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APRESENTAGAD

Este livro foi elaborado como material de apoio ¢ inspiragio para
estudantes, professores e profissionais das Ciéncias Biol6gicas e Agrarias,
com foco em Microbiologia e Biotecnologia. A escrita busca equilibrar
rigor técnico com linguagem acessivel, favorecendo a aproximagio entre
conceitos cientificos e sua aplicacao pratica.

Os capitulos percorrem desde fundamentos, como caracterizagio
de microrganismos e bioinformdtica, até aplicagdes, como compostos
bioativos,dleosessenciaise microrganismoscompotencialbiotecnoldgico.
Também hé espago para valorizar a histéria da microbiologia no Brasil,
reconhecendo o papel de pesquisadores que marcaram esta drea.

A inten¢io ¢ que esta obra seja uma ferramenta de apoio
ao ensino, pesquisa e extensao, a0 mMesmo tempo em que estimula a
curiosidade e o espirito investigativo. Que cada leitor encontre aqui nao
apenas conhecimento, mas inspiragao para novos caminhos na ciéncia.

A vida académica ¢é feita de desafios, descobertas e trocas, e
nosso desejo ¢ que esta obra contribua com a jornada de cada leitor,
seja no inicio da graduacio, em projetos de pesquisa, na docéncia ou
no desenvolvimento de solugoes inovadoras. Que ela seja nio apenas
fonte de estudo, mas também um ponto de partida para novas ideias ¢
caminhos na ciéncia.

Mariana Machado Fidelis do Nascimento
Juliana Vitéria Messias Bittencourt



PREFACIO

Conhecer a fundo os seres microscdpicos que habitam nosso
planeta, compreender como se apresentam, sua morfologia, estruturas
celulares e mecanismos bioquimicos. Os genes dos quais sdo formados.
Descobrir a melhor maneira de isolar, armazenar e multiplicar cada um.
Saber os fatores que promovem, limitam ou impedem sua multiplicagao
em ambientes controlados. Identificar as moléculas que sintetizam e usar
as tecnologias de informagio mais modernas para identificar os c6digos
genéticos que levam a sua expressao. Reproduzir estes c6digos em outros
organismos em busca de eficiéncia e precisio com viabilidade técnica,
econdmica e de maneira sustentével sao atividades que transitam no limiar
entre a microbiologia e a biotecnologia. E também uma parte do trabalho
realizado pela equipe multidisciplinar coordenada pela Prof.Dra Juliana
Vitéria Messias Bitencourt que nos presenteia a organizagao deste livro.

Aqui iremos conhecer mais sobre as “Fronteiras da microbiologia
e da biotecnologia: da prospec¢io a aplicagao” Desde a caracterizagio
e andlise morfolégica de microrganismos até fatores de transcri¢io e
tendéncias cientificas. Os compostos bioativos ¢ também a produgao
heteréloga de enzimas. As aplicagdes dos microrganismos na agricultura
¢ o papel da bioinformdtica na ciéncia moderna.

Assim como este livro, a histéria da microbiologia no Brasil foi
construida por muitas mios. Pesquisadores que muito além dos meios
de cultivo e dos micro-organismos, fizeram multiplicar a ciéncia através
de suas praticas, de suas publica¢des e principalmente da formacio de
profissionais qualificados e da busca constante de fomento e parcerias. Os
autores reservam um capitulo a valoriza¢io da histéria e da prética cientifica,
homenageando pessoas visiondrias que pavimentaram os caminhos para
que a equipe de autores desta realize pesquisa nos dias de hoje.

Abrangéncia e interdisciplinaridade: a obraaqui presente é o retrato
do cotidiano de pesquisa que permeia o0 ensino, a €Xtensao € a inovagao na
Universidade Tecnoldégica Federal do Parana. Fruto de um esforgo coletivo
e continuo de pessoas diversas que, tendo a microbiologia e a biotecnologia
como eixo norteador de seus estudos, contribuem com estes capitulos para
o avango da ciéncia e tecnologia nos assuntos que mais dominam.

Escrever este preficio ¢ uma honra. A oportunidade de apresentar



o trabalho de pessoas que admiro e cuja atuagao tenho a grata satisfagao
de acompanhar no dia a dia do meu trabalho. Posso afirmar a vocé leitor
que que o tempo investido na contemplagio destas paginas serd vélido de
muitas formas, independente da drea especifica em que atue.

Sabrina Avila Rodrigues

Diretora de Relagoes Empresariais e Comunitarias da UTFPR-PG
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O Papel da Bioinformatica na
Ciéncia Moderna

Bruna Cristina dos Santos
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1.INTRODUCAO

Desde os experimentos de Mendel, perpassando pela descoberta da
estrutura do DNA ¢ o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento,
o estudo da biologia molecular e da genética se modificou enormemente ao
longo dos anos, de tal forma que a bioinformédtica — antes apenas uma vertente
da biologia — toma um papel central nas descobertas e avangos do século XXI.

Mas, de forma geral, o que ¢ a bioinformatica? Essa pergunta pode ser
respondida por Verli (2014), que separa a drea em duas vertentes: a tradicional
ou classica, englobando problemas relacionados sequéncias de nucleotideos
¢ aminodcidos; e a estrutural, que lida com a biologia a partir de um ponto de
vista tridimensional, buscando modelar estruturas e dinimicas moleculares.
Nascendo da intersecgao entre a biologia ¢ a computagio, a bioinformdtica
deu seus primeiros passos nos Estados Unidos por volta da década de 60, em
um contexto de surgimento dos primeiros sistemas operacionais, linguagens de
programagao e expansao dos computadores dentro das empresas e institui¢oes de
ensino e pesquisa.

O primeiro algoritmo de bioinformatica conhecido, o COMPROTEIN.
programado por Margaret Dayhoff e Robert Ledley, tinha como objetivo montar
a estrutura primédria de proteinas sequenciadas pelo processo de degradagio de
Edman. Dayhoff, considerada uma pioneira na 4rea, também teve papel crucial
na criagao do Atlas of Protein Sequence and Structure em 1965, um compilado de
diversas sequéncias proteicas que levou a criagio do Protein Information Resource
(PIR) em 1984, considerado o primeiro banco de dados de proteinas. Em 2002, o
PIR se uniu ao EBI (European Bioinformatics Institute) e ao SIB (Swiss Institute of
Bioinformatics) para criar o UniProt, repositério unificado de proteinas (PIR, 2018).

Outro ponto importante para essa histéria ¢ o projeto Genoma Humano,
um esforgo internacional que buscou sequenciar informagc')es gendmicas de
20 individuos e construir um genoma de referéncia. Dessa construgao, 70%
sdo provenientes de um individuo de ascendéncia mista ¢ 30% dos demais
participantes, de ascendéncia majoritariamente europeia. Iniciado em outubro de
1990, a previsdo era de conclusio em cinco anos, entretanto o projeto somente foi
finalizado cerca de 13 anos depois, em abril de 2003 (NATIONAL GENOME
PROJECT RESEARCH, 2024). No inicio do século, ainda eram predominantes
as plataformas baseadas em capilaridade ¢ no método de Sanger, tecnologia que
tornava o processo mais lento e custoso, chegando a mais de 5 mil d6lares por Mb
em 2001 (WETTERSTRAND, 2023). Mais de vinte anos depois, o avango das
tecnologias, impulsionadas principalmente pelas plataformas de sequenciamento
de nova geragio (NGS, Next-Generation Sequencing) nos proporciona maior
velocidade e menor custo, que atualmente estd na casa dos centavos de d6lar por Mb.

Como consequéncia dessa maior acessibilidade, a quantidade de
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dados bioldgicos cresce exponencialmente ano ap6s ano, e gragas aos avangos
das ferramentas de automagio cada vez mais e mais projetos dmicos e de high-
throughput ganham espago no meio cientifico, potencializando a geragao de
incontéveis sequéncias em um curto pedaco de tempo, deslocando o gargalo
que anteriormente se dava no sequenciamento dos dados, para a sua andlise e
interpretagao, dando inicio a era do Big Data Bioldgico. Essa democratizagio
da tecnologia também possibilitou o desenvolvimento de projetos de
sequenciamento em paises em desenvolvimento, ampliando os niimeros de
organismos caracterizados ¢ provendo mais informagoes sobre variagoes e
diversidade genética através de diferentes populagoes.

No Brasil, a genémica deu seus primeiros passos em 1997, com o
sequenciamento da bactéria Xyllela fastidiosa, num esfor¢o conjunto da Rede de
Organizagio para Sequenciamento e Andlise de Nucleotideos (Onsa) em obter
informagdes sobre a clorose variegada dos citros (CVC), uma praga que atingia cerca
de 34% dos pomares de laranja do estado de Sao Paulo. Outros projetos lancados no
inicio do século inclufam o sequenciamento do genoma humano do cincer, dacanade
actcar e de Xanthomonas citri, causadora do cancro citrico (GUIMARAES, 2023).

Para concluir, informamos que ao longo deste capitulo serao
explorados alguns fundamentos e ferramentas da bioinformatica classica
e como estas podem ser aplicadas em 4reas da ciéncia como medicina,
agricultura, microbiologia, biotecnologia, ecologia, ¢ afins.

Por fim, traremos enfoque para algumas tendéncias emergentes
da drea, como o aprendizado de méquina e as limitagoes enfrentadas pelos
bioinformatas dentro do escopo proposto e recorte temporal atual.

2. FUNDAMENTOS DA BIOINFORMATICA

Inicialmente, ¢ importante caracterizarmos o termo bioinformatica,
que ¢ muitas vezes utilizado de forma intercambidvel com a biologia
computacional, outra 4rea da ciéncia que se destaca pela interseccao entre
biologia e computacio. A bioinformatica tem como principal objetivo a
andlise de dados biolégicos, assim como o desenvolvimento e implementagio
de ferramentas e abordagens para este mesmo fim, enquanto a biologia
computacional busca desenvolver métodos, construir modelos e simulacoes
de sistemas e processos bioldgicos a fim de testar hipdteses e desvendar
mecanismos. Para exemplificar, as “ciéncias 6micas” se enquadram na
bioinformatica, enquanto a biologia de sistemas, os estudos sobre dobramento
de proteinas ¢ modelagens matemdticas sao mais comumente associadas a
biologia computacional (HUERTA, 2000).

Na segunda metade da década de 1970 diversos pesquisadores ja tentavam



desenvolver formas de sequenciar o DNA, mas quem ganhou reconhecimento ¢ se
consolidou como padrio ouro pelas préximas décadas foi o método de Sanger, que
utiliza didesoxinucleotideos (ddN'TP) marcados com isétopos radioativos, facilitando
o reconhecimento dos nucleotideos. Além disso, ¢ feita a remogio do oxigénio no
carbono 3; impedindo a ligagio com o préximo nucleotideo durante a etapa de
extensao, gerando fragmentos de diferentes tamanhos que podem ser organizados em
ordem a partir de uma eletroforese. Esse método, apesar de eficiente na época, perdeu
espago com o desenvolvimento de técnicas NGS, que se destaca pelo menor custo,
maior velocidade, maior comprimento de fragmento e mesmo leitura em tempo real ou

de forma porttil, conforme apresentado no quadro 1 (HEATHER; CHAIN, 2016).

Quadro 1 - Principais tecnologias de sequenciamento

Plataforma Tecnologia Tamanho Limitacdes
de leitura
Sanger Utiliza didesoxinucleotideos | 500-1000pb | Baixo rendimento
(ddN'TPs) marcados que e alto custo por
param a sintese de DNA em sequenciamento

posicoes especificas

Pirosequenciamento Bascado na deteccao de 400-1000 pb Pode cometer
pirofosfato (PPi), que erros de delecoes e
¢ liberado quando um inser¢ao devido a
nucleotideo ¢ incorporado determinagio errbnea
de homopolimeros
[lumina A cadaciclo, um nucleotideo | 36-300 pb Em quantidades
fluorescente ¢ adicionado, lido, excessivas de amostra,
e entio a marca é removida pode resultar em sinais
para o préximo ciclo sobrepostos. Alto viés
PacBio SMRT A DNA polimerase adiciona 10-25kb Altos custos em
nucleotideos marcados com comparagio a outras
fluorescéncia ao template. A tecnologias mais
luz emitida é capturada em consolidadas

tempo real na parte inferior
da placa de sequenciamento.

Nanopore As moléculas de DNA 10-30kb Altas taxas de
passam por um poro de erro, menor
membrana e a corrente acuricia de leitura,
elétrica que o atravessa ¢ principalmente em

alterada por cada nucleotideo, sequéncias de baixa
permitindo sua identificagio complexidade

Fonte: HEATHER; CHAIN (2016); SATAM et l. (2023).



No inicio de 2025, a Roche langou sua nova aposta, o sequenciamento
por expansio (SBX, Sequencing by Expansion), que usa o DNA como molde
para a criagio do Xpandomer, uma molécula alongada derivada da ligagao entre
X-NTPs, apds sua sintese 0 Xpandomer atravessa um nanoporo de membrana,
gerando um sinal elétrico diferente para cada nucleotideo. Essa expansio torna
mais fcil o reconhecimento do sinal, evitando interferéncias e ruidos, provendo
assim maior confiabilidade para o base calling e resolvendo uma das principais
limitacoes das tecnologias Nanopore (KOKORIS ez 4/, 2025). Uma vez que
o material bioldgico foi sequenciado, o pesquisador se depara com os dados
obtidos, os quais pode analisar e manipular a fim de inferir resultados para seu
problema. Na maioria dos casos é nesse ponto que entra o auxilio computacional.

A bioinformdtica cldssica trabalha predominantemente com
a andlise de sequéncias, aqui definidas como o conjunto de unidades
poliméricas de nucleotideos (DNA/RNA) ou de amino4cidos (peptideos/
proteinas), sendo representadas por letras cientificamente padronizadas; seu
estudo pode se dar a nivel de gene, transcrito, proteina ou mesmo de uma
combinagio destes. Muitos dos projetos de sequenciamento sao depositados
em bancos de dados publicos, uma iniciativa que contribui para um sistema
colaborativo e aberto que impulsiona o avango da ciéncia ao redor do mundo.

Os bancos de dados sao os repositdrios que armazenam informagoes de
origem biolégica, muitos pertencem a organizagdes e institui¢oes privadas, mas os
maiores ¢ mais relevantes sao publicos, como o ja citado UniProt. Eles podem ser
exclusivos para um tipo de dados, por exemplo DNA, RNA ou proteinas, ou ser
um integrador com diferentes tipos de entrada, como ¢ o caso do NCBI (National
Center for Biotechnology Information), que além de todas as sequéncias mantém
informagdes sobre as pesquisas realizadas e publicagoes atreladas aos dados.

Umas das formas mais comuns de andlise s3o os métodos comparativos, em
especial os alinhamentos, realizados por algoritmos que organizam as sequéncias de
trabalho para maximizar a semelhanca entre as mesmas, em outras palavras, buscam
pelo resultado de maior identidade. A grande relevincia dos alinhamentos esti em
sua aplicabilidade, sendo amplamente utilizados para inferir estruturas e fungoes
de proteinas, predizer relagdes evolutivas entre espécies, criar drvores filogenéticas,
entre outros (]UN%JEIRA; BRAUN; VERLI, 2014).

Podem ser feitos de forma par-a-par (Pasrwise Alignment) quando
sao usadas somente duas sequéncias, nesse ponto o pesquisador pode optar
por algoritmos de alinhamento global, que busca alinhar as sequéncias em sua
integridade ou de alinhamento local, que identificam regioes de alta similaridade
dentro das sequéncias. Caso possuam trés ou mais conjuntos, ¢ realizado um
Alinhamento Multiplo de Sequéncias (Multiple Sequence Alignment, MSA). Para
trabalhos de MSA algumas ferramentas amplamente utilizadas sio o Clustal W/,
o MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation), o MAFFT



(Multiple Alignment using Fast Fourier Transform), que usam recursos mais
complexos a fim de agilizar o tempo de processamento. O BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) ¢ outra ferramenta que se destaca pela eficiéncia em
relacionar uma sequéncia de entrada desconhecida com o enorme banco de dados
de sequéncias do NCBI, facilitando a identificagio de espécies ¢ a descoberta de
homologias em questao de minutos.

3.APLICACAO DA BIOINFORMATICA EM MEDICINA E SAUDE
HUMANA

Desde o sequenciamento do genoma humano a aplicagio da
bioinformdtica na area da satide tem se tornado cada vez mais comum, a
revolucio desencadeada pelas 6micas quebra um paradigma de medicina
generalizada, que intenta atingir uma maioria da populagio, sem diretrizes
claras de como lidar com pacientes niao responsivos ou com reagdes
adversas. A integragio dessas novas tecnologias facilita a identificagio de
biomarcadores para diagndsticos precoces, a predi¢ao de riscos de doengas
e consequente implementagao de estratégias preventivas e atenuadoras, além
de buscar respostas para casos particulares, dando suporte para uma medicina
mais personalizada e de precisao, que leve em consideracio as caracteristicas
genéticas de cada paciente, um passo essencial para inclusao da minoria que
cra previamente ignorada (SILVA; ALVES, 2024).

Na busca por novos alvos terapéuticos, se destacam a
farmacogenémica — que estuda as bases moleculares e genéticas das doengas
para descobrir novas vias de tratamento, bem como entender de forma mais
holistica a farmacocinética e farmacodinimica associada aos mesmos — ¢ a
farmacogenética, — focada em identificar polimorfismos em genes especificos
¢ entender como essas mutagdes podem estar associadas ao metabolismo dos
firmacos e a resposta do paciente. Uma familia de genes de crucial relevincia
dentro desse contexto é a CYP, codificadora de citocromos P450, enzimas
responséveis pela oxidagio de grande parte dos medicamentos, toxinas e
substincias exdgenas presentes no organismo. Alguns polimorfismos nesta
enzima podem levar a uma alteracio da atividade enzimdtica, pois pode
acelerar ou reduzir o metabolismo e influenciar diretamente na eficiéncia
dos processos terapéuticos (GARCIA-ACERO; DIAZ-GOMENO,
2019). Outra vertente de estudo parte do uso da protedmica para estudar
modificagdes pos-transcricionais, pds-traducionais, degradacio e complexos
formados pelas proteinas, como intera¢des com outras proteinas, com DNA
ou com ligantes (BARBOSAez al., 2012).

Na érea da oncologia a bioinformdtica pode ser atrelada a inteligéncia



artificial e ao aprendizado de mdquina para minera¢io de dados na busca
por padrdes metabdlicos ou genéticos alterados, assim como no estudo e
desenvolvimento de firmacos e tratamentos direcionados. Por isso ¢ de grande
importante a manutengao e constante atualizagio de bancos de dados como o
Registro Hospitalar de Cancer (RHC), o The Cancer Genome Atlas (TCGA),
o Database of Genotypes and Phenotypes (dbGaP), o Genomic Data Commons
(GDC) ¢ o Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE), que além de servirem como
base para muitas pesquisas cientificas e diagndsticos médicos, podem ser usados
para treinar modelos de mzachine learning (COSTA; BEZERRA, 2023).
Segundo Shuja (2024), modelos de inteligéncia artificial j4 sio capazes
de detectar cAncer de mama com a acurdcia semelhante 4 de um radiologista,
tais abordagens podem ser relevantes para realizar triagens e diminuir o
sucateamento de servicos, evitando o viés humano que passard a se basear
em modelos de informagao personalizada para tomada de decisao. Embora
futurista, mas com o investimento adequado, podemos estar nos aproximando
de um futuro em que detecgio precoce e tratamento personalizado poderao ser
a norma da medicina. Apesar de promissora, tais abordagens ainda sio caras e
podem evidenciar ainda mais a desigualdade de acesso em escala global com
paises desenvolvidos sendo capazes de domina-las e utilizd-las amplamente,
enquanto os demais paises ficam as margens dos avancos tecnoldgicos.

4. MICROBIOLOGIA E RESISTENCI{\ ANTIMICROBIANA:
METAGENOMICA E VIGILANCIA GENOMICA DE PATOGENOS

Desde que o sequenciamento Sanger foi introduzido em 1977, houve
um progresso notdvel na tecnologia de sequenciamento de DNA, que evoluiu
de leituras mais longas (1* geragdo) para leituras mais curtas (2* geragio) ¢, em
seguida, retornou a leituras longas (3* e 4* geragdes). Apesar dessas inovagdes,
as plataformas de leitura longa e curta continuam a prevalecer no mercado. Tais
desenvolvimentos tém estimulado avangos em pesquisas gendmicas, medicina,
criagio de medicamentos e investigagoes sobre doengas infecciosas. Com essa
abordagem facilitou a integragao do sequenciamento nas préticas clinicas devido
4 diminuico de custos. Contudo, a identificagao de patégenos continua sendo
um desafio, uma vez que muitos microrganismos niao podem ser detectados
pelos métodos disponiveis, ¢ essa situagao ¢ agravada pelo aparecimento de novos
agentes. O sequenciamento metagendmico de préxima geragio (mNGS), que
oferece uma abordagem abrangente e neutra para a detec¢ao de microrganismos,
tem mostrado ser eficaz no diagndstico e no tratamento de infecgdes, mesmo
enfrentando desafios que ainda precisam ser resolvidos (LI ez al., 2021).

O uso extensivo de antibiéticos na satde humana, em ambientes



agricolas e ambientais, levou ao surgimento e a disseminac¢ao de bactérias
resistentes a antibidticos, tornando muitas infec¢des cada vez mais dificeis de
tratar. Aliado ao desenvolvimento limitado de novos antibiéticos, o aumento
da resisténcia antimicrobiana (RAM) causou uma grave crise de saude em
todo o mundo, que exige agio imediata (OLSEN; RIBER, 2025).

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é uma ameaga critica e crescente 4 satide
global, representando um risco para muitos aspectos da pratica médica moderna. Até
2050, estima-se que aproximadamente 1,9 milhoes de pessoas morrerdo a cada ano, e
perdas econdmicas totalizando US$ 1,7 trilhdo com base em anos de vida perdidos
ajustados por incapacidade serdo atribuiveis 8 RAM. A gendmica de patdgenos
revolucionou o estudo de patdgenos bacterianos e forneceu insights profundos sobre os
mecanismos ¢ a disseminagao da RAM, com a precisao do sequenciamento do genoma
completo, informando melhores estratégias de controle (SHERRY ez 4/, 2022).

Embora os métodos convencionais tenham dado suporte inicial aos
esfor¢os de supervisao da resisténcia antimicrobiana, eles frequentemente tém
restrigoes em termos de rapidez e clareza, resultando em uma visao fragmentada
dos padroes de resisténcia, tanto os que jé existem quanto os que esto surgindo.
Assim, essas abordagens estao sendo cada vez mais complementadas por novas
técnicas, como a metagendmica, que se refere a andlise de material genético
obtido diretamente de amostras ambientais ou clinicas. A metagenémica
possibilita a avaliacdo, com base em sequéncias, de comunidades microbianas
inteiras sem a obrigatoriedade de isolar e cultivar em um ambiente laboratorial
e, por isso, proporciona uma compreensio mais ampla e 4gil sobre a dindmica
da resisténcia antimicrobiana (OLSEN; RIBER, 2025; SUENAGA, 2012;
COWAN et al.,2015; HENDRIKSEN ez 4/, 2019).

Abordagens gendmicas podem responder a muitas questoes
relevantes para a compreensio da RAM, incluindo (i) descoberta ¢ detecgio
dos mecanismos subjacentes de resisténcia 8 RAM (mutagoes e genes); (ii)
determinacio da ligacio entre genética e fendtipos de resisténcia (previsio de
genétipo para fendtipo); (iii) compreensio da evolugio da resisténcia; (iv)
determinagao da transmissao e disseminagio de patdgenos ou mecanismos
de resisténcia 8 RAM com alta resolu¢io espago-temporal; ¢ (v) a conexdo da
RAM dentro de diferentes compartimentos usando o conceito One Health.
As principais contribui¢es para esse tipo de analise incluem dados genémicos
de alta qualidade, representativos e diversos, dados fenotipicos de RAM e
metadados epidemioldgicos contextuais relevantes (SHERRY ez 4/, 2022).

