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RESUMO 

A Amazônia Brasileira tem muito para ser explorada e conhecida, para todos os grupos 

de seres vivos. Dentre estes, a biodiversidade microbiana precisa de um olhar diferenciado para 

se conhecer e descobrir aplicabilidades uteis à sociedade, como os fitohôrmonios e os 

antimicrobianos. O estudo buscou identificar metabólitos secundários produzidos por fungos, 

sendo 20 de origem aquática e 20 endofíticos. Para a realização do teste fitohormonal foram 

utilizadas sementes de alface americana (Lactuca sativa L.) e malva (Urena lobata L.), e para 

atividade antimicrobiana foram testadas as cepas de Enterococcus faecalis e Candida albicans. 

Na identificação destes fungos realizaram-se análises macro e micromorfológicas, e 

moleculares e os dados obtidos foram comparados com a literatura.  Dos 40 fungos estudados, 

23 apresentaram resultados no teste fitohormonal, sendo 03 aquáticos e 20 endofíticos. No teste 

antimicrobiano, 9 demonstraram resultados, sendo 03 aquáticos e 06 endofíticos. Os fungos do 

gênero Trichoderma tiveram melhores resultados como produtores de fitohôrmonio, sendo o T. 

harzianum o que obteve melhor desempenho. Os do gênero Penicillium foram eficazes no teste 

antimicrobiano frente aos patógenos Enterococcus faecalis e Candida albicans, sendo as duas 

espécies do P. oxalicum obtiveram melhor atividade antimicrobiana. Ressalta-se a importância 

quanto a necessidade de estudos mais aprofundados que ampliem a amostragem e a 

identificação química destas substâncias já detectadas, seja para a produção de substâncias para 

crescimento vegetal ou a descoberta de uma nova substância para o uso em Odontologia.  

 

Palavras-chave: Fungo Endofítico, Fungo aquático, Fitohormônio, Antimicrobiano. 
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INTRODUÇÃO 

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial, principalmente na floresta 

Amazônica a maior floresta tropical úmida do mundo, se destacando por suas enormes 

dimensões, elevada biodiversidade e valioso patrimônio sociocultural contendo fontes 

inestimáveis de matéria primas para os mais variados setores. Isso significa que, devido à alta 

biodiversidade existente nessa região possivelmente há inúmeras espécies de animais, plantas 

e microrganismos a serem descobertos (SOUZA et al., 2004; MINISTÉRIO DO MEIO 

AMBIENTE, 2007; OLIVEIRA, 2013; BANHOS et al., 2014) que podem estar presentes na 

floresta assim como nos rios amazônicos. 

Por isso, nos últimos anos, tem se dado uma grande importância na investigação destes 

microrganismos, tal como os fungos endofíticos, no qual podem estar adaptados no interior de 

diferentes tecidos das plantas sem causar danos aparente ao seu hospedeiro e os fungos 

aquáticos sendo estes conhecidos por possuírem um ciclo de vida adaptado ao ambiente 

aquático (SHEARER et al., 2007) e de possuir uma grande importância ecológica, mas a sua 

diversidade é desconhecida em várias regiões, incluindo a Amazônia (CORTEZ, 2016). 

Os microrganismos endofíticos possuem importantes funções no processo de adaptação 

da planta, na proteção do hospedeiro contra herbívoros e patógenos, além de produzir uma 

infinidade de metabólitos de interesse econômico tanto primários quanto secundários. Esses 

metabólitos apresentam diferentes aplicações biotecnológicas como produção de vacinas, 

enzimas, antibióticos antifúngicos, anticancerígenos (AZEVEDO et al, 2005; RODRIGUES et 

al., 2009; SURYANARAYAN et al., 2009; PORRASAFARO & BAYMAN, 2011) assim como 

podem contribuir na agricultura promovendo crescimento em plantas através da produção de 

esteróides e hormônios de crescimento vegetal (SOTTERO, 2003; ANDRADE, 2011). Os 

microrganismos aquáticos são de suma importância ecológica, pois participam da 

decomposição do material vegetal submerso e servem de alimento para vertebrados e outros 

microrganismos, podendo ser  participante da base da cadeia alimentar dos organismos 

existentes nos rios (SRI-INDRASUTDH et al., 2010; KRAUSS et al., 2011; JONES; PANG, 

2012; WALKER, 2009) e também possuem um potencial biotecnológico na produção de 

antimicrobianos, enzimas e outras substâncias (CORTEZ, 2016) que podem ser de interesse 

medicinal e agronômico.  

Os metabólitos secundários são compostos extracelulares secretados no meio de cultura, 

durante o crescimento e diferenciação de um organismo vivo (DREFUSS; CHAPELA, 1994; 

STROBEL, 2003) sendo muito apreciados pela indústria, pois através dos estudos dos 
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metabólitos produzidos pelos microrganismos, mas especificamente os fungos, é possível trazer 

soluções aos problemas que o homem vem enfrentando nos últimos anos na medicina e na 

agricultura. Por isso os metabólitos secundários produzidos por fungos estão ganhando um 

espaço cada vez maior nos estudos biotecnológicos, uma vez que estão envolvidos no 

processamento industrial de mais de 10 dos 20 produtos mais rentáveis no início deste século 

(TEJESVI et al., 2007). Um exemplo desses metabólitos produzidos pelos fungos seriam os 

metabólitos voláteis, que representam uma parcela significativa no estudo da metabolômica dos 

fungos, desempenhando funções importantes no desenvolvimento, defesa, proteção contra 

estresse, comunicação e patogenicidade do mesmo (PARCERO et al., 2017). Estes metabólitos 

também possuem propriedades capazes de promover o crescimento de plantas pela síntese de 

fitohormônios, podendo modificar sua estrutura e a fisiologia, melhorando suas características, 

como na malva (Urena lobata L.) e na alface americana (Lactuca sativa L.) utilizada pelos 

ribeirinhos como forma de sustento. 

