAYASHI; NISHI-
ZAWA, 2012) e BNF (DIXON; KAHN, 2004).

Apesar de o ferro ser o quarto elemento mais abundante na terra, em solos aerobicos, o ferro nao é pronta-
mente assimilado por bactérias ou plantas, porque o ion férrico ou Fe, que é a forma predominante na natureza, é
apenas moderadamente sollvel, de modo que a quantidade de ferro disponivel para assimilagdo por organismos
vivos é extremamente baixo (MA, 2005).

Atualmente, existem mais de 500 sideréforos conhecidos; as estruturas quimicas de 270 desses compostos
foram determinadas (HIDER; KONG, 2010). Em condig¢Oes aerdbicas, a solubilidade do ferro é baixa, refletindo a
predominancia de Fe** tipicamente observado como polimeros de oxihidréxido, limitando assim a oferta de Fe
para diferentes formas de vida, particularmente, em solos calcarios (ANDREWS et al., 2003; LEMANCEAU et al.,
2009).

Os microrganismos desenvolveram estratégias ativas para absor¢ao de Fe. As bactérias podem superar a
limitacdo de Fe nutricional usando agentes quelantes chamados sideréforos. Siderdforos sdo definidos como mo-
léculas de massa molecular baixa (<1000 Da), com alta especificidade e afinidade para quelacdo ou ligacdo de Fe**,
seguido pelo transporte e deposicdo de Fe dentro de células bacterianas (KREWULAK; VOGEL, 2008).

A excrecdo de siderdforos por bactérias pode estimular o crescimento das plantas, melhorando a nutricdo
(efeito direto) ou inibindo o estabelecimento de fitopatégenos (efeito indireto), por meio do sequestro de ferro
do ambiente (SOUZA et al., 2015).

Solubilizagao de fosfato

O Fésforo (P) € um nutriente essencial para as plantas, participando como componente estrutural de acidos
nucléicos, fosfolipidios e Trifosfato de Adenosina (ATP), como elemento chave das vias metabdlicas e bioguimicas,
particularmente, importantes para a fixagdo bioldgica de nitrogénio (BNF) e fotossintese (KHAN et al., 2007).

As plantas absorvem P em duas formas solUveis: a monobdsica (H PO,) e a dibasica (HPO,*) (RICHARDSON;
SIMPSON, 2011). No entanto, uma grande propor¢do de P esta presente em formas insoluveis e, consequente-
mente, ndo esta disponivel para a nutricdo das plantas. Baixos niveis de P refletem a alta reatividade do fosfato
com outros componentes soluveis (KHAN et al., 2007), como aluminio em solos acidos (pH <5) e célcio em solos
alcalinos (pH> 7) (MCLAUGHLIN et al., 2011).

Compostos organicos (incorporados na biomassa ou matéria organica do solo) e compostos inorganicos,
principalmente, na forma de complexos minerais insoluveis sdo importantes fontes de P disponivel no solo (RO-
DRIGUEZ et al., 2006; RICHARDSON; SIMPSON, 2011). Portanto, a disponibilidade de P depende da solubilidade
desse elemento, que poderia ser influenciada pela atividade de raizes de plantas e microrganismos no solo. Bac-
térias e fungos solubilizadores de fosfato constituem, aproximadamente, 1-50% e 0,1-0,5%, respectivamente, da
populacdo total de microrganismos cultivaveis no solo (KHAN et al., 2009).

Normalmente, a solubilizacdo do fosforo inorganico ocorre como consequéncia da acdo de acidos organicos

de baixo peso molecular, como o gluconato e acido citrico, ambos sintetizados por vdrias bactérias do solo (RODRI-
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GUEZ; FRAGA, 2009; RODRIGUEZ et al., 2004). Por outro lado, a mineralizagao do fésforo organico ocorre por meio
da sintese de uma variedade de diferentes fosfatases, catalisando a hidrélise de ésteres fosféricos (RODRIGUEZ;
FRAGA, 2009).

As bacterias solubilizadoras de fosfato solubilizam fosfatos do solo inorganicos, como Ca, (PO,),, FePO, e
AIPO,, por meio da produgdo de dcidos organicos (os acidos citrico, glucdnico, latico, succinico e propidnico), si-
deréforos e fons hidroxila (CHEN et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2006; SHARMA et al., 2013).

O género Bacillus spp. se destaca por formar enddsporo e apresentar uma multiplicidade de mecanismos
antagonicos, possibilitando, dessa forma, a sua longa manutencdo e sobrevivéncia em nichos ecolégicos especifi-
cos, com grande versatilidade nos mecanismos de agao para driblar as defesas dos fitopatégenos (LANNA FILHO
etal. (2010).

A promocdo de crescimento, ocasionada por B. subtilis, é consequéncia do aumento da fixacdo de nitro-
génio, solubilizacdo de nutrientes, sintese de fitormonios e melhoria das condicdes do solo, além dos beneficios
indiretos pela supressao deste ambiente contra microrganismos maléficos (MANJULA; PODILE, 2005).

A habilidade das bactérias de controle bioldgico em promover indiretamente o crescimento das plantas tem

sido uma fonte de consideravel interesse.

Antibidticos e enzimas liticas

A sintese de uma gama de diferentes antibidticos é a caracteristica de microrganismos Promotores do Cres-
cimento de Plantas (MPCP), que é mais associada a habilidade da bactéria para prevenir proliferacdo de patégenos
de plantas (geralmente fungos) (COMPANT et al., 2005; HAAS; KEEL, 2003; MAZURIER et al., 2009).

Algumas bactérias de biocontrole produzem enzimas, incluindo quitinases, celulases, -1,3 glucanases, pro-
teases e lipases, que podem lisar uma porg¢ao das paredes celulares de muitos fungos patégenos. O microrganis-
mos Promotores do Crescimento de Plantas (MPCP) que sintetiza uma ou mais destas enzimas demonstrou ter
atividade de biocontrole contra um gama de fungos patogénicos, incluindo Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii,
Fusarium oxysporum (FRANKOWSKI et al., 2001; KIM et al., 2008).

Espécies do género Trichoderma vém sendo utilizadas com sucesso no controle de fitopatdégenos, por se-
rem capazes de proteger plantas, por meio de parasitismo, antibiose, competicdo por nutrientes e substrato e
inducdo de resisténcia. Além disso, essas espécies colonizam com facilidade o sistema radicular e promovem o

crescimento de diversas espécies de plantas (VINALE et al., 2008).

Competicao

Embora seja dificil demonstrar, algumas evidéncias indiretas indicam que a competi¢do entre patogenos
e ndo patdgenos (microrganismos Promotores do Crescimento de Plantas (MPCP)) podem limitar a incidéncia e
gravidade da doenca. Por exemplo, microbios abundantes e ndo patogénicos do solo colonizam rapidamente as
superficies das plantas e os nutrientes disponiveis, dificultando o crescimento de patégenos (INNEREBNER et al.,
2011).
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0 efeito in situ pela exposi¢do de células vivas de B. subtilis pode ocasionar a promogdo de crescimento e/
ou o biocontrole (HAMMAMI et al., 2009). Este ultimo podendo ser de natureza direta ou indireta. O antagonis-
mo direto exercido contra fitopatdgenos tem o envolvimento dos conhecidos mecanismos de antibiose, como a
sintese de substancias antimicrobiana, a competicdo por espaco e nutrientes e a sintese de compostos volateis
(LEELASUPHAKUL et al., 2008). O mecanismo indireto é exercido pelo fendmeno de resisténcia sistémica induzida
(ISR) (LANNA FILHO et al., 2010).

P. chlamydosporia é também um enddfito radicular, pois melhora o crescimento de uma gama de espécies
de plantas hospedeiras, enquanto sustenta sua acdo de defesa a diferentes patégenos (CIANCIO et al., 2013).

Os efeitos promotores de crescimento relacionados as interacdes de Streptomyces-planta podem ser dividi-
dos em biofertilizagao, bioestimulagao e bioprote¢ao (SAHARAN; NEHRA, 2011).

O género Streptomyces é amplamente reconhecido como capaz de sintetizar vérios metabdlitos secun-
dérios bioativos que atuam controlando o fitopatégeno e conferem uma vantagem a coloniza¢do endofitica da
rizosfera (GOLINSKA; DAHM, 2013), por exemplo, quitinase de S. violaceusniger YH27A (GHERBAWY et al., 2012).

Resisténcia sistémica induzida

0 uso da resisténcia genética, aliado aos tratamentos bioldgico e quimico, proporcionou incrementos signi-
ficativos no crescimento da planta (ARAUJO et al., 2012).

Os microrganismos promotores de crescimento vegetal podem desencadear em um fenémeno em plantas
conhecidas como Resisténcia Sistémica Induzida (RSI), que é, fenotipicamente, semelhante a sistémica adquirida.
A Resisténcia Sistémica Induzida (RSI) ocorre quando as plantas ativam seus mecanismos de defesa em resposta a
infeccdo por um agente patogénico (PIETERSE et al., 2009). A ISR positiva diz que as plantas sdo “preparadas” para
que reajam mais rapidamente e fortemente ao ataque de patdgenos, induzindo mecanismos de defesa. A ISR nao
segmenta patogenos especificos. Pelo contrario, pode ser eficaz no controle de doengas causadas por diferentes
patdgenos. A RSI envolve sinalizagdo de jasmonato e etileno dentro da planta e esses hormonios estimulam as
respostas de defesa da planta hospedeira a uma série de patégenos (VERHAGEN et al., 2004). A ISR ndo requer
nenhum acesso direto a interagdo entre o microrganismos Promotores do Crescimento de Plantas (MPCP) indutor
de resisténcia e o patdgeno (BAKKER et al., 2007). Além do etileno e do jasmonato, outras moléculas bacterianas,
como a cadeia lateral O-antigénica do lipopolissacarideo de proteina da membrana externa bacteriana, proteinas,
poverdina, quitina, B-glucanas, ciclicas surfactantes lipopeptidicos e acido salicilico tém sido relatados para atuar

como sinais para a inducao de resisténcia sistémica.

Importancia do controle genético do hospedeiro (planta) para definir o sucesso e a eficiéncia
dessa interagao (especificidade)

As raizes das plantas respondem as condigdes ambientais, por meio da secre¢dao de uma ampla gama de
compostos, de acordo com o estado nutricional e as condi¢des do solo. Essa agdo interfere na interagdo plan-
ta-bactéria e é um importante fator que contribui para a eficiéncia do inoculante (CAl et al., 2012; CARVALHAIS

et al., 2013). A exsudagdo da raiz inclui a secre¢do de ions, oxigénio e agua livres, enzimas, mucilagem e uma
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gama diversificada de metabdlitos primarios e secundarios, contendo C (BAIS et al., 2006). As raizes das plantas
excretam 10-44% do C fotossinteticamente fixado, que serve como fonte de energia, moléculas sinalizadoras ou
antimicrobianos para microrganismos do solo (GUTTMAN et al., 2014). A exsudacdo radicular varia com a idade da
planta e o gendtipo e, consequentemente, microorganismos especificos respondem e interagem com diferentes
plantas hospedeiras (BERGSMA-VLAMI et al., 2005; AIRA et al., 2010; RAMACHANDRAN et al., 2011). Assim, 0s
inoculantes sdo, geralmente, destinados a uma planta especifica, a partir da qual a bactéria foi isolada.

Segundo Doornbos et al. (2012), a atividade microbiana no solo rizosférico é marcadamente influenciada
por metabdlitos, contendo carbono liberado das raizes, por meio do processo de rizodeposi¢do. Esses compostos
(secrecdes iGnicas, oxigénio e dgua livres, enzimas, proteinas, mucilagem, aminodcidos, dcidos organicos, aclcares
e fendlicos) agem como recursos de nutrientes quimicos, quimioatractivos, quimiorpulsivos e sinalizagdo de com-
postos que moldam a estrutura da comunidade microbiana e atividade de diferentes grupos de microrganismos e
terem influéncia significativa nas interagdes de microrganismos-raiz da planta (BEVER et al., 2012).

Para Ortiz-Castro et al. (2009), uma comunicacdo extensa ocorre entre plantas e microrganismos durante
diferentes estagios de desenvolvimento da planta, nos quais as moléculas de sinalizagdo dos dois parceiros de-
sempenham um papel importante. Espécies de fungos e bactérias sdo capazes de detectar a planta hospedeira e
iniciar suas estratégias de colonizacdo na rizosfera, produzindo substancias reguladoras do crescimento de plantas
candnicas, como auxinas ou citocininas. Por outro lado, as plantas sdo capazes de reconhecer compostos deri-
vados de micrdbios e ajustar suas respostas de defesa e crescimento, de acordo com o tipo de microrganismo
encontrado. Esse didlogo molecular determinard o resultado final da relagdo, variando da patogénese a simbiose,
geralmente, por meio de processos celulares altamente coordenados.

Os tipos de microrganismos, dentro de uma rizosfera, incluem bactérias, fungos, actinomicetos e algas (OR-
TiZ-CASTRO et al., 2009).

A competigdo microbiana esta intimamente associada a eficiéncia da colonizagdo radicular do microrganis-
mos Promotores do Crescimento de Plantas (MPCP), ja que a exsudagdo de diferentes compostos atrai um grande
numero de diferentes populacdes microbianas. Essa intensa comunicacdo molecular em torno das raizes propor-
ciona uma ampla gama de interagdes micrébio-micrébio, tornando o ambiente altamente competitivo entre as
bactérias do solo (SOUZA et al., 2015).

A colonizacdo endofitica, geralmente, representa uma importante vantagem ecoldgica para o microrganis-
mo, porque o ambiente protegido é menos suscetivel ao estresse abidtico (variacdes de pH, redox, osmética e
hidraulica) comparada com competigao microbiana e a rizosfera - sistema de solo. Além disso, o contato intimo
entre células hospedeiras de plantas e células microbianas pode ser mais eficaz para a troca bidirecional de sinais,
metabdlitos funcionais e fontes nutricionais para o sucesso interagao benéfica, que pode promover o crescimento
da planta hospedeira (SHIMIZU, 2011; JOHNSTON-MONIJE; RAIZADA, 2011).

Os Microrganismos Promotores de Crescimento Vegetal (MPCV) sdo amplamente reconhecidos como sen-
do bons colonizadores da rizosfera e sua competéncia rizosfera pode ser parcialmente explicada por vérios as-
pectos quimiotdxicos, tais como, multiplicacdo de taxa bacteriana, expressdo génica controlada por sensores,
aminodcidos, antibioticos e sintese de sideréforos (COMPANT et al., 2010).

Na rizosfera, os actinomicetos tém seu crescimento estimulado por exsudatos (ROVIRA, 1965), os quais tém
composicOes diferentes entre as plantas (GESHEVA, 2002). Portanto, a flora de actinomicetos pode variar com as
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diferentes rizosferas.

Um exemplo disso é quando sdo introduzidas células de estreptomicetos no solo, que respondem aos com-
postos liberados ativamente atraidos para a rizosfera por quimiotaxia. Nesse ponto, a versatil necessidade nutri-
cional e aumento da taxa populacional combinadas com a producdo de compostos bioativos e mecanismos de
desintoxicacdo sdo determinantes para o sucesso do estabelecimento na rizosfera. As primeiras propriedades
desempenham um papel fundamental na superacdo da concorréncia complexa e pode ser, parcialmente, expli-
cado pela capacidade de produzir antibidticos e outros compostos bioativos que conferem vantagem ecoldgica e
permitir que a PGPS colonize nichos (BERG, 2009).

Muitas bactérias regulam diversos processos celulares em conjunto com seu tamanho populacional - um
processo comumente chamado de Qudrum Sensing (QS). A comunicacdo entre células bacterianas utiliza peque-
nos sinais difusiveis, que as bactérias produzem e percebem (READING; SPERANDIO, 2006). A bactéria acopla a
expressdo génica a densidade populacional, provocando uma resposta apenas quando a sinalizacdo atinge um
limiar critico. A populagdo como um todo é, portanto, capaz de modificar seu comportamento como uma Unica
unidade. Em bactérias Gram-negativas, os sinais de detec¢do de quérum mais utilizados sdo Nacil-L-homoserina
lactonas (AHLs). E agora aparente que as AHLs sdo usadas para regular diversos comportamentos em rizosfera,
habitando bactérias e que as plantas podem produzir seus proprios metabdlitos, o que pode interferir na sinali-
zacdo de quérum.

Os AHLs sdo compostos de um residuo de lactona homoserina, ligado a uma cadeia do lado acila. A espe-
cificidade deriva do comprimento da cadeia acil (4-18 dtomos de carbono), substituicdo na posi¢ao C3 e nivel de
saturacdo dentro da cadeia acil. Os AHL podem ser classificados como de cadeia longa, média ou curta, depen-
dendo se a sua por¢do acil consiste em mais de doze, entre oito a doze ou menos de oito dtomos de carbono,
respectivamente (ZHU et al., 1998; RAFFA et al., 2005). Essas moléculas sdo livremente difundidas, por meio da
membrana bacteriana e distribuidas dentro da rizosfera (ORTIZ-CASTRO et al., 2008; RAFFA et al., 2005; STEIDLE
et al., 2001; SCHUHEGGER et al., 2006; ORTIZ-CASTRO et al., 2009).

Exemplos de sistemas de genes regulados por AHL sdo diversos e incluem viruléncia, bioluminescéncia, es-
porulacdo, enxame, producdo de siderdforos, biossintese de antibidticos e transferéncia conjugal de plasmideos.
AHLs orquestram processos importantes de muitas bactérias colonizadoras benéficas da rizosfera (PARSEK et al.,
1999). Por exemplo: a dele¢do do gene pcol, responsavel pela produgdo dos AHLs 3-oxo-C6-HL e 3-oxo0-C8-HL em
Pseudomonas fluorescens 2P24, causou o mutante defeituoso na formacdo de biofilme, colonizacdo da rizosfera
de trigo e na habilidade de biocontrole contra o Pseudomonas fluorescens 2P24, enquanto a complementacdo de
pcol restaurou a atividade de biocontrole ao nivel do tipo selvagem. Enquanto as bactérias faziam uso de AHLs
para sinalizacdo, até recentemente n3do se sabia se as plantas respondiam funcionalmente a esses mesmos sinais
(WEI; ZHANG, 2006).

Mathesius et al. (2003) demonstraram que as plantas sdo capazes de perceber as AHLs e descobriram que,
em plantas de Medicago truncatula crescendo axenicamente, a aplicagdo de concentragdes nanomolares de dois
tipos diferentes de AHL, 3-oxo-C12- HL e 3 -ox0-C16: 1-HL causou mudangas significativas no acimulo de mais de
150 proteinas. Constatou-se que essas proteinas tém funcdes na defesa de plantas, resposta ao estresse, ativida-
des energéticas e metabodlicas, regulacdo transcricional, processamento de proteinas, atividades do citoesqueleto

e respostas hormonais. Esses resultados foram confirmados por anélise de expressdo de microarray em Arabidop-
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sis thaliana (MATHESIUS et al., 2003; RAD et al., 2008).
A presenca de bactérias produtoras de AHL na rizosfera de tomate induziu respostas de defesa dependen-

tes de acido salicilico e etileno, que desempenham um papel importante na ativacdo da resisténcia sistémica em
plantas e conferiram protecdo contra o patdgeno flngico Alternaria alternata. Além disso, descobriu-se que as
AHLs sdo absorvidas pelas plantas em um processo que depende do comprimento da cadeia acil (SCHUHEGGER et
al., 2006). A aplicacdo de uma lactose homoserina, um produto de degradacdo da AHL, por meio de bactérias do
solo as raizes do feijoeiro, leva a um aumento na condutdncia estomdtica e transpiragdo na parte aérea (RAD et
al., 2008; GOTZ et al., 2007). Isso, por sua vez, é benéfico tanto para a planta quanto para as bactérias, por meio
de um aumento na absorcdo de nutrientes minerais (JOSEPH; PHILLIPS, 2003).