Dados metagendmicos sio gerados por lllumina (leituras curtas, ~300
pb) e PacBio/ONT (leituras longas, >1000 pb). A metagendmica shotgun
sequencia o DNA diretamente, enquanto a de amplicon amplifica genes como
165/185/26S rRNA ¢ ITS. O 16S rRNA ¢ usado para bactérias/arqueias, ¢
185/26S rRNA/ITS para fungos/cucariotos. Regioes hipervaridveis (V1-V9)



do 16S permitem classificagao taxondmica, mas a shotgun evita limita¢oes ao
sequenciar todo o DNA, apesar de desafios na montagem de leituras curtas.
Leituras longas (PacBio/ONT) tém custo alto ¢ qualidade varidvel, mas
avangos como a quimica Q20+ da ONT melhoram a confiabilidade.

Apés sequenciamento, os dados passam por: (1) controle de
qualidade, (2) montagem/binning, (3) andlise taxondmica/funcional ¢ (4)
visualizagao. Amplicon usa DADA2, Deblur e Kraken 2; shotgun emprega
KEGG/COG, PICRUSt2 ¢ MEGAN. Plataformas como MG-RAST e
EBI MetaGenomics oferecem pipelines automatizados. Ferramentas como
MetaPhlAn 4, QIIME2 ¢ DeepARG melhoram precisio taxondmica,
funcional e deteccio de resisténcia a antibiéticos (NAM ez al., 2023).

A escolha de bancos de dados de referéncia impacta diretamente
a qualidade das andlises. Como a anotagio por similaridade de sequéncias
depende da precisao das referéncias, selecionar bancos com anotagdes confidveis
¢ essencial. Um exemplo é o ARDB (Banco de Dados de Genes de Resisténcia
a Antibiéticos), criado em 2008, mas desatualizado desde 2009, deixando de
incluir genes recentes. J4 o CARD (Banco de Dados Abrangente de Resisténcia a
Antibidticos) ¢ mais completo e atualizado, mas nio diferencia claramente genes
validados experimentalmente de predi¢oes. O ARG-ANNOT, por sua vez, usa
critérios relaxados, resultando em muitas anotagdes imprecisas. Alternativas como
ResFinder e Resqu focam em genes de resisténcia adquiridos em MGEs, sendo mais
rigorosos, mas o Resqu estd parado desde 2013, enquanto o ResFinder segue em
atualizacio (BENGTSSON-PALME; LARSSON; KRISTIANSSON, 2017).

As aplicagdes mais recentes do uso de metagendmica no estudo
da vigilincia em genes de resisténcia tem sido muito ampla. Rahman e
colaboradores (2018) investigaram como os genes de resisténciaaantibidticos
no microbioma intestinal de bebés prematuros influenciam a dinimica
microbiana em resposta a fatores clinicos utilizando-se de metagendmica e
aprendizado de mdquina, a proposta foi buscaram identificar genes-chave
associados a sobrevivéncia bacteriana apds tratamento com antibidticos e
entender como a alimentacio (leite materno vs. férmula) afeta a resisténcia.

Sue colaboradores (2017) através da metagendmica buscaram compreender
a diversidade, abundancia e distribui¢ao sazonal/geogréfica de genes de resisténcia a
antibioticos (ARGs) em dguas residuais urbanas da China, utilizando metagenomica
e sequenciamento do gene 16S rRNA. forma identificados 381 genes de resisténcia a
antibidticos (ARGs) em esgotos urbanos chineses, com predominincia de genes para
aminoglicosideos, tetraciclinas e beta-lactAmicos.

Ge e colaboradores (2025) descreveram os microbiomas e resistomas
presentes em racao animal (como ragao bovina, alimento seco para ces e ragao para
aves), utilizando técnicas de sequenciamento do gene 16S rRNA e metagendmica
shotgun, além de aprimorar os métodos de extragio de DNA e de eliminagio de



sequéncias de cloroplastos ¢ mitocondrias. A metagendmica shotgun mostrou
uma resolucio taxondmica superior a nivel de espécies e identificou 10 familias de
genes de resisténcia antimicrobiana (AMR), que inclufam betalactamases e genes
relacionados a resisténcia a eritromicina e quinolonas.

Shi e colaboradores (2022) buscaram esclarecer o resistoma mével de
antibiéticos ¢ os hospedeiros de genes de resisténcia a antibidticos (ARGs)
em trés estagoes de tratamento de 4guas residuais de pesticidas (ETARs)
tipicas por meio da metagendmica. Os resultados mostraram que os ARGs
associados ao efluxo de antibiéticos e 4 resisténcia a multiplos medicamentos
geralmente dominaram nas ETARs, e a abundancia relativa de ARGs foi
geralmente maior na fase aquosa do que na fase de lodo.

A vigilancia da resisténcia a antibi6ticos ¢, portanto, de crucial importincia,
tecnologiasinovadoras ficeis de usar e capazes deidentificar simultaneamentediversos
microrganismos (virais, bacterianos ou flingicos) com preciso sio necessdrias para
permitir decisdes informadas em saide tnica. Os métodos de vigilincia baseados
em metagendmica oferecem a oportunidade de melhorar a detecgio de patdgenos

conhecidos e ainda ndo emergentes (KO KK; CHNG; NAGARAJAN, 2022).

5. AGRICULTURA E MELHORAMENTO GENETICO:
MARCADORES MOLECULARES E SELECAO ASSISTIDA

A chegadadarevolugaoverde nosanos 60 provocou uma transformagao
significativa na capacidade de produgao de trigo e arroz, sendo reconhecida por
ter prevenido sérias crises alimentares. Desde essa época, existe uma expectativa
continua de que os esfor¢os na melhoria genética das plantas possam sustentar
os aumentos de produtividade, curiosamente em um cendrio de reducio
de investimentos. Paralelamente, os novos métodos de cultivo intensivo
incentivados pela revolugio verde resultaram em uma maior pressao de pragas
e doengas, enquanto as dreas agricolas continuam a se expandir em terrenos
menos adequados para o cultivo (HASAN ¢z 4l., 2021).

Para enfrentar esses desafios, os melhoristas e os geneticistas tém tido
muito sucesso na identificagio de fontes de nova genética de variedades locais
anteriores a revolugao verde, com a intencio de trazer vérias tolerAncias ao
estresse bidtico e abidtico para origens semi-anas de alto rendimento, prevalentes
nos campos dos agricultores (BOSE, 2017; BAILEY-SERRES, 2010).

Na esteira dos enormes avangos gendmicos, ha 15 anos foi proposto o
conceito de GAB (Genomics-Assisted Breeding) em tradugio: melhoramento
assistido por gendmica, para acelerar o melhoramento de culturas.
Curiosamente, a proposi¢io coincidiu com o langamento de uma montagem de
sequéncia do genoma de alta qualidade do arroz (Oryza sativa), representando



a primeira sequéncia do genoma de qualquer planta cultivada (VARSHNEY;
GRANER; SORRELLS, 2005; INTERNATIONAL RICE GENOME
SEQUENCING PROJECT; 2005; VARSHNEY ez al.,2021).

No campo do desenvolvimento de culturas, a selecio assistida por
marcadores (SAM) tornou-se uma ferramenta poderosa com muitas vantagens em
relacaoastécnicasde melhoramento convencionais. Este método utiliza marcadores
moleculares para identificar e selecionar as caracteristicas genéticas desejadas nas
plantas, o que acelera o processo de melhoramento e melhora a precisao na criagao
de melhores tipos de culturas. A introduciao da SAM mudou completamente o
campo do melhoramento de plantas, tornando possivel incorporar de forma mais
precisa e eficientes caracteristicas vantajosas, incluindo tolerdncia 4 seca, resisténcia
a doencas e maior contetido nutricional (MISRA; SINGH. 2025).

O sucesso de um programa de melhoramento genético depende,
fundamentalmente, de algumas etapas como a escolha de genitores e a sele¢ao
de gendtipos superiores. Desde o surgimento dos marcadores RFLP, nadécada
de 1980, as metodologias para a exploragao dos polimorfismos de DNA tém
sido alvo de grandes avangos na automagio e na geragio de dados em larga
escala, fornecendo uma amostragem do genoma, cada vez mais ampla, a um
custo menor. Assim, com a tendéncia do aumento crescente no volume de
dados, associada a redugio nos custos, os marcadores moleculares firmam-se
como estratégias solidas para auxiliar o melhoramento genético, assim como
estudos sobre clonagem e fun¢io de genes, filogenia diversidade e estrutura
genética em espécies cultivadas e silvestres (GUIMARAES ez al., 2009).

A sclegio gendmica assistida (GAB) tem gerado cultivares de arroz,
trigo, milheto e leguminosas com resisténcia a estresses biéticos (como blast e
blight em arroz, downy mildew em milheto ¢ nematoides em soja) por meio de
piramidamento de genes de efeito majoritdrio (Q7Ls). Para estresses abidticos,
destaca-se a introgressio de Q7'Ls como Subl (submersdo) e Salto/ (salinidade)
emarroz,alémde tolerinciad secaemgrao-de-bico (“Pusa 10216”). Em qualidade,
avancos incluem trigo com alto teor proteico (*Gpe-B1*) e arroz aromético
(badh2), demonstrando a eficiéncia da GAB em acelerar o melhoramento de
cultivos resilientes ¢ nutricionalmente superiores (VARSHNEY ez 4/, 2021).

O melhoramento gendmico ¢ um expoente em crescimento e ji
revolucionou a agricultura e como foi possivel aprimorar as culturas existentes
parauma melhor distribui¢ao alimentar ao redor do globo, a criagio de variedades
de plantas com qualidades consideradas superiores, como resisténcia a doengas,
tolerincia a condigoes adversas e aprimoramentos nutricionais. O Quadro 1
apresenta um resumo dos principais avangos alcangados em culturas essenciais,
cOmo arroz, trigo, soja, amendoim e grao-de-bico. Cada item destaca os genes
ou QTLs (locos de caracteristicas quantitativas) introduzidos, as qualidades
aprimoradas e as variedades resultantes.



FRONTEIRAS DA MICROBIOLOGIA E BIOTECNOLOGIA: DA DESCOBERTA A APLICACAD

Quadro 2: Principais Produtos Desenvolvidos por Melhoramento Genémico Assisti-
do (GAB) em Culturas Agricolas

Principais Genes Desenvolvidos por Melhoramento Genético Conforme Atributos (CAR) em Cultura Agricola
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Fonte: Adaptado de VARSHNEY ez al., 2021.

Os exemplos apresentados na imagem x evidenciam como a combinagio
de marcadores moleculares ¢ selegio gendmica estd promovendo a produgio
agricola sustentavel e resistente. Na proxima segao, exploraremos como a gendmica
tem sido aplicada tanto em plantas quanto em animais de interesse econdémico.
Esses exemplos nos mostram de maneira clara como as tecnologias gendmicas
podem transformar o aprimoramento de plantas. Com base nesse conceito
essencial, ¢ crucial investigar como esses progressos vao além das plantas e também
mudam a produgio de animais de interesse econdmico. A se¢ao a seguir analisard,
assim, aplicagoes semelhantes na genémica de plantas e na zootecnia, evidenciando
como a gendmica serve como um recurso abrangente para a seguranga alimentar.

6. AGRICULTURA E MELHORAMENTO GENETICO:
GENOMICA DE PLANTAS

A produgao agricola teve inicio ha cerca de 10 mil anos e, desde entao,
passou por sucessivos avangos tecnoldgicos e bioldgicos que moldaram sua
evolugio. Ao longo dos séculos, avangos como a rotagio de culturas, a selecao
empirica de sementes ¢ o uso de ferramentas especializadas aumentaram a
produtividade. No século XX, esse processo culminou na chamada Revolugio



Verde, na década de 1960, quando o investimento em pesquisa resultou no
desenvolvimento de variedades de trigo, arroz e milho de alto rendimento,
elevando significativamente a seguranca alimentar global. Hoje, para atender
a crescente demanda por alimentos com menor impacto ambiental, a andlise
gendmica tornou-se essencial no melhoramento genético de culturas agricolas.

Atualmente, os avangos no sequenciamento permitem estudar genomas
inteirosde culturase parentesselvagens, identificandovariagoesligadasa fenétipos
agrondmicos. Combinada com fenotipagem avancada e estudos funcionais,
a gendmica estd revolucionando o melhoramento vegetal, promovendo uma
agricultura mais eficiente e sustentével (STEINWAND; RONALD, 2020).

A criagio de novas espécies vegetais com atributos agrondmicos
descjaveis ainda ¢ uma tarefa demorada. Os métodos convencionais de
melhoramento nao atendem a necessidade urgente por cultivares mais
eficazes, levando ao surgimento de tecnologias de edicio genética como
interferénciade RNA, meganucleases, ZFNs, TALENs e CRISPR/Cas que se
apresentam como solug¢des precisas para a inser¢io, remo¢io ou modificagao
de segmentos especificos do DNA. Essas abordagens possibilitam o
aprimoramento da resisténcia a herbicidas e insetos, a qualidade nutricional
e a tolerincia a condigées de estresse (AHMADIKHAH ez 4., 2025).

O sequenciamento gendmico em larga escala, agora mais acessivel e barato,
estd acelerando a expansio de dados gendmicos ¢ a diversidade de culturas. Projetos
colaborativos tém gerado genomas completos de 3.000 variedades de arroz de 89
paises, é o exemplo do Consércio Africano de Culturas Orfas que buscou sequenciar
101 genomas de cultivos nativos, como milheto-de-dedo (Eleusina coracana) e
amendoim bambara (Vigna subterrinea), para mapear diversidade genética. Para
otimizar esses estudos, técnicas de enriquecimento de DNA sio frequentemente
utilizadas antes do sequenciamento (STEINWAND; RONALD, 2020).

Os progressos nas dreas de gendmica e bioinformatica estao acelerando
aevolugio genética. O sequenciamento da terceira geragao enfrenta obsticulos
como a poliploidia, resultando em genomas referenciais de alta qualidade. A
inteligéncia artificial reconhece 4reas de relevincia agrondmica, contribuindo
para a anotacdo funcional e a fenotipagem eficiente. Bancos de dados que
combinam gendtipos e fendtipos possibilitam a mineracio de dados e a
identificacio de novos genes. Esses instrumentos, juntamente com a sele¢io
gendmica ¢ a edi¢io do genoma, promovem o avango de culturas que sio
resistentes, tolerantes e produtivas (HU; SCHEBEN; EDWARDS, 2018).



7. AGRICULTURA E MELHORAMENTO GENETICO: ANIMAIS
DE INTERESSE ECONOMICO

Na produgio animal, a biotecnologia pode ser empregada para
aumentar a produgio de alimentos, a eficiéncia dos sistemas de produgao, a
qualidade dos produtos de origem animal easustentabilidade do sistema. Alguns
exemplos dos produtos comercialmente disponiveis e que foram gerados com
o emprego de técnicas biotecnoldgicas sao 0 hormonio de crescimento bovino,
empregado para aumentar a produgio de leite; vacinas recombinantes para
prevengao de doengas em bovinos, suinos, ovinos ¢ aves; testes genéticos de
DNA utilizados na selecao de animais com gendtipos superiores em programas
de melhoramento (COUTINHO; ROSARIO; JORGE, 2010).

O desenvolvimento de diversas técnicas moleculares para extragio de
DNA gendmico ¢ o uso da bioinformdtica para processamento dos resultados
obtidos tém gradualmente auxiliado no estabelecimento da biologia molecular
para o melhoramento de caracteristicas fenotipicas de interesse de diversas
espécies. O sequenciamento ¢ o primeiro passo em muitos desses experimentos.
A composi¢io genética de animais domesticados estd profundamente
relacionada ao nivel de seu desempenho, por meio de expressoes fenotipicas.
As qualidades especiais, como adaptabilidade as condi¢des climaticas locais e
situacdes de cultivo, resisténcia a doencas, quantidade e qualidade dos produtos,
sa0 basicamente governadas pelos genes relevantes localizados dentro do
genoma da espécie (PAUDELL; MISHRA, 2020).

A gendmica tem gerado novas ferramentas para os programas de
melhoramento e desta forma contribuido para melhorar a eficiéncia e qualidade
dos produtos de origem animal. No entanto, os avangos tém sido mais lentos do
que antecipado, principalmente devido 4 dificuldade na identificagio dos genes
responsaveis pelas caracteristicas fenotipicas de interesse zootécnico. Trés estratégias
principais tém sido utilizadas para identificar genes de interesse (mapeamento de
QTLs, gene candidato ¢ estudos de expressao génica) (COUTINHO ez 4l., 2007).

A bioinformatica desempenha uma funcio essencial em vérias esferas da
criagio de animais e da biologia molecular. A nutrigendmica e nutrigenética estudam
como nutrientes regulam genes e como a variabilidade genética afeta a resposta
alimentar, buscando dietas personalizadas para satde e produtividade. Técnicas
como PCR em tempo real, microarranjos de DNA ¢ RNA-seq vinculam dictas a
perfis genéticos. A filogenia molecular usa dados gendmicos para tracar relagoes
evolutivas, auxiliando no desenvolvimento de vacinas e firmacos. Na criagio de
vacinas, a bioinformdtica seleciona antigenos e biomarcadores, como na tuberculose
bovina. A imunogenémica analisa interagdes entre genoma, imunidade e pat6genos,
identificando genes de resisténcia e aplicando CRISPR/Cas9. O bem-estar animal usa
selegéo gendmica para reduzir estresse e aumentar resiliéncia. Na aquicultura, integra



dados gendmicos para produgao sustentavel. Na conservagao, monitora diversidade
genética e evita endogamia. O NGS permite andlises em larga escala, exigindo
bioinformatica avangada. Assim, a bioinformdtica impulsiona avangos na produgio

animal, satide e conservagio, unindo multiplas reas (ADEBAYO ez 4l., 2024).

8. BIOTECNOLOGIA E BIOPROSPECCAO: DESCOBERTA
DE GENES E METABOLITOS DE INTERESSE INDUSTRIAL E
ENGENHARIA DE MICRORGANISMOS

A bioprospeccio de microbiana é o estudo e investigacao do metabolismo
de microrganismos visando a utilizagao desses processos para uso em pesquisa e
desenvolvimento. Microrganismos e seus metabélitos sao uma das principais fontes
de processos ecoldgicos e aplicagoes industriais. A bioprospec¢ao microbiana
tem sido fundamental para o avango em diversos campos, como produtos
farmacéuticos, industrias sustentdveis, seguranca alimentar e biorremediagio O
microbioma se bem caracterizado por técnicas dmicas nos fornece uma ampla
gama de novas enzimas e biocatalisadores com grandes aplicagdes no mercado
(ROUMPEKA ez 4l.,2017; VUONG et al., 2022).

Os estudos em bioprospeccio de microrganismos podem ser
facilitados a partir do uso de sequenciamento de DNA, com o uso dessas
tecnologias, principalmente as de NGS (sequenciamento de nova geragio)
como a metagendmica ¢ possivel novas oportunidades para a descoberta de
habitats de bactérias raras que podem se tornar fontes de novos farmacos. A
metagendmica, permite acesso direto aos genomas da maioria das bactérias
que vivem nesse habitat. A possibilidade ou nao de cultivo dessas bactérias
nio importa, desde que os genes paraa biossintese de metaboélitos secundarios
descobertos nos metagenomas possam ser amplificados ou sintetizados e
expressos heterologamente em um hospedeiro bacteriano apropriado ¢ bem
caracterizado (SEKUROVA; SCHNEIDER; ZOTCHEY, 2019).

Na busca por enzimas para aplicagio industrial, Zang ez al. (2016)
aplicaram a abordagem metagendmica em uma comunidade microbiana capaz de
degradar fibras de algodao. A andlise revelou mais de dois mil genes relacionados
a hidrolases glicosidicas, dos quais 16 foram confirmados como novas enzimas
ativas apds clonagem e expressio em Escherichia coli. Entre elas estavam
B-glicosidases e B-xilosidases pouco semelhantes as ja conhecidas, destacando o
potencial da metagendmica para revelar diversidade funcional oculta.

Zarafeta e colaboradores (2016) identificaram uma nova enzima
esterolitica por meio da triagem de uma amostra metagendmica coletada de
uma fonte termal em Kamchatka, Russia. A caracterizagio bioquimica da nova
esterase, denominada EstDZ2, revelou que ela ¢ altamente ativa contra ésteres



de 4cidos graxos de cadeia média em temperaturas. A andlise filogenética
indicou que EstDZ2 ¢ provavelmente uma enzima de acetotermia que
pertence a uma nova familia de esterases bacterianas. Assim, a EstDZ2 parece
ser distinta das enzimas esteroliticas relacionadas conhecidas, tanto em termos
de caracteristicas de sequéncia quanto em termos de estrutura tridimensional,
evidenciando a importincia da metagendmica em revelar e reclassificar a
diversidade enzimatica oriunda dos microbiomas niao cultivaveis.

Outro exemplo relevante ¢ o estudo de Marathe ez 4/ (2018), que
investigou sedimentos fluviais indianos contaminados por residuos da produgao
de antibidticos. A analise metagendmica funcional revelou sete novos genes de
resisténcia (seis B-lactamases ¢ um gene de resisténcia 4 amicacina), associados
a clementos de mobilidade genética, indicando alto potencial de disseminagao.
Esses resultados reforcam a relevincia da bioprospec¢ao microbiana nao
apenas na descoberta de enzimas e metabdlitos, mas também na vigilancia de
mecanismos de resisténcia antimicrobiana em ambientes impactados.

A bioprospecgio por metagendmica se mostra uma ferramenta poderosa
nabusca de novos bioprodutos de interesse industriais, novas moléculas, enzimas,
candidatos a genes de resisténcia, ¢ o desenvolvimento de novas técnicas de
mineragao de dados aliado a alimentagao de bancos de dados genémicos com
maiores informagdes expandird a fronteira do conhecimento nessa drea e novos
projetos de pesquisa e desenvolvimento surgirao para expansao da ciéncia.

9. TENDENCIAS EMERGENTES EM BIOINFORMATICA

Com o aumento da quantidade de dados, um dos principais desafios para
as empresas e instituicoes de pesquisa ¢ 0 manejo e armazenamento das informagoes
obtidas, e garantir que elas sejam acessiveis mesmo anos ap6s sua finalizagao. Paraisso,
muitos recorrem ao armazenamento em nuvem ou em bancos de dados publicos,
que com o advento de uma politica de ciéncia aberta, prové acesso democratizado
das informagdes depositadas por cientistas ao redor do mundo.

A ideia de ciéncia aberta nao ¢ nova, mas ganha cada vez mais for¢a na
era da informagio. Um exemplo ¢ o caso do International Nucleotide Sequence
Database (INSDC), uma organizagio mantida por trés membros — 0 DNA Data
Bank of Japan (DDBJ), Japio; o European Nucleotide Archive (ENA), Reino
Unido; e o GenBank, Estados Unidos — comprometidos em receber, armazenar e
compartilhar de forma global os novos depésitos de sequéncias que obtiveremacada
dia, garantindo que as informagoes disponibilizadas estejam sempre atualizadas
independe de onde o pesquisador estiver. Em 2024 j4 acumularam um total de
cerca de 4,76 bilhdes de sequéncias montadas, com uma duplicacio esperada de
10 vezes a cada ano (KARSCH-MIZRACHL, L et 4., 2025; ARITAet al., 2021).