A Candida albicans é uma espécie fúngica capaz de causar doenças em humanos, 

levando tanto a infecções superficiais como sistêmicas, sendo as infecções bucais as mais 

significativas e, às vezes, de difícil tratamento devido a frequente resistência aos antifúngicos 

convencionais. Clinicamente, a candidíase pode manifestar-se sob as formas agudas, crônicas 

ou mucocutâneas e seu diagnóstico é através de dados clínicos e exames laboratoriais. Fatores 

como xerostomia, uso de prótese total ou parcial removível desadaptadas, mal higienizadas ou 

uso de forma contínua não removendo-as à noite para dormir, são condições propícias para o 

aparecimento de candidíase na cavidade bucal (GARCIA-CUESTA et al., 2014). 

Os microrganismos, principalmente bactérias e fungos, juntamente com seus produtos, 

estão estritamente relacionados com a etiologia das lesões pulpares e periapicais, podendo 

persistir no sistema de canais radiculares após o tratamento endodôntico e induzir uma reação 

inflamatória, sendo a bactéria anaeróbia Escherichia coli e a sua endotoxina frequentemente 

associada à estas lesões (VALERA et al., 2009; MAEKAWA et al., 2010). A infecção 

secundária que ocorre nos dentes tratados endodonticamente se origina de uma microbiota 

formada por micro-organismos que tiveram acesso ao sistema de canais radiculares durante o 

tratamento ou após a obturação, devido à quebra na cadeia asséptica, mau uso do isolamento 

absoluto, por instrumentos contaminados, dentes mantidos abertos para drenagem e fratura ou 

perda do material restaurador. Dependendo da fonte de micro-organismos, essa infecção pode 

possuir espécies orais e não orais, como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus sp, 
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Escherichia coli e Candida sp. (SIQUEIRA JR; RÔÇAS, 2014), que podem ser combatidas 

com substâncias derivadas dos metabólitos fúngicos.  

A Amazônia Brasileira, berço da maior biodiversidade mundial, tem muito para ser 

explorada e conhecida em todos os grupos de seres vivos. Entre estes, a biodiversidade 

microbiana precisa de um olhar diferenciado para se conhecer e descobrir aplicabilidades úteis 

à sociedade atual, uma vez que através da comprovação científica das propriedades medicinais 

das plantas e de seus microrganismos endofíticos, assim como os aquáticos, são de extrema 

importância para a biotecnologia. Por isso, ressalta-se a busca pelos metabólitos secundários, a 

partir de fungos oriundos da região Amazônica, como uma alternativa para obtenção de 

substâncias bioativas com potenciais de aplicação na indústria farmacêutica assim como na 

agricultura, visto que possuem um custo baixo e podem produzir um número muito grande de 

compostos. 

A microbiota oral é composta por uma grande variedade de microrganismos, 

principalmente bactérias e fungos, e alguns podem provocar patologias devido a mudanças nas 

condições bucais ou na diminuição da imunidade do hospedeiro, dentre elas estão a cárie 

dentária e as doenças periodontais, que podem ser combatidas com substâncias derivadas dos 

metabólitos fúngicos. Estes metabólitos também possuem propriedades capazes de promover o 

crescimento de plantas pela síntese de fitohormônios, podendo modificar sua estrutura e a 

fisiologia, melhorando suas características, como na malva (Urena lobata) e na alface 

americana (Luctuca sativa) utilizada pelos ribeirinhos como forma de sustento.  
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1. REFERENCIAL TEÓRICO  

1.1. Fungos endofíticos e aquáticos 

Os fungos são organismos eucariontes, aclorofilados, heterotróficos e que se 

reproduzem de forma sexuada e assexuada. Além disso, os fungos por serem seres 

heterotróficos, a sua obtenção de alimento pode ocorrer na forma saprófita ou parasita. Na 

forma saprófita utilizam a matéria orgânica morta como forma de nutrição e na parasita estão 

na forma oportunista, nutrindo-se de matéria viva. A maioria dos fungos é constituída de 

espécies saprófitas que desempenham a importante função de decomposição na biosfera, 

degradando produtos orgânicos e desenvolvendo carbono, nitrogênio e outros componentes ao 

solo (MICHEREFF, 2001). Por possuírem uma alta capacidade adaptativa, os fungos estão 

presentes em diversos ambientes tal como no solo, nas plantas, na água e até mesmo em 

ambientes mais extremos, como os de baixas e altas temperaturas, os de alta 

salinidade  (MACCHERONI JR; ARAÚJO; LIMA, 2004) podendo então despertar interesse 

na comunidade científica, em especial em pesquisas com substâncias naturais, pois para 

sobreviver em tantos ambientes é necessário uma alta capacidade adaptativa, o que resulta na 

produção de muitos compostos orgânicos diferentes (MARCON, 2013). 

Os fungos denominados de endofíticos são fungos que habitam o interior dos tecidos 

aparentemente saudáveis de um hospedeiro vegetal podendo permanecer por um período do seu 

ciclo de vida, mas também pode se instalar em uma planta por toda sua vida (PETRINI et 

al.,1992; AZEVEDO, 1999; ZACARIAS FILHO, 2018) tendo assim, uma relação simbiótica, 

no qual os fungos podem desempenhar funções para as plantas, tal como proteção contra pragas 

e patógenos, aumentando o crescimento, enraizamento, resistência a estresses, além de produzir 

compostos químicos como enzimas, alcaloides, hormônios e antibióticos (PEIXOTO NETO, et 

al., 2002). Devido a essa alta capacidade de produção de substâncias, os fungos endofíticos 

podem exercer funções na aplicabilidade biotecnológica com a produção de substâncias 

bioativas como os fitohormônio que aumentam o crescimento e competitividade do hospedeiro 

na natureza (YUE et al., 2000; OLIVEIRA, 2013), mas também na saúde através de 

antibióticos, anticancerígenos, pigmentos e toxinas.  