Outro fator importante na comunicacdo microrganismos-planta sdo os Compostos Organicos Volateis
(COVs), que sdo definidos como compostos que tém pressdes de vapor altas o suficiente sob condi¢des normais
para vaporizar e entrar significativamente na atmosfera. Essa classe de substancias quimicas inclui compostos de
baixo peso molecular (<300 g mol?), como alcoois, aldeidos, cetonas e hidrocarbonetos. Os COVs sao eliciadores
eficientes para a comunicacdo, agindo universalmente como atrativos, repelentes ou sinais de alerta em organis-
mos de todos os reinos (VESPERMANN et al., 2007; DUNKEL et al., 2009; ORTIZ-CASTRO et al., 2009).

Para investigar como os CVOs dos microrganismos promotores de crescimento (PGPRs) desencadeiam a
promocdo do crescimento em A. thaliana, Zhang et al. (2007) examinaram os niveis de mRNA de plantulas de
Arabidopsis expostas a volateis de B. subtilis GB03, utilizando microarrays de oligonucledtidos. Na triagem de
mais de 26.000 transcritos codificados por proteinas, um grupo de aproximadamente 600 genes expressos, dife-
rencialmente relacionados as modificacdes da parede celular, metabolismo primadrio e secundario, respostas de
estresse e homeostase de auxina foram identificados. Esses resultados implicam os COVs como moduladores da
homeostase da auxina e da expansao celular e sugerem que os COVs podem afetar diretamente as vias envolvidas
na morfogénese das plantas (ZHANG et al., 2007).

O termo “Tolerancia Sistémica Induzida” (TSI) foi proposto para mudancas fisicas e quimicas, induzidas por
microrganismos promotores de crescimento (PGPR) em plantas que resultam em maior tolerancia ao estresse
abiotico (YANG et al., 2009; ZHANG et al., 2008b). O papel dos COVs emitidos pelo B. subtilis GB03, na tolerancia
sistémica induzida ao estresse salino (NaCl 100 mM) em Arabidopsis, foi avaliado por Zhang et al. (2008b). Os au-
tores observaram que os COV, concorrentemente, desregulado HKT1 (expressao de alta afinidade K transporter1)
nas raizes, mas regulado positivamente em rebentos, resultam em menor acumulagao ao longo da planta (ZHANG
etal., 2008b).

Segundo Teixeira (2007), alguns isolados bacterianos avaliados como promotores de crescimento de plantas
apresentaram especificidade ao clone de eucalipto empregado, indicando-se, com isto, que os isolados que pro-
movem o crescimento de uma espécie de planta podem ser ineficazes em outras.

Um dos exemplos mais importantes de especificidade é a simbiose leguminosa-rizébio, que requer comu-
nicagdo molecular entre os componentes da interacdo, ndo sé antes, como também, durante a invasdo do micros-
simbionte, sendo que a especificidade do hospedeiro é determinada por varios fatores e a do rizébio é determi-
nada, principalmente, por sinais moleculares, como os fatores nod, os polissacarideos e as proteinas secretadas
(FAUVART; MICHIELS, 2008).
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A FBN em leguminosas consiste, essencialmente, de dois processos distintos e complementares: a nodula-
¢do (nod) e a fixacdo do nitrogénio (fix), propriamente dita. A nodulagdo é um processo complexo, que se inicia
logo apds a germinagdo da semente, com a presenga do rizdbio no solo ou aderido a semente. Resumidamente, o
processo envolve trés etapas principais: pré-infecgao; infeccdo e desenvolvimento nodular; e ativacdo e funciona-
mento do nddulo. Os eventos que precedem a infecgdo (pré-infeccdo) caracterizam-se por uma complexa cadeia
de sinais moleculares, desencadeados pela planta hospedeira. Durante a germinacdo, a planta plantula de feijao
promove uma intensa exsudacdo de compostos fendlicos, caracterizados como flavonas, flavononas, flavonoides
e isoflavondides e xantonas, que atuam na bactéria ativando os genes especificos da nodulagdo (genes nod) pre-
sentes no plasmideo (pSym) do rizébio do feijoeiro (HUNGRIA; PHILLIPS, 1993; CASSINI; FRANCO, 2006).

A partir da ativacdo, o rizdbio passa a produzir uma série de compostos denominados fatores nod, caracteri-
zados como lipo-oligosacarideos, que interagem com os pelos radiculares das raizes, modificando-lhes a estrutura
e a morfologia, induzindo um curvamento e adequando-os para a adesdo das células de rizobios (YUEN et al.,
1995).

Apos essa adesdo inicial, o rizobio dissolve a fina parede celular do pelo absorvente modificado, conseguin-
do penetrar até as células corticais e formar uma estrutura especial denominada corddo de infeccdo. No interior
dessa estrutura, multiplicam-se as células do rizdbio. Ao atingir a regido cortical, o rizébio passa para o interior
das células corticais, adaptando-se a nova func¢do de fixacdo do nitrogénio, sendo, nesse estagio, denominado
bacteroide. As células corticais da planta hospedeira também respondem a essa infec¢do, produzindo uma série
de proteinas especificas denominadas nodulinas. Dentre essas nodulinas, destaca-se a Leg-hemogglobinas (Lhb),
que, especificamente, confere uma cor avermelhada ao interior dos nddulos radiculares. Apds essa série de even-
tos complexos, a estrutura nodular esta apta a funcionar como um verdadeiro érgdo de fixacdo de nitrogénio; no
feijdo, a fixacdo ja ocorre de 15 a 20 dias, apds a emergéncia das plantas (CASSINI; FRANCO, 2006).

Perret et al. (2000) citam que a especificidade representa a habilidade de uma estirpe de rizébio provocar a
nodulagdo e/ou fixar N,, quando associada a cultivares ou espécies do hospedeiro especifico, sendo, por isso, uma
importante caracteristica a ser considerada em programas de sele¢do de novas estirpes.

Considera-se que a relagdo simbidtica é muito especifica, devido as bactérias e plantas realizarem uma tro-
ca de sinais moleculares que regulam a expressdo de genes para a infeccdo e desenvolvimento dos nddulos (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Diante disso, varios trabalhos buscam a maximizacdo da eficiéncia simbidtica entre plantas e estir-
pes de Bradyrhizobium, visando a obtencdo de incrementos na produtividade das culturas (SOUZA et al., 2008).
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Introdugao

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), o Brasil é responsavel por 1/5 do consumo
mundial de agrotdxicos, o que o torna o maior consumidor de agrotdxicos produzidos no mundo, sendo que este
consumo anualmente tem sido superior a 300 mil toneladas. Nos ultimos 40 anos, houve um aumento no consu-
mo de até 700% (ANVISA, 2022).

De acordo com Parra et al. (2002), atualmente, o controle bioldgico assume importancia cada vez maior em
programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), principalmente, em um momento que se discute muito a produ-
¢do integrada rumo a uma agricultura sustentavel (OLIVEIRA et al., 2008). Além disso, é importante como medida
de controle para manutenc¢do de pragas abaixo do nivel de dano econémico.

As vantagens da utilizagdo de microrganismos entomopatogénicos como agentes de controle bioldgico
para o controle de pragas sdo a especificidade e a seletividade desses agentes de controle, bem como a facilidade
de multiplicacdo, dispersdo e produgdo em meios artificiais e a diminuicdo do impacto ambiental pois proporcio-
na a redugdo drastica no uso de pesticidas quimicos com isto reduz a toxicidade ao homem e outros organismos
ndo alvos (OLIVEIRA et al., 2008).

Atualmente, diversos problemas ambientais e de resisténcia as pragas tém sido relatados associados, princi-
palmente, ao uso excessivo de pesticidas quimicos. Essa crescente problematica tem impulsionado o interesse na
exploragdo de fungos para uso no controle de diversas pragas invertebradas e além de doencas de plantas (LEGER,
2020). Desse modo, a utilizagdo e o desenvolvimento de metodologias, como o uso de agentes de controle biold-
gico, tém se potencializado, visando a producdo de alimentos com maior seguranga, livres de residuos quimicos
e que atendam as exigéncias dos consumidores por alimentos mais saudaveis (SANTOS et al., 2016; MORANDI;
BETTIOL, 2009).

Portanto, o aumento da aplicagdo da técnica de controle bioldgico tem se intensificado e, dentre os agen-
tes de biocontrole utilizados, os fungos entomopatogénicos sdo amplamente aplicados em todo o0 mundo e tém
sido objeto de intensa pesquisa por mais de 100 anos. Apesar do uso desses organismos representar apenas 1%

do mercado total de produtos para protec¢do de plantas, nos ultimos anos, um nimero significativo de pesquisas
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promoveu o aumento da quantidade de produtos disponiveis e ampliou as perspectivas para o mercado. Esses
fungos podem infectar artrépodes na natureza e ocorrer em niveis enzooticos ou epizodticos em suas populagdes
de hospedeiros (MORA et al., 2017).

O primeiro estudo de controle microbiano com um fungo entomopatogénico foi realizado em 1879, por llya
Metchnikoff, onde foi empregado Metarhizium anisopliae sobre larvas de um curculionideo, importante praga da
beterraba (ALVES, 1998). Hoje, esse microrganismo é, mundialmente, conhecido e utilizado como agente biocon-
trolador de inUmeras pragas agricolas (ALVES, 1992; ZAPPELINI, 2009). No Brasil, vem sendo utilizado no controle
de insetos, que podem estar presentes em lavouras e pastagens das regides Norte, Sul (OLIVEIRA et al., 2000),
Nordeste (DE FARIA; MAGALHAES, 2001), Centro-Oeste e no cerrado brasileiro (DE FARIA; MAGALHAES, 2001).

Assim, o fungo M. anisopliae é avaliado como um excelente candidato a implementacdo em diversos pro-
gramas de controle bioldgico, que variam desde o controle de insetos a fitopatégenos de plantas. E o fungo ento-
mopatogénico estudado em termos de dados bioquimicos/moleculares e aplicagdo a engenharia genética. Possui
uma ampla importancia de regulagdo diferencial de seus genes, que codificam enzimas hidroliticas, proteinas da
parede celular, toxinas, proteases, peptideos antimicrobianos e outras moléculas, o que o torna um bioagente
controlador de viruléncia elevada. Pode ser resistente as altas temperaturas e podem ser ainda facilmente pro-
duzidos em condicOes laboratoriais, o que possibilita sua producdao em larga escala (ONOFRE et al., 2002). Entre
as principais vantagens da utilizacdo do Metarhizium anisopliae, no controle bioldgico de insetos pragas, esta a
facilidade de producdo das suas unidades infectivas em escala comercial, facilidade de aplicagdo em condicdes de
campo, o baixo custo decorrido de sua utilizacdo e, principalmente, o reduzido impacto ambiental.

Baseado na ampla gama de aplicacdes e estudos desenvolvidos por M. anisopliae, o presente capitulo visa
descrever o seu emprego como agente de controle bioldgico, além de suas interagdes com o hospedeiro e princi-

pais aplica¢des.

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae é um fungo filamentoso (WANG et al., 2002), descrito como entomopatogénico
(ORLANDELLI; PAMPHILE, 2011), ou seja, que ocasiona doengas em insetos, principalmente, espécies de impor-
tancia agricola. O primeiro registro do género foi descrito a partir de um isolado obtido na Ucrania, em 1879,
por liga Metschnikoff, que o isolou de larvas infectadas de besouro Anisoplia austriaca e recebeu, inicialmente, a
denominacdo de Entomophtora anisopliae. No entanto, em 1883, foi classificado por Sorokin como Metarhizium
anisopliae (VEGA et al., 2009).

M. anisopliae é um fungo anamorfo da classe Ascomycota, familia Clavicipitaceae (ANVISA, 2011). De acor-
do com Driver et al. (2000), o género Metarhizium apresenta trés espécies, divididas em dez variedades: M. ani-
sopliae, variedades anisopliae, majus, lepidiotum e acridum; M. flavoviride, variedades tipo E, flavoviride, minus,
novazealandicum e pemphigum; e M. dlbum. E, mais recentemente, foi descrita na China uma nova variedade de
M. anisopliae, dcjhyium (DONG et al., 2009).

A colonia fungica caracteriza-se por apresentar micélio hialino e septado, conidiéforos dos quais surgem
conidios uninucleados e cilindricos, com tamanho entre 3 e 18 cm de comprimento (Figura 1) (SOUZA, 2007,

SCHAMNE, 2010; MUNIZ, 2015). Ao infectar o hospedeiro, forma-se uma massa micelial que os recobre com uma
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coloracdo variavel, do verde claro a escuro, acinzentados ou esbranquicados com manchas verdes (ALVES, 1998;
GUIMARAES, 2012), sendo a doenca ocasionada ao inseto hospedeiro, conhecida como muscardine verde (ALVES,
1998; SCHAMNE, 2010).

Figura 1. Colonia esporulada de Metarhizium anisopliae em meio de cultura Agar Batata Dextrose.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

O M. anisopliae é uma espécie de fungo que apresenta uma ampla distribuicdo na natureza, sendo encon-
trado desde regides tropicais as regides temperadas, podendo ser isolado a partir do solo, da rizosfera de plantas,
como saprofitos em caddveres de artrépodes ou parasitando insetos e carrapatos, ou seja, sendo considerado
uma espécie de fungos ubiquos (BISCHOFF et al., 2009). Essa espécie de fungo ja foi isolado de uma variedade de
ecossistemas e acredita-se que possa infectar cerca de 300 espécies diferentes de insetos (SCHOLTE et al., 2004;
SOUZA, 2007; RAMANUJAM et al. 2014), possuindo imensa eficacia contra gafanhotos, tripes, moscas brancas e
carrapatos.

Por serem encontrados nos mais variados tipos de ambientes na natureza, possui importantes papéis em
todos ambientes que sdo encotrados, como endoéfitos, promotores de crescimento de plantas e principalmente
antagonistas de patdgenos de plantas (SARVEN et al., 2020). Assim sendo, é um dos fungos mais estudados e bem
descritos a nivel de controle bioldgico (FARIA; WRAIGHT, 2007; LEGER et al., 2011; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).

Metarhizium anisopliae e mecanismo de acao

O ciclo das relagbes fungo-hospedeiro depende das condi¢cdes ambientais, como temperatura, umidade,
luz, radiacdo ultravioleta, assim como suscetibilidade do hospedeiro alvo (ALVES, 1998). Os fungos patogénicos de
insetos tém que enfrentar varios desafios, ao infectar o hospedeiro, a fim de produzir novos esporos infecciosos
suficientes para manter-se em populagées vidveis. Para que uma transmissdo seja bem-sucedida, esta requer a
liberacdo de um grande nimero de esporos pelo fungo, ao qual se inicia 0 mecanismo de infeccdo, que envolve a
fixacdo do esporo a cuticula do inseto, seguido da germinacdo do esporo, penetracdo da cuticula e disseminacao
interna no hospedeiro. Os fungos atacam seus hospedeiros de forma percutanea, onde os esporos vidveis sdo re-
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tidos por contato na superficie do tegumento e a fixacdo se dar devido a hidrofobicidade dos conidios, bem como
das superficies cuticulares (MORA et al., 2017).

A germinacdo ocorre quando o conidio encontra condi¢bes favoraveis, tais como umidade, temperatura,
condicdes nutricionais, requisitos quimicos e fisicos na cuticula, e produzem estruturas de penetragdo, como tu-
bos germinativos e apressorios, que se ligam para iniciar a formagdo do tubo germinativo e, assim, penetrar pelos
poros ou as camadas mais externas da epicuticula do inseto. Uma vez que um conidio se fixou na cuticula, um
apressorio pode se formar no final do tubo germinativo. O apressorio ¢ a estrutura de infec¢do, a partir da qual
ocorre a penetracdo no hospedeiro (MORA et al., 2017).

Ao mesmo tempo, o fungo excreta um grande numero de enzimas, incluindo proteases, quitinases, chi-
tobiases, lipases, lipoxigenases e outras enzimas hidroliticas, degradando a cuticula e fornecendo nutrientes ao
fungo (BARRANCO-FLORIDO et al., 2002; MORA et al., 2017).

Durante o processo de infec¢do, os fungos entomopatogénicos produzem enzimas proteoliticas e toxinas,
enquanto os insetos hospedeiros respondem com reacoes de defesa celular e humoral. Entre as toxinas produ-
zidas por M. anisopliae, as destruxinas sdo as mais estudadas, pelo seu modo de ag¢do, que envolve a inibicdo da
sintese de DNA, RNA e proteinas em células de insetos (MORA et al., 2017). Apds uma penetracdo bem-sucedida,
o fungo produz corpos hifais, que proliferam no interior do corpo do inseto (PUCHETA et al., 2006).

Posteriormente, os corpos de hifas invadem a epiderme e a membrana basal, respectivamente, e sdo distri-
buidos na hemocele. Assim que ocorre o crescimento das na hemocele do inseto, esse crescimento fungico passa
a induzir os sintomas fisioldgicos de anormalidades no inseto, como convulsdes, falta de coordenacdo, alteragdo
do comportamento e paralisia. A morte resulta de uma combinagdo de efeitos que compreendem o dano fisico
aos tecidos, toxicidade, desidratacdo das células, devido a perda de fluido e consumo de nutrientes (BUSTILLO,
200; MORA et al., 2017).

Com o esgotamento dos nutrientes, as hifas emergem na superficie iniciando a formagdo de esporos. O
periodo de incubacdo depende do hospedeiro, do estddio hospedeiro, da temperatura e da viruléncia da cepa do
fungo (OUEDRAOGO et al., 2003). Apds a morte do hospedeiro, o fungo inicia sua fase reprodutiva, em condicoes
favoraveis de umidade, produzindo conidios na superficie externa do caddver. Porém, em condi¢cGes muito secas,
o fungo pode persistir no estadio de hifal (KHACHATOURIANS, 1996; OUEDRAOGO et al., 2003).

O mecanismo de infeccdo de M. anisopliae é muito complexo e ainda requer mais estudos. E um mecanis-
mo extremamente especializado e o conhecimento da relacdo inseto-fungo é essencial, para elucidar seu meca-
nismo de agdo, visto que o grande potencial que esse fungo possui no manejo de pragas na agricultura representa

uma alternativa eficiente na substitui¢do de inseticidas quimicos.