Nesse contexto, surgem iniciativas para padronizar € garantir a
qualidade e reprodutibilidade dos dados gerados. Para esse fim, Wilkinson ez 4/.
(2016) criaram os denominados principios FAIR, com o intuito de estabelecer
um guia que conceda uma melhor grau de confiabilidade associado as pesquisas
e publicacdes atuais, de forma que elas possam ser acessadas ¢ utilizadas com
pela comunidade cientifica, bem como facilitar as interagdes entre os dados e
os computadores, ferramentas extensivamente utilizadas. Entretanto, muitas
areas do conhecimento ainda nio tém diretrizes claras, com muitas das
exigéncias sendo estabelecidas pelos préprios bancos de dados e periddicos,
que estdo em constante processo de curadoria por agentes humanos.

Nos dados FAIR, cada letra representa um conceito do que a
informacao deve ser:

o Localizdvel (Findable): para isso podem usar de identificadores
tinicos (como DOIs) e cddigos de acesso;

o Acessivel (Accessible): devem ser acessiveis por protocolos de
comunicagio aberta (como HTTPS);

o Interoperdvel (Interoperable): devem ser capazes de serem combinados
com outros conjuntos de dados, em outras palavras, usar formatos
padronizados que permitam o uso em diferentes méquinas e sistemas;

e Reutilizdvel (Reusable): bem documentados, como informagoes
claras de origem e metodologia, para que os demais pesquisadores
possam entender com clareza o processo.

10.INTELIGENCIA ARTIFICIALEOAPRENDIZADO DE MA@ INA

Outra frente tecnoldgica que vem reformulando a forma como se estuda
a biologia ¢ a inteligéncia artificial. Popularmente chamada de IA, descreve a drea
de estudo que busca criar méquinas capazes de realizar tarefas que exigem niveis de
abstra¢ao humana, como percepgao, raciocinio, tomada de decisao e compreensao de
linguagens. Como um subgrupo entra também o aprendizado de mdquina, que tem
por objetivo criar algoritmos capazes de “ler”, categorizar grandes volumes de dados e
aprender a reconhecer os padroes compreendidos neles, podendo ser generativos, se o
objetivo for a interpretagio e construgio de modelos, ou preditivos, se o que se deseja
é encontrar a “fronteira” de separacio entre classes (LIBBRECHT; NOBLE, 2015).

De modo geral e simplificado, os algoritmos podem ser divididos em
aprendizado supervisionado, nao-supervisionado ou semi-supervisionado.
No primeiro caso, a maquina ¢ treinada a partir de dados ja rotulados, dando
um exemplo de como espera-se que ela se comporte ao lidar com novos dados,
enquanto no aprendizado nao-supervisionado os algoritmos sao alimentados com



dados nao rotulados e deseja-se que a méquina encontre o padrao presente nesses
dados; algoritmos semi-supervisionados se encontram no meio do caminho,
recebendo alguns dados rotulados e outros ndo (LIBBRECHT; NOBLE, 2015).

Diversas dreas da bioinformética podem usar do aprendizado de méquina
para obter suas solugdes, a mais relevante delas, em vista do volume de dados
produzidos, ¢ a gendmica. Os algoritmos podem ajudar a desvendar a fungao de
genes, encontrar sua localizagio no genoma, identificar elementos regulatérios,
ncRNAs e mesmo prever estruturas secundarias de RNA (LARRANAGA etal.,
2006). No dominio da protedmica, o uso da IA ja ¢ recorrente na predigio de
estruturas ¢ fungdes, devido principalmente a avancos como o Alphakold, rede
neural artificial da DeepMind que ganhou notoriedade apds resolver o problema
do enovelamento de proteinas 2020. Até entio, os bioinformatas em sua maioria
buscavam respostas fisico—quimicas e termodinimicas paraas estruturas proteicas,
o0 AlphaFold, por outro lado, foi construido com base nas sequéncias de proteinas
embancosdedados,encontrando padroes complexos, que moldaramaformacomo
abiologia estrutural tem sido feita, acelerando o processo preditivo, melhorando a
descoberta de medicamentos e projetos de design enzimdtico (CONTESSOTO
et al.,2018; JUMPER ez 4l., 2021). Essas técnicas também podem ser usadas em
contextos evolutivos, para construcao de drvores filogenéticas ou na interpretagao
de dados complexos, provenientes da transcriptdmica ou biologia de sistemas.

As Maquinas de Vetores Suporte (SVMs, Support Vector Machines)
s3o técnicas que buscam encontrar a fronteira — tecnicamente chamado de
hiperplano — que separa as classes de acordo com suas caracteristicas em comum,
para isso selecionam amostras importantes nas margens de decisao e conferem
a elas o status de vetor de suporte, para em seguida calcular e maximizar a
distancia entre elas. Na bioinformatica, sio usadas na predi¢ao de genes e andlise
de expressao génica (SOUTO ez al., 2003; BARBOSA ¢t al., 2021).

Assim como a SVMs, as drvores de decisio sao algoritmos de aprendizado
supervisionado que funcionam como um fluxograma, contendo etapas hierdrquicas
erecursivas de parti¢ao em cada nodo, as perguntas feitas podem ser respondidas com
“sim” e “nao’, conduzindo a novas perguntas ou classificagdes a partir das respostas
encontradas pelo programa (SOUTO ez al, 2003). Sdo usadas na anotagio de
sequéncias, reconhecimento de sitios de splicing, predi¢ao delocalizagio de proteinas,
identificagio de biomarcadores, entre outros (CHEN; WANG; ZHANG, 2011).

Para concluir essa secao, vale citar as técnicas de agrupamento, também
chamadas de clusterizagao, tem como objetivo agrupar padrées em razao de suas
similaridades ou distincias. Os destaques sao a distAncia euclidiana e o agrupamento
hierarquico, que podem variar a depender do tipo de ligacao escolhida: simples,
média ou méxima. Como resultado, geram dendrogramas que podem ser utilizados
para representar a similaridade entre padroes de genes e de expressao génica, um dos
usos mais relevantes ¢ a construcio de drvores filogenéticas (SOUTO ez 4l., 2003).



11. DESAFIOS, LIMITACOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os grandes obstdculos que os cientistas enfrentam na bioinformdtica
incluem a administracio do enorme volume e da complexidade de dados
multi-6micos, como genomica, protedmicae transcriptomica, que necessitam
de uma infraestrutura computacional robusta e algoritmos complexos.

A intercessao de dados variados provenientes de diferentes fontes, muitas
vezes sem uma padronizagio clara, torna dificil a interoperabilidade entre bancos
de dados e ferramentas disponiveis. Além disso, a previsao de estruturas ¢ fungdes
bioldgicas, abrangendo elementos como o dobramento de proteinas, interagoes entre
proteinas e rotas metabdlicas, continua sendo um processo que demanda grande
poder computacional e ¢ limitada pela precisao dos modelos existentes. Outro desafio
significativo ¢ a eficaz conversio de dados genémicos em informagoes clinicas tteis,
como nadrea dadescoberta de medicamentos e na medicina personalizada, que requer
a correlagio entre dados moleculares e fenétipos complexos (MATHUR, 2018).

A metagendmica e o sequenciamento total do genoma enfrentam desafios
considerdveis namontagem de sequéncias em nivel de cromossomos, devidoalimitagoes
nas tecnologias disponiveis. As leituras curtas tornam a montagem em areas repetitivas
mais complicadas, enquanto as leituras longas comumente possuem altas taxas de erro
e ndo sao suficientes para conectar lacunas entre contigs. Métodos combinados que
envolvem a criagio de mapas cromossomicos fisicos, genéticos e de desequilibrio de
ligacio sao fundamentais para orientar e organizar os contigs, possibilitando montagens
completas e vidveis economicamente para varias espécies (COLLINS, 2018).

A bioinformitica tornou-se uma area essencial dentro da ciéncia
moderna, representando um grande salto na andlise dos diversos dados
bioldgicos em larga escala. Ela possibilita, entre outras coisas, a identificacio
de novos alvos para medicamentos, a elucida¢io de doencas complexas, a
protegao da diversidade bioldgica e a criagio de tratamentos personalizados.

Embora existam dificuldades técnicas e restri¢oes nas metodologias,
sua funcdo como um elo de intersec¢ao em diversas dreas como biologia
molecular, estatistica e ciéncia da computagio. O progresso deste campo
dependerd da capacidade de resolver questdes como a uniformizacio de
dados, a melhoria de algoritmos ¢ o acesso aberto a ferramentas, assegurando
que os avancos beneficiem os cientistas ¢ a sociedade de forma ampla.
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1. INTRODUCAO

A consciéncia de uma alimenta¢io ¢ uma vida mais sauddvel
estimula cada vez mais a procura por alimentos com beneficios nutricionais
e funcionais ao ser humano. Assim os cogumelos se destacam por serem
altamente eficientes em sua capacidade prebidtica, antioxidante e terapéutica,
fazendo com que estudos e pesquisas fossem desenvolvidos ao decorrer dos
anos, com intuito de caracterizar, quantificar e nomear seus beneficios.

O cultivo e consumo dos cogumelos originou-se no continente
asidtico, especificamente na Chinacom plantio de algumasespécies populares,
como a Auricularia auricula (600 AD), Flammulina velutipes (800-900
AD), Lentinula edodes (1000-1100 AD), Volvariella volvacea (1700 AD)
e Tremella fuciformis (1800 AD). Em meados de 1900, descobriu-se o
Agaricus bisporus (1650 AD), o qual foi o tnico cogumelo popular que nao
foi cultivado desde o inicio na China (CHANG, 2004).

Ap6s muitas décadas de cultivo no continente asidtico, a proliferacao
de seus beneficios foi mundial, desta forma as técnicas de plantio e cultivo
foram aprimoradas ¢ desenvolvidas de acordo com cada regido. Assim,
pesquisas cientificas passaram a ganhar destaque, voltando-se ao estudo
da composicio quimica e das propriedades funcionais dos cogumelos,
ampliando o conhecimento sobre seu potencial nutricional e terapéutico.

A composicao dos cogumelos comestiveis chama atengao por conter
baixos niveis de gordura, e altas quantidades de proteinas e aminodcidos
essenciais. Além de obter um sabor favoravel, sio considerados uma boa
fonte de fibras, ji que seu conteudo pode variar de 4% a 55% de base seca
(VILLARES etal., 2012), apresentando ser um bom alimento para dietas de
baixo nivel caldrico e alto nivel nutricional.

A presenga de compostos biologicamente ativos dos cogumelos fazem
com que o interesse a0 produto seja além do sensorial e nutricional, mas também
pelos beneficios terapéuticos e medicinais, pois sua composi¢ao quimica é bastante
varidvel, segundo Priscila (2010), em referéncia a peso seco, os cogumelos possuem
grandes quantidades de carboidratos (~60%), fibras (~34%) e proteinas (~23%),
em menor qua.ntidade esses fungos também apresentam minerais, vitaminas e
lipideos (~5%), demonstrando seu potencial biotecnoldgico.

A diversidade quimica dos cogumelos se aplica também aos
antioxidantes, como os flavonéides, carotendides e compostos fendlicos, tais
moléculas agem sequestrando os radicais livres produzidos naturalmente
pelo organismo humano, dessa forma o consumo de alimentos ricos dessas
moléculas evitam doengas como Cancer e Alzheimer (PRISCILA, 2010).

Tendo em vista o potencial terapéutico e nutricional dos cogumelos, esse
capitulo tem por objetivo realizar uma revisio bibliografica integrativa sobre a



produgio de cosméticos e firmacos a partir de extratos produzidos por tais fungos.

2. METODOLOGIA

Este capitulo consiste em uma revisao bibliogréfica integrativa de
carater qualitativo, as buscas foram realizadas nos bancos de dados do Google
académico, Web of science SCIELO e PubMed, devido o grande acervo de
trabalhos presentes nesses bancos de dados, foram pegos artigos em inglés e
portugués entre os anos de 2001 e 2025, utilizando palavras relacionadas ao
temacentraldo artigo, como: Cogumelos, Compostos bioativos, antioxidantes,
antitumorais, prebidticos, mercado. Apds a selegao dos artigos, todos foram
lidos e analisados criticamente de forma a identificar tendéncias, mecanismos
de acdo dos compostos e as lacunas e avangos cientificos na drea proposta.

3. COGUMELOS: DIVERSIDADE E CLASSIFICACAO

O reino Fungi ¢ extremamente diversificado, contando com mais
de 1,5 milhoes de espécies ocupando todos os ecossistemas do planeta
(OLIVEIRA, 2010), porém apenas 70.000 dessas j& foram catalogadas
possuindo algum tipo de relevancia biotecnoldgica, sendo elas alimenticias
e/ou medicinais (ELINILMA, 2023).

De forma geral os fungos sao organismos eucariotos, podendo ser
hapléides, dipléides ou polipldides, possui parede celular rigida quitinosa e
sao heterdtrofos, tendo uma grande capacidade de degradacio, sendo 6timos
agentes decompositores, o que resulta na responsabilidade de produgio de
biomassa nos ecossistemas no qual estdo inseridos, sendo assim eles podem
usar qualquer tipo de fonte carbono como alimento. Historicamente
associado a plantas, os fungos se diferenciam por utilizar o glicogénio como
fonte primdria de reserva de carboidratos, enquanto que plantas usam o
amido para a mesma fun¢io. (OLIVEIRA, 2010).

Os fungos sao divididos em 6 filos principais: Chytridiomicota,
Mucoromycota, Zoopagomycota, Ascomycota, Basidiomycota e os
Glomeromycota o primeiro se refere aos fungos mais primitivos, jd os
Mucoromycota e Zoopagomycota sao originados do antigo filo Zygomycota
caracterizados pela presenga de esporos sexuais resistentes (OLIVEIRA,
2010). Vale mencionar que os Mucoromycota apresentam rdpida taxa de
crescimento e hifas cenociticas (sem septos), enquanto os Zoopagomycota
sio predominantemente parasitas ¢ compartilham as hifas cenociticas, j os
AscomycotaeBasidiomycotasao saprobiontes ou parasitas, possuindoas hifas



sem limites definidos, formando assim os micélios, eles também possuem o
basidioma, popularmente conhecido como cogumelo, sendo eles a estrutura
reprodutiva dos fungos (ELINILMA, 2023), por fim o Glomeromycota se
define como um grupo de associa¢oes simbi6ticas com as plantas, chamadas
de micorrizas arbusculares elas estao ligadas diretamente a raizes e talos de
plantas, permitindo o funcionamento de ecossistemas terrestres.

Do ponto de vista biotecnoldgico os Basidiomycota sao os mais
relevantes, uma vez que tém sido utilizados como fonte de alimento durante
séculos, além de possuir diversas propriedades medicinais, devido a presenca
de compostos bioativos no seu corpo de frutificagio (cogumelo). No Quadro
1, sdo apresentados alguns exemplos de compostos bioativos presentes na
composi¢ao de diferentes espécies de cogumelos:

Quadro 1 - Compostos bioativos presentes na composicio de diferentes
espécies de cogumelos

Tipo da molécula Composto Bioativo Cogumelo
Eritadenina Lentinula edodes
Proteinas peptideos
pep PNAP Pholiota nameko
Acido ganodérico Ganoderma Lucidum
Terpenos .. . L
Fomitoside-K Fomitopsis nigra
Flammulina velutipes
Esterol Ergosterol
& Sarcodon aspratus
Agaricus blazei
Sparassis latifolia
B-Glucano
Glucano Agaricus bisporus
Pleurotus ostreatus
a-Glucano Grifola frondosa
Pleurotus sajor-caju
Hypsizygus marmoreus
o ¢ B-Glucano Caripia montagnei




Pleurotus tuberregium

Pleurotus florida

Flavonoides
Tremella fuciformis

Ramaria botrytis

Cantharellus cibarius

Lycoperdon perlatum

Acidos Fenolicos
Agaricus silvicola

Inonotus obliquus

Fendlicos
Agrocybe cylindracea
Volvariella volvacea
Polifenois Lentinula edodes
Astraeus hygrometricus
Boletus edulis
Tocoferol Laetiporus sulphureus
Vitaminas o . Schizophyllum commune
Acido ascorbico Pleurotus sajor-caju
Russula delica
) B-caroteno Agaricus arvensis
Carotenodides
Russula delica
Licopeno

Agaricus arvensis

Fonte: ROCHA et. 4l.,2015.

A presenga desses compostos evidencia o potencial dos fungos
para aplicagdes que, além da perspectiva nutricional, abrangem também
efeitos terapéuticos, como atividades antidiabética, antimicrobiana, anti-
inflamatéria, antioxidante e imunomoduladora.

4 PRODUCAO DE COGUMELOS NO BRASIL E NO MUNDO

No Brasil o plantio de cogumelos nao possui grandes
representatividades, a produ¢io anual gira em torno de 12000 toneladas
(ANPC,2018), muito abaixo da média global, essa baixa produgio se atribui
muito devido a baixa inclusio desse alimento na dieta brasileira.

O quadro 2 mostra um comparativo entre as produgdes anuais do
Brasil com os maiores produtores mundiais:




Quadro 2 - Produgio anual de cogumelos por pais

Pais Quantidade (ton)
Brasil 12.000
China 5.008.850

Estados Unidos 390.902
Holanda 304.000
Polonia 198.235
Espanha 148.00

Franca 115.669
Canada 78.930
Reino Unido 69.300
Irlanda 67.063

Fonte: ANPC, 2011.

Apesar de nio ter grande espago no mercado mundial, a expectativa
do mercado brasileiro ¢ de crescimento nos préximos anos, principalmente
para os cogumelos comestiveis. O quadro 3 expoe as principais espécies

cultivadas no Brasil bem como a produgao estimada por ano.

Quadro 3 - Projegao de crescimento dos principais cultivos no Brasil

Espécies Producio estimada (ton/ano)
Agaricus bisporus (Champignon de Paris) 8.000
Pleurotus spp 2.000
Lentinula edodes (Shiitake) 1.500
Agaricus blazei 500
Outros 50

Fonte: ANPC, 2018.

Com isso, ¢ possivel notar a importincia econémica desses fungos
e o seu potencial biotecnolégico, alinhando questdes socioecondmicas

modernas com solugdes préticas e de fécil acesso.
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5. COMPOSTOS BIOATIVOS DE COGUMELOS E SUAS ACOES

Os cogumelos comestiveis e medicinais apresentam ao ser humano
propriedades funcionais, que de acordo com Jorge e Silva (2011), um
alimento pode ser considerado funcional se obtiver efeitos positivos, além
do valor bésico de nutrientes, que pode aumentar ¢ melhorar o bem estar, a
saude e qualidade de vida do consumidor, além de reduzir o risco de doencas.
Assim os compostos bioativos se encaixam nas propriedades funcionais, de
acordo com seus beneficios que proporcionam ao ser humano, através das
suas atividades antioxidantes, anti-inflamatérias, antibidticas, antitumorais,
antienvelhecimento.

No quadro 4 ¢ demonstrado cada composto bioativo e sua
funcionalidade, de acordo com a espécie de cogumelo:

Quadro 4 - Relagio entre as diferentes espécies de cogumelos, seus
compostos bioativos e seus beneficios a saide

Cogumelo Compostos Bioativos Beneficios a satide
Agaricus Pirogalol, derivados do Anti-inflamatério, melhora a
bisporus acido hidroxibenzoico, secrecao de insulina, propriedades

(Cogumelo flavonoides, lectinas antienvelhecimento
branco)

Auricularia Glucano, polissacarideos Imunomodulador, antitumoral,
auricular acidos anti-inflamatoério, reduz o

(Cogumelo colesterol e os triglicerideos, tem

orelha de pau) atividade hipoglicémica, ¢ tonico
imunologico e benéfico na doenca
coronariana.
Flammulina Peptidoglicano, Anti-inflamatorio, antiviral,
velutipes polissacarideos, flammulina, antitumoral, antioxidante,
(Cogumelo | FVP (proteina polissacaridica atividade,
agulha da flammulina), imunomodulador,
dourada) proflamina (glicoproteina), antienvelhecimento,
uma prolamina (proteina de propriedade, acdo antiviral
acucar ativa)

Ganoderma Acidos ganodéricos, Antimetastatico, antitumoral,

lucidum ganodermanontriol, antiviral,
(Reishi) ganoderiol, polissacarideos, anti-HIV, imunomodulador,
germanio, propriedades antibioticas,
triterpenoides, nucleotideos protecao hepatica, previne a
e nucleosideos, sintese de colesterol
B-glucano




Lentinula

Lentinana, glucana, mano

Atividade imunomoduladora,

edodes glucana, antitumoral, anti-inflamatoria,
(Shitake) fucomanogalactana, lentina antifiingica, antioxidante,
(proteina), antibacteriana, antifungica,
catequinas flavonoides, antioxidante e hipolipidémica
eritadenina
Cordyceps Cordicepina tratar infec¢ao pulmonar,
sinensis atividade hipoglicémica,
(Fungo de propriedades de satde celular,
lagarta) atividade antidepressiva
Pleurotus B-glucanos Antioxidante e antimicrobiano
florida
(Ostra branca)
Pleurotus Proteinas funcionais Imunomodulador, hiperglicemia,
ostreatus (ubiquinona-9, antitumoral, antioxidante,
(Cogumelo peptideo semelhante a antiviral,
ostra) ubiquitina, nebrodi lisina e antifingico
glicoproteina), proteoglicanos
pleuranos (B-1, 3-glucano
com galactose e manose),
glucanos, proteoglicano,
lacase, pleurostima (peptideo)
Grifola Lectinas, polissacarideos A reducdo da glicemia melhora
frondosa a secrecao de insulina e a
(Cabeca de ovulagdo
carneiro)
Pleurotus Polissacarideos como 3 Anti inflamatério
pulmonarius (1,3)-glicopiranosil
(Cogumelo polissacarideos
pulmao de [-glucano ligado a (1,3), (1,6)
ostra)
Volvariella Fip (proteina) Imunomodulador
volvacea
(Cogumelo
palha de
arroz)
Hericium Hericenonas e erinacinas Efeitos neurogénicos
erinaceus
(Cogumelo
cabeca de
macaco)

Fonte: KUMAR ez 4l.,2021.




Como apresentado no quadro acima, os cogumelos produzem compostos
bioativos diferentes como os compostos fenélicos, terpenos, lectinas e glucanos,
fazendo com que cada um tenha suas caracteristicas e propriedades definidas.

Entre os principais compostos bioativos identificados nos cogumelos
comestiveis e medicinais estio os polissacarideos (como os B-glucanos),
polifendis (4cidos fendlicos e flavonoides), terpenoides, esterdis, lectinas,
proteinas bioativas, alcaldides. Esses componentes demonstram atividades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, antitumorais, antidiabéticas, antimicrobianas,
hepatoprotetoras ¢ imunomoduladoras (KUMAR et al. 2021).

5.1 POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos, em sua maioriasao encontrados nos componentes
estruturais da parede celular dos cogumelos, sao dificeis de serem extraidos
e digeridos, pois exigem componentes e enzimas especificas para extragio
e digestao, devido sua composi¢ao. As moléculas B-glucanas, a-glucanas,
heteropolissacarideos e glicopeptideos se destacam entre os polissacarideos
pelas suas atividades biolégicas. Suas propriedades podem variar em peso
molecular, grau de ramificagao e entrelacamento helicoidal atuam como
fortes imunomoduladoras, com efeitos antitumorais, antioxidantes, anti-
inflamatérios, antimicrobianos e antidiabéticos (SMIDERLE, 2012).