Os fungos aquáticos podem ser definidos como aqueles em que todo o seu ciclo de vida 

está completamente adaptado o ambiente aquático, incluindo a esporulação em substratos 

submersos, além disso são importantes ao meio ambiente, pois participam da decomposição do 

material vegetal submersa e servem de alimento para vertebrados, invertebrados e outros 

microrganismos (SHEARER et al., 2007; SRI-INDRASUTDHI et al., 2010; KRAUS et al., 
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2011; JONES; PANG, 2012). Possuem uma ampla distribuição geográfica e são capazes de 

colonizar diversos substratos como caule, folhas mortas de plantas herbáceas e lenhosas, além 

de ambientes preservados e ou impactados (SCHOENLEIN-CRUSIUS, 2007; SHEARER et 

al., 2007; CORTEZ, 2016) dessa forma estes fungos possuem uma alta capacidade adaptativa, 

por estarem presentes em diversos locais. Os filos Chytridiomycota, Ascomycota e 

Basidiomycota são os organismos mais frequentes isolados de ambientes aquáticos (HIBBETT 

et al., 2007; SHEARER et al., 2007). 

 

1.2. Material vegetal 

1.2.1. Alface americana (Lactuca sativa L.) 

A alface (Lactuca sativa L.) inserida no país pelos portugueses (século XVI) atualmente 

é a folhosa mais consumida pelos brasileiros. Apresentando um caule não muito curto, não 

ramificado. Suas raízes são do tipo pivotante com ramificações finas e curtas de acordo com 

Sottero (2006), as variedades cultivadas pertencem a diferentes tipos comerciais: com folhas 

lisas ou crespas sem fechamento de cabeça e com folhas grossas com fechamento de cabeça e 

possuem um ciclo reprodutivo após o desenvolvimento da cabeça em altas temperaturas e 

luminosidade com ciclo curto, de 45 a 60 dias. O plantio pode ser realizado o ano todo, porém 

resultados de melhor crescimento ocorrem em clima frio para ameno (NAGAI, 1993). A alface 

americana pode se diferenciar dos demais grupos por apresentar folhas externas de coloração 

verde-escura, folhas internas de coloração amarela ou branca, imbricadas, semelhantes ao 

repolho e crocantes. Além disso apresentam elevados teores de vitaminas e sais minerais e baixo 

teor de calorias (YURI et al., 2002; YURI et al., 2004). 

 

1.2.2. Malva (Urena lobata L.) 

A malva (Urena lobata L.) pertencente à família das Malváceas é uma planta que vem 

se destacando na produção de fibra no Brasil. Foi nas áreas de várzea do rio Amazonas que o 

cultivo comercial da malva e da juta (Corchorus capsularis) se desenvolveram em maior escala 

(BENTES, 2015). No estado do Amazonas, seu cultivo se dá mais precisamente nas calhas dos 

rios Amazonas e Solimões, especificamente nos municípios de Anamã, Anori, Beruri, 

Caapiranga, Coari, Codajás, Iranduba, Manacapuru e Parintins (SOUZA, 2012). A malva é uma 

planta destaque no setor produtivo de fibras brasileiras, constituindo uma importante fonte de 

renda para muitas famílias ribeirinhas no estado do Amazonas que vivem desta modalidade 

agrícola (MACIEL, 2015). É uma planta quase cosmopolita de acordo com Bentes (2015), então 
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pode ser encontrada por todos os países tropicais e de clima temperado. Comporta-se como 

arbusto de caule ereto, ramoso com até 4 m de altura, ramos alternados, cilíndricos, estrelado-

pubescentes; folhas alternas, pecioladas, variáveis na forma e tamanho, 2-12 cm de 

comprimento e de largura, cordiforme na base; ovadas ou orbiculares, palmatífidas, 

angulosamente lobadas, 3-7 nervadas, destacando-se as três nervuras centrais; na base, como 

característica do gênero Urena aparecem glândulas chamadas “nectários extraflorais” que são 

visitados por formigas e até certo ponto podem desempenhar um papel como protetor contra a 

invasão de outros insetos; flores curto pediceladas, solitárias, roxa ou róseas; pétalas 5, de 12-

15 mm, unidas entre si e com androceu; fruto cápsula (“carrapicho”) subglobosa, composta de 

5 carpelos indeiscentes, secos e tomentosos, cobertos de espinhos moles e recurvados que 

aderem a roupa; semente lisas, cuneiformes de uma lado e arredondados do outro (BENTES, 

2015). 

 

1.3. Microrganismos  

1.3.1. Enterococcus faecalis 

A Enterococcus faecalis pertence a flora comensal de humanos e animais podendo ser 

encontrada em diversos alimentos, normalmente produtos crus de origem animal, mas também 

em locais com poucas condições de higiene, além disso a  E. faecalis é responsável por inúmeras 

infecções através de feridas cirúrgicas, abcessos intra-abdominais, sepsis neonatal e 

hepatobiliar. A E. faecalis tem capacidade de produzir biofilme, no qual é fundamental em 

várias infecções, nomeadamente no trato urinário, em endodontia e em endocardites. Os 

biofilmes maduros podem tolerar antibióticos em altas concentrações, fazendo com que a 

bactéria se torne resistente sendo difícil de se erradicar. Com isso, estima-se que mais de 90% 

das infecções humanas provocadas por Enterococcus são causadas por E. faecalis (LEWIS, 

2001; KLEIN, 2003; MARTIN, 2008; GÓMEZ-GIL et al., 2009). São bactérias do tipo Gram-

positivas, anaeróbias facultativas com capacidade de sobreviver em grandes níveis de estresse 

e ambientes hostis assim como em altas concentrações de sais (6,5% NaCl) (BARROS, 2014; 

FISHER; PHILIPS, 2015). O gênero Enterococcus tem capacidade de crescimento entre os 5 e 

50 oC com temperatura ótima 42,7 oC em condições aeróbicas, a E. faecalis se desenvolve num 

intervalo de pH entre 4,6 e 9, sendo o seu ótimo 7,5. (NAKAJO et al., 2006; BARROS, 2014). 
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1.3.2. Candida albicans 

O gênero Candida é um fungo leveduriforme, no qual pode ser encontrado em vários 

ecossistemas, como solo, alimentos, água e fazendo parte da microbiota de homens e animais. 