Controle bioldgico utilizando M. anisopliae

O controle bioldgico é uma técnica que consiste em utilizar um organismo para controlar a populagao de ou-
tro organismo alvo (ERTHAL JUNIOR, 2011). Os fungos entomopatogénicos como M. anisopliae estdo sendo cada
vez mais utilizados com o objetivo de diminuir as aplicacdes de pesticidas quimicos (POLANCZYK; ALVES, 2006).
Possuem vantagens de nao representarem riscos minimos para organismo nao alvos, como abelhas, minhocas,

que sdo os principais provedores de servigos ecossistémicos, e inimigos naturais de artrépodes, como vespas pa-
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rasitas e besouros predadores (POTRICH et al., 2009; POLANCZYK et al., 2010; LACEY et al., 2015).

O sistema produtivo agricola tem buscado cada vez mais conciliar os métodos que conservem os recursos

naturais e fornecam produtos de qualidade para o consumo humano, com niveis de residuos de agrotdxicos e
contaminantes, em conformidade com o que estabelece a legislacdo sanitaria (MAPA, 2018). Atualmente, se
discute uma producdo integrada que visa uma agricultura sustentavel e, desta forma, o controle bioldgico assume
importancia cada vez maior (LACEY et al., 2001). Pois, em geral, observa-se maior seguranca no uso de ferramen-
tas bioldgicas, apesar dos agrotdxicos ocuparem ainda o lugar principal em relacdo ao volume total de aplica¢bes
(MAZID et al., 2011).

Como mencionado, entre os impactos negativos da aplicagdo de pesticidas na agricultura estd o impacto
que as abelhas vém sofrendo, nesse contexto, muitos estudos da aplicacdo de agentes de controle bioldgico vem
sendo realizados. Akkog et al. (2019) estudaram a aplicacdo de fungos entomopatogenicos, a exemplo do Metarhi-
zium anisopliae, em abelhas Apis mellifera L. e Bombus terrestris L., e ndao observaram nenhum efeito prejudicial
dos entomopatdgenos, em que o numero de abelhas vivas nao foi significativamente diferente do grupo de con-
trole. Por outro lado, quando comparado ao uso do inseticida clorpirifos-etil, foi observada a morte de todos os
individuos de ambas as espécies de abelhas.

Em outros estudos, em que foi avaliada a aplicagdo do fungo Metarhizium anisopliae contra o acaro Varroa
destructor (Acari: Varroidae), presente em colmeias e causador de danos econdmicos aos apicultores, foi obser-
vada a queda do nimero de insetos alvo, sem registrar a mortalidade das abelhas presentes (RODRIGUES et al.,
2011). Yuliani (2016) testou Metarhizium anisopliae no combate a doenca de Tungro, uma doenca das plantas de
arroz na Indonésia, transmitida por cigarrinhas Nephotettix virescens, e observou que M. Anisopliae e o extrato
da planta A. paniculata ndo afetaram adversamente as pragas de insetos ndo alvo, como Chironomidae e inimigos
naturais de Nephotettix virescens.

Os principais projetos de controle de pragas envolvendo M. anisopliae, no Brasil, visam a supressdao de
pragas como a cigarrinha-da-folha da cana-de-agtcar (Mahanarva posticata) (ALVES, 1998; FARIA; MAGALHAES,
2001), percevejos das pastagens (Deois) (PEREIRA et al., 2008), broca da cana-de-agucar (Diatraea saccharalis)
(OLIVEIRA et al., 2008), gafanhotos (Rhammatocerus schistocercoides) (MAGALHAES et al., 2004), besouro do grio
do trigo (Anisoplia austriaca) (LEGER, 2004), carrapatos de impacto na pecuaria, como Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (BEYS DA SILVA et al., 2010; QUINELATO et al., 2012; ANGELO; BITTENCOURT, 2013).

Os sintomas causados pela patogenia do fungo nos insetos infectados sdo inquieta¢do, perda da sensibili-
dade, descoordenacdo dos movimentos e paralisia, devido aos metabdlitos secundarios produzidos que afetam
0s canais de resposta muscular e na estrutura da membrana celular, assim, as toxinas liberadas levam o inseto
a morte, periodo que varia de 5 a 12 dias, dependendo das condi¢cdes ambientais (temperatura, luz, umidade e
radiacdo ultravioleta), condi¢cdes nutricionais e suscetibilidade do inseto (ALVES, 1998).

Diversos trabalhos cientificos tém demonstrado o uso de M. anisopliae para o controle das mais variadas
pragas em distintas culturas, como demonstra o trabalho desenvolvido por Peng et al. (2020), que investigaram
o potencial da cepa fungica M. anisopliae CQMa421 no controle de cigarrinhas do arroz em condi¢bes de campo
e seus efeitos na microbiota do arroz. Observando que o fungo suprimiu as cigarrinhas do arroz e sua eficiéncia
de controle foi superior a 60% e nao diferiu significativamente do tratamento quimico. Raoul et al. (2019) obser-
varam a interacdo de M. Anisopliae, com a reducdo da populacdo de M. sjostedti, e o rendimento do feijdo-caupi
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no campo. Os resultados do estudo comprovaram que o fungo pode ser considerado um potencial inseticida no
manejo e possuiu uma relacdo no aumento da producdo dos graos.

Em outroestudo, Gonzalez et al. (2018) avaliaramaviruléncia de isolados nativos M. anisopliae contra adultos
de C. Sordidus, agente ocasionador da broca da raiz da banana, os experimentos foram conduzidos em condicoes
de laboratdrio e campo. O isolado testado foi capaz de reduzir as populacdes de C. sordidus em 76,9%, o que
confirmou a eficdcia do fungo entomopatogénico.

Outro exemplo da aplicacdo de M. anisopliae é contra a formiga cortadeira Atta cephalotes, que apresenta
alto impacto na agricultura. Arismendy e Peralta (2011) realizaram estudos comparando a acdo da aplicagdo do
fungo ao uso de inseticidas quimicos. Os resultados mostraram que M. anisopliae foi eficaz no controle de coldnias
de A. cephalotes e superior ao produto quimico Pirimifos Metil.

Os percevejos Nezara viridula (Linnaeus) e o Dichelops melacanthus (Dallas) sdo considerados os principais
insetos-pragas na cultura do trigo no Brasil. Groth et al. (2017) verificaram a patogenicidade de diferentes isola-
dos de M. anisopliae sobre esses insetos praga e observaram que a aplicagdo do entomopatdgeno constitui uma
alternativa promissora de controle de adultos de N. viridula ou D. melacanthus na cultura do trigo.

Em um outro estudo realizado por Batta (2018), foi observado que este fungo causou a morte de adultos
de caruncho-do-trigo, Sitophilus granarius, um inseto que causa sérios danos aos graos armazenados, podendo
destruir todos os graos das safras de cereais.

Com o objetivo de obter uma a¢do mais rapida e a utilizagdo de produtos estaveis, Fernandez-Grandon et
al. (2020) combinaram um inseticida botéanico e o fungo entomopatogénico M. anisopliae e avaliaram a eficécia
contra o pulgdo do feijdo, Aphis fabae. Os resultados mostraram que a mortalidade dos afideos foi superior do
que quando aplicado os dois produtos em separado ou quando comparado com a ndo aplicagdo de nenhum dos
tratamentos, indicando o potencial de pesticidas bioracionais que combinam botanicos com fungos entomopato-
génicos.

Além dos efeitos significativos sobre diversas pragas, estudos recentes da capacidade antagbnica de Me-
tarhizium spp. a diversos fitopatdgenos vem demonstrando resultados promissores (SIQUEIRA, 2016; SASAN; BI-
DOCHKA, 2013; KEYSER et al., 2014). Sarven et al. (2020), ao utilizar cepas do fungo M. anisopliae contra o fito-
patdgeno B. cinerea, principal agente etioldgico do mofo cinzento, demonstrou eficacia de controle significativa
da doenca pds colheita em tomate e os dados obtidos comprovaram uma reducdo de 78% de B. cinerea onde foi
utilizado uma concentragao tratada de 10% de M. anisopliae (SARVEN et al., 2020).

Esses achados sugerem que M. anisopliae possui um grande potencial como agente de biocontrole contra o
mofo cinzento em tomate, pois esta doenca leva a graves perdas financeiras, ndo s6 no cultivo do tomate, como
também em outras culturas.

Outro estudo do controle biolégico de pragas em tomateiro foi o realizado por Erol et al. (2020), onde
os autores compararam o efeito da aplicagdo de diversos bioinseticidas comerciais, incluindo o fungo M. aniso-
pliae, com o inseticida ingrediente ativo Spinetoram, contra o bicho-mineiro do tomate, larvas de Tuta absolu-
ta (MEYRICK, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae). Neste estudo, entre os bioprodutos testados o fungo M. anisopliae
foi 0 que apresentou melhores resultados quanto a taxa de mortalidade do inseto alvo, ficando atras somente do
controle quimico.

No setor de hortaligas, foi testado o efeito de isolados de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae em
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Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), uma das principais pragas do repolho, causadora de graves perdas
as culturas cruciferas. A aplicagdo dos isolados, por meio de trés métodos de inoculacdo, suprimiu a populagdo de
P. xylostella em folhas de repolho, sendo que, dentre os métodos testados, o0 método de aplicacdo foliar apresen-
tou a maior mortalidade (BATHINA, 2020). Outro exemplo da aplicacdo deste fungo é no controle de Crocidolomia
pavonana Fabricius (Lepidoptera: Pyralidae), que é uma importante praga de hortalicas da familia Brassicaceae
(NURAIDA, 2016).

Lopez et al. (2017) avaliou o controle do oidio ocasionado por Leveillula taurica, um dos fungos fitopato-
genos mais prevalentes e prejudiciais as plantacdes de pimenta, e observaram que M. anisopliae reduziu a gravi-
dade da doenca a um nivel semelhante ao de um controle quimico e pode ser eficaz no controle. Outro trabalho
semelhante é o estudo do efeito da aplicacdo de metabdlitos secundarios de quatro fungos entomopatogénicos,
incluindo o M. anisopliae, contra a doenca de pimenta causada por virus. Os resultados obtidos por Soesanto et
al. (2020) mostraram que os metabdlitos secundarios brutos de M. anisopliae reduziram o periodo de incubagao
e a intensidade da doenga viral.

O controle bioldgico com a aplicagdo do fungo M. anisopliae também vem sendo estudado na drea da vete-
rindria. Kasburg et al. (2016) avaliaram a acdo do fungo Metarhizium e outros fungos entomopatogénicos contra
o0 acaro vermelho de aves domésticas Dermanyssus gallinae, importante praga presente em avidrios e que causa
danos econdmicos. Os resultados nesse campo se mostraram promissores, uma vez que o produto quimico, geral-
mente, utilizado ndo apresenta bons resultados e deixa residuos nos ovos.

Outro exemplo de estudo nessa drea é a aplicacdo desse fungo no controle de mosquitos vetores de doen-
¢as bovinas e equinas, como o virus da lingua azul e da doenca equina africana de importancia internacional.
Os estudos de Ansari (2011) mostraram que, entre os fungos entomopatogénicos testados, a cepa V275 de Me-
tarhizium anisopliae foi a mais virulenta, causando uma diminuicdo significativa na sobrevivéncia dos insetos. O
trabalho realizado por Rodriguez-Vivas et al. (2014), avaliou a eficacia de M. anisopliae no controle de carrapatos,
Rhipicephalus microplus, em bovinos infestados naturalmente, e os resultados demonstraram que a eficacia do
tratamento pode ser utilizada como alternativa para o controle da infestacdo natural de R. microplus em bovinos.

Na area da saude, o fungo M. anisopliae tem-se mostrado eficiente contra diversos vetores. Paula et al.
(2011) estudaram a aplicagdo da combinagao desse fungo em conjunto com o inseticida Imidacloprid, contra o
vetor da dengue, Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), e observaram a alta taxa de mortalidade apds tempos de
exposicdo relativamente curtos. Indriyati et al. (2019), também, tiveram resultados positivos ao testar a aplicagdo
de formulagdes de M. anisopliae e azeite de oliva contra Aedes aegypti, onde foi observada mortalidade de 100%
e a capacidade do fungo em infectar o mosquito em varias fases tanto adultos, ovos e larvas.

A avaliagdo da aplicagdo do fungo M. anisopliae foi realizada também no combate ao vetor da malaria,
Anopheles gambiaem, os resultados obtidos por Mnyone et al. (2010) mostraram uma taxa de mortalidade signi-
ficativa nos mosquitos expostos aos esporos deste entomopatdgeno. Resultados promissores foram encontrados
também por Willem et al. (2011). Relacionado ao controle de outra doenga, Ngumbi et al. (2011) estudaram
a patogenicidade de M. anisopliae (Metch) Sorok e Beauveria bassiana (Bals) Vuill para Phlebotomus duboscqi
adulto, vetor da leishmaniose, e concluiram que a aplicacdo desses fungos entomopatogénicos pode resultar em
mortalidade aguda dos flebotomineos e reducdo da transmissdo parasitdria e, consequentemente, reducdo do
risco de leishmaniose.
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Globalmente, M. anisopliae tem sido usado como ingrediente ativo no desenvolvimento de micoseticidas
e micoacaricidas, utilizados para combater pragas em diversos paises. Um exemplo é BIO 1020, um micoinseticida
desenvolvido pela Bayer, Alemanha, que contém M. anisopliae como ingrediente ativo para combater pragas da
espécie Coleoptera.

Outros exemplos de aplicacdes do M. anisopliae é no controle biolégico do gorgulho vermelho da palmeira,
que causa prejuizos econdmicos em varias espécies de palmeiras (CHEONG; AZMI 2020); dos percevejos de bron-
ze, T. peregrinus, um inseto sugador de seiva, que causa grandes perdas em planta¢des de eucalipto (SOLIMAN et
al., 2019); dos acaros da tamareira que sdo pragas importantes que infestam severamente os frutos nutritivos e
valiosos da tamareira (HUSSIAN; ALJABR, 2020); e contra o besouro Xylosandrus germanus uma das pragas mais
significativas em pomares de aveld, onde o M. anisopliae causou 100% de mortalidade ao final do 82 dia de testes
(TUNCER et al., 2019). Outro estudo recente foi o realizado por Kumhar et al. (2020), que demonstrou o papel
deste fungo no manejo de doencas e pragas de insetos na plantacdo de chd, onde foi possivel observar o controle
do acaro vermelho e cupim nesse tipo de plantagdao (KUMHAR et al., 2020).

Consideragoes finais

A parte basica do controle bioldgico é controlar quaisquer pragas agricolas e seus insetos que possam
transmitir doencas a partir de uso de inimigos naturais, que vao desde insetos benéficos, predadores, até mesmo,
microrganismos, como os fungos que estdo entre os agentes de biocontrole mais utilizado no mundo.

Esses fungos entomopatogénicos exercem a funcdo de controle de insetos em ambientes naturais e ecos-
sistemas agricolas, ocupando um lugar relevante na manutencado do equilibrio ecolégico. Nos dltimos anos, o seu
uso vem se intensificando, com vantagens em muitas situa¢des, em substituicdo aos produtos quimicos. No atual
cenario do agronegdcio brasileiro, o crescimento da agricultura organica, aliado as exigéncias de alimentos isentos
de agrotdxicos por parte do mercado consumidor, vem propulsionando o avango e desenvolvimento de estudos e
produtos bioldgicos para controle dessas pragas que deterioram os produtos, tendo como base a substituicdo de
materiais quimicos que sao prejudiciais a saude dos consumidores.

Trata-se de um método de controle racional e sadio, que ndao deixam residuos nos alimentos e sdo inofensi-
vos ao meio ambiente e a saude da populagdo. Os fungos foram os primeiros patégenos de insetos utilizados neste
controle bioldgico via microrganismos. Dentre eles, a espécie M. anisopliae possui uma variedade de estudos com
os mais diferentes usos e testes, sendo que depende da analise prévia da quantidade a ser aplicada para cada
inseto praga, assim como outros fatores, como horario ideal de ser aplicado.

Uma porcentagem alta da producdo de M. anisopliae tém sido utilizada para o controle de grupos de inse-
tos, como as cigarrinhas da cana-de-agucar (50%) e as cigarrinhas das-pastagens (30%) e os outros 20% vém sendo
empregados contra gafanhotos, percevejos e outros insetos.

Portanto, as pesquisas envolvendo esses agentes de controle focalizam-se em fatores ambientais e biolo-
gicos, que afetam diretamente a interagao inseto-hospedeiro e também a persisténcia e estabilidade dos patdge-

nos, apds a introducdo no ambiente e sua capacidade de nao afetar a planta por ser um produto natural.
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Introdugao

As micotoxinas sao substancias produzidas por fungos, que sao tdxicas para os vertebrados e outros grupos
de animais em baixas concentrag0es. Estas sao produzidas por meio do metabolismo secundario de cepas toxigé-
nicas de fungos filamentosos e até o momento nao possuem significancia bioquimica estabelecida (ZAIN, 2011).

Essas substancias sdo encontradas frequentemente, contaminando cereais, amendoim, leite e produtos
lacteos, café, vinho, cerveja, sementes de algodao, frutas frescas e secas, legumes, nozes, dentre outros produtos
alimenticios (PASCARI et al., 2018).

A contaminagdo dos produtos ocorre, principalmente, devido as mas condi¢des de armazenagem. Segun-
do Elias (2003), o armazenamento do produto, associado a uma sequéncia de operages, tais como limpeza,
secagem, tratamento fitossanitario, transporte, classificagdo, tem como intuito preservar as qualidades fisicas e
quimicas desde a colheita, até o abastecimento. Caso ndo se tenha boas praticas bem estabelecidas, isso facilitara
o desenvolvimento de microrganismos nos alimentos, sobretudo, de fungos filamentosos (WIELOGORSKA et al.,
2016; BENTO et al., 2012).

As micotoxinas possuem baixo peso molecular e sdo estaveis devido as altas temperaturas e aos baixos
valores de pH, o que dificulta sua remogao dos alimentos, mesmo sendo processados. Estes sdo um grupo estrutu-
ralmente diversificado de substancias e variam de compostos simples a muito complexos. Uma cepa fungica pode
ser capaz de produzir diferentes tipos de micotoxinas e diferentes espécies de fungos podem produzir a mesma
substancia micotoxigénica (DARWISH et al., 2014).

Diversas micotoxinas ja sdo reconhecidas, tais como (aflatoxinas, fumonisinas, tricoteceno, zearalenona,
pitrinina, patulina, ocratoxina A, dentre outras), e representam milhdes de ddlares anualmente em perdas em
todo o mundo.

Devido aos impactos gerados a salde humana e animal, as micotoxinas ocasionam perdas de vidas huma-
nas, custos veterinarios, perda de producdo de gado, perda de forragens e alimentos, custos regulatdrios e custos

de pesquisa focados em diminuir o impacto e a gravidade do problema das micotoxicoses (HUSSEIN; BRASEL,
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2001).

As micotoxicoses, que sdo as intoxicagdes ocasionadas pela ingestdo de micotoxinas, podem ser categori-

zadas como aguda ou crbnica. A toxicidade aguda, geralmente, tem um inicio rdpido e uma resposta toxica dbvia,
enquanto a toxicidade cronica é caracterizada pela exposicdo a baixas doses por um longo periodo de tempo
(ZAIN, 2011; PFLIEGLER et al., 2015).