As glucanas ( e o) presentes nos cogumelos, em sua maioria sio
B-glucanas, apresentam em sua estrutura uma cadeia principal de unidades de
glicose ligadas por ligacoes B-(1+3), com ramificagdes laterais do tipo -(1-6),
o que confere uma conformagao de hélice tripla altamente estavel. Essa estrutura
permite a interagio com receptores especificos do sistema imunoldgico
humano (SMIDERLE, 2012). Além disso, essas moléculas variam quanto ao
peso molecular, grau de ramificagio e solubilidade, fatores que influenciam
sua capacidade de exercer efeitos como atividade antitumoral, antiviral,
hipocolesterolémica e antioxidante. As [B-glucanas extraidas de diferentes
espécies fungicas, como Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, Agaricus blazei,
tém sido amplamente estudadas por seu potencial terapéutico em aplicagdes
farmacolégicas e nutracéuticas, como mostrado no quadro 5 abaixo em testes in
vivo em camundongos enfermos e saudéveis e no quadro 5 em testes in vivo com
humanos enfermos ¢ sauddveis.



Quadro 5 - Testes com camundongos: tratamento via oral

Fonte p-glucana Tratamento Bioatividade/ Efeito
Saccharomyces | B-glucana (1->3) Injecdo de Diminuiu a massa
cerevisiae (1->6) particulada. carcinoma tumoral
(Betamune, mamario nos
Biorigin, SP - animais, duas Aumentou a atividade
Brasil) semanas antes | fagocitica dos monocitos
do tratamento e neutréfilos do sangue.
Aumentou a secregao
Animais IL-2 por célula do bago
B-glucana (1->3) saudaveis
Agaricus blazei | o-glucana (1->6) Animais Aumento dos
(1->4) saudaveis linfocitos T do bago
Lentinus Lentinana Injecdo de Injecdo da lentinana
edodes (B-glucana (1->3) células de durante os 7 dias
(1->6)) linfoma no dia 7 | anteriores, fez diminuir
amassa tumoral e
aumentar a resisténcia ao
tumor em 94%
Atividade contra
infecgdo por
Injecdo Mycobacterium
bacteriana tuberculosis
Grifola Grifolan Injecdo de Ingestao de grifolan 15
frondosa (B-glucana (1->3) 3 MCA dias apos. Diminuigao
(1->6)) (fibrosarcoma no em 62,5% on°de
dia 1) animais com tumores;
Aumento da produgdo de
H202 por Mo do plasma;
Aumento da atividade
citotoxica de células T
Pleurotus B-glucana (1->3) Reagdes de Diminui¢do da
pulmonarius (1->6) contragdo e migracao de
insoluvel inflamacao leucocitos em 82%
produzida por (anti-inflamatorio);
injec¢do de acido | 85% antinocicepgio
acético

Fonte: SMIDERLE et. /., 2012.




Quadro 6 - Testes em humanos: tratamento via oral

Fonte B-glucana Tratamento Bioatividade/ Efeito
Saccharomyces B-glucana (1->3) Rinite alérgica Aumento de IL 4 e
cerevisiae (1->6) sazonal IL 5 %, eosindfilos,
aumento IL 2
Lentinus Lentinana B-glucana | Cancer gastrico Aumento na
edodes (1->3)(1->06) e colorectal sobrevivéncia dos
pacientes
Tumores Aumento na
inoperaveis sobrevivéncia dos
ou tumores pacientes
gastricos
Lentinana + recorrentes Aumento na
tegafur (droga sobrevivéncia dos
anticancerigena) pacientes; 19,5%
Diversos tipos | mais de 1 ano; 10,4%
de canceres mais de 2 anos; 6,5%
mais de trés anos
Schizophyllum Schizophyllum Tumores Aumento na
commune B-glucana (1->3) inoperaveis sobrevivéncia dos
(1->6) ou tumores pacientes
gastricos
recorrentes
Cancer na
regido da Aumento na
cabecga e sobrevivéncia dos
pescoco pacientes
Grifola Grifolan (B-glucana Cancer Alteragdo na
frondosa (1->3)(1->06)) avancado contagem de CD4+ ¢
CD8+
Aumento da atividade
das células NK
Agaricus Extrato rico em Cancer Aumento na atividade
brasiliensis B-glucanas cervical, das células NK e
(blazei) ovariano e diminuic¢ao dos
endometrial efeitos colaterais da
quimioterapia

Fonte: SMIDERLE et. 4l., 2012.



Osheteropolissacarideos extraidos de cogumelos medicinais e comestiveis,
s30 cada vez mais estudados e pesquisados pela capacidade imunomoduladora que
apresentam, diferente dos homopolissacarideos que sao compostos apenas por
glicose, os heteropolissacarideos sio formados por diferentes monossacarideos,
como glicose, galactose, manose, xilose, arabinose, ramnose, variando em suas
proporgoes, ligagoes glicosidicas e configuragoes espaciais. Essas variagoes
estruturais sao diretamente relacionadas s suas propriedades bioativas, incluindo
atividade imunomoduladora, antitumoral e antioxidante (RUTHES, 2015).

A composi¢aodosheteropolissacarideosdependedaespécie de cogumelo
edascondi¢oes de extragio, o que pode resultar em fragdes de diferentes tamanhos,
pesos moleculares e graus de ramificagao. Por exemplo, algumas fracoes extraidas
de Ganoderma lucidum, Agaricus subrufescens, Agaricus bisporus, Lentinus
edodes, Lentinus lepideus, Pleurotus pulmonarius, Pleurotus citrinopileatus
apresentaram combinagdes complexas de polissacarideos, com agio sobre
macréfagos e linfécitos, promovendo a produgio de citocinas inflamatérias e
resposta imune adaptativa, realizados testes in vivo com camundongos enfermos
e sauddveis, como demonstrado no quadro 7 abaixo (SMIDERLE, 2012):

Quadro 7 - Testes em camundongos: testes via oral

Fonte Polissacarideo Tratamento Bioatividade/ Efeito
Agaricus Heteroglicana Implante sub- Diminui¢@o do tamanho
subrufescens cutaneos de tumores dos 3 casos e diminuigdo
sarcoma-180, Mo de peritoneais e células
carcinoma, Shionogi C3+
ou fibrosarcoma
Agaricus Fucogalactana | Reagdes de contragdo | Diminuigdo da resposta
bisporus e inflamagdo nociceptiva em 39% e
produzida por injecdo | diminui¢do em 61% da
de 4acido acético migracgao de células para
cavidade intraperitoneal
Lentinus Glucomanana | Injec@o de células de | Ingestdo de glucomanana
edodes sarcoma-180 no dia 1 | nos dias subsequentes e
aumento de sobrevivéncia
dos animais
Diminuigao da resposta
Reagdes de contragdo | nociceptiva em 97% e
Fucomano- ¢ inflamagdo diminui¢do em 100% da
galactana produzida por injegdo | migragdo de células para
de acido acético cavidade intraperitoneal




Lentinus Heteroglicana Irradiagdo gama Indugdo da proliferagao
lepideus de células progenitoras de
granulécitos na medula ossea
Ganoderma | Heteroglicana | Injecdo de células de Diferentes doses
lucidum sarcoma-180 no dia 1 produziram diferentes
efeitos, houve diminuigdo
do tamanho dos tumores
em 95-98%
Pleurotus Manogalactana | Reagdes de contragdo | Diminui¢do da resposta
pulmonarius | com unidades ¢ inflamagdo nociceptiva em 93% a
de 3-O-metil- | produzida por inje¢do | uma dose de 30 mg/kg
Galp de acido acético
Pleurotus Manoglucana | Injecdo de células de | Diminuigdo do tamanho
citrinopileatus sarcoma-180 no dia 1 | dos tumores em 60% e
aumento das células T,
CD4+, CD8+ e Mo

Fonte: SMIDERLE ez. 4l., 2012.

Jaos glicopeptideos sao encontrados nas ligagoes de alguns polissacarideos
de certos cogumelos medicinais, que apresentam propriedadesimunomoduladoras,
antitumorais e antioxidantes. Alguns polipeptideos como por exemplo o peptideo
polissacarideo (PSP) ¢ o polissacarideo K (PSK) extraidos do Trametes versicolor,
apresentam a¢ao de estimulante na producio de células imuno protetoras no
sangue, como citocinas, quimiocinas, histaminas, e principalmente apresentam
atividades antitumorais, que trazem énfase ao desenvolvimento de pesquisas e

estudos sobre a dupla de polipeptideos (LYSAKOWSKA ez /. 2023).
5.2 POLIFENOIS

Os polifendis também chamados de compostos fendlicos, fortemente
presentes nos cogumelos se destacam, pois atuam com importantes metabdlitos
secunddrios presentes nos cogumelos e incluem acidos fenélicos, flavondides, dcidos
hidroxibenzdicos, dcidos hidroxicinAmicos, taninos, estilbenos, lignanas e polifendis
oxidados. Essas substincias sao caracterizadas por estruturas aromdticas com grupos
hidroxila, resultando em alta capacidade antioxidante (MAA ez al. 2018).

A principal fungio bioldgica dos compostos fendlicos dos cogumelos
¢ a atividade antioxidante, atuando como eliminadores de radicais livres,
decompositores de perdxidos, inativadores de metais e sequestradores de oxigénio
reativo. Esses efeitos antioxidantes estao diretamente relacionados a prevencio de
doengas degenerativas como envelhecimento cerebral, doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas. Estudos demonstraram que diferentes espécies de cogumelos



apresentam significativa concentragao de compostos fendlicos, variando de 1 a 6
mg por grama de matéria seca, com destaque para espécies como Agaricus bisporus,
Pleurotus ostreatus, Boletus edulis ¢ Ganoderma lucidum. Esses compostos
mostraram efeito inibitério expressivo sobre a oxidacio lipidica (MAA ez a/. 2018).

5.3 TERPENOIDES

Terpendides ou também terpenos sao compostos organicos formados
por unidades de isopreno (hidrocarboneto insaturado), que a partir de suas
interacoes sao classificados como monoterpenos, diterpenos, triterpenos
e sesquiterpenos, que apresentam importantes propriedades terapéuticas,
como atividades antimicrobianas, antivirais, antioxidantes, antiinflamatérias,
antitumorais e anti neurodegenerativas (DASGUPTA; ACHARYA, 2019).

As bioatividades dos terpenos presentes nos cogumelos sao cada vez mais
exploradas em pesquisas ¢ extragoes para entender cada vez mais as propriedades
terapéuticas presentes no composto bioativo, como por exemplo a pesquisa de
cogumelodeculturasfermentadasdofungo Coprinussp.,osautoresJOHANSSON;
STERNER; LABISCHINSKI; ANKE, 2001, que isolaram um novo composto
sesquiterpénico denominado cuprinol, pertencente a classe dos cuparanos. A
substancia foi purificada por técnicas cromatograficas ¢ apds todo processo foram
observados os resultados que o coprinol demonstrou atividade antibacteriana
moderada in vitro contra virias cepas de bactérias Gram-positivas multirresistentes,
como Staphylococcus aureus, Enterococcus faccium e Streptococcus pneumoniae.
No entanto, nao apresentou atividade contra bactérias Gram-negativas ou fungos.

O terpeno como composto bioativo apresenta uma bioatividade
diversa, classificando o composto como de interesse para tratamentos
terapéuticos, experimentais (in vitro e in vivo) ¢ para pesquisas mais
aprofundadas sobre o comportamento do composto orginico.

5.4 ESTEROIS

Osesterdis ﬁ'mgicos, especialmente os presentesem cogumelos comestiveis
e medicinais, constituem uma classe de lipidios bioativos de grande importincia
nutricional e farmacoldgica. Dentre eles, o principal composto identificado ¢ o
ergosterol, considerado o andlogo fiingico do colesterol animal. O ergosterol atua
como componente estrutural fundamental das membranas celulares dos fungos,
contribuindo para sua integridade, fluidez e funcionalidade. Além disso, destaca-se
como precursor da vitamina D2 (ergocalciferol) (YAOITA ez al., 2014).

Os esterdis dos cogumelos nio sio apenas elementos estruturais,
mas também possuem atividades biolégicas marcantes. Alguns estudos
mencionados indicam que os esterdis extraidos de cogumelos podem



exercer efeitos citotdxicos seletivos contra células tumorais, além de regular
a expressao de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico em humanos.
Essas propriedades tém impulsionado pesquisas para aplicacao de extratos
esteroidicos fingicos em terapias complementares para dislipidemias e
prevengio de doengas cardiovasculares (YAOITA ez al., 2014).

5.5 PROTEINAS BIOATIVAS

A presenga de proteinas bioativas nos cogumelos apresenta diversas
propriedades e beneficios 4 satde na atividade fisioldgica com a melhor
absorcio de nutrientes pelo sistema do trato gastrointestinal, inibindo enzimas
¢ estimulando o sistema imunolédgico contra possiveis patdgenos. Dentro
das classes das proteinas bioativas presentes nos cogumelos, estao as lectinas,
proteinas inativadoras de ribossomos, proteinas imunomoduladoras fungicas,
lacases, proteinas antimicrobianas, e ribonucleases. J4 as principais proteinas
ativas causadoras dos efeitos fisioldgicos citados sao as lectinas, as proteinas
inativadoras de ribossomos (RIPs) e as lacases. (RATHORE et 2/. 2017).

As lectinas sao classificadas como proteinas ou também glicoproteinas nao
imunes, ou seja, proteinas que se ligam aos carboidratos em sua superficie, provocando
aglutinagao. Essas moléculas apresentam atividades antitumorais, antivirais e
imunomoduladoras. Estudos demonstram que diversas lectinas isoladas de espécies
como Xylariahypoxylon, Clitocybe nebularis, Pholiotaadiposa, Hericium erinaceum
¢ Russula lepida, que inibem o crescimento de linhagens tumorais (como HepG2 e
MCEF-7) ¢ a atividade da transcriptase reversa do HIV-1, além de potencialmente
modular respostas imunes, como na ativagao de esplendcitos e reconhecimento de
determinantes de grupos sanguineos (RATHORE ¢z ., 2017).

Seguindo a mesma pesquisa as proteinas inativadoras de ribossomos, os
RIPssao enzimas que inativam ribossomos pela remocio de residuos de adenosina
do rRNA, bloqueando a sintese proteica. Em cogumelos, foram identificados em
espécies como Hypsizygus marmoreus, Flammulina velutipes e Pleurotus tuber-
regium, apresentam efeitos antiproliferativos contra células tumorais, atividade
antiviral (inibindo a transcriptase reversa do HIV-1) e agdo antifungica.

De acordo com Rathore e 4/(2017), as lacases sio multicobre
oxidases envolvidas na degradagio de compostos orginicos complexos,
com fung¢oes bioldgicas ligadas & patogénese e imunogénese. Espécies
como Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus, Tricholoma mongolicum e
Clitocybemaxima produzem lacases com atividades antiproliferativas contra
células tumorais e inibi¢do da transcriptase reversa do HIV-1. Algumas
também mostraram efeito antiviral contra o virus da hepatite C e capacidade
de reduzir a replicagao viral em culturas celulares.



5.6 ATIVIDADES FUNCIONAIS

Define-se compostos bioativos as moléculas de origem animal
ou vegetal sem fungdes essenciais como nutrientes, porém que acarretam
mudangas positivas para a satude, como antioxidante, anti-inflamatéria,
anticancerigenos e antidiabéticos, tais propriedades sao possiveis por meio
de mecanismos de a¢des que induzem uma resposta metabdlica, que pode
variar muito conforme a molécula utilizada e a propriedade a ser atingida.

A propriedade antioxidante das moléculas se deve a capacidade delas de
capturar os radicais livres produzidos naturalmente pelo organismo ou fortalecer
uma resposta natural jd existente no metabolismo, a ergotioneina ¢ um aminoécido
encontrado predominantemente em cogumelos que tem a capacidade de proteger
as mitocondrias do estresse oxidativo (SALAHUDDIN ez 4/, 2025), além de
regular a presenca de peroxidases e da superdxido dismutases (FU e SHEN, 2022).

Existem compostos que possuem mais de uma mesma propriedade, a
§8-glucana, por exemplo, ¢ um polissacarideo presente no corpo de frutificagio dos
fungos, ela possui além de uma atividade antioxidante, aumentando a atividade
da superdxido dismutase e catalases, atividade imunomoduladora, promovendo a
produgio de citocinas e quimiocinas, além de estimularem a ativagao de macréfagos
e aumentar a atividade das células NK e T (SALAHUDDIN ez al., 2025).

Fora esses componentes, a atividade antimicrobiana dos compostos
presentes nos cogumelos possui grande eficiéncia, uma vez que eles sao capazes
de se ligar aos carboidratos na membrana celular dos patdgenos, ajudando na
identificagao pelo sistema imune, juntamente com isso eles podem romper a
superficie do invasor, o que concede uma dupla camada de agao antimicrobiana.

Existem outras formas de agio antimicrobiana: a Lectinas, por
exemplo, age impedindo a formagio de biofilmes, uma vez que ela se liga a
parede celular do patdgeno, impedindo com ele se ligue a célula hospedeira.

Devido a grande quantidade de fibras presentes nos talos dos cogumelos,
esse alimento tem alta capacidade prebidtica, a utilizagio do mesmo como
suplemento alimentar proporciona a regulagem da microbiota intestinal,
promovendo o crescimento de bactérias benéficas para o trato intestinal, como
Lactobacilos e Bifidobactéria, juntamente com isso os compostos bioativos dos
mesmos impedem a proliferagio de micrébios patogénicos no intestino de animais.

Por fim, a atividade antitumoral dos cogumelos estd relacionada a
compostos imunomoduladores, uma vez que eles atuam na sinalizagao de células
tumorais para o sistema de defesa, permitindo com que o mesmo destrua células
potencialmente cancerigenas, vale ressaltar também que alguns compostos atuam
internamente na célula, estimulando o sistema de regulagem de morte da célula, o
que permite uma combate ao cAncer através da apoptose celular (GUEDES, 2016).



5.7 APLICACOESINDUSTRIAISETENDENCIAS DEPRODUCAO

Oscogumelosapresentam expressivo potencial de aplicacio em diferentes
setores, O que tem motivado um crescente interesse cientifico e tecnolégico. A
presenga de uma variedade de compostos bioativos lhes confere um valor agregado
e versatilidade, possibilitando seu aproveitamento em multiplos segmentos,
incluindo a alimentagdo humana, a formulacao de ra¢des animais, a produgio de
biofertilizantes, processos de biorremediagio, tratamentos biol6gicos, geragao de
energia, desenvolvimento de cosméticos e obtengio de biomateriais.

Aaplicacaonadreaalimenticiaéumadreaainda pouco explorada, mas
com potencial para desenvolvimento, poisaincorporagao de cogumelos e seus
subprodutos pode fornecer beneficios sensorial e funcional, contribuindo
para melhora da qualidade nutricional dos alimentos. Segundo Antunes et
al. (2020), o micélio obtido por fermentagio em substrato sélido, resultante
da produgio de cogumelos, apresenta caracteristicas funcionais relevantes,
permitindo sua utilizagao como ingrediente ou suplemento alimentar devido
ao elevado teor nutricional e & composi¢ao rica em compostos bioativos.

Um dos maiores mercados encontrados para aplicagao direta dos
compostos bioativos dos cogumelos ¢ a industria cosmética, pois a partir dos
extratos de cogumelos apresentam propriedades antioxidantes, clareadoras,
hidratantes e anti-envelhecimento. Compostos como polifendis, ergosterol e
polissacarideos sao incorporados em cremes faciais, lo¢des e produtos antiacne.
Por exemplo, de acordo com Antunes et al. (2020) o extrato de micélio de A.
blazei demonstrou capacidade de inibir a atividade da tirosinase em até 49% ¢
reduzir o contetido de melanina em células de melanoma B16F10 em até 45%,
nas concentragoes de 10 mg/mL e 0,75 mg/mL, respectivamente, tornando A.
blazei um composto com potencial de suprimir a hiperpigmentagao.

A aplicagio da utilizagio dos cogumelos e seus subprodutos em
racao animal ganha cada vez mais espago no mercado, pelas suas propriedades
nutricionais e funcionais, como apresenta ANTUNES et al. (2020), que o
substrato de cogumelo usado (SMS), residuos de estipes e chapéus podem ser
aproveitados como ingredientes ricos em proteina, fibras e minerais para nutri¢io
animal, reduzindo custos de producio e evitando desperdicio. Pesquisas mostram
que a inclusao de residuos de cogumelos em dietas de aves, peixes e ruminantes
pode melhorar o ganho de peso, imunidade e digestibilidade dos alimentos. Dessa
forma, o potencial nutracéutico, funcional e bioativo dos cogumelos representa um
recurso estratégico para diversos setores industriais. Entretanto, o mercado atual
tem buscado aplicar em setores onde o aproveitamento seja total de forma direta.



6. CONCLUSAO

Em sintese, os fungos do filo Basidiomycota possuem grande
relevincia biotecnologia, uma vez que possuem diversas propriedades
medicinais, tais como antioxidante, prebiética, antitumoral e antimicrobiana,
¢ um excelente alimento nutricional, contendo grande quantidade de fibras e
proteinas além de vitaminas e minerais.

Apesar de nio ter grande destaque na economia brasileira e com
poucos incentivos estatais, o mercado de cogumelos no Brasil tem expectativa
de crescimento para os préximos anos, devido, principalmente, & maior
adesao do mesmo na dieta da populagio, porém, mesmo com o crescimento
previsto, a producao brasileira nao apresenta grande representatividade no
mercado internacional, sendo necessario, portanto, maiores investimentos e
estudos aplicados a produgio e consumo de cogumelos no Brasil.

Vale ressaltar que a utilizagio dos fungos dentro da industria nao ¢ algo
amplamente discutido e tem grande potencial a ser explorado, umavez que produtos
cosméticos e de aplicagdes agroindustriais estio comegando a ganhar mais espago
no mercado, por possuirem grande eficiéncia nas atividades que os impoem.
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1. INTRODUCAO

As plantas sempre tiveram um papel importante ao longo da
histéria, acompanhando o ser humano no seu progresso tecnolégico. Elas
sa0 amplamente utilizadas em diversas areas, como farmacéutica, cosmética,
veterindria e agricola. Um exemplo de uso registrado remonta a 3.500 a.C.,
pelos Sumérios e Egipcios, que utilizavam as folhas de salgueiro branco (Sa/ix
alba) como analgésico e antipirético (MONTINARI ez al., 2018). Essa
infusio ¢ considerada a precursora do 4cido acetilsalicilico, hoje conhecido
popularmente como AAS ou aspirina, um medicamento amplamente
utilizado pela populagao para o tratamento da dor e da inflamagao, ¢ hoje j4
aplicamos também em cosméticos.

As plantas aromdticas vém sendo utilizadas ha milénios por
diferentes culturas devido as suas propriedades conservantes, terapéuticas e
cosméticas, atribuidas principalmente aos 8leos essenciais. No Egito Antigo,
ja se reconheciam suas agoes antibacteriana, antiﬁ’mgica e aromatica, sendo
empregados em rituais de embalsamamento, destacando-se o cedro (Cedrus
spp.) ¢ a mirra (Commiphora spp.). A madeira de cedro, valorizada pela
resisténcia e durabilidade conferidas pelo 6leo essencial, chegou a ser utilizada
na constru¢ao do templo de Salomao (UEHARA ez al., 2017). Atualmente,
os 6leos essenciais mantém relevincia econdmica e cientifica, com aplicagoes
em setores que vao do agricola ao veterindrio (ABOU-ZADI er al., 2024;
BISHT et al.,2022; PUVACA et al., 2020; MUTA et al.,2020; REUVENI
& BARBIER, 2020; ABD EL-SALAM, TAHOUN & HAFANY, 2023;
KLAUCK et 4/, 2014; SURMEget al., 2022; CALIXTO ez 4l., 2016).