Possuem uma capacidade adaptativa de se desenvolver tanto na presença quanto na ausência de 

oxigênio. Estes microrganismos degradam proteínas e carboidratos para obtenção de carbono e 

nitrogênio, elementos esses essenciais para o seu desenvolvimento. Tal gênero é o principal 

entre as leveduras patogênicas, compreendendo aproximadamente 200 espécies (SIDRIM; 

ROCHA, 2004; GIOLO et al., 2010). São microrganismos comensais, que habitam 

primeiramente o trato gastrointestinal e regiões mucocutâneas, incluindo boca e vagina, no 

entanto também podem ser consideradas oportunistas, pois podem se tornar patogênicas a partir 

do comprometimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro (idosos, diabéticos, pós-

operados, imunodepressão) ou rompimento das barreiras anatômicas como queimaduras, 

cateteres ou cirurgias invasivas (ALONSO-VALLE et al., 2003; DIGNANI et al., 2003). A 

Candida albicans é uma levedura diplóide apresentando distintas morfologias, onde na fase 

unicelular leveduriforme pode gerar um broto e formar hifas verdadeiras e durante seu 

crescimento pode formar pseudo-hifas que são leveduras alongadas entre si. A mudança da sua 

morfologia de fase leveduriforme para filamentosa pode ser induzida por uma variedade de 

condições ambientais, como variação de temperatura e de pH, sendo sua temperatura ideal de 

37 oC e pH igual superior a 7,0 (SUDBERY et al., 2004; SILVA, 2011). 

 

1.4. Fungos produtores de metabólitos secundários  

Os metabólitos secundários ou produtos naturais produzidos por organismos vivos são 

substâncias de peso molecular limitado, normalmente menores que 3.000 Da, que exercem 

funções nos organismos produtores como defesa (contra predadores, microorganismos e vírus), 

competição, atração, estimulação, como agentes de metais, como agentes de simbiose entre 

microrganismos e plantas, nematóides, insetos e animais superiores na forma de hormônio 

sexuais; como efetores de diferenciação e ainda agem contra estresses abióticos (DEMAIN; 

FANG, 2000; WINK, 2003; HARTMANN, 2007; ROQUE, 2011). Estes metabólitos não estão 

envolvidos no crescimento e desenvolvimento dos organismos produtores, contudo 

desempenham papel como molécula de defesa, no qual são moléculas orgânicas que são 

classificadas como base na sua origem biossintética, além disso são produzidas na fase de 

crescimento e estacionária, sendo que, na ausência dessa síntese, o organismo produtor continua 

seu desenvolvimento (AGOSTINI-COSTA et al., 2012; FORTKAMP, 2018). Com isso, 
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metabólitos secundários agem principalmente como moléculas de adaptação, auxiliando na 

sobrevivência dos organismos produtores e ainda são produzidos por espécies e linhagens 

específicas, estando, assim, intimamente ligados com a ecologia dos organismos produtores. 

As principais classes destes metabólitos são alcaloides, terpenos, esteroides, quinonas, fenóis, 

entre outros (O’BRIEN; WRIGHT, 2011; ROQUE, 2011; KAUL et al., 2012).  

Os produtos naturais (fitohormônios, antimicrobianos, fungicidas e herbicidas) são 

metabólitos de grande importância, com isto, fungos podem produzir compostos com 

importância farmacológica, mas também micotoxinas de interesse agrônoma. São classificados 

em quatro grupos principais baseados no núcleo de enzimas e precursores envolvidos em sua 

biossíntese: policetídeos, peptídeos não-ribossomais, terpenos e alcalóides (KELLER et al., 

2005; SCHULZ; BOYLE, 2005; STERGIOPOULOS et al., 2013).  Devido a esta alta 

propriedade, a busca por microrganismos que produzem determinados metabólitos secundários 

se faz necessária pelo fato de que muitas moléculas serem inviáveis de ser produzidas por 

síntese química total, além de que a obtenção de fontes naturais, como plantas, acarreta danos 

ao meio ambiente devido ao desmatamento (PURI et al., 2006; FORTKAMP, 2018). Com isso, 

a utilização de fungos é necessária, uma vez que podem produzir até 73% mais de metabólitos 

secundários quando comparadas à outras classes de microrganismos, evitando então, etapas de 

plantio, colheita e extração de plantas rara ou de crescimento lento, uma vez que estes 

compostos podem ser produzidos em processos fermentativos, que são mais rápidos, reduzem 

o valor do produto e ainda preservam a biodiversidade (DREYFUSS; CHAPELA, 1994; 

STROBEL et al., 2002). 

 

1.4.1. Compostos orgânicos voláteis (VOCs) 

Os metabólitos voláteis representam uma parcela significativa no estudo da 

metabolômia dos fungos, desempenhando funções importantes no desenvolvimento, defesa, 

proteção contra estresse, comunicação e patogenicidade dos mesmos (PARCERO et al., 2017). 

Existe uma grande importância de evidenciar e estudar o potencial dos fungos, e a produção de 

seus compostos voláteis (VOCs), na atualidade. 

Os VOCs são substâncias de baixa massa molecular e geralmente compostos 

hidrofóbicos com alta pressão de vapor, isto é, evaporam-se facilmente à temperatura ambiente 

(HUNG et al., 2012). Estudos evidenciam que os VOCs podem ser letais para uma grande 

variedade de microrganismos, incluindo bactérias (STROBEL et al., 2001). Além disso, Vejan 

et al. (2016) destacam que os VOCs podem influenciar no crescimento da planta via direta 
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envolvendo caminhos tanto fitohormonais quanto por ácidos orgânicos ou caminhos indiretos 

que envolvem a produção de antibióticos e siderófotos. Os estudos de antagonismos por 

compostos voláteis não são tão frequentes na literatura quando comparados aos testes de 

metabólitos difusíveis (PIMENTA et al., 2012), como também a investigação de fungos 

produtores de VOCs ainda são escassos no mundo principalmente entre linhagens fúngicas da 

região Amazônica.  
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OBJETIVOS 

 

1.5.Objetivo geral 

Identificar, pelo menos, um fungo endofítico ou aquático, como produtor de 

metabólitos secundários para hormônio de crescimento e antibiose.  

