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ABSTRACT

In the semi-arid region of Alagoas, there are difficulties for small producers to provide food for animal
production, water scarcity is one of the challenges faced and causes significant damage. However, lack of
conservation and lack of knowledge are factors that attribute to overheating and lack of rainfall. By
combining these factors, there is a need to study and prove the importance of these tree species not only in
maintaining natural ecosystems, but also in improving the quality of animal production. Through the micro
cultivation method, the primary identification of the endophytes was carried out, according to the Anvisa
Manual (2004) for the identification of filamentous fungiMorphological and microscopic aspects and
sporulation patterns were observed. The fungi were isolated in sterile Petri dishes and, after purification,
they were placed on slides with PDA agar blocks. After 3 days, the slides were removed for observation
under an optical microscope. From this, the sporulation structures were consulted through bibliographic
references such as atlases and manuals for the identification of the genus of endophytes, making it possible
to identify the genera Aspergillus spp and Penicilum spp. Proving the importance of biological richness of
tree species, as they have several biotechnological applications.
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RESUMO

Na regido do semiarido alagoano existem dificuldades para os pequenos produtores em fornecerem
alimento para produgdo animal, a escassez de agua é um dos desafios enfrentados e causa prejuizos
significativos. No entanto, a falta de conservacdo e o desconhecimento, sdo fatores que atribuem ao
superaquecimento e escassez da precipitacao das chuvas. Ao combinar esses fatores, surge a necessidade
de estudar e comprovar a importincia dessas espécies arbéreas ndo apenas na manutencido dos
ecossistemas naturais, mas também na melhoria da qualidade da producao animal. Através do método de
micro cultivo, foi realizada a identificacdo priméaria dos enddfitos, segundo o Manual da Anvisa (2004)
para a identificagdo de fungos filamentosos. Foram observados os aspectos morfol6gicos, microscopicos e
padrdes de esporulacdo. Em placas de Petri estéreis foram isolados os fungos e apds purificagao foram
colocados em laminas, com blocos de 4gar BDA. Esperados 3 dias, foram retiradas as laminas para
observacdo em microscopio Optico. A partir disso, foi feita a consulta das estruturas de esporulacio
mediante a referéncias bibliograficas como atlas e manuais para a identificagdo do género dos endéfitos,
sendo possivel identificar os géneros Aspergillus spp e Penicilum spp. Comprovando a importancia de
riqueza biolégica das espécies arboreas, pois os tais, possuem diversas aplica¢oes biotecnologicas.
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Introducao

O semi arido Brasileiro (SAB) representa uma das regides mais vulneraveis do Pais, as
mudancas e a variabilidade do clima, sobretudo aquelas associadas as secas € as enchentes
(Marengo et al., 2011). A partir de uma analise visual, Marengo mapeou o cenario nordestino,
projetado pelo modelo regional Eta-CPTEC, e dos modelos globais do IPCC AR4, as mudancas
na umidade do ar, e extremos térmicos, irdo predominar, além dos possiveis distirbios nas
distribuicdes de chuva no futuro.

Neste contexto, para Marengo et al.(2011) a tendéncia geral seria de um clima com
menor umidade do ar, reducdo de precipitacdo e elevacao na deficiéncia hidrica, como
resultado das elevacGes na temperatura do ar, pois o aumento paulatino de evaporacao no
Nordeste, transigindo com as alteracoes no equilibrio natural de um ecossistema, condicionam
a sua capacidade de fornecer servicos ambientais, ou seja, os subsidios que os seres humanos
podem usufruir desse ambiente (Brambilla, 2016).

E notavel a importancia da biodiversidade e os estudos que gerem interesse na
conservacao da mesma, pois a importancia da manutencao de matas ciliares esti descrita no
art. 225 da Constituicdo Federal, que se trata do direito de todos ao meio ambiente
ecologicamente equilibrado, de uso habitual do povo ser fundamental para promover bem-
estar (Dallas Rosa, 2013). Além disso, ha o valor econdmico oportuno ao uso dos recursos
naturais e bioldgicos, tais como alimentos, medicamentos e construcao, entre outros
(Jakievicius, 2011).

Visto que, o isolamento destes micro-organismos pode fomentar diversos produtos
biotecnologicos, benéficos a agropecuaria, como controle bioldgico (Thambugala et al., 2020),
Biorremediacao, Bioprotecao e Bioestimulacao (Owen et al., 2015), além de satide publica, pois
plantas como Quixabeira e Angico siao espécies de grande importincia nos estudos
farmacolégicos para que possam ser conduzidos fitoterapicos (Paulino et al.,2012).