As micotoxicoses sdo um problema mundial, devido a sua alta incidéncia e niveis de ocorréncia na alimen-
tacdo humana e animal. Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), cerca de 25% dos alimentos e ra¢des
para animais podem estar contaminados com micotoxinas. Dentre estas, as aflatoxinas sdo um tipo de micoto-
xinas bastante conhecida, pois sdo derivadas de algumas estirpes de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
presentes em muitas culturas agricolas (ALSHANNAQ; YU, 2017).

As aflatoxinas sdo substancias muito estaveis, o que lhes confere elevada resisténcia aos métodos de pro-
cessamento por aquecimento, sendo assim, também, consideradas como toxina de risco em alimentos processa-
dos (MARIN et al., 2013). Portanto, devem ser rigorosamente monitoradas tanto em produtos de origem animal,
quanto naqueles de origem vegetal (AMELIN et al., 2013), sobretudo, a deteccdo da aflatoxina B1 que ocorre com
maior frequéncia e sdo consideradas de alta toxicidade (GUPTA et al., 2017).

Desse modo, o presente capitulo visa descrever a utilizagdo de alternativas para controlar as micotoxinas
em graos e visa descrever a importancia desses processos, devido ao elevado potencial carcinogénico das micoto-

xinas em humanos e animais.

Aflotoxinoses

As Aflatoxicoses sao doengas causadas pelo consumo de alimentos contaminados com aflatoxinas, que sdo
metabdlitos secundarios toxicos, produzidos, naturalmente, por varias espécies de fungos do género Aspergillus e,
em particular, Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (AMAIKE; KELLER, 2011; UDOMKUN et al., 2017).

As substancias produzidas por esses fungos podem ser classificadas em duas classes de estrutura quimica
distintas, os difurocumarociclopentenona (AFB1 e AFB2) e os difurocumarolactona (AFG1 e AFG2). Os termos
usados para classificagdo “B” e 0 “G” utilizados na identificacdo dos grupos (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) referem-se
as cores azul e verde, produzidas pelas aflatoxinas sob luz UV, enquanto os nimeros “1” e “2” indicam compostos
maiores e menores, respectivamente (AMAIKE; KELLER, 2011).

O primeiro grupo das AFBs, normalmente, sdo produzidas por A. parasiticus e a aflatoxina B1 é considerada
a de maior preocupagao para os érgaos de controle em saude. A aflatoxina B1 é reconhecida como cancerigeno
para humanos (IARC, 2012), sendo sua toxicidade gerada a partir da inducdo de carcinoma hepatocelular, um
cancer que possui uma alta taxa de mortalidade. Essa substancia também é reconhecida como: teratogénica, ge-
notdxica e citotdxica para muitos tipos de células (OLIVEIRA; GERMANO, 1997).

A doenca aguda pode causar morte, seu quadro se inicia ap6s 6 horas da ingestdo da micotoxina e seus
sintomas incluem apatia, presenca de sangue nas fezes, tremores musculares, hipertermia (até 41°C) e a doenca
cronica desencadeia alteragOes patoldgicas mais prolongadas, como o cancer e imunossupressao. Muitas vezes, a
aflatoxicose aguda se manifesta como hepatite aguda, pois o principal érgao afetado pela aflatoxina B1 é o figado
(MURRAY et al., 2006).
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Tipos de controle alternativo na produgao de aflatoxinas

Contribuicao biolagica

Tradicionalmente, o controle de micotoxinas pode ser realizado durante as fases de pré e pds-colheita e
dentre as estratégias que podem ser utilizadas para prevencdo do desenvolvimento de fungos aflatoxigénicos,
dentre as diferentes estratégias estabelecidas pode se citar: uso de cultivares resistentes de plantas; cuidados na
colheita, transporte e armazenagem; prote¢do contra insetos e controle ambiental, especialmente, controle da
temperatura, atmosfera e umidade. Outros tipos de controle também sdo utilizados, como o uso de substancias
quimicas e o uso de controle bioldgico (PRADO et al., 2011).

O controle bioldgico de fungos aflatoxigénicos é uma estratégia muito promissora e ja demonstra alto po-
tencial no controle da producdo de aflatoxinas em alimentos (DARWISH et al., 2014; PIMENTA et al., 2008), que
consiste na redugdao de uma populagdo-alvo (patdgenos, parasitas, competidores, vetores, etc.) por outra popu-
lagdo ou comunidade. Muitas pesquisas demonstraram que alguns microrganismos, como fungos e leveduras,
podem controlar o crescimento e a produgdo de aflatoxinas em Aspergillus sp. (PERSONS et al., 2013; PRADO et
al., 2011; PATIL et al., 2014; BHATNAGAR-MATHUR et al., 2015).

Normalmente, o controle bioldgico de fungos aflatoxigénicos foi realizado com a aplicacdo de cepas ndo
toxigénicas de A. flavus e/ou A. parasiticus no campo em pré-colheita ou utilizacdo de leveduras e bactérias na
pos-colheita e durante armazenamento (BHATNAGAR-MATHUR et al., 2015; PIMENTA et al., 2010).

No entanto, esta estratégia possui algumas limitacoes, devido as possibilidades de uma instabilidade gené-
tica, cujo fungo pode se tornar aflatoxigénico, onde ocorre a conversdo da linhagem nao aflatoxigénica para aflato-
xigénica e devido ao fato da cepa antagonista ainda ser um forte patdgeno que pode reduzir o valor das sementes
por colonizagdo e producdo de lesGes nos substratos (OLARTE et al., 2010).

Muitas espécies de bactérias e fungos, como Flavobacterium aurantiacum, Corynebacterium rubrum, Can-
dida lipolitica, Aspergillus niger, Trichoderma viride, Armillariella tabescens, Nurospora spp., Rhizopus spp., Mucor
spp., dentre outras demonstraram degradar enzimaticamente as micotoxinas (BATA; LASZTITY, 1999; CIEGLER et
al., 1966). No entanto, permanece a questdo da toxicidade de produtos de degradacdo enzimatica e efeitos inde-

sejados de fermentagdo com microrganismos ndo nativos na qualidade do alimento.

Uso de microrganismos probidticos

O termo probidtico é derivado do grego, que significa “para a vida”. A Organizacdo das Na¢des Unidas para
Agricultura e Alimentagdo (FAQO) e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirmaram que ha evidéncia cientifica
adequada com o objetivo de indicar que hd potencial para alimentos probidticos, a fim de fornecer beneficios para
a saude e que as cepas especificas sdo seguras para uso humano (FDA, 2001; REID, 2003).

Certas cepas de Bifidobactérias, bactérias produtoras de acido lactico e Propionibacteria, tém estruturas de
parede celular que podem ligar as micotoxinas (YOON; BAECK, 1999) e limitam sua biodisponibilidade no corpo.
As cepas bacterianas, como Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus, foram encontradas e podem ser
altamente eficaz contra OTA e patulina, respectivamente (FUCHS et al., 2008).

Pesquisas vém sendo desenvolvidas utilizando as bactérias acido-laticas (BAL), que sdo caracterizadas como
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produtoras de d4cido latico, gram-positivas, ndo esporogénicas e negativas para catalase e oxidase (ONILUDE et
al., 2005). O uso dessas bactérias, como agente antibacteriano e antifingico, também, é avaliado para substituir
métodos fisicos e quimicos, que alteram a qualidade e caracteristicas de alimentos, sendo eficazes no controle de
toxinas (GOURAMA; BULLERMAN, 1995; MAGNUSSON et al., 2003).

A acdo de BAL pode minimizar riscos de diversos tipos de contaminantes, e tem sido uma das formas de
controle de aflatoxinas por métodos bioldgicos mais utilizados, como confirmam os estudos desenvolvidos por
diversos autores, que comprovam que 0 recurso a estas cepas probidticas removem e/ou inativam as formas de
aflatoxinas (M1 e B1) impedindo a sua adsorc¢do pelas células intestinais do consumidor (FUCHS et al., 2008; FAZE-
Ll et al., 2009; BOVO et al., 2010; DALIE et al., 2010; GRANATO et al. 2010; EL-KHOURY et al., 2011; GERBALDO et
al. 2012; SERRANO-NINO et al., 2013; ANNUZIATA; VECCHIO, 2013).

Leveduras para o controle de Aflatoxinas

Tradicionalmente, o controle bioldgico pds-colheita faz uso de leveduras, que sdo os organismos mais uti-
lizados, devido possuirem varias caracteristicas intrinsecas, capacidade de rapida colonizacdo e sobrevivéncia em
superficie vegetal por um longo periodo de tempo e, em diferentes condi¢cdes ambientais, raramente, produz
substancias quimicas antagonistas e sdo menos afetadas por pesticidas, isso as tornam um bom candidato para o
desenvolvimento de protocolos de controle bioldgico (DROBY et al., 2009; PIMENTA et al., 2009).

O controle de micotoxinas, utilizando microrganismos, é uma das estratégias bem conhecidas para o ma-
nejo de micotoxinas em alimentos e ra¢des. Entre os diferentes potenciais microrganismos descontaminantes, os
Saccharomyces cerevisiae e S. boulardii sao espécies interessantes, devido a sua utilizacdo anterior em ragdes e
produtos alimenticios (SILVA et al., 2015; SHETTY; JESPERSEN, 2006).

As espécies de leveduras podem ser definidas como generalistas ou especialistas, dependendo de sua ocu-
pacdo de habitat e perfis fisioldgicos. Levedura generalista tem a capacidade de utilizar os diversos compostos
de carbono e podem sobreviver e crescer em diferentes ambientes. As leveduras especializadas tém um perfil
fisiolégico simples e obtém energia apenas a partir de poucos compostos de carbono e essa limitacdo restringe
sua amplitude de habitat, contudo, permite um crescimento mais rapido (MORAIS et al., 1995; ABRANCHES et al.,
2000; ROSA; PETER, 2006).

Muitas espécies de leveduras, como Aureobasidium pullulans, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces spp.,
Pichia anomala, Pichia guilliermondii, Saccharomycopsis spp., Saccharomyces cerevisiae e S. boulardii, foram tes-
tadas quanto a capacidade de suprimir o crescimento micoldgico e limitar a produgdo de micotoxinas em alimen-
tos, como uvas, graos de café, cereais, amendoim e laticinios (PERSONS et al., 2013).

Persons et al. (2013) observaram que A. flavus e A. parasiticus foram inibidos por S. cerevisiae em diferentes
temperaturas, mas como a concentra¢ao de levedura diminuiu, os efeitos inibitérios foram diminuidos. Das seis
concentracoes de levedura testadas em trés regimes de temperatura, a S. cerevisiae foi mais efetiva na inibigao do
crescimento de A. flavus e A. parasiticus nas menores diluicdes e na menor temperatura.

Prado et al. (2011) relacionaram as capacidades de S. cerevisiae para reduzir a concentragdo de aflatoxinas
em graos de amendoim. Os autores observaram que a inibigao das aflatoxinas foi resultado de um mecanismo

do tipo quorum sensins, uma vez que a concentra¢do de células fungicas (levedura mais fungos filamentosos) in-



TOPICOS ESPECIAIS EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA 51

fluenciou a producdo de aflatoxina no substrato. Muitos autores afirmam que um mecanismo que pode explicar a
reducdo da aflatoxina pelo agente de biocontrole (levedura antagonista) € a ligagdo entre a toxina / parede celular.

No entanto, as metodologias para avaliar a concentracdo de aflatoxinas nos experimentos utilizam diferen-
tes substancias e processos para extrair as aflatoxinas dos substratos, inclusive da parede celular da levedura. No
entanto, o mecanismo exato pelo qual a levedura limita a producdo de aflatoxinas por Aspergillus ainda é pouco

conhecido.

Outros métodos de controle de micotoxinas

Diversas abordagens foram desenvolvidas para a descontaminacdo de micotoxinas em alimentos. Embora
muitas abordagens estejam disponiveis para a descontaminac¢do, a maioria delas nao esta amplamente disponivel,
devido ao alto custo ou as dificuldades praticas envolvidas no processo de desintoxicagdo (ALIABADI et al., 2013;
SHETTY et al., 2006).

Grandes esfor¢os tém sido feitos para descontaminar alimentos pelo uso de adsorventes fisicos e quimicos,
porém o sucesso obtido até agora é limitado (PATIL et al., 2014; SHETTY; JESPERSEN, 2006).

O processo de descontaminagdo deve: 1) inativar, destruir ou remover a micotoxina; (2) ndo resultar na
deposicdo de substancias, metabolitos ou subprodutos toxicos nos alimentos ou ra¢des; (3) reter valor nutricional
e capacidade de alimentagdo do produto ou mercadoria; (4) ndo resultar em alterages significativas das proprie-
dades tecnoldgicas do produto; (5) destruir esporos de fungos. Além desses critérios, os processos devem estar
prontamente disponiveis, ser facilmente utilizados e baratos. As estratégias envolvem métodos, principalmente,
na fase pos-colheita e sdo utilizados métodos fisicos, quimicos e bioldgicos para inativar, destruir ou remover as
micotoxinas (GALVANO et al., 2001; PATIL et al., 2014).

Métodos Fisicos

Separag¢do mecanica: os niveis de toxinas diminuem, a medida que o produto é limpo e fisicamente separa-
do dos graos contaminados, a separacao é feita da forma eletrénica ou manualmente.

Processamento de alimentos: a maioria das micotoxinas é estavel a temperatura ambiente. O processa-
mento de alimento é importante para diminuir a concentracdo inicial de micotoxinas. Alguns exemplos de pro-
cessamento: moagem Umida, maltagem na fabricacdo de cerveja, cozimento e secagem na producdo de 6leo sdo
métodos para reduzir as micotoxinas. Estudos afirmam que a autoclavagem a 132°C por 5 horas reduz a concen-
tracdo de ocratoxina em 85% (MADSEN et al., 1983).

Separacdo de densidade: a segregacdo de graos contaminados e sementes oleaginosas envolve a classifica-
cdo e delineamento de graos bons versus contaminados por flutuagdo. Esse método pode diminuir notavelmente
varias concentracdes de micotoxinas em graos contaminados.

Etapa de lavagem: consiste na utilizacdo de agua para a remocdo das camadas externas do pericarpo dos
graos antes do processamento de cereais, resultando em uma queda de 50% na concentragdo de ocratoxina.

Irradiagdo: a irradiacdo gama ou eletronica é altamente eficaz para destruir os esporos dos fungos. Os raios

fluorescentes ou ultravioletas (UV) decompdem as aflatoxinas e ocratoxinas. A aplicagdo de luz UV, por 20 minu-
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tos, a 25° C, na presenca de perdxido (0,05%), diminuiu a concentracdo de aflatoxina M1 no leite contaminado. A
exposicdo simples de grdos contaminados a luz solar (UV) reduz substancialmente os niveis de micotoxinas (PATIL
etal., 2014).

Carvao ativado: Geralmente, a absor¢do das propriedades do Carvado Ativado é estritamente dependente
dos materiais de origem e dos parametros fisicos, como area de superficie. In vitro, tem alta capacidade de ligacdo
com varias micotoxinas e a propriedade de adsorcdo ja foi relatada como eficaz contra a aflatoxina B1 e ocratoxi-
na em até 95% e 91%, respectivamente, durante estudos in vitro realizados por Galvano et al. ( 2001).

Métodos Quimicos

Agentes antifungicos: agentes antimicoticos, como dcido sérbico e sorbato; acido propidnico e propionato,
acido benzdico, benzoatos e parabenos; e o acido acético e seus derivados sao os produtos quimicos que impe-
dem o crescimento de fungos e interferem na produgdo de micotoxinas. 1% de acido propionico inibe a produgao
micotoxigénica de A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus e P. viridicatum e de micotoxinas em milho armazenado
(VANDEGRAFT et al., 1975). Na silagem, a incorporagdo de 0,2% de sorbato de potdssio, 0,7% de metil parabeno e
0,2% de propionato de sddio inibiu completamente o crescimento de fungos (TONG; DRAUGHON, 1985). A fosfina
foi eficaz na inibigao do crescimento de fungos e produgao de toxinas. O sorbato de potassio foi muito eficaz e ini-
biu completamente a producdo de aflatoxina e ocratoxina nos niveis 0,1 a 0,2% e 0,10 a 0,15%, respectivamente.
Ervas e especiarias, como cravo, 6leo de canela, mostarda, pimenta da Jamaica, alho e orégano, mostraram ter
fortes propriedades antimicdticas (BULLERMAN et al., 1977). Baixa concentragdo de oxigénio (<1%) e/ou concen-
tragdes aumentadas de outros gases (por exemplo, 90% CO2) diminuem o crescimento de fungos e a formagdo de
micotoxinas.

Ozonizagcdo: Ozonio (03) gés, um poderoso oxidante é um quimico ndo persistente, o que significa que se
decompde muito rapido. Dentro de 20 minutos, metade do 0z6nio é decomposto em oxigénio (em meio ambiente
aquoso). Varios estudos indicam que o ozonio degrada aflatoxinas em milho e farelo de algodado e também degra-
da as micotoxinas desoxinivalenol e a moniliformina (PATIL et al., 2014).

Hidroxido de sédio: o aquecimento de graos a temperatura de 105°C, na presenga de 0,5% de hidrdxido de
sodio tem ocasionado a desintoxicacdo de micotoxinas no alimento (PATIL et al., 2014).

Degradagdo estrutural: numerosos produtos quimicos, incluindo acidos, bases, aldeidos, bissulfitos, oxi-
dantes agentes e varios gases, foram testados para sua capacidade de degradar ou desintoxicar AFB1 e outras
micotoxinas. Embora a maioria deles possa destruir as micotoxinas. Nao devem ser utilizados devido a geracdo de
produtos tdxicos e a alteragdo de qualidade do produto (PATIL et al., 2014).

Colestiramina: estudos indicaram que colestiramina (CHA), uma resina de permuta iénica, com forte afi-
nidade pelos sais biliares, foi encontrado contra a nefrotoxicidade induzida por OTA em ratos. CHA adicionado
a dieta (5%) reduziu a concentragdo de OTA no plasma (até 50%) e aumentou a eliminagdo por meio das fezes,
diminuindo a quantidade excretada na bile e na urina (KERKADI et al., 1998). Isso foi encontrado para ser um ab-
sorvente eficaz de OTA no trato gastrointestinal de ruminantes (MADYASTHA et al., 1992).

Silicato de Aluminossilicato de Sédio Hidratado (HSCAS): a superficie molecular do HSCAS fica saturada
com agua e atrai a estrutura polar de varias micotoxinas (SANTIN et al., 2002; GIRISH; DEVEGOWDA, 2006). Em
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frangos jovens de corte, HSCAS (0,5%) foi eficaz em reduzir a toxicidade da aflatoxina (HARVEY et al., 1993; ABO-
-NORAG et al., 1995), bem como toxicidade combinada com OTA (HUFF et al., 1974).