Este capitulo propde a realizagio de uma andlise cientométrica
aprofundada acerca da Melalenca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel
(Myrtaceae). O crescente interesse cientifico por seus derivados, em especial
pelo dleo essencial, evidencia a necessidade de organizar e mapear o avango
das pesquisas, de modo a identificar as principais tendéncias, os desafios
emergentes ¢ as lacunas existentes na literatura. A compreensio da evolugao
desse campo ¢ fundamental para orientar futuras investigacoes e ampliar a
aplicacao prética dos conhecimentos produzidos sobre a espécie. Assim, o
objetivo deste estudo foi conduzir uma andlise cientométrica da literatura
cientificarelacionadaaos produtos da M. alternifolia, incluindo 6leo essencial,
extratos ¢ hidrolatos, com a finalidade de identificar os principais padroes e
tendéncias de pesquisa desenvolvidos ao longo do tempo e, posteriormente,
refinar o levantamento para estudos voltados a atividade antibacteriana.



2. ASPECTOS BOTANICOS E FARMACOLOGICOS DA
MELALEUCA ALTERNIFOLIA (MAIDEN ¢ BETCHE) CHEEL
(MYRTACEAE)

Virias espécies de drvores e arbustos originarios da Austrédlia foram
disseminadosao redor do mundo, entre elas mais de 250 espécies de Melaleuca,
que foram introduzidas em diferentes biomas fora de sua regido de origem
(TER HUURNE:Gt al., 2023). A M. alternifolia ¢ conhecida nativamente
como arvore-do-chd australiana, sio observadas no leste da Austrilia
proéximos a 4reas pantanosas ou adjacentes a cursos d’dgua (RUSSEL &
SOUTHWELL, 2002). E podem atingir até 5 metros de altura, apresentam
ritidoma (casca) fino, de baixa densidade e flexivel. As folhas sio alongadas,
finas, pontiagudas e dispostas de forma alternadas. As flores sao sésseis, de
coloragio branca, e florescem no verao (SILVA ez 4l., 2002).

Essa variedade de Melalenca é altamente valorizada devido ao 6leo
essencial que produz, o qual possui diversas propriedades funcionais, tais
como agao antibacteriana, antifingica, anti-inflamatéria, bioinseticida e
acnegénico (NINOMIYA et al.; 2013; VOLPATO et al., 2016; VASILE
et al., 1017; LIAO et al., 2017; OSSA-TABARES ez 4l., 2020; CASARIN
et al., 2019; BISHTET ez al., 2021; SOLIMAN & EL-SAYED, 2023).
Tais propriedades estao diretamente associadas & composi¢ao quimica do
dleo, que garante sua eficicia. O principal constituinte de um bom éleo de
melaleuca ¢ o terpinen-4-ol, presente em altas concentragdes, geralmente
entre 35% ¢ 48%, y-Terpineno (14 - 28%), a-Terpineno (6-12%) e baixas
concentragdes de 1,8-Cineol, descjavel inferior a 10% (ISO 4730:2017).
Essas caracteristicas quimicas e funcionais impulsionaram o desenvolvimento
de uma variedade de produtos comerciais. Esses produtos exploram as
propriedades antibacterianas, antifingicas, cicatrizantes e repelentes naturais
do dleo, sendo aplicados nas dreas cosmética, farmacéutica, veterindria,
agricola e de higiene doméstica. O Gréfico 1 ilustra exemplos de formulagoes
comerciais que utilizam o 6leo essencial de melaleuca e suas aplicagdes.
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Grifico 1 - Exemplos de formulacoes comerciais com dleo essencial de
melaleuca, distribuidas em diferentes dreas de aplicagao

Produtes Agricolas Produtos de impeza

Proditlos veterinarios

Produtos de higiene pessoal

Dermatoldgico / Cosmética! famacologica

Fonte: Mercado Livre; Amazon; Wipo, 2025.

3. METODOLOGIA CIENCIOMETRICA

O fluxograma prisma representado na Figura 1 descreve o
procedimento metodolégico adotado para a identificago, elegibilidade e
inclusio dos estudos utilizados nesta revisao sistemdtica. A base de dados
empregada foi a Web of Science (WaS), escolhida por sua abrangéncia e
rigor na indexagio de publicagdes cientificas. Para a busca, foi utilizado o
seguinte conjunto de descritores: (Melalenca alternifolia OR Tea tree 0il OR
“Melaleuca extracts” OR “hydrosol of melaleuca” OR hydrolate), aplicados
no campo Topic, o qual contempla a anilise combinada do titulo, resumo,
palavras-chave fornecidas pelos autores e termos adicionais (Keywords Plus),
permitindo uma abrangéncia maior na recuperagao de registros relevantes.
Foram considerados apenas artigos completos, de acesso aberto, sem restri¢ao
a0 ano de publica¢do e optou-se por remover referéncias citadas enriquecidas
a fim de evitar duplicacdes, sem restricao de ano. Apds a identificacio inicial,
foram excluidos registros relacionados a relatos de intoxicacio, estudos
morfolégicos, cultivo ou manejo da planta, métodos espectrométricos e
trabalhos envolvendo outras espécies de Melaleuca. Os registros restantes
foram entdo submetidos a uma triagem baseada em critérios de relevancia
para o escopo da revisio, resultando em um conjunto final de artigos
categorizados por sua abordagem em atividade antibacteriana, atividade
antifungica, atividade bacteriana ou biofilme. Foram utilizadas ferramentas
como Excel, CiteSpace e Bibliometrix (R) para a organizagio, andlise ¢



visualiza¢ao dos dados bibliométricos. O Excel foi empregado na etapa de
filtragem e categorizagao inicial das publicagoes. O CiteSpace foi utilizado
para identificar tendéncias emergentes. A andlise estatistica e grafica mais
aprofundada foi realizada com o pacote Bibliometrix/R, por meio da
interface Biblioshiny.

Figura 1 - Fluxograma do Processo de Selecao dos Artigos paraa
Revisao Sistemdtica sobre Melaleuca alternifolia.

(Melaleuca alternifolia OR Tea tree oil OR "Melaleuca extracts” OR "hydrosol of melaleuca"
I OR hydrolate)
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A
¢ |
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0 Registros identificados através da busca em base de dados WoS
(n=808)
Remover topicos: Relatos de casos de intoxicagio;
Morfologia; Cultivo e manejo da planta; Método espectrométrico; Qutras espécies
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antifungal activity OR fungal ou biofilme n= 350)

Fonte: Os autores (2025).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nossas pesquisas, foram identificados 301 artigos relevantes
para o tema, sendo que 97% dos artigos se tratava do 6leo essencial e 4%
eram relativos a outro tipo de amostras. Esses trabalhos foram citados por
7.072 artigos distintos, sendo apenas 193 autocitagoes. Isso representa uma
média de 29,91 citagdes por publicacao, um valor expressivo, especialmente
em 4reas como ciéncias bioldgicas, satide e biotecnologia. O indice h ¢ 50,
indicando que 50 publica¢des foram citadas pelo menos 50 vezes cada uma,
o que demonstra alta relevincia e impacto cientifico. Esses indicadores
revelam que o conjunto de publica¢des analisado ¢ altamente citado e possui
reconhecimento significativo na comunidade cientifica, com baixo indice
de autocita¢io. O elevado h-index refor¢a a influéncia consistente dessas
publicag¢des ao longo do tempo.

O Grifico 2 demonstra a tendéncia temporal no nimero de
publicacdes cientificas (barras roxas) e de citagoes recebidas (linha azul)
entre 1998 ¢ 2025. Observa-se um crescimento gradual até 2018, seguido
de um aumento acentuado nas publicacoes e citagdes, atingindo o pico em
2020. Nos anos posteriores, observa-se uma redugio tanto no numero de
publica¢des quanto de citagoes, o que pode indicar uma fase de estabilizacao
na produgio cientifica ou um atraso na indexacio dos dados mais recentes.
O pico de publicagoes identificado em 2020 estd possivelmente associado
ao periodo de afastamento causado pela pandemia de COVID-19, que
favoreceu o aumento das atividades de pesquisa escrita e publicagao.

Grifico 2 - Evolucao Anual das Publicacoes e Citagoes sobre Oleos
Essenciais (1998-2025)
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Fonte:Elaborado a partir de dados da Web of Science (Clarivate Analytics).
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Figura 2 - Distribuicao das Publica¢oes por Areas do Conhecimento

Relacionadas a Melaleuca alternifolia

Fonte: Figura bascada em dados da Web of Science (Clarivate Analytics).

O grafico em formato treemap representado na Figura 2 demonstra
que as principais dreas de atuagio sio Pharmacology Pharmacy (n=48),
Microbiology (n=31) e Food Science Technology (n=26), seguidas por Chemistry
Multidisciplinary, Infectious Diseases ¢ Multidisciplinary Sciences (n=24).
A representagao visual indica a diversidade de aplicagdes do 6leo essencial,
com destaque para dreas voltadas ao desenvolvimento de férmacos, controle
microbioldgico e seguranca alimentar.

Figura 3 - Distribui¢ao Global da Producao Cientifica sobre Espécies de
Melaleuca alternifolia (a) e (b)

[

(a) MapaMundial da Producao Cientifica e de colaboracao;
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(b) Paises dos Autores Correspondentes em Publicacdes Cientificas
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Collaboration
o
W e

[]
N. of Documents
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Legenda: SCP (Single Country Publications — azul): Publicaces com autores de um
unico pais. MCP (Multiple Country Publications - rosa): Publica¢des com colaboracao
internacional (autores de diferentes paises).

Fonte: Dados extraidos da andlise bibliométrica realizada com auxilio do software Bibliometrix (RStudio).

Na Figura 3, observa-se o mapeamento da colaboragio cientifica
internacional com base nas publicacoes relacionadas ao tema em estudo. O Brasil
destaca-se como o pais com o maior niimero de publica¢des, com pouca participacio
em colaboragdes internacionais (MCP). China e Australia também apresentam
elevado volume de produgao cientifica,acompanhadas porumsignificativo nimero
de publicagdes em coautoria internacional. Paises europeus, como Itdlia e Pol6nia,
além dos Estados Unidos, demonstram contribuicao relevante na drea. As conexoes
visfveis no mapa evidenciam uma forte articulacio entre EUA, paises europeus ¢
China. Apesar da presenca de colaboracoes internacionais, a predominéncia das
publicag(')es com autoria unica por pal's (SCP) sugere que, em diversas nacoes, a
produgio cientifica ainda se concentra majoritariamente em esforgos nacionais.
Apesar de vivermos na era da globalizagio, em que as distincias fisicas foram
significativamente reduzidas, essa aproximagio ainda nao se refletiu de forma plena
no mundo académico no que diz respeito & pesquisa com 6leos essenciais, de tal
forma que ¢ necessdrio promover maior integragao entres 0s centros académicos.

A Figura 4 apresenta um grafico do tipo three-field plot, relacionando
as principais referéncias citadas (CR), os autores (AU) mais influentes e as
palavras-chave unificadas (KW Merged) mais utilizadas em estudos sobre a M.
alternifolia. As conexdes entre os campos indicam a correlagao entre os autores,
os trabalhos que mais referenciam e os temas mais abordados na literatura
cientifica. Observa-se que autores como Hammer KA, Carson CF e Riley TV
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sao fortemente associados a estudos sobre a atividade antimicrobiana do éleo,
tendo como palavras-chave recorrentes: “sea tree 0il’, “susceptibility”, “terpinen-
4-ol’, “Melalenca alternifolia”, “antimicrobial activity”, e “Staphylococcus aureus™

Figura 4 - Mapeamento das principais referéncias, autores e palavras-
chave associadas ao 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
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Legenda: principais referéncias citadas (CR), os autores (AU) mais influentes e as
palavras-chave unificadas (KW Merged).

Fonte: Dados extraidos da andlise bibliométrica realizada com auxilio do software Bibliometrix (RStudio).

Como o dleo essencial ¢ uma mistura complexa de varias substincias
¢ improvavel a existéncia de um tnico mecanismo de agio, ou que apenas um
componente s¢ja o responsavel exclusivo pela atividade antimicrobiana. Visto que ji
foram identificadas mais de 300 substincias diferentes no 6leo essencial de melaleuca,
entre elas temos o terpinen-4-ol. Carson ¢ Cox discutem os mecanismos de acio do
dleo essencial de Melaleuca, os quais diferem significativamente daquele observado
para o 6leo de Syzygivm aromaticum (cravo-da-india), qual atua comprometendo
diretamente a integridade da parede celular quanto a membrana celular, causando
fragilidade estrutural (AL-MIJALLI ez al, 2023). Tanto Carlson e colaboradores
(2002), quanto Cox e colaboradores (2001) investigaram o mecanismo de agio do
dleo essencial de Melalenca frente a bactérias, os resultados sugerem que 0 mecanismo
primério ndo envolve dano grosseiro a parede celular, mas sim uma agao mais sutil
sobre a membrana citoplasmdtica, provocando perda gradativa da fungo celular
devido ao extravasamento de fons intracelulares, redugio da atividade respiratéria e,
eventualmente, a morte da célula bacteriana.

EcomplementaraFigura4temosasFiguras5e6,asquaisdemonstramaandlise
temdtica por agrupamento (c/uster), realizada com base na coocorréncia de palavras-
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chave, complementa esse panorama ao evidenciar nucleos teméticos consolidados e
temas emergentes relacionados a formulagdes e aplicagoes farmacéuticas.

Figura 5 - Clusters Tematicos na Produgio Cientifica da Melaleuca
alternifolia panorama geral dos 301 artigos
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Fonte: Figura bascada em dados da Web of Science (Clarivate Analytics) e analisada com CizeSpace.

Na Figura 5, nota-se que a principal atividade farmacolégica atribuida
a esta espécie de Melaleuca ¢é atividade antibacteriana e atividade antiftingica,
representadas pelas cluster tematicos “Staphylococcus aureus” e “Candida albicans”
Os conjuntos de palavras “ea tree 0il’, “Melalenca alternifolia” e “terpinen-4-ol” estao
diretamente relacionados a espécie vegetal em questao, podendo indicar temas como
taxonomia, botinica e composi¢io quimica do dleo essencial. Por outro lado, os
termos “susceptibility’, “antimicrobial activity” ¢ “antifungal activity” estao associados
a pesquisas que investigam a resposta diferencial de microrganismos sensiveis e
resistentes 3 acao do dleo, refletindo os dois principais eixos temdticos da literatura:
atividade antibacteriana e atividade antifingjca, como demonstrado no %adro 1.

uadro 1 - Interpretacao dos Clusters Tematicos na Producio
Cientifica da Melaleuca alternifolia panorama geral dos 301 artigos

Cluster Tema Central Interpretacao
#0 essential Mais amplo ¢ Refere-se aos estudos gerais sobre 6leos
oils central essenciais, onde Melaleuca alternifolia é
frequentemente abordada como caso de estudo
#1 Tea tree oil Nome Relacionado a terminologia ou ao foco inicial
alternativo ao das pesquisas com o 6leo de Melaleuca

tea tree oil
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#2 Melaleuca Enfoque Estudos sobre a planta em si, caracterizag@o
alternifolia taxondmico e do 6leo, quimiotipos etc.
botanico
#3 tea tree Termo popular | Aplicagdes praticas do 6leo em cosméticos,
para Melaleuca higiene pessoal ¢ saude
alternifolia
#4 natural oil Comparagdes Estudos comparativos ou que envolvem
com outros sinergia com outros 6leos naturais
oleos
#5 mode Mecanismo de | Trabalhos focados em elucidar como o 6leo
acdo atua em micro-organismos
#6 Organismo Grande parte das pesquisas microbiologicas
Staphylococcus modelo usa essa bactéria para testar o efeito
aureus antimicrobiano do 6leo
#7 wound Aplicagdes Estudos sobre uso do 6leo de Melaleuca em
infection clinicas infecgdes de feridas, dermatites e cicatrizagdo
#8 Candida Acao Investigacdes sobre o efeito do dleo contra
albicans antifingica leveduras patogénicas, especialmente Candida
#9 Diferenciagao Pode envolver estudos sobre linhagens
differentiation celular ou bacterianas, mecanismos celulares ou
taxonomica variagdes quimicas do dleo

Fonte: Os autores (2025).

Figura 6 - Clusters Tematicos da Literatura Cientifica sobre Oleos
Essenciais e Atividade Antimicrobiana (2000-2025).
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Fonte: Figura bascada em dados da Web of Science (Clarivate Analytics) e analisada com CiteSpace.
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Na Figura 6, a abordagem antibacteriana ¢ complementada pelos
termos “Staphylococcus aureus”, “Pseudomonas aeruginosa”, “MRSA” e “acute
wound’”, os quais representam os principais patdgenos de interesse nos estudos
sobre a eficicia antimicrobiana do dleo de Melaleuca. Esses termos podem
estar associados a subgrupos de aplicagio ou a focos especificos, conforme
apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 - Interpretagio dos Clusters Tematicos da Literatura Cientifica
sobre Oleos Essenciais e Atividade Antimicrobiana (2000-2025)

#0
#1
#2

#3

#4

#5
#6

#7

#8
#9

Tema
Principal

tea tree oil
essential oils

MRSA

antimicrobial
activity

staphylococcus
aureus

ATP synthesis

pseudomonas
aeruginosa

antibacterial
agents

acute wound

essential oil

Interpretacio

Oleo de Melaleuca (Melaleuca alternifolia), topico central.
Uso amplo de 6leos essenciais com propriedades terapéuticas.

Estudo sobre linhagens resistentes (Staphylococcus aureus
resistente & meticilina).

Abordagens de atividade antimicrobiana de compostos naturais.
Um dos principais alvos de estudo das substancias analisadas.

Indica estudos sobre mecanismos celulares afetados por tratamentos.

Patogeno de interesse — dificil controle, foco de pesquisas
alternativas.

Agrupa publicacdes sobre agentes antimicrobianos, naturais
ou sintéticos.

Cicatrizagdo e infecgdes em feridas agudas.

Repeti¢do do termo “essential oil” em outro contexto,
possivelmente com foco mais especifico.

Fonte: Os Autores (2025)
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Figura 7 - Evolugao dos Principais Termos em Pesquisas sobre Melaleuca
alternifolia com Foco em Atividade Antimicrobiana (2004-2024).
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Fonte: Figura bascada em dados da Web of Science (Clarivate Analytics) e analisada com CizeSpace.

Quadro 3 - Interpretagio da Evolugio dos Principais Termos em Pesquisas sobre
Melaleuca alternifolia com Foco em Atividade Antiftingica (2004-2024).

Cluster Titulo Interpretacio

Forte foco clinico: uso do tea tree oil contra fungos

patogénicos humanos
Tema secundario, Planta semelhante a Melaleuca

#0 Candida albicans

Satureja N DY
#1 urea em uso terapéutico antifingico; representa estudos
khuzistanica .
comparativos
. Fungo agricola relevante; indica aplicacdo do 6leo em
#2 Botrytis cinerea goag L aphcag
fitopatologia
Penicillium , ,
#3 Outro patdgeno agricola;
expansum
Principal composto ativo do 6leo de Melaleuca; cluster-
#4 Terpinen-4-ol chave para seu mecanismo de agao atribuido dessa

substincia
Uso de extratos vegetais em geral; Melaleuca esta

nesse grupo pelas suas aplicagdes terapéuticas

#5 Herbal extracts

46 Essential tema secundario, Cluster de 6leos essenciais; base de
rosemary oils comparagao com o tea tree oil
. tema secundario, outro 6leo essencial com agao
#7 Manuka oil s ’ ¢ .
antifungica, frequentemente comparado ao tea tree oil
. Provavelmente relacionado a estudos genéticos com
#8 Recombination

fungos tratados com 06leos ou farmacos




tema secundario, Oleo citrico comparado ao tea tree oil

#9 Orange oil L o
£ em termos de eficacia antifiingica

#10 | Antifungal drugs | Comparagdo direta com medicamentos convencionais

Fonte: Os Autores (2025).

A Figura 7 ¢ o %adro 3, demonstram as co-citagoes indexadas
na WS (2000-2025), elaborado no software CiteSpace, evidenciando os
principais topicos associados a0 uso do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
e interpretagoes. Os clusters indicam 4reas temdticas recorrentes na literatura,
destacando-se os grupos relacionados a agao antifungica contra Candida
albicans (#0), a0 composto ativo terpinen-4-ol (#4), e a0 uso comparativo com
outros 4leos essenciais e extratos vegetais (#1, #5, #6). A presenga de temas
como Botrytis cinerea (#2) e Penicillium expansum (#3) sugere aplicagoes
também na fitopatologia. O mapa reflete a relevancia multidisciplinar da
espécie no contexto da pesquisa em antimicrobianos naturais.

Figura 8 - Evolugao Temporal dos Principais Termos Associados ao Uso
de Oleos Essenciais com Atividade Antimicrobiana (2004-2024)
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Fonte: Dados extraidos da andlise bibliométrica realizada com auxilio do software Bibliometrix (RStudio).

A Figura 8 apresenta os principais termos utilizados em publicagoes
cientificas relacionadas ao dleo essencial de Melalenca alternifolia(tea tree
0il), evidenciando a frequéncia ¢ o periodo de uso ao longo dos anos. O
tamanho das bolhas representa a frequéncia relativa dos termos em cada ano,
enquanto as linhas indicam a duragao do uso de cada termo nas publicagoes.
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A anilise revela uma transicao temdtica da caracterizagao bdsica e testes iz
vitro para abordagens mais aplicadas, como formulac¢oes biomédicas, agao
sobre células humanas e combate 4 resisténcia antimicrobiana.

Diversos estudos confirmam a atividade antimicrobiana do éleo essencial
de Melalenca, sendo as espécies S. aureus e R aeruginosa as mais frequentemente
investigadas. Dentre elas, S. aureus é o patdgeno mais amplamente estudado. Trata-
se de uma bactéria Gram-positiva comumente utilizada como modelo experimental
paraavaliar a eficicia de compostos antimicrobianos, devido a sua relevincia clinica
¢ a sua capacidade de desenvolver resisténcia a diversos agentes terapéuticos, vérios
autores confirmam o potencial do 6leo de melaleuca (JIROVETZ et al., 2005;
HERMAN et al., 2013; SAKKAS et al., 2016; ZHANG et al., 2018; NOUMI ez
al.,2018; TAVARES et al., 2020; FERREIRA et al., 2022).

Estudos recentes tém se concentrado na melhoria das formulagoes por
meiode técnicasdeencapsulamento, visandootimizaraentregadosdleosessenciais
no local de agio. Essa estratégia busca aumentar a eficicia antimicrobiana, além
de minimizar limitacdes como a volatilidade, a insolubilidade em meio aquoso,
instabilidade quimicas, irritagio cutinea e a susceptibilidade & oxidagio (BO ez
al,,2023; MUTA et al., 2020; CHEN e ZHONG, 2022; MOTSOENE ez 4/,
2025). Entre as aplicagoes recentes, o OF tem sido aplicado em curativos, os quais
estao associados “acute wound” e “wound infection” sao indicados como tdpicos
recentes associado a palavra “chitosan’. Essas formulacoes exploram o potencial
antimicrobiano e cicatrizante dos Sleos essenciais, combinados com polimeros
naturais como a quitosana, promovendo liberagio controlada e maior bioadesao
(BAO, WU e MA, 2020).