 

1.6.Objetivo específico  

●  Analisar os metabólitos secundários com ação fitohormonal às sementes de alface 

americana (Lactuca sativa L.) e malva (Urena lobata L.); 

●  Avaliar os metabólitos secundários com ação antimicrobiana frente a 

microrganismos patogênicos Candida albicans e Enterococcus faecalis;  

●  Realizar identificação molecular dos fungos produtores de metabólitos 

secundários com ação fitohormonal e antimicrobiana. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

1.7. Reativação dos fungos  

Os microrganismos foram reativados da coleção pertencente ao laboratório de 

Bioensaios e Micro-organismos da Amazônia (LabMicra/UFAM) sendo 20 fungos aquáticos 

provenientes de amostras de lagos de rios, coletados em São Gabriel da Cachoeira e Coari, 

municípios do estado do Amazonas (Tabela 1) e 20 fungos endofíticos oriundos de diferentes 

espécies de plantas coletadas nos municípios de Manaus – AM (Tabela 2). 

A reativação foi feita em placas de petri estéreis contendo o meio de cultura de 

isolamento, BDA (batata, dextrose e Ágar), Aveia (aveia, malte, dextrose e ágar), SDAY 

(dextrose, ágar, extrato de levedura, peptona) e ISP2 (amido, extrato de malte, extrato de 

levedura e ágar) em três pontos equidistantes e depois transferidos para outra placa de petri com 

ponto central, cultivados a 28 oC. 

Após sucessivos repiques foram obtidas as culturas puras, em seguida realizou-se uma 

suspensão de esporos dos fungos através de inóculos em placas de petri em meio BDA para 

serem raspados com alça de platina e colocados em microtubos de 2 mL contendo uma solução 

de 1,5 mL de água destilada com glicerol estéril a 20% ajustando a concentração de 1 x 105 

esporo/mL. Para os fungos que não esporulam foi retirado um pequeno fragmento do micélio e 

inoculados em placas contendo o seu meio de cultura de reativação. Todos foram feitos em 

triplicata e armazenados à 28 oC. 

Tabela 1: Dados dos fungos aquáticos usados neste trabalho. 

N Código  Código de 
isolamento Origem Município de 

coleta Meio de cultura 

1 1083 M06 Aquático COA SDAY 

2 1113 M36 Aquático COA ISP2 

3 1125 M48 Aquático COA ISP2 

4 1126 M49 Aquático COA ISP2 

5 1127 M50 Aquático SGC BDA 

6 1132 M55 Aquático SGC Aveia 

7 1133 M56 Aquático SGC BDA 

8 1135 M58 Aquático COA BDA 

9 1203 M125 Aquático SGC Aveia 

10 1205 M127 Aquático COA Aveia 

11 1211 M133 Aquático COA BDA 

12 1223 M145 Aquático SGC SDAY 
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13 1230 M152 Aquático COA ISP2 

14 1238 M160 Aquático SGC SDAY 

15 1240 M162 Aquático SGC SDAY 

16 1241 M163 Aquático SGC SDAY 

17 1244 M166 Aquático SGC BDA 

18 1245 M167 Aquático SGC Aveia 

19 1246 M202 Aquático SGC Aveia 

20 1280 M205 Aquático COA ISP2 
* COA = Coari; SGC= São Gabriel da Cachoeira. Fonte: Rodrigues, 2018. 

 

Tabela 2: Dados dos fungos endofíticos usados neste trabalho. 

N Código Código na 
coleção  Planta Hospedeira Meio de cultura 

1 P56 Anspg1.2.2 Annona sp. BDA 

2 P64 Vrf1.2.2 Victoria amazonica BDA 

3 P71 Vrc2.1.2 Victoria amazonica BDA 

4 P135  Pbr2.2.2 Mauritia flexuosa BDA 

5 P143 Vrc2.2.1c Victoria amazonica BDA 

6 P149 Vrf2.2.3 Victoria amazonica BDA 

7 P154 Anspc2.2.1 Annona sp. BDA 

8 P408 Ghr2.1.2b Gustavia elliptica BDA 

9 P409 Ghcc2.2.2a Gustavia elliptica BDA 

10 P433 Ghcr1.1.1b Gustavia elliptica BDA 

11 T42 AnspR1 2.1 Rollinia sp. BDA 

12 T69 Vrc2 2.2b Victoria amazonica BDA 

13 T70 Vcr2 3.2 Victoria amazonica BDA 

14 T73 Trich. MpCe3 3.1 Murraya paniculata BDA 

15 T82 INPA 43 Scleronema micranthum BDA 

16 T122 INPA 45 Scleronema micranthum BDA 

17 T140 Trich. 158 b Hymenaea courbaril BDA 

18 T145 VcrC 133 b Victoria amazonica BDA 

19 T220 Trichoderma 114 Sem identificação BDA 

20 T234 Trichoderma 115 Sem identificação  BDA 
    Fonte: Dados da coleção do LabMicra – UFAM. 
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1.8. Material vegetal e condições de crescimento 

Para os testes do material vegetal foram utilizadas sementes de alface americana 

(Lactuca sativa L.) compradas em loja de agricultura e as de malva (Urena lobata L.) 

disponibilizadas pelos ribeirinhos de Coari, sendo este o grupo externo (outgroup). As sementes 

passaram por um processo de assepsia (Tabela 3) de acordo com a metodologia de Souza 

(2004), no qual respeitam as condições favoráveis das sementes. Estas sementes foram 

armazenadas em estufa incubadora BOD com fotoperíodo de 16h claro e 8h escuro, em 

temperatura de 25 oC. 

Tabela 3: Protocolo de assepsia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fonte: Oka, 2020. 

 

1.9.Triagem dos microrganismos produtores de metabólitos secundários com a 

ação fitohormonal e antimicrobiana  

Os testes foram semi-quantitativos in vitro, realizados em triplicata para avaliar a 

produção dos metabólitos secundários frente as cepas de microrganismos da coleção Cefar 

Diagnóstica (CCCD): Enterococcus faecalis (E002), Candida albicans (CC001) e as sementes 

de alface americana (Lactuca sativa L.) e malva (Urena lobata L.). A metodologia utilizada 

para o teste antimicrobiano foi descrita por Mitchell et al. (2010) onde os microrganismos são 

cultivados juntos com os patógenos. Nesta pesquisa, eles ficaram separados em placas de petri 

com divisória (dois lados), sendo que um lado continha o meio de cultura respectivo de cada 

fungo e no outro, meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) para E. faecalis e Sabourand 

(SAB) para C. albicans, armazenadas em estufa incubadora BOD a 37 oC por 72h. 