Desta forma, alguns autores (Strobel & Daisy, 2003; Gunatilaka, 2006), comprovaram
que certos fungos endofiticos produzem compostos tal qual suas plantas hospedeiras, como
enzimas (celulases e ligninases) em Xylaria sp., fatores de crescimento como a giberelina em
Fusarium moniliforme, substancias antitumorais como o taxol em Taxomyces andreanae,
antibiotico como Penicillium entre outros.

De acordo com Wallace (1994), o uso de Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus
oryzae, ou seus extratos, tem potencial para elevar o ganho em ruminantes a aumentar a
producdo em animais leiteiros, com potencial equivalente aos iondforos, em virtude do
resultado no aumento na ingestao de matéria seca. Entretanto, as respostas sao variaveis e
dependem da quantidade oferecida e do tipo de dieta. Segundo Krishnamoorthy et al. (1996),

a utilizacao de aditivos a partir de leveduras nas dietas de ruminantes, causam alteracoes na
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razdo acetato/propionato além de elevar o fluxo de proteina microbiana para o intestino
delgado.

Conforme destacado por Hermosa et al. (2014), o género Trichoderma esta analogo
com a habilidade de produzir uma diversidade de metabolitos secundarios, com o intuito de
colaborar com o crescimento e desenvolvimento de plantas, inibicdo de micro-organismos,
resposta a estresses bioticos e abidticos, biorremediacao, defesa contra patégenos e controle
biologico. Adicionalmente, Ulhoa & Peberdy (1992) ressaltaram, que esta atividade de
biocontrole, ocorre através da sintese de enzimas hidroliticas extracelulares que deterioram
parede celular, tais como celulases e quitinases. Melo (1998) afirmou que fungos do género
Trichoderma possuem capacidade de biossintetisar e ainda facilidade de crescimento em
meios simples, possuindo glicose como fonte de carbono e alguns tipos de compostos organicos
simples.

Além disso, as xilanases sao produzidas pelo Género Aspergillus, como afirma Zaneti
(2012), estas enzimas possuem vasta utilizacdo no agronegbcio como na fabricacao de racoes
animais, adicionando algumas outras enzimas, como glucanases, pectinases, celulases,
proteases, amilases e lipases. Para Costa et al. (2004) essas enzimas tém a caracteristica de
possuir elevada producdo, com menos custos e aumento na variabilidade e estabilidade, além
de a degradar os carboidratos da parede celular dos vegetais auxiliando na absorc¢ao desses

nutrientes no organismo do animal.

Metodologia

A coleta das folhas mais novas de cada espécie, foi realizada nas proximidades das
coordenadas -9.491277, -37.755271, na Fazenda Ribeiro, AL-220 - Piranhas, AL, 57460-000,
numa 4area de aproximadamente 210 m2. Foram coletadas folhas de Quixabeira (Bumelia
sertorum), Angico Vermelho (Anadenanthera macrocarpa), Pereiro (Aspidosperma
pyrifolium) e Imburana (Commiphora leptophloeos). Logo apds, as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos estéreis, que foram mantidos sob refrigeracio até a manha
seguinte, para serem transportados para o Laboratorio de Microbiologia da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias (CECA), onde as
amostras foram desinfectadas.

Para desinfeccdo, as amostras sadias de tecidos vegetais foram lavadas
sequencialmente com alcool 70% (30 segundos), hipoclorito de sédio 1% (3 minutos), etanol
70% (30 segundos) e duas vezes com agua destilada esterilizada (6 minutos), segundo método
de Petrini (1991), demonstrado na figura 1. As amostras vegetais desinfetadas superficialmente
foram cortadas em fragmentos pequenos de 1x1 cm?2 distribuidos sobre meio de Batata-

Dextrose-agar (BDA), em placas de Petri estéreis. As placas foram incubadas em temperatura
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ambiente até o crescimento dos fungos ser visivel e preservados em tubos estéreis de 10ml com
BDA.
Figura 1.

Esquema do método de Petrini
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Fragmentos do

H,0 estéril (S min

Espécie vegetal Esterilizacdo

Fungos purificados

Nota: Chapla et al., 2013.

Apos a visualizagao do crescimento dos fungos purificados, estes foram submetidos a
técnica de micro cultivo seguindo a metodologia de Kern e Blevens (1999), esquematizado na
figura 2. Para cada colonia de fungo isolada, duas placas de micro cultivo foram preparadas.
Foi acomodada uma lamina esterilizada sobre um pequeno bastao de vidro recurvado, contida
em uma placa de Petri estéril, forrada com papel de filtro autoclavado e umedecido em agua

destilada, contendo também um fragmento em cubo de Batata-Dextrose -Agar.

Figura 2.

Esquema do método de micro cultivo

Nota: Elaborado pelo autor (2023).
Para que os fungos fossem inoculados nos quatro cantos do cubo de 4gar nos diferentes
meios, as laminas foram recobertas com laminulas esterilizadas. As placas foram tampadas e
incubadas a 30°C por 3 a 5 dias, e ficaram em observacdo para avaliacdo do crescimento com
ou sem pigmentacao. Apos este periodo, as laminulas foram retiradas cuidadosamente com

auxilio de uma pinca.