Além disso, foi identificado tema pouco explorado, estudos mais
recentes tém investigado o) potencial sinérgico entre 6leos essenciais e
antibidticos convencionais, com o objetivo de identificar alternativas que
contribuam para a reducio do uso de antibidticos. Um exemplo ¢ o estudo
conduzido por Iseppi e colaboradores (2023), que demonstrou a eficicia
dessa combinacao, resultando em uma reducao de até 80% na sensibilidade
de trés linhagens bacterianas. Esses achados destacam o potencial dos
6leos essenciais como agentes coadjuvantcs no tratamento terapéutico,
contribuindo para a diminui¢io do uso de antibidticos. O interesse pelo
sinergismo ¢ recente, quando se trata de atividade antibacteriana, outros
autores também investigaram o efeito do sinergismo entre 6leos essenciais e
outros agentes antimicrobianos (AYARI ez al., 2020; LEGHARI ez al., 2021;
ALTUN e YAPICI, 2022; MOHAMMED et al., 2024). Compreender esse
efeito ¢ fundamental para identificar combinag¢des potencialmente eficazes,
ampliando as opgdes terapéuticas e contribuindo para o desenvolvimento
de estratégias alternativas ao uso de antimicrobianos convencionais, eficicia
terapéutica, diminuir os efeitos colaterais e verificar combinag¢des benéficas
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de dleo. Embora ainda escassos, alguns estudos cientificos demonstraram
o sinergismo entre Oleos essenciais e antibidticos, cspecialmente contra
bactériasresistentes,como S. zureusresistente a meticilina(MRSA), Klebsiella
pneumoniae resistente a carbapenémicos (CR-Kp) e Salmonella enterica.
Os antibiéticos avaliados nesses estudos incluem colistina, eritromicina,
amicacina, oxacilina, cefazolina, vancomicina, rifampicina e meropenem.
Esses resultados indicam o potencial da associagao entre dleos essenciais e
antibiéticos na amplificagao da eficicia antimicrobiana e na possivel redugao
dos efeitos adversos relacionados ao uso isolado de antibidticos (OLIVA ez
al.,2018; ISEPPI ez al., 2023; ELSEWEDY et al., 2024).

Estudos recentes demonstram que o Sleo essencial de M. alternifolia
possui a capacidade de induzir apoptose em diversos tipos de células neoplasicas,
com destaque para linhagens de melanoma e carcinoma de células escamosas.
Essa atividade pré-apoptotica esta relacionada a modulagao de vias de sinalizagao
celular envolvidas na regulagio da sobrevivéncia e proliferagio celular. A
citotoxicidade observada ocorre de maneira dose-dependente, sendo atribuida
3 inducio de apoptose promovida pelos constituintes do 6leo (RAMADAN ez
al., 2019; DI MARTILE ez 4l., 2021; CLARK, 2021; IBISEVIC ez 4l., 2025).
Esses achados sugerem que o 6leo de melaleuca pode representar uma abordagem
complementar promissora no tratamento de determinados tipos de cincer.

A segunda atividade farmacoldgica associada a esta espécie ¢ a agio
fungicida. Conforme mostra a Figura 8, essa aplicagio ¢ mais diversificada do
que a atividade principal, como mencionado anteriormente, sendo representada
pelo cluster temético que inclui os termos “Candida albicans’, “ Botrytis cinerea” e
“Penicillium expansum’”. Isso evidencia a versatilidade do éleo de melaleuca, cuja
atuagao se estende desde a drea da satide até o setor agricola.

De acordo com Katsipoulak ¢ colaboradores (2024), Candida
albicans ¢ um fungo atualmente incluido na lista de patdgenos fingicos
prioritdrios da Organizagio Mundial da Satide (OMS), devido & crescente
resisténcia aos medicamentos ¢ a dificuldade na gestio do tratamento.
C. albicans estd frequentemente associada a candidiase vulvovaginal e a
candidfase oral pscudomembranosa (conhecida como sapinho), sendo essas as
formas clinicas mais comuns (MONDELLO et 4/., 2006; NINOMIYA et 4l.,
2012; RAMAGE et al.,2012; VANDAKARA ez 4l.,2017; ERVIANTI ez al.,
2023). Além disso, pode causar estomatite protética, candidfase hiperpldsica,
queilite angular e candidiase eritematosa. Foi demonstrado que a combinagao
do 6leo de nim (Azadirachta indica) com o 6leo essencial de melaleuca
apresentou efeito positivo na inibi¢ao fingica. Resultados semelhantes foram
observados para os compostos ativos terpinen-4-ol e 1,8-cineol, os quais
também comprovaram atividade antifungica (MONDELLO ez al., 2006;
SINGHANIA ez al., 2020). Esses resultados reforcam que a substincia mais



importante paraa espécie de Melaleuca altefolia é a concentragao desse terpeno,
o principal responsavel pelas caracteristicas farmacoldgicas observadas para
essa espécie, seja para comprovar sua agao antibacteriana quanto antifﬁngica.

Segundo Dean ¢ colaboradores (2011) o Botrytis cinerea é o agente
causal da podridao cinzenta (gray mold), considerada uma das doencas mais
prevalentes e destrutivas em cultivos de frutas, hortaligas e flores. Esse patdgeno
afeta diversas culturas de importincia econdmica, como uva, morango, tomate,
alface, feijao, girassol e rosa, provocando perdas expressivas tanto no campo
quanto na pos-colheita, sobretudo em condi¢oes de elevada umidade. Estd
classificado entre os 10 fungos patogénicos de maior impacto econdmico
na agricultura, B. cinerea pode ocasionar perdas de até 50% da producio em
condi¢oes ambientais favordveis e na auséncia de manejo adequado, com
varia¢des dependendo do clima e das préticas agricolas adotadas.

Os estudos com dleo essencial de melaleuca demonstram potencial
antifingico contra B. cinerea, atribuido principalmente aos efeitos de seus compostos
ativos sobre a integridade mitocondrial do patdgeno. Estes compostos provocam
danos as mitocondrias, levando A interrupgao do ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA)
¢ a0 acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que resulta em disfuncio
mitocondrial irreversivel (LI ez 4/, 2017; XU, 2017). Efeitos demonstraram que
0 0s ativos com o terpinen-4-ol, principal constituinte do 6leo, ¢ com o 1,8-cineol
atuam, respectivamente, sobre a bicamada lipidica das membranas celulares e
sobre a fungio das organelas intracelulares de B. cinerea. Quando utilizados em
combinagdo, apresentam uma agio antifiingica sinérgica, comparavel a do 6leo
essencial completo (TTO), sendo o terpinen-4-ol responsdvel por desestabilizar
as membranas celulares, enquanto o 1,8-cineol compromete o funcionamento das
organelas (YU ez al., 2015). Outro patdgeno de relevancia incluido ¢ Penicillium
expansum, também considerado um fungo de grande interesse na 4rea agricola.
Estudos recentes tém demonstrado a eficdcia de alternativas sustentdveis, como o
dleo essencial de melaleuca, no controle dessa linhagem fingica. Os compostos
presentes no 6leo causam danos & membrana plasmatica do fungo, resultando no
vazamento de DNA, proteinas, glicose e lipidios. Dessa forma, o 6leo essencial de
melaleuca tem sido proposto como uma alternativa natural eficaz para a melhoria

da qualidade e conservagao de frutas, prevenindo a proliferacio de P expansum e B.
cinerea em produtos pds-colheita (WEI ez al.,2018; ROCHA NETO ez al., 2019).

5. CONCLUSAO

A cienciometria constitui uma ferramenta metodoldgica robusta
para a avaliagdo de c/usters tematicos, permitindo a identificacio dos temas
de maior relevincia em um determinado campo de pesquisa. Essa abordagem



possibilita mensurar o impacto e a relevincia dos artigos cientificos, além de
mapear lacunas existentes na literatura. Nesse contexto, no caso da espécie
Melalenca artefonilia, a principal forma de utilizagao estd relacionada ao éleo
essencial, sendo que mais de 90% das publica¢oes cientificas sobre o tema
abordam esse composto. A aplicacao cldssica do dleo essencial concentra-se,
principalmente, em suas atividades antibacteriana e antifingica, aplicadas
na drea de saude e agricultura. Com o avango das investiga¢oes, hd uma
tendéncia crescente em explorar o potencial desse 6leo e suas aplicagoes em
diversas dreas, como as ciéncias bioldgicas, farmacoldgicas, odontoldgicas,
agricolas, veterindrias e cosméticas. Entretanto, um dos principais
desafios tecnoldgicos atuais no uso do dleo essencial de melaleuca estd no
desenvolvimento de formulagoes estdveis, homogéneas e bioativas para sua
aplicacdo. Esse desafio ¢ amplamente atribuido ao seu elevado coeficiente de
particao, caracteristica que reflete sua alta lipofilicidade e baixa miscibilidade
em sistemas aquosos. Tal propriedade dificulta a obtencio de formulagoes
estdveis, homogéneas ¢ com adequada biodisponibilidade. Diante disso,
diversas abordagens tecnoldgicas tém sido exploradas, incluindo o uso de
emulsificantes, nanoemulsoes, lipossomas, sistemas de encapsulamento com
polimeros naturais (como amido ou alginato) e carreadores com liberagio
controlada, visando otimizar a estabilidade, eficicia e seguranca do 6leo em
aplicagoes nas dreas agricola, cosmética e de alimentos.
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1. INTRODUCAO

A natureza abriga uma grande diversidade bioldgica, desde organismos
visiveis a olho nu até microrganismos que sé podem ser observados com auxilio de
técnicas microscdpicas. Enquanto a distingao entre animais de diferentes espécies,
como um coelho e uma raposa, ¢ relativamente simples para o observador, o
universo microbiano apresenta um desafio muito maior. Fungos e leveduras, por
sua vez, possuem elevada plasticidade morfoldgica e diversidade ecoldgica, o que
torna sua identificagio mais complexa. Apesar de existirem hd milhdes de anos, os
sistemas de classificagdo e identificagio de fungos continuam em constante evolugio,
especialmente com a integracio de dados moleculares e filogenéticos(RODGERS,
2011). Ainda assim, a identificagio morfoldgica ocupa papel central como ponto
de partida para a caracterizagio de fungos e leveduras. Essa abordagem permite
agrupar isolados com base em caracteristicas visiveis, fornecendo informagoes
iniciais que orientam andlises subsequentes nas reas clinica, ambiental ¢ industrial
(MCCLENNY, 2005). Além de ser acessivel e rdpida, a andlise morfolégica
possibilita avaliar o estado fisioldgico das culturas, algo que nem sempre é perceptivel
por métodos moleculares (HIBBETT ez al., 2016).

As diferengas entre fungos filamentosos ¢ leveduras ilustram a
importincia dessa abordagem. Os fungos filamentosos desenvolvem hifas
alongadas e ramificadas que formam o micélio, estrutura multicelular
capaz de colonizar substratos sélidos e explorar o espaco de forma eficiente,
desempenhando papel essencial na decomposicio da matéria orginica e na
ciclagem de nutrientes (DE VRIES ¢z al., 2017). Por outro lado, as leveduras
s3o microrganismos unicelulares, geralmente arredondados ou ovais, que se
reproduzem predominantemente por brotamento ou fissio, adaptando-se a
ambientes aqudticos e nichos ricos em nutrientes (KURTZMAN; FELL, 1998).

Essa distingdo morfoldgica estd diretamente  associada  a
estratégias  adaptativas  diferentes:  enquanto  fungos  filamentosos,
como  Aspergillus e  Penicilium, sao fundamentais na  produgao
de antibidticos, 4cidos orginicos e enzimas, as leveduras, como
Saccharomyces cerevisiae, sio amplamente utilizadas em processos fermentativos
(RADOSA et al., 2019; MEYER e 4l., 2020). Esses atributos nio sé impactam
a ecologia dos organismos, mas também sua aplicagao biotecnologia, tais como
fermentagoes, produgao de enzimas ou metabdlitos. Este capitulo tém como
objetivos apresentar os fundamentos principais para observagao de microrganismos
em meios solidos, descrever as principais caracteristicas morfoldgicas que
distinguem fungos filamentosos e leveduras, preparar o leitor para compreender as
técnicas de andlise macroscopica de coldnias e microscopica de estruturas celulares,
reconhecendo tanto o potencial quanto s limitagoes dos métodos.



Fungos sio organismos eucaridticos heterotréficos que se
distinguem por absorver nutrientes do ambiente, apresentarem paredes
celulares com quitina, reserva de glicogénio e ciclos que podem incluir
fases haploides, dicaridticas e diploides (MAIA; DE CARVALHO ]JR.,
2010). A classificagio moderna, baseada em filogenia molecular aliada &
morfologia, reconhece sete filos principais como verdadeiros fungos (stricto
sensu): Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Blastocladiomycota,
Glomeromycota, Neocallimastigomycota ¢ Zygomycota (nesta tiltima inclusao
por conveniéncia pratica), além de grupos tradicionalmente agrupados como
“latosensu”, como Myxomycota (HIBBETT et al., 2007; KIRK ez al., 2008).

2. FUNGOS: CLASSIFICACAO E DIVERSIDADE

3. REPRODU(;AO SEXUADA E ASSEXUADA

A reprodugao assexuada ocorre por mitose ¢ formagao de estruturas
como conidios ou esporingios, permitindo rapida dispersao e colonizagao.
Jdareprodugio sexuada envolve plasmogamia, cariogamia e meiose, gerando
esporosgeneticamente diversos. Em gruposcomo Ascomycota eBasidiomycota,
ha uma fase dicari6tica em que dois nicleos haploides coexistem na mesma
célula, antes da cariogamia (MAIA; DE CARVALHO JR., 2010).

Leveduras e fungos filamentosos podem se reproduzir por disseminagao
de hifas, divisio celular (brotamento nas leveduras) e producio de esporos,
que podem ser assexuados ou sexuados (MADIGAN ez al., 2016). Os esporos
assexuados reprodutivos sao formados nas hifas aéreas por mitose e divisao celular,
resultando em estruturas chamadas conidiéforos ou blastoconidios, discutidas
neste capitulo. Os produtos deste tipo de esporo terao caracteristicas idénticas as do
organismo gerador, sem variagao genética (TORTORA, FUNKE, CASE, 2017).

Os esporos sexuados sao parte das caracteristicas que diferenciam os filos.
E provavel que todos os fungos sejam capazes de produzir esporos sexuados, apesar
de nio ser uma forma recorrente (MADIGAN et al., 2016). Nesta situagio, o
esporo vai ser resultado da unido genética de dois organismos parentais, ou seja, a
fusao de duas células haploides provenientes de organismos diferentes, que passard
pelas etapas de plasmogamia > cariogamia > meiose (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017). Cada grupo possui um esporo sexuado caracteristico: ascosporos,
presente nas leveduras, sao produzidos dentro de estruturas chamadas asco, que
se assemelham a sacos fechados; basididsporos, comum aos basidiomicetos, sio
feitos em estruturas chamadas basidios; e os zigdsporos, dos Zigomicetos, formam-
se por fusao de hifas com troca genética (MADIGAN ez 4l., 2016).

Esporos ftngicos diferem dos esporos bacterianos pela diferente



funcio (gerar um novo organismo) e menor resisténcia a condigoes
ambientais adversas, comparativamente. Os esporos tém maior facilidade de
distribui¢do, permitindo a germinagao de fungos em maiores dreas.

4. DIVERSIDADE E ESPECIES NO BRASIL

Estima-se que existam entre 2,2 a 4 milhdes de espécies de fungos no
mundo, das quais aproximadamente 120.000 j foram formalmente descritas
(HAWKSWORTH; LUCKING, 2017; KIRK et 4l, 2008). Isso signiﬁca
que conhecemos apenas cerca de 3% a 8% da diversidade fungica global. No
Brasil, o projeto Flora e Funga do Brasil, vinculado ao programa Reflora, registra
atualmente 6.331 espécies de fungos, com maior ocorréncia na Mata Atlantica
(1.664 spp.), seguida pela Caatinga (734 spp.) ¢ Amazonia (519 spp.), enquanto
o Cerrado (291 spp.), o Pantanal (28 spp.) ¢ 0 Pampa (1 sp.) apresentam ntimeros
mais modestos. Regionalmente, a maior diversidade ¢ registrada no Nordeste
(1.749 spp.), seguido pelas regides Sudeste (1.411 spp.), Sul (1.320 spp.), Norte
(743 spp.) e Centro-Oeste (296 spp.) (MAIA; CARVALHO JR, 2010).

Embora esses numeros representem um panorama relevante, ¢
importante salientar que o total de espécies disponibilizado nas listas e
catdlogos existentes, incluindo o presente trabalho, nio reflete a totalidade
da diversidade fingica nacional. Diversas publica¢oes, como listas estaduais,
regionais (MAIA et al.,, 2015; CRUZ; GUSMAO, 2009) e de abrangéncia
nacional, como a de Mendes ez /. (1998), posteriormente atualizada pela
Embrapa (http://pragawall.cenargen.embrapa.br/aiqweb/michtml/
fgbancoOl.asp) ndao puderam ser incorporadas integralmente nesta
compilagao. Assim, a presente lista deve ser considerada preliminar, embora
constitua uma oportunidade importante para sistematizar dados antes
dispersos ¢ reunir informagoes sobre a ocorréncia de fungos no Brasil. O
Quadro 1 apresenta os 20 géneros mais diversos de fungos registrados no
pais, indicando o nimero total de espécies e aquelas consideradas endémicas.

Quadro 1 - Dados das principais espécies de fungos encontradas em
territdrio brasileiro

GENERO FUNGOS ’]IE;(S)PT]? éﬁ;g Ei?)I;i)Elz\f[jllg iS
Puccinia 252 64
Uromyces 102 32

Xylaria 91 8




Uredo 73 41
Aecidium 67 43
Physarium 50 2
Phellinus 48 5
Glomus 43 0
Ravenelia 43 28
Pythium 41 0
Penicillium 37 0
Hypoxylon 35 2
Prospodium 30 13
Grapis 30 0
Phakopsora 29 8
Achlya 27 0
Hymenochaete 26 2
Phytophthora 24 0
Mucor 23 0
Rhizophydium 23 0

Fonte: Elaborada por Oliveira, S. A. L., com base nas informagoes de MAIA; CARVALHO JR (2010).

5. CULTIVO DE FUNGOS

O cultivo de fungos em meio s6lido ¢ uma etapa fundamental para
sua caracterizagio morfoldgica, pois permite a observagio de parimetros
macroscopicos essenciais, como textura, cor ¢ velocidade de crescimento.
Para isso, o meio de cultura deve fornecer nutrientes adequados e condigoes
fisico-quimicas compativeis com as exigéncias fisiolgicas do organismo.

Diversos meios siao utilizados na micologia, cada um com
composi¢des especificas que favorecem grupos particulares:

o Agar Czapek-Dox: amplamente utilizado para o cultivo de
fungos filamentosos como Aspergillus ¢ Penicillium, contém
sacarose como fonte de carbono e nitrato de sédio como fonte
de nitrogénio, favorecendo o crescimento ¢ esporulagio dessas
espécies (SAMSON et al., 2010);

e MEA - Agar Extrato de Malte: rico em carboidratos



provenientes do extrato de malte, favorece o crescimento de uma
ampla gama de fungos, especialmente Aspergillus, Penicillium e
fungos associados a alimentos (SAMSON ez 4l., 2014);

o OA - Agar de Aveia: rico em nutrientes provenientes da aveia,
utilizado para crescimento e esporulagio de fungos filamentoso de diversas
espécies, incluindo Penicillium e Fusarium (SAMSON et al., 2010).

e PDA - Agar Dextrose Batata: contém extrato de batata e
dextrose, sendo um dos meios mais amplamente usados para
cultivo geral e avaliagio de caracteristicas morfoldgicas (KLICH,
2002).

e RBA- Agar Rose Bengal: inibe crescimento bacteriano e facilita
contagem de fungos em amostras ambientais, com corante que limita
o crescimento de col6nias muito grandes (KLICH, 2002).

e SDA - Agar Sabouraud Dextrose: desenvolvido para
isolamento de fungos patogénicos, apresenta alta concentragio
de glicose e pH 4cido, inibindo parcialmente o crescimento
bacteriano (FORBES ez 4/., 2018).

e YM - Agar de Malte de Levedura: especialmente indicado
para leveduras, contém extrato de levedura e malte, proporcionando
crescimento répido e col6énias bem definidas (KURTZMAN ezal., 2011).

As condi¢oes de incubagio influenciam diretamente a morfologia da
colonia. A maioria dos fungos de interesse ambiental cresce melhor entre 25—
30 °C, enquanto espécies patogénicas humanas muitas vezes se adaptam a 35—
37 °C (DE HOOG et al., 2015). O tempo de incubagio pode variar de 32 7
dias para espécies de crescimento rdpido (Mucor, Rhizopus) até 14-21 dias para
espécies de crescimento lento (Zrichophyton, Histoplasma). A luz também pode
atuar como fator morfogenético, influenciando a esporulagio e pigmentacio
em certos géneros, como Fusarium e Alternaria (PITT; HOCKING, 2009).

Outro parAmetro critico ¢ o pH do meio. Fungos, de modo geral,
apresentam melhor crescimento em condigoes levemente 4cidas (pH 4,5-6,0),
o que, além de favorecer seu metabolismo, auxilia no controle de bactérias
contaminantes (MADIGAN ez 4l., 2018). Caso o meio seja preparado
incorretamente e apresente pH inadequado, pode-se corrigi-lo por acidificacao
controlada, utilizando solugoes estéreis de 4cido lactico ou 4cido tartdrico
até atingir o pH descjado (ATLAS, 2010). A acidificacio ¢ especialmente
importante quando se utilizam matérias-primas que alteram a composi¢ao
final do meio ou quando se busca evitar o crescimento bacteriano competitivo.

O sucesso do cultivo depende também de praticas assépticas
rigorosas durante a preparagio, inoculagio e incubagio, pois a presenca de
contaminantes pode comprometer a interpretagio morfoldgica.



6. TECNICAS DE ISOLAMENTO E REPIQUE

O primeiro passo para o isolamento ¢ passar a amostra para um meio
de cultura que permita o crescimento satisfatério de leveduras e fungos,
mas que iniba o crescimento de demais organismos. Para tal, o emprego
de antibiéticos pode se mostrar uma alternativa, além da correta selegao
do meio de cultura. E vélido lembrar que os parAmetros de crescimento
de fungos e leveduras sio o suficientemente distintos dos parimetros de
bactérias, permitindo que possam ser utilizados como uma vantagem na
hora do isolamento. Os valores de pH, a temperatura e também o tempo
de crescimento de cada espécie podem agir como inibidores, ou pelo menos
como indicadores do que cada coldnia representa. Isso pode auxiliar o
pesquisador na sua tarefa de identificagio macro.

6.1 METODO DE DILUICAO

A técnica mais comum, que apresenta bons resultados, ¢ a de diluigao
em placas (CROUS ezal.,2019; GAMS, 1992; JOHNSON; CURL, 1972).
Ela prevé a obtencio de coldnias suficientemente separadas, que poderao
ser repicadas para um meio de cultura novo, mais seletivo. Neste método,
dilui-se o solo em dgua destilada na propor¢ao 1:10.000 (diluigio 1:10 (m/v)
repetida 10 vezes). Obtém-se entdo uma aliquota de 1 mL para ser pipetada
na placa de Petri com o meio de cultura escolhido. Utilizar uma al¢a de
Drigalski pode resultar em um espalhamento mais uniforme. Uma vez feito
este plaqueamento, incuba-se a placa a 25-30 °C. O pesquisador pode ajustar
adilui¢ao conforme julgar necessario, entretanto, pois adepender da amostra
pode haver mais ou menos microrganismos capazes de se desenvolver.

O resultado esperado desta técnica ¢ uma placa com o crescimento de
coléniasbem definidase separadas. Porvoltade 5 a 30 coléniasdevem ser o suficiente
(BILLS ez al.,2004). A partir disso ¢ possivel repicar cada col6nia para novos meios
de cultura, com o auxilio de uma al¢a de inoculagao, empregando movimentos de
estrias de esgotamento. Espera-se que este procedimento seja repetido somente
algumas vezes para obter-se uma colonia pura (YARROW, 1998).