Polivinilpolipirrolidona: Polivinilpolipirrolidona, uma resina sintética, a 0,4g / kg pode se ligar a 50g / kg
de AFB1 na alimentagdao. A melhora parcial foi relatada contra a AFB1, quando administrada com bentonita em
frangos de corte (KECECI et al., 1998).

Aspartame: Aspartame (L-aspartil-L-fenilalanina éster metilico), um andalogo estrutural da OTA e fenilalani-
na, foi demonstrado que tem efeito contra a citotoxicidade induzida pela OTA em animais (CREPPY et al., 1998).
0 aspartame impede efeitos citotdxicos da OTA, incluindo a inibicdo da sintese protéica, peroxidacdo lipidica e
vazamento de certas enzimas, como a lactato desidrogenase, gama glutamil transferase e fosfatase alcalina (BAU-
DRIMONT et al., 1997).

Proteinas brutas: elevando os niveis de proteina da dieta de 14-18% a 22-26% contra os efeitos da OTA
(GIBSON et al., 1989). Os frangos de corte alimentados com dieta contendo 5 ppm de aflatoxina, aumentando a
proteina de 20 a 30%, aliviaram o crescimento e efeitos depressivos da aflatoxina (SMITH et al., 1971). Algumas
proteinas protegem contra os efeitos negativos da OTA (BAILEY et al., 1989), presumivelmente, devido ao aumen-
to da concentracdo de fenilalanina na dieta de frangos. O aumento da proteina bruta da dieta ajuda a aliviar, mas
ndo elimina os efeitos adversos da ocratoxina A. No entanto, aumentar os niveis de proteina é uma abordagem de
alto custo para o controle de micotoxinas.

Lipidios dietéticos: Inclusdo de dleo de algodao a 2, 6 ou de 16% em dietas semi-purificadas, contendo 10
ppm aflatoxina, ndo somente melhorou o peso corporal dos frangos, mas também, a mortalidade que foi signi-
ficativamente reduzida (SMITH et al., 1971). Lanza et al. (1981) avaliaram o efeito de uma variedade de lipideos
(azeite, 6leo de coco, dleo de cartamo e gordura animal) nas concentracdes de 2 e 16% em dietas, contendo 10
ppm de aflatoxina e observaram uma reducdo da mortalidade e, em alguns casos, uma melhora nos pesos corpo-
rais dos frangos.

Os lipidios, em partes, exercem seus efeitos, interferindo com a absorcdo da aflatoxina. A suplementacdo
com azeite e 6leo de cartamo (fontes de acidos graxos insaturados), também, melhorou o peso, que sugere que
dietas contendo os maiores niveis de acido linoléico melhoraram a conversdo alimentar e menor mortalidade em
frangos alimentados com dietas com aflatoxina (LANZA et al., 1981).

Substancias antioxidantes: os antioxidantes possuem propriedades protetoras, devido a sua capacidade
de agir como anion superdxido catalizadores, protegendo, assim, as membranas celulares ao dano induzido por
micotoxinas (PATIL et al., 2014).

Acido Ascorbico (Vitamina C): tem sido usado para reagir diretamente com superdxido, hidroxila oxigénio
radical e singlet, além de dirigir supressao do radical livre reativo. A adicdo de vitamina C a dieta contendo OTA,
pode, parcialmente, proteger contra o efeito toxico (HAAZELE et al., 1993).

Compostos fendlicos: os antioxidantes fendlicos, acido galico, acido vanilico, dcido protocatecuico, 4-acido
hidroxibenzdico, catequina, acido cafeico e acido clorogénico foram eficazes contra o crescimento flngico de As-
pergillus sp. produtores de ocratoxiana (PALUMBO et al., 2007). Além disso, varios compostos antioxidantes foram
capazes de inibir a biossintese de aflatoxina (REVERBERI et al., 2006).

Vitamina A: a vitamina A possui propriedades antioxidantes contra os danos induzidos por micotoxinas.
Carotenoides, principalmente, carotenos e xantofilas presentes em cenouras, éleo de palma e milho, possuem

propriedades antioxidante, antimutagénicas e anticarcinogénicas e reduzem a toxicidade da OTA (HAAZELE et al.,
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1993).

Consideragoes finais

Quando ocorre a contaminagao por fungos, o controle, geralmente, é feito com a aplicagao de fungicidas,
como os propiconazole-Notox S/A, Abacus-Basf, cyproconazole-Syngenta, tebuconazol- Agrialliance e Amistar-
Syngenta, dentre outros, no entanto, as abordagens quimicas sao consideradas as mais eficazes ao controle dos
fungos produtores de micotoxinas.

O controle das micotoxinas, na agricultura, é de extrema importancia para a saude publica, pois se deve
estar sempre atento aos seus perigos e as formas de manejo, além de buscar novas alternativas de controle, como:
controles quimicos, fisicos e bioldgicos. Todavia, esses esfor¢os continuos sdao impedidos por limitagdes nestas
areas, como a escassez de financiamento de pesquisa e tecnologia em muitos institutos e universidades que po-

deriam facilitar esse controle em varios paises.
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A UTILIZACAO DO MINIVIDAS® PARA AVALIAR A EFICIENCIA DO PROCESSO DE
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Introdugao

As demandas de mercado dos peixes tém sofrido mudancas importantes nos ultimos anos, principalmente,
pelo discurso fortemente embasado no paradigma epidemioldgico, associando ao consumo alimentar de peixes a
inumeros beneficios a saude (OLIVEIRA, 2013).

O pescado é um alimento que se destaca nutricionalmente, devido a sua qualidade e quantidade de pro-
teinas, a presenca de vitaminas e minerais e, sobretudo, por ser uma fonte de acidos graxos essenciais dmega-3
eicosapentaenoico (EPA) e docosaexaenoico (DHA) (FONSECA et al., 2017).

Entre os patégenos mais relacionados as infec¢des alimentares no mundo e que sdo reconhecidos pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como um dos mais relevantes por seu papel na saude publica estd incluso
o0 género Salmonella (WHO, 2021). A sorotipagem da Salmonella spp. é muito importante a saude publica, a se-
guranca alimentar, assim como ao comércio nacional e internacional de alimentos, especialmente, os que sdo de
origem animal (LIMA et al., 2016).

O sistema VIDAS® (Biomerieux), utilizado para a deteccdo de Salmonella spp., € um imunoanalizador auto-
matico de multiplos pardmetros, sendo capaz de processar até 60 analises/hora, e utiliza o método ELISA (Enzime-
-Linked Immunoabsorbent Assay) e ELFA (Enzime-Linked Fluorescente Assay) (GAVA, 2012).

As industrias de processamento de pescado necessitam dar uma atengdo especial em toda linha de produ-
¢do, pois a qualidade final do produto depende de um processamento, armazenamento, conservacao e transporte
adequado, visto que os produtos de ma qualidade podem tornar-se um risco em potencial para os consumidores.
Ainda ha poucos estudos disponiveis sobre a presenca de Salmonella em peixes no Brasil, consequentemente, é
necessdrio realizar pesquisas que incluem ndo apenas a verificacdo da presenca de bactérias no produto final, mas

também, a verificacdo de toda a cadeia de producdo envolvida.
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Aquicultura no Brasil e produ¢ao de Tambaqui

No ano de 2020, a produgdo aquicola nacional atingiu a quantia de 551,9 mil toneladas e o seu valor bruto
foi de RS5,9 bilhGes. A segunda espécie de peixe mais produzida nacionalmente foi o Tambaqui (18,2% da produ-
¢d0), sendo responsavel por RS 565 mil na produgdo (CNA, 2021).

0 tambaqui (Colossoma macropomum) é a espécie de peixe nativo mais produzida no Brasil. Sua rustiques
favorece a criagdo em sistemas diversificados, como o semi-intensivos, que abrange as barragens, viveiros e tan-
ques, quanto em sistemas intensivos, que englobam os viveiros, e tanques com aeragao mecanica, tanques-rede
(CORREA; SOUZA; JUNIOR, 2018).

No ano de 2019, o tambaqui foi responsavel por cerca de 19% da produgdo da piscicultura nacional, atin-
gindo o valor de 101,9 mil toneladas, validando como a espécie nativa de maior importancia para a aquicultura
(IBGE, 2020).

Seguranca Alimentar

Os perigos a salde decorrentes do consumo de alimentos contaminados podem ser de origem bioldgica,
fisica e quimica. Os de origem bioldgica envolvem a presenca de microrganismos. Entretanto, a presenca de subs-
tancias toxicas pode acarretar riscos de origem quimica a salde humana. As bactérias compdem um dos grupos
que mais sdo encontrados dentre os de origem quimica. Ao causarem deterioragdo, elas modificam as proprieda-
des sensoriais dos alimentos, provocando doengas, sendo uma das mais comum a Salmonella typhi (MARINS et
al., 2014).

Considerando que a principal via de transmissdo de Salmonella spp. esta na cadeia alimentar, sua presenca
em animais, criados com objetivo comercial, o torna como o mais incidente e relevante agente etioldgico de ente-
ro-infeccOes. Alimentos de origem animal ocupam o principal na epidemiologia das Salmonellas entéricas, sendo
uma fonte de infecgdo, porém de dificil controle (BRASIL, 2011).

Alguns processos de conservagao, como a salmoura (2 9,0%) e a defumagdo, possuem efeito limitado na
sobrevivéncia das Salmonellas, podendo resistir por varios meses na salmoura, com cerca de 20% de sal, e em pro-
dutos com altos teores de proteina e/ou de gordura. Como exemplo, temos a carne seca defumada e o pescado,
onde ambos possuem a capacidade de se manterem vivos por varias semanas e até mesmo, por meses (BRASIL,
2011).

MINIVIDAS®

As metodologias tradicionais para deteccdo de Salmonella spp requer em um tempo minimo de quatro dias
para a obtengdo dos resultados, porém as industrias de alimentos necessitam de resultados em menor tempo,
para reduzirem a estocagem de produtos e custos associados, assim, métodos rapidos para detecc¢do sao utili-
zados com frequéncia por causa do seu beneficio de detecg¢do rapida e eficiente, como é o caso da utilizacdo do
ensaio imunoenzimatico — ELISA ELFA (ANDRADE et al., 2010; BIOMERIEUX, 2020).

O VIDAS® Salmonella (SLM) é um teste qualitativo automatizado para utilizagdo em aparelhos da familia
VIDAS® para a detecgao de Salmonella em amostras de produtos alimentares e ambientais, utilizando a técnica
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ELFA. A detec¢do de Salmonella, utilizando protocolos morosos, pode demorar até cinco dias, a confirmar que
uma amostra é negativa.1 Os Imunoensaios Enzimaticos (EIA), baseados em técnicas de rastreio, podem contribuir

para acelerar e simplificar a detecgao (BIOMERIEUX, 2020).

Material e Métodos

Obten¢ao dos espécimes

Exemplares de tambaqui foram doados pela Embrapa Pesca e Aquicultura, ap0s a finalizagdo de experimen-
tos realizados na instituicdo de pesquisa. As cepas de Salmonella typhimurium ATCC 14028 foram adquiridas da
colecdo de cultura do Laboratério de Microbiologia Geral e Aplicada (LMGA), da Universidade Federal do Tocantins
(UFT). O experimento foi realizado no laboratdrio de processamento de pescado da Embrapa Pesca e Aquicultura
e no LMGA da UFT.

Preparacao do indculo

As células liofilizadas foram hidratadas em tubo, contendo caldo de infusdo de cérebro coragdo (BHI), in-
cubadas a 37°C/24 horas. Na sequéncia, foram inoculadas em placas, contendo meio de cultivo BHI e mantidas
a 37°C/24 horas. Apds a incubagdo, as colonias provenientes da placa de BHI foram transferidas com o auxilio
de uma alca microbioldgica estéril descartdvel para uma solucdo salina estéril a 0,9%, formando uma suspensao
celular que foi mensurada em espectrofotdmetro DR 5000 HACH até atingir a Densidade Optica de 0,150, em com-
primento de onda = 600 nandmetros (GASPAR, 2019). A cultura de Salmonella foi preparada no dia da utilizagdo.

Tipos de tratamentos

Conforme mostra a Tabela a seguir, 16 tratamentos foram realizados, consistindo na combinagao de 4 con-

centragdes de cloro (0, 2, 5 e 10 ppm), com 4 tempos de lavagem (20, 40, 60 e 120 segundos).

Tabela 1. Tratamentos realizados no tambaqui, com a quantidade de cloro e tempo utilizado em cada tratamento.

Tratamentos Cloro (ppm) Tempo de lavagem (s)
T1 0 20
T2 0 40
T3 0 60
T4 0 120
T5 2 20
T6 2 40
T7 2 60
T8 2 120
T9 5 20
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T10 5 40
T11 5 60
T12 5 120
T13 10 20
T14 10 40
T15 10 60
T16 10 120

Fonte: Elaborada pelos autores.

Preparagao da solucao de agua clorada

Para o preparo da dgua clorada, foi utilizada uma solugao de hipoclorito de sédio com teor de cloro ativo mi-
nimo 10% p/p de cloro. No preparo da dgua de lavagem no tanque de 500L, apds 30 minutos da adigdo do cloro, foi
feita a medicdo no espectrofotometro, utilizando o kit de cloro da HACH (cloro livre reagente DPD PP 25 mL), para

confirmar se os valores das concentragdes em cada tanque estava conforme o esperado (2ppm, 5ppm e 10ppm).

Inoculagao dos peixes

Para a contaminacdo experimental, os peixes foram aspergidos com o auxilio de um borrifador, contendo a
solugdo com a cultura de S. typhimurium. O borrifador foi previamente higienizado com alcool a 70% e, em segui-
da, lavado com solugdo salina estéril. Dentro da camara de fluxo laminar, na Embrapa Pesca e Aquicultura, foram
aplicadas trés borrifadas (+ 1 mL/borrifada) de cada lado do peixe. Repetiu-se esse processo quatro vezes, para
cada tratamento diferente.

Lavagem no cilindro e processamento da amostra apos a lavagem no cilindro

Apds a contaminagao, os peixes foram inseridos no cilindro de lavagem para dar inicio ao processo de la-
vagem e, com o auxilio de um crondmetro, os peixes foram sendo retirados do cilindro giratorio, conforme cada
tempo estipulado e colocado em um saco estéril. Apds a lavagem dos cinco peixes, foram levados para a cdmara
de fluxo laminar para a coleta da amostra na superficie da pele do pescado, utilizando-se um Swab estéril e um
molde de 10 cm? (5cm x 2cm) para cada peixe. As amostras coletadas com Swab, foram obtidas individualmente
de forma padronizada, pressionando-o contra a pele do peixe, sempre da esquerda para direita, em movimento
giratorio continuo (SILVA et al., 2021) por trés vezes, em toda a area demarcada pelo molde, posicionado na base
do opérculo sobre a linha lateral do peixe. Em seguida, o Swab foi transferido para um tubo conico, devidamente
identificado para cada amostra contendo 10 mL de 4dgua peptonada tamponada (BPW). Esse processo foi feito

separadamente para cada tratamento e da menor para a maior concentragdo de cloro, para evitar contaminagdes.
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Analise MINIVIDAS®

Apds a lavagem, os tubos contendo BPW com Swab foram incubados em estufas a 35°C + 1°C durante 16/22
horas. Apos esse periodo, foi inoculado 0,1mL da amostra em 10 mL de caldo suplementado SX2 (Caldo Samonella
Xpress) proveniente do kit MINIVIDAS® e incubados em estufa a 42°C + 1°C, durante 22/26 horas, ap6s a incuba-
c¢do transferiu-se 0,5 mL do caldo SX2 para o poco de amostra da barrete e aquecida por 15 + 1 minutos. Retirou-se
a barrete e deixou-se esfriar por 10 minutos, conforme o protocolo Easy Salmonella validado segundo AOAC RI (N°
020901) e AOAC Official Method Of Analysis (N° 2011.03).

Depois dos barretes terem sido esfriados, foram colocados no equipamento MINIVIDAS® (Figura 1) e foram

analisados automaticamente pelo sistema informatico do mesmo.

Figura 1. Analisador MINIVIDAS®..

Figusa 3.1 Analzador MR Wil s®
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Fonte: Manual do utilizador (2019).

0 equipamento efetuou duas medigOes de fluorescéncia na cuvete de leitura da barrete de reagente para
cada amostra testada. A primeira leitura correspondeu ao branco da cuvete, antes de o substrato entrar em con-
tacto com o cone (SPR). A segunda leitura foi efetuada apds incubagdo do substrato com a enzima que pode estar
ligada ao interior do cone (SPR).

O célculo do RFV (Relative Fluorescence Value) foi o resultado da diferenga das duas medidas. Este célculo
apareceu na folha de resultados.

O RFV obtido para cada amostra é interpretado pelo aparelho, conforme mostra a equagao a seguir:

RFV da amostra _

Valor de teste (VT) = m.
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Um resultado com um valor de teste inferior ao valor limiar indica uma amostra que ndo contém antigenos
de Salmonella ou que contém uma concentragao de antigenos Salmonella inferior ao limite de detec¢do. Um re-
sultado com um valor do teste superior ou igual ao valor limiar indica uma amostra contaminada com Salmonella
(Tabela 2).

Tabela 2. Limiar e interpretar os resultados.

Valor de teste Interpretacao
<0,23 Negativo
20,23 Positivo

Fonte: Documento técnico do produto (2020).

Resultados

Na Tabela, a seguir, estdo listados os resultados das analises geradas pelo sistema automatizado do equipa-
mento MINIVIDAS®.

Como pode se observar na tabela, os tratamentos com 0 ppm de cloro (T1-T4) e 5 ppm (T5 — T9) ndo foram
eficazes para a eliminacdo da Salmonella. 1sso ja era esperado para o tratamento sem cloro (0 ppm), jd que apenas
a lavagem com dgua nao ¢é eficaz para a eliminagao da Salmonella. Ja nos tratamentos com 2 ppm de cloro, nas
lavagens com o tempo 40 e 120 segundos (T6 e T8, respectivamente), houve eliminagdo de Salmonella, porém,
na lavagem com 60 segundos, a 2 ppm (T7), ainda, se detectou presenca de Salmonella. Esse fato pode ser em

decorréncia do manejo incorreto durante o tratamento.

Tabela 3. Resultados das analises dos tratamentos gerados pelo equipamento MINIVIDAS®,

Tratamentos VT Resultado
T1 2,76 Positivo
T2 3,48 Positivo
T3 2,94 Positivo
T4 0,57 Positivo
T5 3,14 Positivo
T6 0,00 Negativo
T7 3,56 Positivo
T8 0,00 Negativo
T9 4,26 Positivo
T10 1,40 Positivo
T11 3,97 Positivo
T12 2,22 Positivo
T13 4,63 Positivo
T14 3,56 Positivo
T15 3,32 Positivo
T16 0,01 Negativo

Fonte: Elaborada pelos autores.
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No tratamento com 10 ppm, apenas o tempo de 120 segundos (T16) de lavagem foi eficaz para eliminar a
Salmonella, os demais tratamentos apresentaram deteccdo de Salmonella.