O cubo de agar foi desprezado e, em seu lugar, pingou-se uma gota de corante Azul de
Metileno, depois disso uma laminula foi colocada, para visualizagdo das estruturas. Assim,

foram observados por microscopia: colénia, micélio, estruturas de esporulacio, forma dos
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esporos e coloracdo. Logo, com base na morfologia da cepa e seguindo o Manual de
Identificacdo de Fungos, descrita na figura 3, a identificacdo inicial do microrganismo pdde ser

executada (Oliveira, 2019).

Figura 3.

Processo executado apoés 3 dias de incubacao na lamina

P Lamina limpa
g | I CommeAzulde

Metileno
Apos 3 dias de
cultivo Lominulo do
microcultvo

Nota: Elaborado pelo autor (2023).

Resultado e Discursao

Apoés o tempo de incubacao dos micro-organismos em placas de Petri, apresentando
crescimento suficiente para melhor analise visual de suas estruturas morfoldgicas, foram
separadas para serem capturadas em fotografias. Das mesmas placas, foram preparadas
laminas, coradas com azul de metileno, para micro cultivo e posterior observacdo ao
microscopio optico. A figura 4 mostra cada isolado, estes foram nomeados, tais como A-1 e A-
2, onde os do género Aspergillus isolados das folhas de Quixabeira e Angico Vermelho
respectivamente, enquanto as P-1 e P-2 do género Penicillium isolados a partir das folhas de

Imburana e Pereiro respectivamente.

Figura 4.

Nota: Elaborado pelo autor (2023).

As imagens circulares sdo referentes a fotos tiradas através de lupa, logo abaixo as
respectivas imagens de microscopia, que mostram hifas, conidiéforos, conidios e esporos. As
nomeadas como A-1 e A-2 trata do género Aspergillus, ja P-1 e P-2 do género Penicillium
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Por ser o unico e exclusivo bioma brasileiro de fato, a Caatinga possui necessidade
gritante de ser conservada, visando a manutencao do seu alto grau de endemismo e riqueza de
espécies pois, a acdo antropica, principal causa de sua degradacao, continua acentuada, de
forma que o uso inadequado e insustentavel de seus recursos naturais coloca em risco este
bioma (Santos, 2021). No presente estudo, foram obtidos 4 isolados morfologicamente
distintos, sendo possivel a identificacdo dos géneros: Aspergillus e Penicillium, por meio da
visualizacdo de suas estruturas morfologicas como esporos, hifas e conidios.

O género Penicillium, é apresentado na literatura por promover o crescimento em
plantas, como descreve El-Sharkawy et al. (2017), através da da producdo e sintese de
hormonios vegetais como as giberelinas ou até por mecanismos indiretos que corroboram para
uma nutricao eficaz das plantas, como a solubilizacao de fosfato.

Atualmente, s6 tem ampliado a procura das industrias para o uso de espécies flingicas
que sintetizem enzimas fermentativas a partir de produtos com baixo valor agregado, além de
serem utilizadas na decomposicao de residuos industriais. Algumas espécies do género
Aspergillus spp, sdo fundamentais para utilizacdo na fermentaciao de produto alimenticio e
ainda na producdo de 4acidos organicos, metabolitos secundarios, enzimas e na
biotransformacao de quimicos (Samson & Varga, 2009).

A utilizacao de Aspergillus niger, é eficiente em fArmacos, em func¢ao da sua capacidade
de biotransformacao. Procedimento este, que inovou a industria farmacéutica, pois causam
menos efeitos adversos e prejudiciais aos seres humanos que necessitam de melhores
condicoes de vida (Pollard & Woodley, 2007). De forma que, os dados aqui apresentados
fomentam subsidios para futuros estudos mais perscrutados sobre as intera¢des micro-

organismos-planta e suas aplicagdes biotecnologicas nas mais diversas areas.

Conclusao

Desta forma, pode-se comprovar que as espécies de plantas endémicas as matas
ciliares, a partir das quais foram isolados os fungos endofiticos, sdo hospedeiras de fungos dos
géneros Penicillium e Aspergillus, conferindo as espécies alto valor biologico, farmacologico e
econOmico. Assim, este trabalho cumpre a funcao (com diversas argumentacoes) de comprovar
a necessidade de conservacao das espécies arboreas utilizadas no experimento. Outrossim, ha
necessidade de continuidade dos estudos sobre o bioma Caatinga, a fim de fornecer aos
pequenos produtores uma educacao ambiental, através de 6rgaos publicos como EMATER,

para que haja um maior entendimento sobre a importancia da conservacao na mata nativa.
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