A decisao de quais coléonias isolar nao deve ser arbitraria. E sugerido
que o pesquisador trace um planejamento de isolamento, a depender da
abundincia de resultados obtidos. Bills ez /. (2004) sugere duas opgoes:
para um rendimento relativamente baixo de microrganismos. O autor sugere
determinar previamente um nimero de isolados a serem obtidos de cada
plaqueamento, e seguir este niimero a risca caso deseje-se comparar diferentes
origens de amostras. Caso espera-se ter um alto numero de crescimento,
sugere-se entao isolar todas as colonias que obter de um nimero limitado, e



pré-determinado, de placas. O pesquisador pode acabar por ter de trabalhar
com um alto nimero de placas/isolados, mas com organizacio e prética deve
ser possivel processar todas as amostras sem problemas.

6.2 METODO POUR PLATE

O método pour plate é amplamente utilizado na microbiologia para
quantificacio de microrganismos vidveis, incluindo bactérias e fungos, e
envolve a mistura de uma suspensio microbiana com édgar fundido, seguida
do derramamento em placas de Petri. Zhang e# a/. (2023) destacam que a
técnica tradicional pode comprometer a viabilidade de microrganismos
sensiveis ao calor, pois o dgar fundido atinge temperaturas de 45-50 °C
antes da solidificagao. Para contornar essa limitagao, o pesquisador propoe
a esterilizagao separada dos componentes do meio, permitindo a adi¢ao de
nutrientes sensiveis ao calor apés a esterilizagao e o resfriamento do 4gar.
Essa modificagao resulta em maior recuperacao de unidades formadoras de
colonia (UFC) e melhor crescimento de fungos e leveduras.

Na pritica, o pesquisador deve preparar uma suspensio da amostra
contendo esporos ou fragmentos miceliais, diluindo-a adequadamente em
solucao estéril. Uma aliquota ¢ misturada com o dgar previamente resfriado,
¢ a mistura ¢ vertida em placas estéreis. Durante a incubagio, geralmente a
25-28°C para fungos filamentosos, colonias distintas crescem tanto na
superficie quanto no interior do dgar. O resultado esperado ¢ a obtencio
de colonias bem definidas e separadas, que podem ser repicadas para meios
seletivos de manutencao. Essa abordagem permite nao apenas quantificar
microrganismos vidveis de forma mais precisa, mas também melhorar
o isolamento de espécies mais sensiveis, como leveduras e certos fungos
ambientais, tornando o pour plate uma ferramenta ainda mais confidvel para
estudos ecoldgicos, industriais ou clinicos.

6.3 INOCULACAO EM PONTO UNICO

A inoculagao em ponto unico ¢ uma técnica amplamente utilizada
para o estudo do crescimento de microrganismos, especialmente fungos
filamentosos. Nesse método, uma aliquota do inéculo ¢ depositada no centro
da placa contendo meio de cultura sélido, permitindo a observacio radial
do crescimento a partir de um ponto unico. Essa abordagem proporciona
condi¢des padronizadas para avaliar parimetros como velocidade de
crescimento, formagio de halo de expansao micelial e morfologia da colonia
(PITT; HOCKING, 2009; ALMANCA et al., 2021).

As vantagens do método incluem a simplicidade, a redugio do risco



de contaminacio cruzada e a facilidade de mensuragio do crescimento em
diferentes tempos. Entretanto, a técnica exige cuidado durante a inoculagio,
principalmente no caso de fungos esporulentos, cuja liberagao de esporos pode
interferir no crescimento homogéneo ou contaminar a superficie do meio.
Estudos demonstram que pequenas variagoes na quantidade de in6culo ou na
posicao central podem influenciar significativamente os resultados, ressaltando
a importincia de procedimentos padronizados (GROHS ez /., 2019).

Figura 1 - Representacio esquematica da metodologia de inoculagio em ponto central

Preparo do meio de Verter o meio de Placa contendo o
cultura cultura fungo

g : k‘- ﬁ S
15mina 121°C Placa de petri Isolado anteriormente
Posicionar a placa Fazer o ponto Incubar na

na posi¢io invertida central na placa estufa

Assim evita a queda de esporos no meio

7 dias a.'28 °C

N

Fonte: Elaborada por Oliveira, S. A. L., com auxilio do ChatGPT (2025).

Inicialmente, 0 meio de cultura é preparado e esterilizado em autoclave
por 15 minutos a 121 °C. Em seguida, o meio ¢ vertido na placa de Petri e
deixado em repouso até a completa solidificagao. Apds isso, seleciona-se uma
placa contendo o fungo isolado desejado, repicado anteriormente. A placa com
o meio solidificado ¢ entdo invertida, e, com o auxilio de uma al¢a de gancho
previamente esterilizada, retira-se um fragmento fingico da placa matriz e
deposita-se no ponto central da nova placa. Por fim, as placas sao incubadas
em estufa, invertidas, entre 28-30 °C por aproximadamente 7 dias.

6.4 PUREZA E CONTAMINACOES VISIVEIS

A fimdeidentificarum microrganismo, o pesquisador deve ter certeza
de estar trabalhando com uma colénia pura. Os métodos de isolamento
devem servir para a obten¢ao de uma, mas para concluir que se atingiu o
nivel adequado de pureza deve-se ser capaz de identificar contaminagdes, seja
aolho nu, seja por técnicas laboratoriais de identificacio.

Numa primeira identificagio macroscépica jd deve ser possivel identificar



boa parte das diferencas entre colonias. Analisar a forma e tamanho do crescimento
da colénia, cor (tanto de sua superficie quanto do reverso da placa), textura,
topografia, brilho e possiveis reagdes do meio ao redor da colénia podem oferecer
bons insights quanto 4 identidade do microrganismo. Estas mesmas caracteristicas
serdo utilizadas na identificagio do microrganismo, porém também sio bons
apontadores da presenca de diferentes cepas crescendo concomitantemente.
Com pratica, o pesquisador deve ser habil em identificar contaminagoes
que nio sejam nem mesmo Gbvias. As vezes a variacdo de uma coldnia para
outra ¢ uma leve coloragio diferente, ou uma textura que se diferencia da
do microrganismo alvo, ou um tamanho de colénia distinta. E importante
lembrar que as condi¢des de crescimento dentro do meio e da placa de Petri
vao ser as mesmas para todos os organismos ali presentes, entao diferencas em
seus aspectos vao ser exclusivamente causadas por serem de taxons diferentes.

7. MICROSCOPIA E TECNICAS DE PREPARA(;AO

Parte fundamental em qualquer laboratério de microbiologia ¢ a
observagao dos organismos sob o microscépio. A microscopia vai permitir a
observagao de suasestruturas, e consequentemente aidentificagao e caracterizagao
do microrganismo estudado. O preparo de uma ldmina para leveduras ¢ mais
simples, podendo ser o mesmo preparo empregado para bactérias (coloragio
de Gram). Para os fungos filamentosos o procedimento ¢ mais complexo,
considerando que tomar uma al¢ada de uma col6nia ird descaracterizar as
estruturas formadas pelas células. A limina a fresco para fungos filamentosos
nio ¢ uma técnica completamente dispensdvel, uma vez que no dia a dia do
laboratério pode fornecer informagdes importantes de forma répida. Porém
para uma andlise mais completa, ¢ necessdrio o emprego do microcultivo.

7.1 PREPARO DE LAMINAS

Para a montagem de laminas, Crous ¢# 4/ (2019) descreve algumas
opgoes de preparagio para fungos. Uma das possibilidades, provavelmente a mais
comum, ¢ a de coletar uma parte do crescimento do microrganismo com uma
alca de inoculagio (ou do 4gar no qual esta crescendo), ¢ depositar numa gota
de 4gua destilada posicionada numa limina devidamente limpa. Cobre-se esta
gota com uma laminula e posiciona-se a limina no microscpio para observagao.

Outra possibilidade ¢ utilizar uma fita adesiva. Corta-se um pequeno
pedaco de fitaadesiva, pressiona-a contra o crescimento do micélio. A parte adesiva
¢ grudada em uma gota de 4cido latico em uma lamina. Outra gota é colocada sobre
a parte nao adesiva, e uma laminula ¢ posicionada. Esta técnica também permite
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a observacao microscopica da contaminagio de qualquer superficie em que se
grudar a fita adesiva, se assim for desejado. Também ¢ uma opcao que permite
algumas observagoes de fungos filamentosos, como micélio aéreo ou quando ¢
necessério estudar a esporulagio sem muitos disttrbios & estrutura.

7.2 MICROCULTIVO

Uma técnica para observagao de fungos filamentosos que preserva suas
estruturas ¢ o microcultivo. Como Crous ez 4. (2019) descreve, um pequeno
quadrado de 4gar ¢ posicionado no centro de uma limina devidamente
esterilizada. Entdo, com uma al¢a de inoculagio, os quatro lados deste bloco
de 4gar sao inoculados com o fungo alvo. Cobre-se este bloco de dgar com uma
laminula. Dentro da placa, porém sem encostar no esquema limina-dgar, coloca-
se um pedaco de algodao embebido em dgua destilada, para manter a umidade.
Fecha-se a placa de Petri, que ¢ entdo cuidadosamente colocada para incubar.

Nota-se que o bloco de dgar deve ser menor do que a laminula,
porém nao deve ser pequeno demais que os nutrientes se esgotem antes do
crescimento adequado do fungo. Espera-se que o organismo cres¢a de maneira
satisfatéria, aderindo tanto a laminula quanto a limina. Por isso ¢ possivel
utilizar qualquer uma das duas para observa¢ao microscdpica, bastando pingar
uma gota do corante escolhido, como se fosse preparar uma limina a fresco.

7.3 COLORACAO DE GRAM

A mesma coloragio de Gram utilizada para bactérias pode ser
utilizada para leveduras. Segundo Moreira, Carvalho ¢ Frota, (2015), o
procedimento para a coloragao de Gram ¢ como se segue:

Prepara-se uma limina devidamente limpa. Posiciona-se uma gota
de 4gua destilada no centro da lAmina. Com uma al¢a de inoculagio, coleta-
se uma pequena quantidade do crescimento da coldnia, e deposita-se na gota
de 4gua destilada. E ideal nio carregar muito a alga.

Fixa-se o esfregaco por calor, rapidamente passando a lamina na
chama. Tomar o devido precaugio para nio “queimar” o esfregaco, que
pode deteriorar as células. O objetivo ¢ evaporar a 4gua, deixando somente a
biomassa de leveduras fixada na lAmina.

Procede-se entao para a coloragao: cobrir o esfregaco por 1 minuto
com solucao cristal violeta. Descartar, e lavar o esfregaco com dgua destilada.
Cobrir entao por 1 minuto com solugao lugol. Descartar, e lavar novamente
com 4gua destilada. Cobrir o esfregago por no maximo 15 segundos com
acetona, ou dlcool-cetona. Lavar com dgua destilada. Por fim, cobrir com
a safranina por 30 segundos, descartando e lavando com dgua destilada.
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Esperar a lamina secar para fazer as observagdes no microscépio.

Figura 2 - Representacio esquemética da coloragao de Gram para leveduras

coloracao

esfregaco

cristal  lugol gafranina
violeta
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Fonte: Elaborado por Nascimento, M. M. F,, com auxilio do ChatGPT (2025).
7.4 COLORACOES

Para fungos filamentosos, ¢ comum utilizar lactofenol azul de
algodio. Para a preparagio deste corante, segue-se o protocolo (CROUS ez
al.,2019) (Universidade de Adelaide, [20-]):

Lactofenol azul de algodio
Ingredientes:

e 1 mL deazul deanilinaaquoso 1%; 15 mL de fenol aquoso 15%;
4 mL de 4cido acético.

Preparo:

e Lembre-se de utilizar luvas ¢ jaleco.

e Em um béquer, adicione o fenol aquoso no 4cido acético.
Homogenize com um bastao de vidro ou com um agitador
magnético. Adicione o azul de anilina. Misture novamente.

e Armazenar em um frasco escuro, & temperatura ambiente.

Para coloragio de Gram, ttil para a observagio de leveduras,



utiliza-se cristal violeta, lugol e safranina, ou fucsina. Segue-se o protocolo

(MOREIRA; CARVALHO; FROTA, 2015):
Cristal violeta
Ingredientes:

e Solugio A: 2 gde violeta de metila; 100 mL de dlcool etilico;
100 mL de alcool metilico.
e Solugio B: 4 g de oxalato de aménio; 400 mL de 4gua destilada.

Preparo:

e Lembre-se de utilizar luvas e jaleco.

e Emumbéquer, misture osingredientes dasolugio A. Homogenize,
com um bastio de vidro ou com um agitador magnético.

e Em outro béquer, faga 0 mesmo para a solugio B.

e Uma vez que cada solugio esta devidamente misturada e
dissolvida, misture as duas. Deixe em repouso, a temperatura
ambiente e longe da luz, por 24 horas.

e Apds este periodo, filtre a solucio, entao armazene-a em um
frasco escuro, & temperatura ambiente.

Lugol
Ingredientes:

e 3 gdeiodo metilico; 4,5 g de iodeto de potdssio; 450 mL de
4dgua destilada.

Preparo:

e Lembre-se de utilizar luvas e jaleco.

e Misture tudo em um béquer. Homogenize, utilizando bastao de
vidro ou com agitador magnético. Armazene em frasco escuro,
a temperatura ambiente.

Safranina
Ingredientes:

e 2,5 gde safranina; 500 mL de 4gua destilada.



Preparo:

o Lembre-se de utilizar luvas ¢ jaleco.

e Misture tudo em um béquer. Homogenize, seja com bastao de
vidro ou agitador magnético. Armazene em frasco escuro, a
temperatura ambiente.

8. TIPOS DE MICROSCOPIA

Um microscépio dptico tem capacidade de visualizagio de objetos de
200 nanémetros até 10 nandémetros (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).
Isso ¢ o suficiente para observar as menores células de bactérias e leveduras
possiveis. Um microscopio dptico emprega luz visivel para iluminar o objeto
de observagio, dentre os quais tem os microscopios de campo claro, de
contraste de fase, de contraste de interferéncia diferencial, de campo escuro e
de fluorescéncia (MADIGAN et 4l., 2016). Trataremos dos mais utilizados,
que sao os microscopios de campo claro e de contraste de fase.

O funcionamento do microscépio de campo claro se baseia numa fonte
de luz focalizada sobre a lamina através de uma lente chamada condensador.
A imagem que o utilizador vé ¢ formada por esse feixe de luz chegando em
outras lentes, a objetiva ¢ a ocular (MADIGAN et al., 2016). Neste tipo de
microscépio, a imagem depende do contraste entre o espécime e a luz, que
ndo costuma ser forte. Por isso as liminas costumam requerer coloragio,
para intensificar este contraste e tornar o objeto observado mais delineado.
O problema deste método ¢ que as células sao inevitavelmente mortas no
processo. H4 alguns casos, entretanto, que dispensam a coloragio, como nos
casos de que o microrganismo ¢ pigmentado naturalmente, por exemplo. Neste
tipo de microscopia, o aumento possivel de imagem nao consegue ultrapassar
2.000x. Costumeiramente esse tipo de aparelho possui lentes oculares de
aumento de 10x a 20x, enquanto possui também lentes oculares de 10x a 100x.
Com uma lente objetiva de 100x, o uso de 6leo de imersio se faz necessario,
para a correcao da refracao da luz causada pelos vidros da lamina e das lentes.

Na microscopia de contraste de fase, 0 espécime nao necessita ser corado,
logo, pode ser observado 77 vive. Neste caso, as estruturas internas de uma célula
também ficam mais nitidas. Para tal, o microsc6pio opera de maneira ligeiramente
diferente do de campo claro. Uma célula possui um indice de refracao diferente
do indice de refragio do meio em que estd. Assim, a luz que tentar atravessar a
célula terd uma diferenca na fase em relagao a luz que tenta atravessar o meio
circundante (MADIGAN ef 4, 2016) (TORTORA, FUNKE, CASE, 2017), ¢
esta diferenca que o microscpio aumenta e projeta para o visualizador. A imagem
resultante é uma variagio de um campo claro a tons de cinza e preto.



As leveduras sio um tipo de fungo unicelular, compreendidos dentro
dos grupos Ascomycota e Basidiomycota(CROUS ez al.,2019). Apesar do grupo
“leveduras” apresentarem comportamento de desenvolvimento semelhante,
compreende um grupo heterogéneo de tixons (CROUS ez 4/., 2019). Dentre
os mais conhecidos tem-se a Saccharomyces, a Candida e a Rhodotorula.

9. MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE LEVEDURAS

9.1 FORMAS CELULARES

As possiveis formas celulares paraleveduras sao variadas. Podem ser elipticas,
esféricas ou até mesmo cilindricas (CAPPUCCINO; WELSH, 2018), apesar de
que Yarrow (1998) descreve ainda mais formas possiveis. Em alguns casos a forma
vai ser especifica do tdxon, porém em outras pode ser um resultado da reprodugao.

9.2 MECANISMOS DE REPRODUCAO

A maneira quase padrao de reprodugio das leveduras ¢ por brotamento,
com poucas excegdes (CROUS ez al, 2019). As manciras de reproducio
vegetativas, além do brotamento, compreendem o método da fissao e as pseudo
hifas. H4 também a reprodugao sexuada, naqual aleveduravai formar ascdsporos.

No caso do brotamento, a célula mie cresce para formar um broto
em seu corpo, uma protuberincia que cresce e eventualmente se desprende
do corpo da célula mae, formando a célula filha. E possivel que vérios brotos
se formem em sequéncia, numa espécie de corrente de diferentes geragoes.
Nao hd uma posi¢ao especifica no corpo da célula da qual a célula filha pode
brotar (CROUS et 4l., 2019; YARROW, 1998).

O método de fissio ocorre quando as células se dividem de
maneira semelhante 4 qual as bactérias se dividem. E caracteristico do gene
Schizosaccharomyces(CROUSer al., 2019; CAPPUCCINO; WELSH, 2018).

Quanto as pseudo hifas, algumas espécies de leveduras formam
estruturas que se assemelham as hifas dos fungos filamentosos, com a diferenca
de que elas ndo formam uma estrutura multicelular. Isso ocorre quando uma série
de células alongadas permanecem ligadas. Quando a “hifa” ¢ quebrada, as células
se separam. Isso pode ocorrer, por exemplo, com a Candida albicans. As questoes
nutricionais do meio podem influenciar nesta ocorréncia (YARROW, 1998).

9.3 ESTRUTURAS OBSERVAVEIS

O que diferencia as leveduras dos fungos filamentosos ¢ sua caracteristica
unicelular. Apesar de, em alguns casos, formar pseudo hifas, as leveduras nao vao



apresentar estruturas mais complexas como hifas aéreas ou esporangios de suporte.

Uma caracteristica facilmente observavel serd o brotamento. Células com
uma protuberincia, ou que parecem grudadas uma na outra indicam brotamento. Em
alguns casos pode haver varias células em brotamento em sequéncia (blastoconidios).

As pseudo hifas, como podem ser vistas no caso da Candida albicans,
por exemplo, podem parecer quase como um micélio. Essas estruturas podem
apresentar diversas células arredondadas, tipo leveduras, chamadas conidias,
brotando em suas extremidades e laterais. As conidias podem apresentar
brotamento por si s6 também. Uma literatura sugerida para auxiliar na
identificacio ¢ Barnett e Hunter (1998).

Quadro 2 - Comparagio entre os principais géneros de leveduras

Género/Espécie Textura Cor da Brilho Topografia Observacio:
colonia
Candida albicans Lisa, Creme Acetinado | Convexa Principal levedura
cremosa patogénica humana;

causa candidiase.

Candida glabrata Lisa, Bege- Pouco Convexa Patogeno
cremosa claro brilho oportunista;

resisténcia frequente

a fluconazol.
Candida tropicalis Lisa, Branco Brilhante Convexa Associada a
cremosa infecgdes graves em
imunossuprimidos.
Candida krusei Seca, Bege e Pouco Plana Patogeno emergente;
rugosa marrom brilho naturalmente

resistente a

fluconazol.
Saccharomyces Cremosa, Bege Suave Convexa Usada em
cerevisiae pastosa fermentagoes

alcodlicas e
panificagdo; modelo
biotecnologico.

Saccharomyces Cremosa, Bege- Brilhante Convexa Usada como
boulardii umida claro probidtico contra
diarreias.
Rhodotorula Lisa, imida Rosae Brilhante Convexa Pigmentada;
mucilaginosa laranja patdgeno

oportunista em

imunossuprimidos.




Cryptococcus Mucoide, Branco a | Brilhante Convexa Causa
neoformans viscosa creme neurocriptococose
em pacientes HIV+.
Cryptococcus gattii Mucoide, Creme e Brilhante Convexa Patogeno
viscosa bege primario em
imunocompetentes
(infec¢@o pulmonar/
neurologica).
Lodderomyces Lisa, Branco Suave Convexa Associada a
elongisporus cremosa infecgdes em
corrente sanguinea.
Schizosaccharomyces Lisa, seca Branco Pouco Plana Usada em pesquisas
pombe brilho de ciclo celular;
reproduz por fissao
binaria.
Pichia kudriavzevii Lisa, Branco Suave Convexa Usada em
cremosa fermentagdes
alimentares (cacau,
café).
Debaryomyces Lisa, seca Branco Pouco Plana Tolerante a sal,
hansenii brilho usada em curagem
de queijos e
embutidos.
Yarrowia lipolytica Lisa, Amarela- | Brilhante Convexa Produz lipases e
cremosa clara acidos graxos de
interesse industrial.
Malassezia furfur Cremosa, Brancaa | Brilhante Convexa Parte da microbiota
umida creme da pele; associada a

dermatite seborreica.

Fonte: Elaborado por Oliveira, S. A. L., com base nas informacées de microrganismos da

Rede Specieslink (2025).

Quadro 3 - Principais estruturas microscépicas de leveduras

Género/Espécie

Formato celular

Candida albicans

Oval a alongada

Candida glabrata

Esférica

Candida tropicalis

Oval




Candida krusei Alongada
Saccharomyces cerevisiae Oval a esférica
Saccharomyces boulardii Oval

Rhodotorula spp. Esférica

Cryptococcus neoformans Esférica

Cryptococcus gattii Esférica

Schizosaccharomyces pombe Cilindrica

Pichia spp. Oval
Debaryomyces hansenii Oval
Yarrowia lipolytica Oval
Malassezia furfur Oval
Kluyveromyces lactis Oval

Fonte: Elaborado por Oliveira, S. A. L., com base nas informagées de leveduras
depositadas na CMIB-PG (2025).

10. MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE FUNGOS FILAMENTOSOS

Diferentemente dasleveduras, os fungos filamentosos, também chamado
de bolores, sio estruturas multicelulares. E possivel identificd-los rapidamente
pela sua aparéncia fisica macro e microscopica, enquanto as leveduras podem
demandarum pouco maisde técnicas paradiferencid-lasde bactérias. Sua principal
caracteristica serd, entdo, a formagao de hifas, apesar de haver outras estruturas
observéveis também importantes. Os fungos filamentosos estio presentes nos
grupos Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Zoopagomycota, Mucoromycota,
Ascomycota e Basidiomycota (seguindo classificagio apresentada por Crous ez
al. (2019), onde ¢ esclarecido que a denominagio comum “Zygomycota” é, na
verdade, uma jungio dos filos Zoopagomycota e Mucoromycota).

10.1 ESTRUTURAS BASICAS

Como ji mencionado, o principal ponto a respeito da morfologia
dos fungos filamentosos sio as hifas. Sio longos filamentos (por isso sua
denominagio como “filamentosos”) de células conectadas uma a ponta da outra
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). A estrutura da hifa se deve pela parede
celular assumir uma forma tubular, que a0 envolver a membrana citoplasmatica

de diversas células, as alinha e forma a hifa (MADIGAN et 4l., 2016). Em sua



grande maioria, esta parede celular ird envolver a célula ao todo, tornando visivel
adivisao de uma célula para outra, recebendo entio o nome de hifa septada.