Observou-se que o tratamento com 2 ppm foi eficaz, porém o de 5 ppm ndo eliminou a Salmonella em
nenhum dos tempos de lavagem, esse fato pode ser em decorréncia de diversos fatores, como: contaminagdo cru-
zada durante a lavagem, manejo incorreto, carga bacteriana elevada entre os tratamentos durante a inoculagdo
no pescado.

Consideragoes Finais

As tecnologias que proporcionam uma analise de precisao e eficiéncia sdo cada vez mais necessdrias para
evitar surtos de infec¢do, pois comprometem a saude publica. Os métodos tradicionais de ensaio de analises mi-
crobioldgicas ainda s3ao muito utilizados, devido sua eficiéncia, porém os resultados sdao gerados em um periodo
longo. Apesar disso, técnicas de analises microbioldgicas de teste rapido, como o MINIVIDAS®, estdo sendo usa-
das com mais frequéncia nas industrias de alimentos, ja que os resultados sdo gerados por um periodo curto de
tempo.

A partir dos resultados obtidos, é possivel concluir que somente a lavagem com agua potdvel ndo elimina a

Salmonella dos pescados, sendo assim, é necessario a adi¢do de hipoclorito na dgua da lavagem.
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Introdugao

Os Probiodticos sdo microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas e
regularmente, podem resultar em beneficios a saude do consumidor (FAO/WHO, 2002; CONTRERAS-RODRIGUEZ
etal., 2020). Dentre os microrganismos comumente utilizados como probidticos, destacam-se as bactérias do gé-
nero Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. Porém, leveduras, principalmente, as do género Saccharomyces, tém
se destacado nos Ultimos anos na aplicacdo, como probidticos. Atualmente, somente a linhagem Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii esta disponivel (TERHAAG et al., 2020).

No entanto, com o avancgo das pesquisas que objetivam encontrar microrganismos que desempenham efei-
tos benéficos para saude dos hospedeiros, leveduras do género ndo Saccharomyces tém apresentado destaque,
mostrando-se promissoras na aplicacdo como probidticos. Por exemplo, as do género Meyerozyma caribbica
(MENDONCA, 2020; AMORIM et al., 2018).

Tais leveduras podem ser isoladas de diversas fontes, como algas, bridfitas, solo e frutos (COUTINHO et
al., 2021). Os frutos da regido amazOnica possuem alto potencial biotecnoldgico, sendo explorados em diversos
processos. Por exemplo, na producdo de enzimas microbianas, elaboracdo de alimentos funcionais, isolamento
de microrganismos e entre outras aplicagcdes potenciais, devido a sua composicdo nutricional (CARVALHO et al.,
2013; COSTA et al., 2016; ALBUQUERQUE et al., 2021).

Dentre os frutos da regido amazonica, destacam-se trés: o tucuma, bacupari e pupunha. Esses frutos, de
forma geral, apresentam potencial medicinal, nutricional e sdo ricos em fibras, lipidios e carotendides (CARVALHO
etal., 2013; COSTA et al., 2016).

A obtengdo de microrganismos provenientes de frutos amazonicos tem sido instigada em diversos traba-
lhos, devido a crescente demanda da populacdo por alimentos que oferecam mais que a funcdo de nutrir, e,
consequentemente, a demanda da industria alimenticia por novos produtos que atendam as exigéncias dos con-
sumidores (CARVALHO et al., 2013; COSTA et al., 2016; ALBUQUERQUE et al., 2021).

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo realizar uma revisdo de literatura qualitativa sobre o

isolamento de leveduras probidticas autdctones da regido amazonica e suas caracteristicas.
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Metodologia

Esta revisao foi realizada por meio de um estudo descritivo, realizado a partir do levantamento bibliografico
exploratorio de publica¢des cientificas, incluindo artigos de pesquisa e de revisao e livros, adotando-se um inter-
valo de publicacdo de 13 anos (2009 a 2022).

Para a realizacdo da busca bibliografica, foram utilizados os seguintes bancos de dados: Periddicos CAPES,
Web of Science, Elsevier, PubMed e Scielo, utilizando os seguintes termos descritores: “leveduras probiodticas” OR
“leveduras isoladas de frutos”, “leveduras isoladas de diferentes habitats AND “Saccharomyces e ndo-Saccharomy-
ces”. A busca foi realizada nos idiomas inglés e portugués.

Para a sele¢do dos artigos utilizados nesta revisao, foram aplicados os critérios de sele¢do: artigos cientificos
que abordassem frutos como potencial fonte de isolamento de leveduras, uso como probidtico e/ou aplicagdo
biotecnoldgica. Foram encontrados um total de 196 artigos em todas as bases de dados pesquisadas, destes ape-
nas 43 estavam alinhados aos critérios de inclusdo utilizados, os demais trabalhos encontrados foram excluidos,
por ndo atenderem o intervalo de publicacdo e/ou serem duplicatas, restando ao final 37 estudos, como pode ser

observado na figura, a seguir, representada por um fluxograma das etapas de sele¢do dos artigos.

Figura 1. Fluxograma das etapas de selegdo de artigos.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Isolamento de leveduras

De forma geral, leveduras possuem ubiquidade (MOZZACHIODI et al., 2022), haja visto isso, podem ser
isoladas de diversos ambientes, por exemplo, no solo, flores, folhas, algas, leite e derivados, graos, frutos e entre
outros (ABID et al., 2022; LAZO- VELEZ et al., 2018). Sdo considerados microrganismos faceis de isolar a partir de
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seus ecossistemas naturais (PIETROWSKI, 2011). O isolamento é realizado a partir de técnicas de microbiologia e
biologia molecular, por exemplo, em meios sintéticos (liquidos ou solidos) (WILSON et al., 2016). Segundo Crous et
al. (2009), o isolamento consiste basicamente em suspender uma amostra do substrato que se deseja utilizar, em
agua estéril e estriar ou realizar o plagueamento, seja pelo método de semeadura em superficie ou por profundi-
dade no meio de cultura escolhido (CROUS et al., 2009).

Alguns principios devem ser levados em consideragdo durante a etapa de isolamento e, consequentemen-
te, de selecdo destes microrganismos. A exemplo, é importante utilizar meios de culturas acidificados ou com a
adicao de um antibacteriano para evitar o crescimento de bactérias; observar a pureza dos isolados; definir quais
propriedades sdo de interesse, como resisténcia a ambientes acidos, temperatura ou pH acido, por exemplo (PIE-
TROWSKI, 2011). Para definir quais propriedades desejadas, € interessante ter um objetivo de aplica¢do claro.

As leveduras desempenham um papel importante para biotecnologia, sendo utilizadas em diversas aplica-
¢Oes, por exemplo, na producdo de enzimas, elaboracdo de alimentos fermentados (cerveja, vinho e pao) e como
probidticos (SILVA et al., 2020). Nesse contexto, a busca por leveduras selvagens se faz necessario, uma vez que
podem contribuir para melhorar esses produtos biotecnoldgicos obtidos (SILVA et al., 2022).

Estudos disponiveis na literatura mostram que o isolamento de leveduras a partir de frutos mostra-se van-
tajoso, uma vez que os frutos, devido a sua composi¢do nutricional, disponibilizam condicdes favoraveis para seu
crescimento (SOUSA et al., 2021; CORREA, 2019). Segundo Chang et al. (2018), os frutos autdctones da regido da
Amazonia apresentam ativos que podem ser benéficos para a saude humana. Santos et al. (2018) relatam que es-
ses frutos tém atraido interesse de diversos segmentos industriais, devido ao seu potencial nutricional e funcional.
Menezes et al. (2018) isolaram e caracterizadas 31 linhagens de leveduras provenientes de frutos amazonicos e
avaliaram suas capacidades biotecnoldgicas, porém, nao foram realizados testes para avaliagdo do potencial pro-
bidtico (MENEZES et al., 2018).

Tucuma

O tucuma (Astrocaryum aculeatum), também conhecido como tucuma-da-Amazonia e/ou tucuma-do-Pa-
ra, € uma palmeira nativa da regido amazonica (KIELING et al., 2019). Seus frutos apresentam formato irregular,
possuem cerca de 4 a 5 cm de comprimento e 3,5 a 4,5 cm de didmetro (MARTINS, 2022). Segundo Craveiro et
al. (2014), o epicarpo e mesocarpo alteram-se de amarelo a laranja escura e vermelha. Sdo ricos em vitamina A,
fibras, lipidios e B-caroteno (SINGH, 2015; SILVA, 2016), mostrando-se promissores no isolamento de microrganis-

mos.

Bacupari

O bacupari (Garcinia gardneriana) é fruto do bacuparizeiro, pertencente a familia da Clusiaceae. Os seus
frutos sdo bagas de coloragdo alaranjada a esverdeada, medindo de 3 a4 cm de comprimento e 3 cm de diametro,
apresentam frutos saborosos e bem apreciados na regido amazobnica, sendo comumente consumidos in natura
(PINTO, 2013).
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Pupunha

Os frutos da pupunheira (Bactris gasipaes Kunth), planta que pertence a familia das Arecéceas, nativa da
América Central e Amazdnia (BRANDAO et al., 2020), sio comumente cultivados na regido Norte do Brasil e pos-
suem duas variedades: chichagui ou pupunha brava, com frutos pequenos, e a gasipaes (ou pupunha domestica-
da), que apresenta frutos maiores (CARVALHO et al., 2013).

Os frutos possuem caracteristicas morfoldgicas, de forma simplista, quando maduro apresenta epicarpo
fibroso, a cor pode ser desde avermelhada, amarelada ou, até mesmo, alaranjada, o mesocarpo que apresenta
caracteristicas amilaceo a oleoso e seu endocarpo envolvido por uma améndoa fibrosa e oleosa (CARVALHO et al,
2013).

Leveduras como probioticos

Dentre os microrganismos considerados potencialmente probioticos, atribuidos a melhora da satde do
hospedeiro, destacam- se as leveduras, principalmente, as do género Saccharomyces sp. (TERHAAG et al., 2020).
A Saccharomyces cerevisiae var. boulardii é a Unica levedura probidtica disponivel comercialmente para aplicacdo
em alimentos e/ou na aplicacdo da industria farmacéutica (BALIZA et al., 2018). McFarland (2017), em seu estudo,
mostrou que, em um periodo de 39 anos, foram realizados cerca de 90 ensaios controlados com esta levedura dos
quais abrangeram 15 tipos diferentes de doencas, apontando eficacia no tratamento de diarreia aguda pediatrica
e na prevencao de diarreia associada a antibidticos. Além disso, sua aplicacdo como probidtico é realizada desde
a década de 50, sendo comercializada na forma liofilizada, auxiliando na prevencdo e tratamento de diarreia em
criangas e adultos (Yl et al., 2016).

No decorrer dos Ultimos anos, gracas aos avancos das pesquisas sobre aplicacdo de leveduras em produtos
probidticos, as leveduras ndo-Saccharomyces tém mostrado alto potencial na aplicacdo em diversos produtos
(CASSANEGO, 2015). Visto que podem reduzir a presenga de micotoxinas no intestino e/ou em alimentos, sdo
capazes de produzir vitaminas e, normalmente, sdo resistentes aos antibidticos, fazendo-se necessario a manu-
tencdo da microbiota intestinal em periodos de tratamento (AREVALO-VILLENA, et al., 2018; SANTOS et al., 2022).

Na tabela, a seguir, estdo destacadas as principais espécies de leveduras ndo-Saccharomyces com potencial
probidtico ja estudadas.

Tabela 1. Principais leveduras ndo-Saccharomyces potencialmente probidticas isoladas de diferentes substratos.

Nome da espécie Fonte de isolamento Referéncia
Candida vini Vinicola Fernandez-Pacheco et al. (2021)
Meyerozyma caribbica 9 Ce 9 D Polpa de abacaxi fermentada espontaneamente Amorim et al. (2018)

Kluyveromyces lactis Kefir Merchén et al. (2020)
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Lachancea thermotolerans Vinicola Fernandez-Pacheco et al. (2021)
Hanseniaspora osmophila Destilaria Fernandez-Pacheco et al. (2021)
Pichia kudriavzevii Vinicola Fernandez-Pacheco et al. (2021)
Pichia membranifaciens Vinicola Fernandez-Pacheco et al. (2021)
Rhodotorula mucilaginosa 32 Flores e/ou frutos endémicos Fernandez-Pacheco et al. (2021)
Debaryomyces hansenii Intestino e comida de peixe Chang et al. (2016)

Fonte: Santos et al. (2022).

Uma das caracteristicas que faz com que haja um avango nos estudos utilizando leveduras como probioti-
cos é que tais microrganismos sdo naturalmente resistentes aos antibidticos, visto que o mecanismo de ac¢do dos
antibidticos tem como objetivo principal aderir a células procariotas, afetando mais especificamente as células de
bactérias (NOGUEIRA et al., 2016) e essa é uma caracteristica considerada importante, pois a grande vantagem da
terapia com os probidticos é a auséncia de efeitos secundarios, como a sele¢do de bactérias resistentes. Assim,
os efeitos desses microrganismos devem ser basicamente os mesmos da microbiota normal do corpo humano
(SHRUTHI et al., 2022; SANTOS et al., 2022).

Consideragoes Finais

A obtencdo de leveduras, a partir do seu isolamento em frutos, mostra-se vantajoso, além de ampliar as
fontes de isolamento de microrganismos ocorre também a valorizagdo desses frutos. O estudo sobre leveduras
probidticas é interessante, uma vez que o mercado de probidticos estd crescendo e, consequentemente, a de-
manda aumentard, fazendo com que a industria invista em pesquisas para otimizar o processo de obtencdo de

produtos com potencial probidtico.

Referéncias

ABID, R. et al. Probiotic Yeast Saccharomyces: Back to Nature to Improve Human Health. Journal of Fungi, v. 8, p.
444,2022.

ALBUQUERQUE, A. P; et al. Utilizacdo de polpa de frutas em pé carregadoras de probidticos como alimento fun-
cional: aspectos gerais e perspectivas. Brazilian Journal Food Technology, Campinas, V. 24, €2019310, 2021.

AMORIM, C. J.; PICCOLI, H. R.; DUARTE, F. W. Probiotic potential of yeasts isolated from pineapple and their use in
the elaboration of potentially functional fermented beverages. Food Research International, V. 107, p. 518-527,
2018.



TOPICOS ESPECIAIS EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA 72

AREVALO-VILLENA, M. et al. Probiotic Capability in Yeasts: Set-up of a Screening Method. Food Science e Techno-
logy, V. 89, p. 657-65, 2018.

CARVALHO, V. A. et al. Caracteristicas fisicas e quimicas de frutos de pupunheira no estado do Para. Revista Brasi-
leira Frutic., V. 35, n. 3, p. 763-768, 2013.

CASSANEGO, B. D. et al. Leveduras: diversidade em kefir, potencial probiotico e possivel aplicacdo em sorvete.
Ciéncia e Natura, V. 37, Ed. Especial-Nano e Microencapsulacdo de compostos bioativos e probidticos em alimen-
tos, p. 175—-186, 2015.

COSTA, B. E. T.; SANTOS, O. V.; CORREA, N. C. F.; FRANCA, L. F. Comparative study on the quality of oil extracted
from two tucuma varieties using supercritical carbon dioxide. Food Science and Technology. V. 36, n. 2, p. 322-
328, 2016.

CONTRERAS-RODRIGUEZ, O.; MATA, F.; VERDEJO-ROMAN, J.; RAMIREZ-BERNABE, R.; MORENO, D.; VILAR-LOPEZ,
R.; SORIANO-MAS, C.; VERDEJO-GARCIA, A Neural-based valuation of functional foods among lean and obese in-
dividuals. Nutrition Research, V. 78, p. 27-35, 2020.

CORREA, P. I. Avaliagdo de Leveduras no Controle Pés-colheita de Aspergillus sp. em grios de café. Tese de douto-
rado. Curitiba/PR. Universidade Federal do Parana, 2019.

COUTINHO, 0. P. A. J. et al. In Vitro and In Vivo Evaluation of the Probiotic Potential of Antarctic Yeasts. Probiotics
Antimicrob Proteins, V. 13, n. 5, p. 1338-1354, 2021.

CROUS, P. W. et al. Fungal Biodiversity. Netherlands: CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre, 20009.

BRANDAO, P. C.; OLIVEIRA, P. S. M.; JUNIOR, O. M. C. M. Caracterizac3o e avaliacdo morfoldgica de frutos em ge-

notipos de pupunheira para mesa. Research, Society and Development. V. 10, n. 6, 2021.

FAO; WHO. Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food. In: Food and Agriculture Organization of the Uni-
ted Nations and World Health Organization Working Group Report; FAO: Rome, Italy; WHO: Geneva, Switzerland,
2002.

FERNANDEZ-PACHECO, P. P. C.; PEREZ, B. A.; AREVALO-VILLENA, M. Potential Probiotic Strains of Saccharomyces
and Non- Saccharomyces : Functional and Biotechnological Characteristics. Journal of Fungi (Basel) 7.3 (2021):
177.

MOZZACHIODI, S. et al. Yeasts from temperate forests. Yeast (Chichester, England), V. 39, p. 4-24, 2022.

MCFARLAND, V. L. Chapter common organisms and probiotics: Saccharomyces boulardii. The Microbiota in Gas-
trointestinal Pathophysiology. Implications for Human Health, Prebiotics, Probiotics, and Dysbiosis, p. 145-164,
2017.

MENDONCA, A. Emprego de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii no processo de elaboragao de cervejas com

potencial probiotico. Monografia. Bento Gongalves/RS. Universidade Estadual do Rio Grande do Sul, 2021.

PINTO, P. M. Pds-colheita de abiu, bacupari e camu-camu nativos da Regido Amazodnica, cultivados no Estado de



TOPICOS ESPECIAIS EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA 73

Sdo Paulo. 2013. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias, Universidade de Sdo
Paulo, Piracicaba — SP, 2013.

SANTOS, C. T. et al. Avaliagdo do Potencial Probidtico de Leveduras do Género Saccharomyces e nao-Saccharomy-
ces. Revista Mérida, Probioticos - Viabilidade e Satde, ISBN, 978-65-84548-09-1, 2022.

SILVA, V. K. Potencial de Aplicacdo de Leveduras Selvagens em Processos de Panificacdo. Monografia (Bacharela-
do em Engenharia de Alimentos) - Campus Universitario de Palmas, Universidade Federal do Tocantins. Palmas,
Tocantins, 2020.

SILVA, J. A. C.; MALTA, J. N. D. A importancia dos fungos na biotecnologia. Revista de ciéncias bioldgicas e da sau-
de, V. 2, n. 3, p. 49-66, 2016.

SOUSA, M. N. et al. Aspectos morfoldgicos de leveduras isoladas de frutas e flores. Brazilian Journal of Develop-
ment, V. 7, n. 4, p. 40309 — 4031, 2021.

SHRUTHI, B. et al. Exploring biotechnological and functional characteristics of probiotic yeasts: A review. Biotech-
nology Reports, V. 34, e00716, 2022.

PIETROWSKI, M. A. G. Isolamento, Selecdo, |dentificacdo e Aplicacdo de Leveduras Nao-convencionais com Po-
tencial para a Producdo de Aromas e Fermentado de Maga. Tese (Doutorado em Engenharia de Bioprocessos e

Biotecnologia) - Universidade Federal do Parana. Curitiba, Parang, 2011.