Para o teste de germinação foi utilizada a metodologia de Hung et al. (2013), no qual o 

microrganismo é cultivado separado da semente em tubos de ensaio. O crescimento se deu na 

mesma placa de petri contendo divisória (dois lados), sendo um lado com o meio Nutrient Agar 

(NA) para as sementes e do outro o respectivo meio de cultura de cada fungo. As sementes 

ficaram a 25 oC na estufa incubadora BOD, com fotoperíodo de 16 x 8 horas durante 15 dias. 

  Material Tempo 
 

Assepsia 

Álcool 70% 30 segundos 

 Solução de hipoclorito 2% 2 minutos 

 Álcool 70% 30 segundos 

 Água destilada autoclavada 10 minutos 

 Vortex 15 minutos 
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Em ambos os experimentos foram feitas placas controle a fim de comparar os testes semi-

quantitativos, verificando se estes microrganismos estão inibindo os patógenos ou 

influenciando no crescimento das sementes. 

 

1.10.  Identificação dos fungos  

A identificação dos fungos foi realizada através de análises micro e macro morfológicos. 

Nas análises fenotípicas macroscópicas foram observadas características de cada cultura, como: 

cor, textura, bordas, topografia, pigmento difuso, e confrontadas com dados da literatura. Para 

a análise micromorfológica foram confeccionadas lâminas de microcultivo. Os fungos foram 

cultivados em pontos tripontuais em placas petri contendo o meio de cultura no qual foram 

isolados. Sobre dois pontos foram colocadas lamínulas e o outro utilizado como controle para 

verificar o crescimento da cultura pura. Após três a cinco dias de cultivo a 26 oC, as lamínulas 

foram transferidas para lâminas de microscopia e coradas com azul de lactofenol (blue coton). 

As imagens foram visualizadas por microscópio óptico da ZEISS com aumento de 40 a 100 

vezes. Os dados obtidos foram comparados com os da literatura específica à taxonomia de cada 

cultura (GILMAR, 1959; BONONI, 1998; KIFFER; MORELET, 1999; GUERREIRO; 

SILVEIRA, 2003). 

 

1.11.  Identificação molecular  

As linhagens fúngicas foram cultivadas em Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de 

meio BDL (Batata, Dextrose, Extrato de Levedura) por 24 horas a 26 °C e 120 rpm. Após esse 

período, o cultivo foi filtrado a vácuo com papel Whatman, nº 4, sendo obtida a massa micelial 

para extração de DNA.  O DNA total foi extraído com kit ZR Fungal/Bacterial DNA 

MicroPrep®, de acordo com o protocolo do fabricante.  A quantificação do DNA genômico foi 

realizada em espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific) para padronizar o cálculo das 

diluições das concentrações dos DNAs. Uma alíquota de cada um dos DNAs foi diluída para 

uma concentração final de 10 ɳg/µL para a realização de PCR com iniciadores específicos para 

a identificação molecular das espécies. Os DNAs concentrados e diluídos, foram devidamente 

armazenados a -20 °C. 

Após obtenção do DNA total, foi realizado à amplificação de um fragmento interno de 

aproximadamente 700 pb das regiões Its-1 e 2 do rDNA, utilizando os primers Its1 

(5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e Its4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (WHITE 

et al., 1990). As reações de amplificação terão o volume final de 25 µL (3 µL de MgCl2 (25 
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mM), 2,5 µL de Tampão 10X, 3 µL de dNTP (1,25 mM), 0,4 µL de Taq DNA polimerase (5U) 

da Fermentas, 10,1 µL de H2O milli-Q, 2 µL de DNA e 2 µL de cada Primer (10 pmol). A 

amplificação foi realizada em termociclador Thermal Cycler®. As amplificações da PCR 

consistiram em: um ciclo inicial a 94° C por 4 min. seguido por 35 ciclos de 94° C por 2 min., 

55° C por 2 min. e 72° C por 2 min. Ao final mais um ciclo a 72° C por 10 min e para finalizar 

a 4° C, conforme Boichenko et al. (2000). A verificação do produto da PCR foi feita através de 

eletroforese em gel de agarose 1% coradas com GelRed® e com o marcador será usado o 

Ladder de 1 Kb plus da Invitrogen®, após a corrida, o gel foi foto-documentado pelo Sistema 

de Fotodocumentação L-PixTouchLoccus®, posteriormente os amplicons seguiram para a 

etapa de sequenciamento.  

O sequenciamento foi realizado pelo método Sanger (1977), usando o kit Big 

DyeTerminator (Applied Biosystems, Foster City CA, EUA). As sequências obtidas foram 

analisadas com o Editor de Alinhamento de Sequência BioEdit (versão 7.2.5) e comparadas 

com sequências depositadas na base de dados do NCBI GenBank (National Center for 

Biotechnology Information). As sequências que compartilharam 98 - 100% de semelhanças 

foram identificadas como das mesmas espécies, se os dados forem de acordo com as análises 

morfológicas e literatura. 
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RESULTADOS  

1.12. Triagem dos microrganismos produtores de metabolitos secundários com 

ação fitohormonal e antimicrobiana  

Os fungos utilizados no presente trabalho foram testados frente sementes de alface 

americana (Lactuca sativa) e malva (Urena lobata) assim como os microrganismo Candida 

albicans e Enterococus faecalis.  

No teste fitohormonal dos 20 fungos aquáticos utilizados apenas 03 fungos (15%) 

apresentaram resultado frente ao controle (Tabela 4), enquanto dos 20 fungos endofíticos, 14 

(70%) demonstraram resultado. Ressalta-se que as sementes de malva tiveram melhores 

resultados do que as sementes de alface americana, além disso, sendo que destes 14 fungos 

endofíticos que apresentaram resultado, 10 são do gênero Trichoderma (Tabela 5). 

 

Tabela 4:  Teste fitohormonal com fungos aquáticos frente ao controle. 

Controle alface alface americana (Lactuca sativa) 

  

 

 

Controle malva malva (Urena lobata) 

  

 

 

Fonte: Oka, 2020.  
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Tabela 5: Teste fitohormonal com fungos endofíticos frente ao controle. 