TERHAAG, M. M.; BERTUSSO, R. F.; PRUDENCIO, H. S. Desenvolvimento de Bebidas Probidticas ndo Lacteas
Adicionadas de Saccharomyces boulardii: situagdo Atual e Perspectivas. Research, Society and Development, V.
9,n. 12, 2020.



TOPICOS ESPECIAIS EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA 74

POTENCIAL CELULOLITICO DE FUNGOS FILAMENTOSOS PROVENIENTES DE NINHOS
DE FORMIGAS CORTADEIRAS (Acromyrmex balzani Emery, 1890)

Fabricia Vieira Silva Bomtempo!
Raphael Sanzio Pimenta?
Patricia Martins Guarda®

Solange Cristina Carreiro®
Sandra Faria Pereira®
Emerson Adriano Guarda®

Introdugao

A producdo biotecnoldgica enzimatica é uma area em destaque atualmente, hd uma crescente expansao
na produtividade e utilizacdo de enzimas, o que tem sido capaz de viabilizar diversos processos tecnoldgicos, por
meio da diminuicdo de custos (RIGON et al., 2009), por exemplo, o aproveitamento de biomassa lignoceluldsica,
para gera¢do de uma gama de produtos com alto valor agregado: alcool, enzimas, 4dcidos organicos, aminodacidos
e uma série de outros compostos quimicos de interesse comercial (SILVA, 2012).

A biomassa lignoceluldsica é o composto organico mais abundante da biosfera e sua producdo é oriunda de
atividades como: agricultura, florestas, frutas, vegetais etc. (ZUBIOLO et al., 2021). Constituinte de toda matéria
organica vegetal, essa biomassa é abundante, de alta disponibilidade, facil estocagem, baixo custo, distribuicdo
geografica homogénea e encontrada em uma vasta variedade de fontes (DHYANI; BHASKAR, 2019; RAUD et al.,
2019). E uma complexa e resistente rede, composta principalmente por celulose (30% a 50%), hemicelulose (15%
a 35%) e lignina (10% a 30%), em que a concentracdo de cada um desses elementos varia muito de acordo com o
tipo de matéria-prima, idade e estagio vegetativo da planta (LIU et al., 2021).

Dos derivados do material lignoceluldsico, destaca-se a celulose, que é o principal constituinte da parede
celular dos vegetais. Ela é altamente cristalina e compacta, devido as ligagbes B- 1,4 e tal conformacgdo estrutural,
assim como sua estreita associacdo a lignina, hemicelulose, amido, proteinas e minerais, a tornam altamente re-
sistente a hidrdlise e ao ataque bioldgico (ANDRADE et al., 2019). Assim, o processo de hidrdlise para obtencdo e
aproveitamento de aglcares fermentesciveis torna-se dificil e oneroso, ja que as enzimas utilizadas para quebra
da celulose, as celulases, ainda sdo de alto custo (BOMTEMPO et al., 2017).

As Celulases sdo utilizadas em diversas aplicacdes biotecnoldgicas, na industria téxtil, elas atuam degradan-
do as fibras da superficie do tecido, tornando-os mais lisos, macios e com melhor caimento. Elas, também, sdo

utilizadas para remogdo parcial do corante indigo, usado no acabamento de jeans (LOPES, 2011). Na industria de
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bebidas, essas enzimas sdo empregadas na producdo de sucos de frutas e nos processos de vinificagdo. Também
sdo importantes para industrias de nutricdo animal, aumentando a digestibilidade das racdes produzidas, na fa-
bricacdo de detergentes e nas indUstrias de papel (CASTRO; PEREIRA JR et al., 2010). O interesse pelas enzimas
celuldsicas também tem aumentado muito, devido ao seu potencial de utilizacdo no processo de producdo de
etanol lignocelulésico (BOMTEMPO et al., 2017).

Estima-se que o uso de biomassa lignoceluldsica para produzir etanol pode aumentar significativamente
a producdo de alcool por hectare, contribuindo para diversificacdo do panorama energético mundial e garantin-
do atendimento a demanda energética futura e desenvolvimento ambientalmente coerente (SDSN, 2019; WEC,
2020). A diversificacdo da matriz energética é de suma importancia, jd que o continuo e acelerado crescimen-
to mundial exige demandas energéticas cada vez maiores e traz preocupagdes, como: o abastecimento futuro,
renovacdo da matriz e diminuicdo da dependéncia de combustiveis fdsseis, recurso limitado, responsavel pela
liberacdo de gases poluentes apontados como impulsionadores de mudancas climaticas (MURDOCK et al., 2020;
FRIEDLINGSTEIN et al., 2020).

Alguns microrganismos conseguem degradar paredes celulares vegetais, utilizando enzimas hidroliticas e
oxidativas produzidas naturalmente por eles. Desse modo, investigacOes quanto a habilidade de cepas de diferen-
tes microrganismos hidrolisarem celulose e hemicelulose tém sido constantemente realizadas (LIU et al., 2021).

A espécie de formiga cortadeira Acromyrmex balzani vive em simbiose com o fungo filamentoso Leucoaga-
ricus gongylophorus e coleta material lignoceluldsico oriundo exclusivamente de certas gramineas para servir de
substrato para o desenvolvimento desse fungo dentro da col6nia (jardim). Essas formigas cultivam o fungo sim-
bionte, fazem podas, limpam o jardim e levam o substrato rejeitado para um local de descarte localizado na parte
de fora do ninho (lixo). A estreita relacdo do fungo simbionte e dos possiveis fungos contaminantes das regides de
jardim e de lixo, com o material lignocelulésico oriundo das gramineas coletadas, indica uma possibilidade de que
esses fungos possuam capacidade de degradar polimeros, celulose, hemicelulose e lignina, existentes no substra-
to sobre o qual crescem (ABRIL; BUCHER, 2004).

Acreditando no potencial biotecnoldgico dos fungos filamentosos e nos indicios de alta atividade enzimati-
ca em ninhos de formigas cortadeiras, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial biocatalitico de
fungos filamentosos, isolados de ninhos de Acromyrmex balzani, buscando linhagens com potencial para utiliza-

¢do no processo de producdo de etanol lignocelulésico de bagaco de cana-de-agucar.

Material e Métodos

Escavagoes dos ninhos

A area escolhida para as escavagbes dos ninhos foi a area experimental da Universidade Federal do Tocan-
tins, Campus de Palmas - TO.

Foi coletado material da cdmara de cultivo do fungo simbionte (jardim) e da regido de descarte de substrato
rejeitado (lixo), localizado na parte externa do ninho, préximo ao montante de terra formado pelas formigas. Essas
coletas foram feitas em 5 ninhos. Os ninhos foram escavados pela abertura de uma vala de 1-2 m de profundidade,

dependendo da profundidade prevista de jardins, préximo ao montante de terra na area da colonia, onde a ati-
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vidade de escavacdo da maioria das formigas estava concentrada. Iniciada a escavacao, o trabalho continuou em
direcdo ao local dos jardins até uma camara de fungo ser exposta. Essa escavacdo lateral garantiu que os jardins
fossem acessados com minima contaminacdo. Jardins adultos e material do lixo foram coletados assepticamente

e armazenadas em recipientes esterilizados para transporte até o laboratdrio.

Isolamento

Foram preparadas diluigdes de 10 e 10?2 em YMB (extrato de malte 0,3%, extrato de levedura 0,3%, pep-
tona 0,5% e glicose 1,0%), com amostras retiradas dos jardins de fungos e do material de descarte (lixo), as quais,
apos agitacdo (10s a 2800 RPM), foram semeadas em meios seletivos, como: YMA (extrato de malte 0,3%, extrato
de levedura 0,3%, peptona 0,5%, glicose 1,0% e agar 2,0%); e MYP agar (extrato de malte 0,7%, extrato de levedura
0,05%, soytone 0,25% e agar 1,5%) suplementados com cloranfenicol (0,1%). As plascas inoculadas foram incuba-
das a 209C por 5 dias. Apds incubacdo, cada morfotipo diferente de fungo filamentoso foi repicado e purificado
em Agar Batata Dextrose (BDA). As coldnias puras foram cortadas em discos e armazenadas em glicerol a 30% a

uma temperatura de -802C.

Caracterizagao dos isolados

Todos os isolados de fungos filamentosos foram agrupados em morfoespécies, de acordo com as seguintes
caracteristicas macromorfoldgicas: cor da colonia (frente e verso), textura da superficie (frente e verso), aspecto

da borda e produgdo de pigmentos.

Atividade celulolitica em meio solido

Os espécimes guardados foram reativados em tubos contendo meio BDA inclinado a 252C por sete dias.
Para verificacdo da capacidade produtiva de carboximetilcelulase (CMCase), os isolados foram inoculados em
placa de Petri, contendo meio seletivo composto de carboximetilcelulose (CMC), 10 g/L; extrato de levedura, 0,6
g/L; KH,PO,, 7,0 g/L; K.HPO,, 2,0 g/L; MgSO,.7H,0, 0,1 g/L; (NH,),50O,, 1,0 g/L; agar, 15,0 g/L, esterilizado a uma
temperatura de 121 °C por 15 minutos.

As placas inoculadas foram mantidas a 25°C por 96 horas e, entdo, coradas com 10 ml de solucdo de ver-
melho Congo (1,4 g/L) em tamp&o TRIS-HCI 0,1 M pH 8,0 por 30 minutos. Em seguida, o corante foi descartado
e a placa recoberta por uma solucdo de NaCl 0,5M por mais 30 minutos e lavada novamente com NaCl 0,5 M. As
cepas de fungos filamentosos produtores de (CMCase) foram selecionadas por meio de observacao de halo desco-
lorido em torno da col6nia testada (STAMFORD et al., 1998). Os diametros dos halos formados foram mensurados
utilizando-se paquimetro digital na regido de crescimento da colonia e do halo formado. A atividade enzimatica
foi determinada, segundo Hankin e Agnostakis (1975), por meio da relagdo entre o diametro médio do halo de
degradacdo e o didmetro médio da coldnia, expressa como Indice Enzimatico de Atividade (IEA).
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Producao de celulase por Fermentagao Submersa em meio CMC

Os fungos que apresentaram indice de Atividade Enzimatica (IEA) maior que cinco (5) foram testados para
producdo enzimatica em meio liquido, com excecdo dos fungos JN3 119 e JN1 07, que perderam a viabilidade e
ndo puderam ser revitalizados. Os selecionados foram repicados em placas de Petri, contendo BDA e incubados a
259C por 7 dias.

Dos fungos que esporularam, foi obtida uma suspensdo de esporos por meio da adi¢gdo de 10 mL de agua
destilada, resultando em uma concentracdo (esporos/mL) de 1x108, para as linhagens ndo produtoras de esporos
foram cortados discos de aproximadamente 6 mm de diametro. As suspensdes e discos foram inoculados em meio
autoclavado a 121° C, por 15 min, para producao de celulases, contendo: CMC 10 g/L; extrato de levedura 0,6 g/L;
e solucdo de sais, segundo Mandels e Weber (1969). O ensaio foi conduzido por 14 dias (336 h), a 35°C e agita¢do
constante de 150 rpm. Foram coletadas aliquotas ap0s sete dias de incubacdo e ao final do ensaio. A fase liquida
foi separada por meio de filtracdo, obtendo-se o extrato enzimatico bruto, mantido a temperatura de -20 ° até

posterior verificacdo da atividade enzimatica.

Producao de celulase por Fermentagao Submersa em bagaco de cana

A partir dos resultados da andlise estatistica, as trés melhores cepas, quanto a atividade de celulases totais
em meio CMC, foram testadas para produgdo enzimatica em meio utilizando bagaco de cana como fonte de carbo-
no. Os fungos selecionados foram repicados em placas de Petri contendo BDA e incubados a 252C por 7dias. Dos
fungos que esporulam, foi obtida uma suspensdo de esporos em uma concentragdo (esporos/mL) de 1x10° e, para
as linhagens ndo produtoras de esporos, foram cortados discos de 6 mm. Os discos e as suspensdes foram inocu-
lados em meio autoclavado a 121 °C, por 15 min, contendo a mesma composi¢ao do meio descrito anteriormente,
porém com bagaco de cana 10 g/L como fonte Unica de carbono (MANDELS; WEBER 1969).

Foram utilizados trés tipos de bagaco de cana: bagaco sem tratamento quimico (ST); tratado com hidréxido
de sddio a 4% (BH); e tratado com hidréxido de sédio a 4%, acido fosforico e vapor (BHAV). Primeiramente, 100 g
do bagaco de cana, lavado e moido, foram tratadas com 2000 mL da solucdo de hidréxido de sédio a 4% em auto-
clave a 121 °C, por 30 minutos. Em seguida, o bagaco foi recuperado por filtragdo e dividido em duas partes, uma
delas foi lavada com dgua corrente até a neutralidade e seca a 65 °C até massa constante, esse processo originou
0 bagaco tratado com hidréxido de sédio a 4% (BH).

A outra parte do bagaco obtido, sem passar por lavagens, foi levada a um pH de 2,0 utilizando acido fosfo-
rico (p.a) por 30 min e, logo, neutralizada com hidrdxido de sédio. O material recuperado por filtracdo foi, entdo,
seco em estufa a 65 °C até massa constante, depois acrescido do mesmo volume de agua destilada. Bagaco e dgua
foram autoclavados a 121 °C por 30 min, a suspensao foi filtrada e o material sélido desidratado a 65 2C até mas-
sa constante. Esse processo deu origem ao bagaco tratado com hidrdxido de sddio a 4%, acido fosférico e vapor
(BHAV).

0 bagaco sem tratamento (ST) foi somente moido, lavado e seco a 65 °C até massa constante (MENEZES et
al. 1991). Os ensaios para produgdo enzimatica foram mantidos por 12 dias (288 h), sob temperatura de 35°C e
agitacdo constante de 150 rpm. Foram coletadas aliquotas apds 4, 8 e 12 dias de incubacdo. A fase liquida foi sepa-
rada por meio de filtracdo, obtendo-se o extrato enzimatico bruto, mantido a temperatura de -20 °C até posterior
verificagdo da atividade enzimatica. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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Determinagao da atividade de enzimas celuloliticas

Para todas as atividades enzimdticas, celulase total (FPAse), endoglucanase (CMCase) e avicelase, condu-
ziram-se controles da reacdo colorimétrica para descontar as contribuicdes do extrato enzimatico (branco da en-
zima) e do substrato (branco da reacdo), separadamente, nos valores de absorbancia obtidos. Os valores das
absorbancias (a 540nm) foram convertidos em quantidades equivalentes de glicose, mediante curva padrao pre-
viamente estabelecida (GHOSE, 1987). Para conversdo dos valores de quantidade equivalente de glicose em valo-
res de atividade enzimatica, considerou-se que 1 Unidade Internacional (IU) equivale a 1 umol de glicose liberada

por minuto.

Determinacgao da atividade de FPAase

Para esta analise, foi utilizado procedimento recomendado por Ghose (1987), em que se utiliza como subs-
trato papel de filtro cortado em tiras de 1x6 cm (correspondendo a aproximadamente 50 mg). Aos tubos com
capacidade de 25 MI, foram adicionados, além do papel filtro, 1 mL de tampdo citrato 0,05M (pH=4,8) e 0,5mL
do extrato enzimatico. A reacdo enzimatica foi mantida por 30 minutos em banho térmico a 502C, o processo foi
interrompido pela imersdo dos tubos em banho de gelo. Ao meio reacional, foram adicionados 2 ml de Acido
Dinitrosalicilico (DNS) e a mistura fervida apor 5 minutos. Foram acrescentados 10 mL de dgua destilada e as ab-

sorbancias avaliadas a temperatura ambiente em espectrofotometro a 540nm (MILLER, 1959).

Determinagao da atividade de CMCase

Em tubos com capacidade de 25 mL, foram incubados 0,5 mL de uma solugao de CMC a 2% em tampao
citrato com 0,5 mL do extrato enzimatico. Apds a reacdo enzimatica de hidrdlise (a 502C por 30 minutos), o pro-
cesso foi interrompido em banho de gelo (GHOSE 1987). Ao tubo, foram acrescentados 2 ml de DNS e a mistura foi
fervida por 5 minutos e, em seguida, foram acrescentados ao tubo mais 10 mL de agua destilada. As absorbancias
foram avaliadas a temperatura ambiente em espectrofotometro a 540nm (MILLER, 1959).

Determinagao da atividade de Avicelase

Foram adicionados, em tubos de 25 mL, 1ImL do extrato enzimatico bruto mais 1 mL da solu¢do de 1% de
Celulose Microcristalina (Avicel) em tampao citrato 0,05M, pH 4,8. A mistura ficou incubada a 50°C, por 30 mi-
nutos. O processo foi interrompido em banho de gelo. Ao tubo, foram acrescentados 2 ml de DNS e a mistura foi
fervida por 5 minutos, apos fervura foram somados ao tubo mais 10 mL de agua destilada. As absorbancias foram

avaliadas a temperatura ambiente em espectrofotometro a 540nm (MILLER, 1959).

Andlise estatistica dos dados

0 experimento de verificacdo da atividade celulolitica em meio sélido foi conduzido seguindo um Delinea-

mento Inteiramente Casualizado em triplicata. O experimento de fermentagdo submersa, utilizando carboximetil-
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celulose (CMC) como fonte Unica de carbono, foi conduzido seguindo um Delineamento em Parcelas Subdivididas.
0 experimento de Fermentacdo submersa, utilizando bagaco de cana como fonte Unica de carbono, foi conduzido
seguindo um Delineamento em Parcelas Subsubdivididas. Os dados obtidos foram analisados por meio de Analise
de Variancia (ANOVA), as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5 % de significancia com
utilizagdo do sistema aplicativo ASSISTAT - Assisténcia Estatistica (SCOTT; KNOTT, 1974).

Resultados e Discussao

Avaliagao do potencial celulolitico em meio sdlido

Das regides de jardim e lixo dos cinco ninhos coletados, foram isoladas 179 cepas. Esses foram analisados
quanto a atividade de carboximetilcelulase e 141 apresentaram halo descolorido em torno da col6nia, devido a
auséncia de carboximetilcelulose original. Foi considerado positivo cerca de 80% do total analisado, sendo que
os valores de IEA médios variaram entre 1.026 e 15.92, com média de 2.367. A andlise estatistica das médias de
IEA dos fungos pelo teste de Scott-Knott indicou diferenca significativa das médias ao nivel de 5% de significancia.

Das 141 cepas com atividade celulolitica, as de maior IEA foram: cepa JN2-29, com IEA médio de 15.92; cepa
LN4-25 com IEA médio de 11.69; e a cepa JN3-119, com IEA médio de 10.341. A tabela, a seguir, mostra os isolados

que apresentaram indice de atividade enzimatica (IEA) superior a 2,0 e os respectivos locais de origem.

Tabela 1. Valores médios de IEA para os fungos isolados de jardins e lixo.