Controle alface alface americana (Lactuca sativa) – frente  

 

   
alface americana (Lactuca sativa) – dorso 

 

 

 

Controle malva malva (Urena lobata) – frente  

 

  

 

malva (Urena lobata) – dorso 

 

 

Fonte: Oka, 2020.  
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No teste microbiológico, dos 20 fungos aquáticos, 03 (15%) apresentaram resultados de 

antibiose e dos 20 fungos endofíticos utilizados, 06 (30%) obtiveram resultados contra os 

patógenos testados (Tabela 6).  

 

Tabela 6: Teste de antibiose com fungos endofíticos frente ao controle. 

Controle C. albicans Candida albicans 

  

 

Controle E. faecalis Enterococus faecalis. 

  

 
Fonte: Oka, 2020.  

 

1.13.  Identificação dos fungos  

A identificação dos fungos aquáticos e endofíticos foi feita através caracterização 

taxonômica das estruturas macro e micromorfológica. A caracterização morfológica é uma 

característica importante para a diferenciação de espécies, entretanto, quando as diferenças 

entre as microestruturas são mínimas, faz-se necessário a utilização de outras ferramentas para 

uma identificação confiável e segura, como a identificação molecular. As sequências analisadas 

e comparadas com as depositadas na base de dados do NCBI GenBank (National Center for 

Biotechnology Information), com semelhanças de 98 - 100%.  Dessa forma, nas tabelas 7 

encontra-se a identificação dos fungos aquáticos, demonstrando que possuem uma ampla 

diversidade, uma vez que possuem uma alta capacidade adaptativa.  
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Tabela 7: Identificação quanto a macro e microscopia assim como a identificação molecular 

dos fungos aquáticos. 

Macroscopia Microscopia Identificação 
molecular 

  

Penicillium 
citreosulfuratum 

  

Ochronis sp. 

  

Talaromyces 
cinnabarinus 

  

Penicillium sp. 
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Diaporthe 
phaseolorum 

  

Aspergillus sp. 

  

Fusarium 
oxysporum 

  

Cladosporium 
tenuissimum 

Fonte: Oliveira, 2020. 

 

Dos 20 fungos endofíticos utilizados neste trabalho, 10 foram do gênero Penicillium 

com características básicas de possuírem micélio vegetativo abundante, irregularmente 

ramificado, septado, hialino ou de cores vivas, formando colônias de micélios densa e compacta 

com margens bem definidas, contendo colônias coloridas em tons de verde, raramente branca 

ou marrom (RAPER; THOM, 2002; HOUBRAKEN; SAMSON, 2011) e 10 do gênero 

Trichoderma, após 48h de cultivo aparecem pústulas ou círculos verdes, no qual se dão pela 

produção de esporos subhialinos, para posteriormente adquirem a cor verde em massa e ficarem 

com um aspecto granular ou pulverulento à colônia sendo fungos com a presença de 
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conidióforos arranjados em uma arquitetura mais ou menos piramidal, com diferentes padrões 

de ramificações (ABREU, L.; PFENNING, L., 2019) (tabela 8).  

 

Tabela 8: Identificação quanto as características macro e microscopia assim como identificação 

molecular dos fungos endofíticos. 

Macroscopia Microscopia Identificação 
molecular 

  

Penicillium 
paxilli 

  

Penicillium 
oxalicum 

  

Penicillium 
oxalicum 

  

Penicillium 
chrysogenum 
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Penicillium 
rubens 

  

Penicillium 
citrinum 

  

Trichoderma 
harzianum 

 

 

Trichoderma 
asperellum 

Fonte: Araújo, 2018; Rangel, 2018. 

 

Contudo, alguns fungos aquáticos eram ausentes de estrutura reprodutiva, dessa forma 

ao observar as análises microscópicas, apenas foi possível encontrar a presença de hifas. Além 

disso alguns fungos endofíticos assim como aquáticos, perdeu-se o tempo de observação, com 

isso, não foi possível visualizar as estruturas microscópicas como demonstrados na tabela 9 e 
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10, dessa forma teremos apenas a presença da macroscopia assim como a identificação 

molecular. 

 

Tabela 9: Identificação fenotípica e molecular dos fungos aquáticos. 

Macroscopia Identificação molecular 

 

Microsphaeropsis arundinis 

 

Peniophora sp. 

 

Trichoderma atroviride 

 

Cladosporium cladosporioides 
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Hypoxylon sp. 

 

Paraphaeosphaeria sp. 

M145 Aspergillus sp. 

 

Trichoderma sp. 

 

Hypomontagnella sp. 
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Eutypella sp. 

 

Trametes sp. 

 

Penicillium sp. 

Fonte: Oliveira, 2020.  
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Tabela 10: Identificação fenotípica e molecular dos fungos endofíticos. 

Macroscopia Identificação molecular 

 

Penicillium oxalicum 

 

Penicillium chrysogenum 

 

Penicillium oxalicum 

P408 Penicillium glabrum 

 

Trichoderma viride 
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Hypocrea lixii- 92% ou Trichoderma hazianum 90% 

 

Trichoderma harzianum 

 

Trichoderma harzianum 

 

Trichoderma harzianum 
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Trichoderma asperellum 

 

Trichoderma atroviride 

 

Trichoderma atroviride 

Fonte: Araújo, 2018; Rangel, 2018. 
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DISCUSSÃO 

Os fungos aquáticos utilizados neste estudo foram provenientes de amostras de lagos 

dos rios, coletados em São Gabriel da Cachoeira e Coari, municípios do estado do Amazonas. 

Na identificação dos gêneros foi utilizada a base de dados do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information), sendo constatado os gêneros Trichoderma e Penicillium, 

corroborando com Goh; Hyde (1996) e Crusius et al. (2015), em que os fungos aquáticos podem 

ser constituídos por diferentes grupos taxonômicos conídias, geralmente procedentes de 

ambientes externos da água, isto é, solo, ar ou substratos orgânicos que são carreados para o 

ambiente aquático apresentando tolerância ao novo ambiente. E também está de acordo com 

Batista et al. (2019), demonstrando que o Penicillium também pode ocorrer de forma 

generalizada em ambientes terrestres e inclusive em ambientes aquáticos. Através da 

identificação molecular foi possível identificar as espécies do gênero Penicillium e 

Trichoderma como demonstrado na tabela 11. 