Cepa Origem [EA* Cepa Origem I[EA*
IN1-29 Jardim Ninho 2 1592a JN1-06 Jardim Ninho 1 3.1673 f
LN4-25 Lixo Ninho 4 11.691b IN4-72 Lixo Ninho 4 3.0616

JN3-119 Jardim Ninho 3 10.341 ¢ JN2-89 Jardim Ninho 2 3.0520
IN1-07 Jardim Ninho 1 9.5406 ¢ JN1-27 Jardim Ninho 1 3.0043 f
JN1-17 Jardim Ninho 1 8.6356 d JN2-50 Jardim Ninho 2 2.9463 f
IN1-19 Jardim Ninho 1 7.3243d JN1-01 Jardim Ninho 1 29357 f
LN4-15 Lixo Ninho 4 6.5743 e JN2-87 Jardim Ninho 2 2.7373g
JN2-65 Jardim Ninho 2 6.4916 e JN2-145 Jardim Ninho 2 2.6887 g
JN1-28 Jardim Ninho 1 6.2153 e IJN2-62 Jardim Ninho 2 2.6697 g
JN2-84 Jardim Ninho 2 5.7400 e LN4-21 Lixo Ninho 4 2.6560 g
LN4-75 Lixo Ninho 4 5.6703 e JN2-103 Jardim Ninho 2 2.6333g
LN4-71 Lixo Ninho 4 5.4866 e IJN2-57 Jardim Ninho 2 2.6083 g
JN2-45 Jardim Ninho 2 41680 f JN2-140 Jardim Ninho 2 2.5833 g
LN5-172 Lixo Ninho 5 3.8826 f LN4-54 Lixo Ninho 4 2.4153 g
JN2-60 Jardim Ninho 2 3.8000 f LN5-169 Lixo Ninho 5 24103 g
LN4-12 Lixo Ninho 4 3.7040 f JN2-107 Jardim Ninho 2 2.3777¢g
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JN2-95 Jardim Ninho 2 3.6520f LN4-53 Lixo Ninho 4 2.2997 g
JN1-18 Jardim Ninho 1 3.5643 f JN4-123 Jardim Ninho 4 2.2790 g
LN4-39 Lixo Ninho 4 3.5220f LN5-139 Lixo Ninho 5 22147 ¢
JN3-37 Jardim Ninho 3 3.3730f IN4-22 Jardim Ninho 4 2.2090 g
JN1-08 Jardim Ninho 1 3.3293 f JN2-111 Jardim Ninho 2 2.1807 g
JN1-31 Jardim Ninho 1 3.2743f JN2-88 Jardim Ninho 2 2.1523 ¢
LN4-76 Lixo Ninho 4 3.2690 f JN2-105 Jardim Ninho 2 20717 g
JN2-83 Jardim Ninho 2 3.2416 f IJN2-97 Jardim Ninho 2 2.0523 g
JN2-93 Jardim Ninho 2 3.2220f LN5-148 Lixo Ninho 5 2.0186 g

IEA* indice Enzimatico de Atividade - corresponde a média de trés repeticdes. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5 % de significancia pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Producao de celulase por Fermentagao Submersa em meio CMC

A andlise dos fungos que apresentaram IEA maior que 5, exceto as cepas JN-119 1 JN1-07, que ndo foram
testadas devido a perda de viabilidade, demonstraram que todas as cepas testadas apresentaram atividade sig-
nificativa de celulase total (FPase). Trés delas se destacaram, JN1-19, LN4-15 e JN1-28 (Figura 1), sendo que a
linhagem JN1-19 mostrou-se bem superior a todas outras, com atividade de FPase de 0.64 U/ml com 7 dias de
incubacdo e 1.3 U/ml com 14 dias de incubacdo.

Figura 1. Atividade de Papel filtro (FPase) em meio CMC.
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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Houve interacdo significativa entre a producdo enzimdtica dos fungos testados e os tempos analisados. Para
os fungos JN2-29, LN4-25, JN1-19, LN4-15, JN2-65, o tempo de 14 dias foi significativamente melhor e para os
fungos JN1-28, IN2-84 e LN4-71 o tempo de 7 dias foi mais eficiente que o de 14 dias e os fungos JIN1-17 e LN4-75
ndo apresentaram diferenca significativa de producdo enzimatica entre os dois tempos analisados.

Das 10 cepas testadas, quatro delas apresentaram atividade de Carboximetilcelulase (CMCase), que foram
JN1-19, LN4-15, JN1-28, JN2-65. A atividade de CMCase da cepa JN1-19 foi superior as outras testadas com 0.53
U/ml-1 com 7 dias de incubagdo e 0.82 U/ml-1 com 14 dias de incubagdo (Figura 2).

Também, houve diferenca entre os tempos analisados. Por meio da andlise estatistica, pode-se observar

que a atividade enzimatica aumentou significativamente com 14 dias.

Figura 2. Atividade de (CMCase) em meio CMC.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Atividade enzimatica por Fermenta¢ao Submersa em meio com bagaco de cana

No experimento, utilizando bagago de cana como fonte Unica de carbono, o melhor resultado foi obtido
com o fungo LN4-15, com bagago BHAV, com 8 dias de incubacdo, apresentando atividade FPase de 0,99 U/m e
0,5 U/ml de atividade de CMCase (Figura 3).

Quanto a atividade de FPases, todas as cepas testadas apresentaram atividade enzimatica significativa, sen-
do a linhagem LN4-15 a que apresentou os melhores indices e foi estatisticamente superior as outras analisadas
(Figura 3), com atividade enzimatica variando entre 0,44 — 0,99 U/ml.

Quanto aos tempos fixados, segundo a andlise estatistica, pode-se observar que o melhor tempo de in-
cubagdo foi o de 8 dias seguido do tempo 4 dias e com resultados menos expressivos, o tempo de cultivo de 12

dias. Para o fungo LN4-15, o tempo ndo influenciou significativamente na atividade enzimatica; para o JN1-19, os
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periodos de 4 e 8 dias foram melhores que o de 12 dias; ja para cepa JN1-28, melhores resultados foram obtidos
com 8 dias de cultivo, seguido do tempo de 4 dias.

Para todos os fungos analisados, pode-se observar que foram obtidos melhores resultados nos menores
periodos de incubacdo, que foram 4 e 8 dias.

Figura 3. Atividade de celulase total (FPase) em meio com bagaco de cana. (BHAV) bagaco tratado com hidrdxido
de sddio a 4%, acido fosfdrico e vapor; (BH) bagaco tratado com hidroxido de sddio a 4%; (ST) bagaco sem trata-
mento.
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Fonte: elaborada pelos autores.

A eficiéncia dos tratamentos do bagaco foi avaliada de acordo com o potencial enzimatico de cada fungo
sobre o substrato, pode-se notar que o tratamento ideal variou de fungo para fungo. Para a cepa LN4-15, o tra-
tamento com hidréxido de sédio, acido e vapor (BHAV) mostrou-se mais eficiente; ja a cepa JN1-19 apresentou
melhores resultados, quando cultivada em bagaco de cana-de-aguicar sem tratamento (ST); e para o fungo JN1-28
ndo houve diferenca significativa entre os trés tratamentos testados.

Para a produgdo de CMCases, somente as cepas LN4-15 e JN1-19 apresentaram atividade enzimatica signi-
ficativa, sendo que LN4-15 mostrou-se bem superior a JN1-19 (Figura 4).

No ensaio com bagaco de cana, quanto a produgdo de CMCases, o melhor resultado obtido foi por meio da
fermentacdo utilizando o fungo LN4-15 com bagaco tratado com hidréxido de sddio, acido e vapor (BHAV), com 8
dias de incubagdo, com atividade enzimética entre 0,4 — 0,63 U/ml (Figura 4).

Quanto aos tempos fixados, segundo a analise estatistica, pode-se observar que os melhores tempos de
incubacdo foram 8 e 12 dias e com 4 dias os resultados foram menos expressivos. Para o fungo LN4-15, o tempo

ndo influenciou significativamente na atividade enzimatica; ja para a cepa JN1-19 os periodos de 8 e 12 dias foram
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melhores.

A eficiéncia dos tratamentos do bagaco foi avaliada de acordo com o potencial enzimatico de cada fungo so-
bre determinado substrato, pode-se notar que o tratamento ideal variou de fungo para fungo. Para a cepa LN4-15,
o tratamento BHAV mostrou-se mais eficiente; ja a cepa JN1-19 apresentou melhores resultados quando cultivada

em bagaco ST.

Figura 4. Atividade de caboximetilcelulases (CMCases) por fermentacdo submersa em meio com bagaco de cana.
(BHAV) bagaco tratado com hidréxido de sddio a 4%, acido fosférico e vapor; (BH) bagaco tratado com hidrdxido
de sddio a 4%; (ST) bagaco sem tratamento.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Quanto a atividade de avicelase, nenhuma das cepas apresentou resultados positivos.

Comparando-se os resultados do presente trabalho com os obtidos por fungos provenientes de outros
substratos, como: ar, solo, plantas e ambientes poluidos, pode-se observar que a quantidade de fungos celuloliti-
cos em ninhos de Acromyrmex balzani foi mais elevada que em outros substratos de estudo.

Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004) analisaram, quanto ao indice enzimatico, 80 linhagens de fungos filamen-
tosos isolados de solo, utilizando meio sintético com carboximetilcelulose por quatro dias a 28 2C e mostraram que
36 destes isolados apresentaram halo indicador de atividade enzimatica ou 45% dos fungos isolados.

Jahangeer et al. (2005), estudando a microbiota fungica nativa de solo, ar e plantas, isolaram 115 linhagens
fungicas e testaram quanto a producdo de celulases, obtendo 78 isolados (67,83%) de produtores de celulases.
Stamford et al. (1998), estudando a microbiota endofitica e epifitica de tubérculos de Pachyrhizus erosus L. Urban,
isolaram 68 cepas, entre fungos e bactérias e as analisaram quanto ao potencial para produgdo de celulases e
nenhum dos isolados apresentou halo indicativo de atividade celulolitica. Subash et al. (2005) isolaram 28 cepas
de fungos filamentosos, oriundos de ambientes poluidos com 6leo e 78.5 % destes fungos apresentaram potencial

celulolitico.
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Tal destaque dos isolados de formigueiros pode ser explicado devido a alta atividade celulolitica em ninhos
de formigas. Segundo De Fine et al. (2010), o perfil enzimatico nos jardins de Attine superiores e jardins de corta-
deiras é particularmente adequado para digerir materiais vegetais frescos e para acessar os nutrientes de células
vivas. Apesar da produgao enzimatica ndo ser necessariamente proporcional a biomassa microbiana, acredita-se
que a maior parte da atividade enzimatica medida na drea dos jardins de fungos decorre do fungo cultivado, que
é conhecido por produzir muitas enzimas que degradam material vegetal e que compreende a maior biomassa
microbiana em um jardim (ABRIL e BUCHER, 2004).

Martin et al. (1975) afirmam que as enzimas contidas no fluido fecal de Atta colombica, que degradam os
polimeros de plantas, tais como pectinases, amilases e xilanases, provavelmente, sdo de origem flngica e que as
formigas atuam no transporte dessas enzimas, ingerem-nas e as defecam sobre folhas recentemente cortadas,
estimulando assim o crescimento do fungo. Esse processo inicia a degradacdo do material vegetal.

0 alto percentual de fungos filamentosos capazes de degradar celulose pode estar relacionado também a
questdo do substrato presente no microambiente do isolamento. Em ninhos e lixos de formigas cortadeiras (gé-
neros Atta e Acromyrmex), o substrato é composto exclusivamente por material vegetal. Segundo Pimenta et al.
(2007), os Attini utilizam folhas frescas, brotacdes e flores como substrato para o cultivo de fungos com os quais
vivem em associacdo para obter parte do alimento que necessitam.

O maior IEA encontrado no presente estudo, produzido pela cepa JN2-29 (IEA = 15.92), supera os resultados
de Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004), que relataram maior indice enzimatico de 5.0 em fungos oriundos do solo e
Herculano et al. (2011), analisando fungos oriundos de residuos de mamona, encontraram 6,0 como maximo de
atividade celulolitica.

Nos resultados, foram apresentados os microrganismos que obtiveram IEA maior que 2 (Tabela 1), isso por-
que entende-se que cepas que apresentam IEA maior ou igual a 2 tém real habilidade em degradar determinado
substrato. De acordo com Lealem e Gashe (1994), um valor do indice de atividade enzimatica maior ou igual a 2
mostra real habilidade do microrganismo em degradar amido em meio sdlido.

Analisando os resultados apresentados na tabela 1, é possivel observar que dentre os 50 fungos com indice
enzimatico maior que dois, 72% foram isolados de jardim e somente 28% de lixo, o que indica melhor desem-
penho dos fungos de jardim e um potencial acentuado desses para producdo de enzimas. Tal efeito pode estar
relacionado a diferenca de matéria organica vegetal presente em lixos e jardins e também outros fatores, como
temperatura, umidade etc. Enquanto o lixo, encontra-se fora do formigueiro e é composto de material de descar-
te; o jardim é constantemente mantido pelas formigas com material organico fresco e condi¢Oes favoraveis para o
fungo simbionte e, consequentemente, melhores condicdes para os fungos associados.

Todas as cepas testadas para producdo enzimatica por Fermentacdo Submersa em meio CMC apresentaram
atividade significativa de celulase total (FPase). No entanto, a linhagem JN1-19 mostrou-se bem superior a todas
outras testadas, apresentando até 1,3 U/mlde atividade de celulase total com 14 dias de incubagdo e 0.83 U/ml de
atividade de CMCases. Resultado que supera o encontrado por Picart et al. (2007), que, ao trabalharem com duas
amostras de Penicillium sp, utilizando meio suplementado com carboximetilcelulose, encontraram atividades de
CMCase de 0,11-0,13 U/ml.

Foi possivel verificar que o tempo foi um fator importante na producdo enzimatica, de acordo com a andlise

estatistica, somente os fungos JN1-17 e LN4-75 ndo apresentaram diferenca significativa de producdo enzimatica
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entre os dois tempos analisados. Sales et al. (2010), analisando as varidveis que influenciam a producdo de celu-
lases e xilanase por espécies de Aspergillus, também, destacaram o tempo como fator importante na produgdo
enzimatica.

Foi possivel observar que os fungos com maior potencial para producdo de celulase total foram também
destaques na producdo de CMCases.

No experimento utilizando meio suplementado com bagaco de cana, foi obtida atividade de celulase to-
tal (FPase) de 0,99 U/ml, valor superior aos encontrados em muitos trabalhos consultados. Menezes e Hennies
(1994), utilizando também bagaco de cana e fermentagdo submersa com 7 dias de incubag&o, encontraram 0.2 U/
ml de celulase total usando Aspergillus niger. Menezes et al. (1991), usando como fonte de carbono para cultivo
de Aspergillus niger, bagaco de cana pré-tratado com solucdo de hidréxido de sddio 4% e fermentacdo submersa,
encontraram, aproximadamente, 0,25 U/ml de celulase total.

Aguiar e Menezes (2000) avaliando a producdo de celulases e xilanase por Aspergillus niger, também, utili-
zando tratamento alcalino e bagaco de cana, encontraram maior atividade FPase de aproximadamente 0,26 U/mL.

Latif et al. (1997), cultivando Aspergillus fumigatus sobre residuos de grama, encontraram atividade de
celulase total de 0.4 U/ml. Khan et al (2007), cultivando Trichoderma sp em palha de arroz por 8 dias de cultivo,
encontraram atividade celulolitica total de 0,10 U/ml no extrato enzimatico. Sales et al. (2010), avaliando as va-
ridveis que influenciam a producdo de celulases e xilanase por espécies de Aspergillus, encontraram atividade
maxima de celulase total de 0,45 U/ml.

O melhor resultado obtido para producdo de CMCases foi também por meio da fermentacdo utilizando
o fungo LN4-15, com bagaco tratado com hidréxido de sddio, acido e vapor (BHAV), apds 8 dias de incubacao.
Nessas condi¢bes, foi encontrada 0,5 U/ml de atividade de CMCases. Resultado inferior ao encontrado por Khan
et al. (2007), que cultivando Trichoderma spp em palha de arroz, por 8 dias de incubacdo, obtiveram atividade de
endoglucanase ou CMCases de 0,7 U/ml de extrato enzimatico. No entanto, o valor maximo de atividade encon-
trado no presente trabalho, foi maior que o divulgado por Aguiar e Menezes (2000), que avaliando a producdo
de celulases e xilanase por Aspergillus niger, também utilizando tratamento alcalino e bagaco de cana, obtiveram
maior atividade CMCase de aproximadamente 0,27 U/mL.

No geral, o bagaco tratado mostrou-se mais eficiente na indugdo da producdo enzimatica que o bagaco sem
tratamento. O que ratifica o afirmado por Menezes e Hennies (1991) e Aguiar e Menezes (2000) em que o bagaco
de cana tratado com solugdes alcalinas é mais eficiente na sintese das diferentes fragées enzimaticas do que o
bagaco sem tratamento.

No entanto, o fungo JN1-19 apresentou atividade de CMCase somente em bagaco ndo tratado, enquanto
as outras cepas nao foram capazes de produzir enzimas utilizando tal bagaco como substrato. Menezes et al.
(1976) sugeriram que as linhagens que se sobressaem em bagaco, sem qualquer tratamento, produzem a fragdo
exoglicanase, uma vez que o bagaco é uma celulose in natura e, portanto, exige acdo da fracdo pré-hidrolitica da
exoglicanase antes de ser hidrolisado pelas outras fracdoes endoglicanase e B glicosidase.

Sales et al. (2010), analisando as varidveis que influenciam a producdo de celulases e xilanase por espécies
de Aspergillus, verificaram a influéncia da variacdo de pH inicial, tempo de cultivo, concentracdo do substrato,
agitacdo, concentracdo do indculo, temperatura, tipo de bagaco de cana-de-agucar e espécie de Aspergillus e en-
contraram uma variagdo na atividade de endoglucanase de 0,04 a 0,60 U/mL. Isso confirma que a otimizacdo das
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condicdes de cultivo de cada microrganismo pode aumentar significativamente a producdo enzimatica dos fungos
avaliados no presente trabalho.

Nesse contexto, pode-se pensar na realizagdo de novos testes com esses microrganismos, oriundos de for-
migueiros, em outras condicdes de cultivo, para potencializar a producdo de enzimas celuloliticas, uma vez que
varios fatores podem influenciar na atividade enzimatica dos microrganismos (SANOMIYA; NAHAS, 2003; MAC-
CHERONI-JUNIOR et al., 2004).

Consideragoes Finais

Os fungos filamentosos provenientes de ninhos de formigas cortadeiras, da espécie Acromyrmex balzani,
apresentam enorme potencial na produgdo de enzimas celuloliticas e que estudos mais detalhados poderao pos-
sibilitar o aproveitamento desse potencial na industria bioenergética. Os resultados também permitiram concluir
que o bagaco de cana-de-agucar foi eficiente na inducdo da produgdo enzimatica, com valores de atividades maio-

res que muitos trabalhos descritos na literatura utilizando o mesmo ou outros substratos lignoceluldsicos.
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