 

Tabela 11: Fungos aquáticos e endofíticos que apresentaram 
resultados como produtores de metabolitos secundários com ação 
fitohormonal e antimicrobiana. 
 
Código Ambiente Teste Identificação 

M55 

Aquático 

Ambos os testes Cladosporium tenuissimum. 

M127 Fitohormonal Hypoxylon sp. 

M166 Antimicrobiano  Talaromyces cinnabarinus 

M167 Ambos os testes Penicillium citreosulfuratum 

P56 

Endofítico 

Fitohormonal Penicillium paxilli 

P64 Ambos os testes Penicillium oxalicum 

P71 Antimicrobiano Penicillium oxalicum 

P143 Antimicrobiano Penicillium oxalicum 

P154 Ambos os testes Penicillium chrysogenum 

P408 Fitohormonal Penicillium glabrum 

P409 Antimicrobiano Penicillium citrinum 

P433 Antimicrobiano Penicillium rubens 

T42 Fitohormonal Trichoderma viride 

T69 Fitohormonal Trichoderma harzianum 

T70 Fitohormonal Trichoderma harzianum 
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T73 Fitohormonal Trichoderma harzianum 

T83 Fitohormonal Trichoderma harzianum 

T122 Fitohormonal Trichoderma harzianum 

T140 Fitohormonal Trichoderma asperellum 

T145 Fitohormonal Trichoderma asperellum 

T220 Fitohormonal Trichoderma atroviride 

T234 Fitohormonal Trichoderma atroviride 
Fonte: Oka, 2020. 

 

O uso de metabólitos secundários fitopatogênicos produzidos por fungos é 

ecologicamente correto, ao invés da utilização de agroquímicos, que são prejudiciais ao meio 

ambiente, à saúde humana, além de causar resistência gênica interferindo na variabilidade 

genética. No combate de biofilmes, os metabolitos secundários fúngicos podem inibir a 

atividade microbiana, através da redução ou bloqueio destes microrganismos patogênicos, já 

que os patógenos estão se tornando resistentes aos fármacos comumente utilizados e a busca de 

produtos naturais sintetizados por fungos endofíticos podem ser uma solução para esta 

problemática, estando de acordo com os estudos de Hongsheng et al. (2010) e Fortkamp (2018). 

Com relação aos resultados de crescimento vegetal das sementes estudadas, o gênero 

Trichoderma teve um resultado significativo em relação aos demais, estando de acordo com 

Siddiquee (2014) onde classifica este gênero como produtores de compostos naturais ou de 

metabólitos secundários, sendo que um destes compostos podem ser os VOCs. O teste 

antimicrobiano com este gênero não apresentou resultados satisfatórios contra os patógenos 

testados, apesar de também possuir capacidade medicinal, e, portanto, considera-se realizar 

novos testes a fim de reavaliar seus metabólitos. 

No presente trabalho a espécie T. harzianum proporcinou um aumento do crescimento 

e desenvolvimento radicular nas sementes de malva, estando de acordo com os estudos de 

Harman (2000), Vargas et al. (2009) e Mastouri et al. (2010) onde relatam aceleração da 

germinação de sementes, aumento do vigor das mudas, melhora do estresse hídrico e osmótico 

das plantas, em virtude da presença de ácido harziânico produzido por esta espécie. 

O gênero Penicillium, tanto endofítico quanto aquático, foi o que mais apresentou 

resultado no teste antimicrobiano, uma vez que este é conhecido por ser um grande produtor de 

metabólitos secundários para fins medicinais, estando de acordo com estudo de Santos (2003) 

sobre extratos de Penicillium sp. isolados de Melia azedarachi foi eficaz frente as bactérias 

testadas. Apesar deste trabalho não ter realizado a identificação química quanto estes compostos 
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já detectáveis é possível concluir que há uma produção de uma substância que inibiu o 

crescimento dos microrganismos patogênicos, uma vez que corrobora com a literatura.  

A espécie Penicillium oxalicum foi uma das espécies que apresentaram resultados 

significativos para Enterecoccus faecalis bem como para Candida albicans, em consonância 

com Abrol et al. (2021). No trabalho dos autores foi isolado os compostos naturais de P. 

oxalicum e puderam identificar que o filamento desta espécie produz uma variedade de 

metabolitos secundários com propriedades antibiótica e de micotoxinas. Neste trabalho é 

possível constatar o aparecimento de pseudo-hifas, uma mudança na estrutura da cepa C. 

albicans na placa de Petri que continha P. oxalicum. Apesar do aparecimento de pseudo-hifas 

ter relação a condições de temperatura, segundo Giolo (2010), observou-se que não houve 

aparecimento destas estruturas no controle, descartando o fato da temperatura, podendo-se 

especular que seja devido aos metabólitos do fungo ou de seus compostos orgânicos voláteis 

(VOCs). 
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CONCLUSÃO 

  

● Encontrou-se uma diversidade de espécies de fungos aquáticos, uma vez que são fungos 

com alta capacidade adaptativa, podendo ser provenientes de diversos locais; 

● Das 20 linhagens de fungos endofíticos usadas neste trabalho, 10 são do gênero 

Penicillium e 10 do gênero Trichoderma; 

● Os fungos do gênero Trichoderma foram eficazes no teste fitohormônio frente as 

sementes de alface americana e malva; 

● A espécie T. harzianum proporcionou o melhor crescimento e desenvolvimento 

radicular nas sementes de malva; 

● Os fungos do gênero Penicillium foram eficazes no teste antimicrobiano frente aos 

patógenos testados Enterococcus faecalis e Candida albicans, sendo as duas espécies 

do P. oxalicum tiveram melhor desempenho como antimicrobiano; 

● Estudos mais aprofundados são necessários para a identificação química dos compostos 

apresentados por estes fungos, uma vez que é de suma importância o estudo de 

substâncias produzidas por fungos amazônicos, seja para a produção de substâncias para 

crescimento vegetal ou a descoberta de uma nova substância para o uso em Odontologia. 
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