Porém, ha casos que fogem a regra. Algumas espécies pertencentes
aos grupos Zoopagomycota ¢ Mucoromycota apresentam hifas nao septadas, ou,
entao, hifas cenociticas. Nesta situacao, a parede celular que forma a hifa nao
forma as paredes transversais que separam cada célula. Ao observar a estrutura,
serd possivel ver um filamento longo ¢ continuo (MADIGAN ez al., 2016;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2017; CROUS ez 4l., 2019).

Estas estruturas se desenvolvem concomitantemente e em tal tamanho
que seu conglomerado, 2 olho nu, se parece com tufos. Esta estrutura macroscopica
¢ chamada de micélio (MADIGAN et 4l., 2016; CAPPUCCINO, WELSH,
2017). O micélio ¢ formado por hifas vegetativas, que se desenvolvem ao longo do
substrato com o objetivo de captar nutrientes, e sob as condiges propicias, pode
ter umaoutra por¢ao de hifas relacionadas a reprodugao, que se desenvolvem acima
da superficie, chamadas hifas aéreas (MADIGAN ¢z 4/.,2016; CAPPUCCINO;
WELSH, 2017; TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Figura 3 - Morfologia basica de fungos filamentosos

Conideos

Fialideos

Micélio

Vésiculas

Conidioforo

Hifas

Fonte: Elaborada por Oliveira, S. A. L., (2025).



10.2 ESTRUTURAS REPRODUTIVAS

As hifas aéreas possuem em suas extremidades estruturas especializadas
chamadas de conidiéforos. Sua fun¢io ¢ produzir esporos, os conidios, que
compdem a reprodugao assexuada dos fungos filamentosos. Sua presenga confere ao
micélio uma aparéncia pulverulenta (MADIGAN ez 4/, 2016). Esta estrutura estd
presente, por exemplo, nos Penicillium e nos Aspergillus (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2017). Microscopicamente sua aparéncia ¢ de cadeias de pequenas bolinhas
atreladas as pontas das hifas (CAPPUCCINO; WELSH, 2017).

Outra estrutura, semelhante em fun¢io, porém com aparéncia
diferente, ¢ a do esporingio. Produzido por Rbizopus e Mucor, por exemplo,
o esporngio se assemelha a uma bolsa, presente na extremidade de uma hifa
aérea. Em seu interior hd centenas de esporos chamados esporangidsporos
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Microscopicamente parece com uma
bolha, encapsulando diversas bolinhas em seu interior (CAPPUCCINO;
WELSH, 2017).

Quadro 4 - Comparagio entre os principais géneros de fungos

Cor da

Género/
Espécie

Textura

colonia (face
superior)

Pigmentagio
do reverso

Crescimento
(25-30°C)

Observagoes:

Aspergillus
fumigatus

Aveludada,
pulverulenta

Verde-
acinzentado

Incolor

Répido

Patdgeno humano
mais relevante do
género; principal
agente de aspergilose
invasiva.

Aspergillus
niger

Aveludada a
pulverulenta

Marrom

Amarelado

Rapido

Amplamente
usado na industria
para produgao
de acido citrico e
enzimas; algumas
linhagens produzem
fumonisinas;
patdgeno oportunista
(otomicoses).

Aspergillus
flavus

Algodao,
granular

Amarelo-
esverdeado

Amarelo

Moderado

Produtor de
aflatoxinas (altamente
carcinogénicas);
patdgeno humano e
animal; contamina
graos e oleaginosas.




Amarelado

Rapido

Fonte historica de

107

Penicillium Aveludada,
pulverulenta

chrysogenum

Verde-
azulado

Verde-

Amarelado

Moderado

penicilina; producgao

industrial de
antibioticos.

Principal agente de
podridao em magas;

Algodao a

Penicillium
flocosa

azulado

expansum

Avermelhado

produz patulina,
micotoxina relevante

Moderado

agressivo em varias

€m Ssucos.

Fitopatogeno

Fusarium
oxysporum

Algodao,
flocosa

Rosa, lilas

Roxo-claro

Moderado

d

culturas; producdo

de micotoxinas
(tricotecenos,
fumonisinas).

Produtor classico
e fumonisinas (B1,

Fusarium
verticillioides

Algodao,
aveludada

Branca a
lilas

Rapido

B2); associado a

leucoencefalomalécia

equina e cancer de

esofago em humanos.

Amplamente usado

Trichoderma
harzianum

Algodao,
compacta

Verde
intenso

Incolor

Incolor

Rapido

na agricultura como
biocontrolador;
secreta enzimas
hidroliticas
(celulases,
quitinases).

Amplamente
utilizado na

Trichoderma

viride

Algodao,
compacta

Verde
esmeralda

Incolor

Muito

agricultura
como agente de
biocontrole, pois
produz enzimas
hidroliticas
(celulases, quitinases,
glucanases).

Usado em
fermentagdes

Mucor spp.

Algodao,
cotonosa

Branca a
cinza

rapido

Muito

tradicionais (queijos,
bebidas); pode

causar mucormicose
em humanos

imunossuprimidos.

Mofo do pao

Rhizopus

Algodao,

cotonosa

stolonifer

Cinza-escuro Incolor

(patogeno).

rapido




Alternaria
alternata

Cladosporium

Aveludada,
flocosa

Castanho-
escuro

Escuro

Moderado

(alternariol,
tenuazonic acid);
fitopatogeno em

hortaligas e frutas;

respiratorias.

Spp.

Aveludada,
pulverulenta

Verde-oliva a
marrom

Escuro

Lento a
moderado

Fungos de esporos

de pigmentos
melaninicos que
conferem resisténcia,
também produzem
cladosporina (com
acdo antifungica
contra outros fungos).

Spp.

Curvularia

Algodao,
flocosa

Marrom-
escuro

Escuro

Moderado

Fitopatogenos
importantes em
gramineas (arroz,
milho, trigo).

Spp.

Scedosporivum

Algodao,
aveludada

Cinza a preto

Escuro

Moderado

Patdgeno oportunista

(micoses subcuténeas

e sistémicas);
resistente a

antifingicos.

Fonte: Elaborada por Oliveira, S. A. L., com base nas informacoes da Rede Specieslink (2025)

Quadro 5 - Principais estruturas microscopicas de fungos filamentosos

Género/Espécie Estruturas microscopicas
Aspergillus fumigatus Conididforos curtos, cabecas radiadas
Aspergillus Niger Conididéforos negros
Aspergillus flavus Vesiculas grandes, conidios amarelos
Penicillium chrysogenum

Conididforos em “pincel”

Penicillium expansum

Conidioforosramificados

Fusarium oxysporum

Macro e microconidios

Fusarium verticillioides

Macroconidiosdelgados

Trichoderma harzianum

Conidioforos curtos

Trichoderma viride

Conidiéforos compactos

Moucor spp.

Esporangios globosos

Rhizopus stolonifer

Esporangios grandes

Produz micotoxinas

associado a alergias

livres no ar, produtor




Alternaria alternata Conidios multicelulares
Cladosporium spp. Conidios em cadeias
Curvularia spp. Conidios curvos
Scedosporium spp. Conidios inicos

Fonte: Elaborada por Oliveira, S. A. L., com base nas informacées da rede Specieslink (2025).

Através das imagens capturadas em laboratério, foi possivel observar a
morfologia macroscépica das colonias fngicas, conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Fungos inoculados em ponto dnico

Fonte: Elaborada por Oliveira, S. A. L., (2025).

A figuraapresenta placas de BDA inoculadas pela metodologia do ponto
central, nas quais se nota o crescimento dos isolados fungicos: o isolado 1 verso
- A apresenta centro rosado e bordas brancas, o reverso - B apresenta coloragio
rosada com alteragio na tonalidade do meio; o isolado 2 verso - C apresenta regiao
central verde-azulada e extremidades brancas, o reverso - D apresenta coloracio
predominantemente branca; o isolado 3 verso - E apresenta centro alaranjado e
bordas rosa-claro; e o reverso - F apresenta centro laranja e extremidades brancas.

AeB-CMIB154; Ce D - CMIB-167 ¢ E ¢ F — CMIB-282.



10.3 APLICACOES PRATICAS E LIMITACOES DA MORFOLOGIA

A caracterizagio morfoldgica de fungos e leveduras constitui uma
etapa tradicional e fundamental na Micologia. Na prética clinica, a avaliagio de
caracteristicas fenotipicas, como coloragio, textura e velocidade de crescimento
em meios especificos, ainda vem sendo muito utilizada como triagem inicial
para patdgenos oportunistas como Candida spp., Cryptococcus spp. e fungos
filamentosos de relevancia médica (GUPTA et al, 2020). Na industria,
especialmente naséreasdealimentosebiotecnoldgica, aidentificagio morfol6gica
¢ empregada no controle de qualidade, monitorando a presenca de fungos
deteriorantes como as espécies do género Aspergillus e Penicillium ou leveduras
contaminantes em processos fermentativos (PITT; HOCKING, 2009). J&
em pesquisas ambientais, o estudo morfolégico continua sendo relevante para
reconhecer grupos funcionais associados a processos de decomposicio, ciclagem
de nutrientes e interag¢des simbidticas, como micorrizas (BALDRIAN, 2019).

Entretanto, esse método apresenta certas limitagdes. Muitas espécies
de fungos apresentam morfologia convergente, tornando dificil a distingao
apenas por caracteres macroscopicos ¢ microscdpicos — por exemplo, entre
espécies préximas de Aspergillus ou Candida (HOUBRAKEN; FRISVAD;
SAMSON, 2014; TAVANTI et al., 2005). Além disso, fatores ambientais
como composi¢io do meio, temperatura de incubagio e tempo de cultivo
podem modificar as caracteristicas fenotipica, dificultando a padronizacio e
aumentando a subjetividade da andlise (SAMSON ez 4l., 2014).

Nesse contexto, os métodos moleculares representam ferramentas
complementar a identificagio morfoldgica. O sequenciamento da regiao ITS
(Internal Transcribed Spacer) é amplamente aceito como marcador universal
para fungos (WHITE ez al, 1990, SCHOCH et al, 2012), permitindo
diferenciar espécies com morfologias similares. Técnicas como PCR, PCR-
RFLP ¢ sequenciamento multilocus (ex.: f-tubulina, calmodulina, EF-14) tém
sido aplicadas para resolver grupos taxonémicos complexos e identificar espécies
emergentes em contextos clinicos e ambientais (LUCKING et 4/, 2020).

Dessa forma, a abordagem mais adequada ¢ utilizar a morfologia como
etapa inicial de triagem, seguida de confirmagio molecular quando necesséria, seja
para diagndsticos médicos, biosseguranga ou bioprospecgio. Recentemente, estudos
como o de Olumuyiwa ¢# 4/, (2025) ilustraram como a identificagio de fungos
patogénicos em frutas (magas) combina caracterizagao morfoldgica com confirmagio
molecular via ITS, reforcando a necessidade de uma abordagem integrada.

Além das aplicagdes clinicas, industriais ¢ ambientais, a andlise
morfolégica de fungos e leveduras permanece de forma estratégica em
contextos de menor infraestrutura laboratorial, onde métodos moleculares
ainda nao sao acessiveis. Nessas situagoes, a caracterizagio fenotipica fornece



informagoes iniciais para monitoramento epidemioldgico, identificagao de
surtos ¢ até selecao preliminar de isolados para bioprospeccio (KURTZMAN
et al., 2011). Além disso, a morfologia possui relevincia didética, favorecendo
a formacio de estudantes e pesquisadores na compreensio da diversidade
fingica, sendo o primeiro contato com a micologia aplicada. Dessa forma,
apesar das limitagoes, aandlise morfolégica mantém seu valor nao apenas como
técnica auxiliar, mas também como ferramenta de treinamento cientifico.

11. CONSIDERA(;()ES FINAIS

A morfologia continua a desempenhar um papel importante na
micologia, representando a primeira etapa de caracterizagio de fungos e
leveduras. Embora limitada pela plasticidade fenotipica e pela similaridade entre
espécies, mantém-se como ferramenta para a triagem rapida e de baixo custo.

Reforca-se a importincia do uso de chaves de identificagio, descri¢oes
taxondmicas atualizadas e recursos visuais digitais que auxiliem na padronizagio
da anilise. %ando integrada a técnicas moleculares, a morfologia nao perde
relevincia, masse fortalece como parte deumaestratégia polifasicadeidentificagao,
assegurando precisao na identificacio e no entendimento da diversidade fungica.
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1. INTRODUCAO

O f6sforo ¢ um nutriente essencial para as plantas, mas a sua forma organica
¢ inorgnica no solo, apesar de abundantes, nao sio facilmente absorvidos pelas
raizes das plantas. Na natureza eles podem ser encontrados em sua forma inorganica,
formando minerais ou em sua forma orgAnica encontrada na matéria organica.

O uso de quimicos é uma op¢ao para atender a demanda por fésforo nos
cultivares, porémlevaadeterioracio do ecossistema, bem como aum desequilibrio
na microbiota do solo. Consequentemente, hd uma demanda por uma estratégia
alternativa, econdémica e ecologicamente correta para a biosolubilizagio do
fésforo. Dentre as alternativas que possibilitam a melhoria na eficiéncia da
entrega de fosforo, destaca-se a agao dos microrganismos solubilizadores que sao
capazes de solubilizar o fésforo do solo e entregd-lo a planta.

Os microrganismos realizam a solubilizagio do fésforo de diversas
formas, tais como a produgao de 4cidos orginicos e inorginicos, reducio de pH,
bem como a producio de enzimas fitases ¢ fosfatases. Eles atuam como verdadeiros
agentes de liberagio, transformando o fésforo que estd em formas presas no solo,
seja em minerais ou na matéria orginica, em fons de fosfato, a inica forma que as
raizes das plantas conseguem absorver e utilizar para seu crescimento.

Dentre as bactérias, destaca-se a Pseudomonas fluorescens, uma bactéria
solubilizadora de fésforo que age quebrando as ligagoes do fésforo insolavel no
solo, tornando-o disponivel para as plantas. O processo ocorre principalmente pela
produgao de dcidos orginicos, como o dcido gluconico, e/ou pela diminui¢ao do pH
do solo pelos microrganismos, que acabam auxiliando na solubilizagao do fosfato.

Logo, esse capitulo temcomo objetivo mostrar os principais microrganismos
solubilizadores do fésforo e os mecanismos mais utilizados por eles na solubilizagio
do fosforo, com um destaque para as vias metabdlicas e bioprocesso de producio da
bactéria Pseudomonas fluorescens, uma das principais solubilizadoras de fésforo.

2. IMPORTANCIA DO FOSFORO

Um dos fatores que afetam o crescimento vegetal ¢ a disponibilidade
de nutrientes, principalmente, no caso dos solos brasileiros, a de fésforo (P).
A essencialidade do fésforo para as plantas ¢ amplamente reconhecida, uma
vez que desempenha um papel fundamental em processos metabdlicos e no
crescimento vegetal (SANTOS ez al., 2008).

O fdsforo ¢ um dos elementos essenciais para o desenvolvimento das
plantas, uma vez que desempenha diversas fungées fisiolégicas e bioquimicas nos
vegetais. Ele ¢ requerido no processo de transferéncia e estocagem de energia na
molécula de Trifosfato de Adenosina (ATP) que ¢ a principal fonte de energia



para a realizagao de processos essenciais da planta. Também ¢ essencial na sintese e
estruturagao de DNA e RNA e como um dos principais componentes da membrana
citoplasmdtica (fosfolipidios), atuando na sua fungio ¢ estabilidade, bem como

afetando os sistemas de transporte de membrana (SASABUCHI ez al., 2023).

Figura 1 - Fosfato presente na estrutura do DNA (A) e do ATP (B) e na
composi¢ao da membrana plasmatica (C).
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Fonte: Os autores (2025).

No solo o fésforo estd presente tanto na forma orginica como na
forma inorganica. A forma orginica estd associada a matéria organica do solo
em decomposi¢ao, como restos de plantas e animais. A forma inorganica, por
sua vez, estd presente em minerais do solo e ¢ geralmente menos disponivel
do que a forma organica (SANTOS, 2008; RHEINHEIMER, 2001).

Diversos microrganismos do solo, incluindo bactérias e fungos,
possuem capacidade para solubilizar fosfatos por meio de diferentes mecanismos,
especialmente pela produgio de dcidos. Eles sio denominados de Microrganismos
Solubilizadores de Fosforo (MSPs), pois sao organismos que transformam o fésforo
insoltivel do solo em uma forma disponivel para as plantas (RAWAT ez 4/, 2020).

Os MSPs solubilizam o fosfato por meio de varios mecanismos, como a
exsudagio de 4cidos orginicos, a excrecao de enzimas e a degradagio do substrato.
Na exsudagio de 4cidos organicos, os microrganismos liberam acidos orgnicos e
prétons que dissolvem o material fosfatico. Na excregao de enzimas extracelulares, os
microrganismos liberam enzimas que hidrolisam o fésforo organico. Na degradacao
do substrato via mineralizagio, os microrganismos liberam o fésforo para o solo de
forma imediata. E na diminui¢ao do pH do solo, 0s microrganismos diminuem o pH

do solo, o que auxilia na solubilizagio do fosfato (SHARMA, 2013)



No entanto, apesar de existirem vérias formas de solubiliza¢ao de
fésforo, os dcidos orginicos sao as principais vias para a solubiliza¢ao desse
elemento. De todos os 4cidos organicos, o 4cido gluconico ¢ o agente mais
frequente de solubilizacao de fostato mineral; ele quela os citions ligados ao
fostato, tornando o fosfato disponivel para as plantas. Esse 4cido ¢ o principal
dcido liberado pela Pseudomonas fluorescens, o que faz com que ela seja um dos
principais microrganismos solubilizadores desse elemento (ALORI, 2017).

Logo, a inoculagio de microrganismos solubilizadores de fosfatos, como
a P, fluorescens, em areas de diversos cultivos tém sido sugeridos como forma de
substituir ou diminuir o uso de fertilizantes fosfaticos soltveis, mediante um
melhor aproveitamento dos fosfatos naturais existentes ou adicionados ao solo para
o desenvolvimento de uma agricultura mais sustentével. Essa inoculagio ¢ realizada
por meio de inoculantes microbianos, que sao bioprodutos com microrganismos
vivos que, quando aplicados ao solo, sementes ou folhas, sio capazes de aumentar
o crescimento e o desenvolvimento de plantas (FLORENCIO ez 4/, 2022).

3. MICRORGANISMOS SOLUBILLIZADORES DE FOSFORO

Como vimos, os microrganismos solubilizadores de fésforo (MSPs) sao
os organismos que tém o potencial de converter o f6ésforo insolavel presente no
solo em uma forma disponivel para as plantas, ou seja, sao captadores de fésforo.
Os organismos envolvidos nas transformacdes de P no solo incluem bactérias,
fungos, protozodrios ¢ alguns nematdides (WANG, 2023; ALORI, 2017).

Dentre os MSPs estao as bactérias, das quais destacam-se linhagens
pertencentes aos géneros Acinetobacter, Alcaligenes, Avthrobacter, Bacillus,
Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, Erwinia, Exiguobacterium, Natrinema,
Pseudomonas, Rhizobium e Serratia  ji relatadascomo solubilizadores de P
eficientes e potenciais (KOUR ez 4/. 2021; WANG, 2023; ALORI, 2017).

Os fungos também se destacam como solubilizadores, sendo os
géneros Aspergillus, Penicillium, Acremonium, Trichoderma Hymenella, e
Neosartorya sendo os mais conhecidos por sua capacidade de solubilizacio
de fosfato (ALORI, 2017; RAWAR et al., 2020; WANG, 2023).

Para verificar se um microrganismo possui capacidade de solubilizagao
de fosforo, sao realizados testes microbioldgicos, os quais mostram a formacao
de um halo de solubilizagio. Para observar esse fendmeno, cultiva-se os
microrganismos em um meio de cultura sélido em placa de petri que contém
uma fonte de fésforo insoltvel, geralmente na forma de fosfato de célcio. Como
o fosfato de cdlcio nio ¢ soltvel, o meio de cultura tem um aspecto opaco. A
medida que o microrganismo cresce e se multiplica, ele libera os dcidos e enzimas
que solubilizam o fésforo. Esse processo cria uma 4rea transparente ao redor da



colonia, que ¢ o halo de solubilizaczo. Quanto maior for esse halo, maior é o
potencial do microrganismo para solubilizar o fésforo (VASQUES, 2024).

Figura 2 - Microrganismos solubilizadores de fésforo (halo de solubilizagio do fésforo)

Fonte: Os autores (2025).

4. MECANISMOS UTILIZADOS PARA SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

A solubilizacio de fosfato organico e inorginico por microrganismos
¢ um processo vital para a nutri¢ao das plantas em sistemas agricolas. Porém, o
fésforo no solo estd, em sua maior parte, “preso” em formas nao soluveis, como
minerais de fosfato de célcio, ferro e aluminio. Logo, os microrganismos, como
certas bactérias e fungos, atuam diretamente nessas formas, convertendo-as em
fosfato soluvel que as plantas possam absorvé-lo. Assim, os fosfatos inorginicos
e organicos presentes no solo podem ser solubilizados das seguintes maneiras:

Figura 3 - Apresentacio esquemadtica de solubilizacio de fosfato por
Microrganismos Solubilizadores de Fosfato
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Fonte: Os Autores (2025).



5. MECANISMOS UTILIZADOS PARA SOLUBILIZACAO DE
FOSFATO INORGANICO

Segundo Alori et al. (2017), a solubilizagio de fosfato organico e
inorganico por microrganismos ¢ um processo vital para a nutri¢ao das plantas em
sistemas agricolas. Porém, o fdsforo no solo estd, em sua maior parte, “preso” em
formas nao soltveis, como minerais de fosfato de calcio, ferro e aluminio. Logo, os
microrganismos, como certas bactérias e fungos, atuam diretamente nessas formas,
convertendo-as em fosfato soltivel que as plantas possam absorvé-lo. Assim, os
fosfatos inorginicos e orginicos presentes no solo podem ser solubilizados das
seguintes maneiras:

5.1 PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS

Este ¢ 0 mecanismo mais importante de solubilizacio de fésforo.
Os microrganismos produzem acidos como o citrico, glucénico e oxélico
que, ao serem liberados no solo, diminuem o pH e quelatizam cations como
Fe**, AP* e Ca*". Essa acao quebra a ligacao do fésforo com os minerais,
liberando-o em uma forma solavel. Outrossim, a via de oxidagao direta
constitui um dos mecanismos metabdlicos mais eficiente utilizado pelos
microrganismos solubilizadores de fosfato para converter o fésforo insolavel
em uma forma disponivel para as plantas (ALORI, 2017).

Segundo Miller ez 4/. (2010) a via de oxidagio direta se concentra na
produgao de dcidos organicos com alta capacidade de quelatizagao como o 4cido
gluconico. Resumidamente, ele pode ser explicado em duas etapas principais:

Conversio de glicose em 4cido gluconico: O processo comeca
com a glicose, que ¢ um agticar simples. Através da a¢io da enzima glicose
desidrogenase (GCD), aglicose é convertida diretamente em dcido gluconico;

Oxidagao a dcido 2-cetoglucdnico: Em seguida, o dcido gluconico
¢ oxidado pela enzima gluconato desidrogenase (GAD), resultando na
formagao do dcido 2-cetoglucénico.

Como observado na Figura 4, esse processo ocorre no espaco
periplasmatico (PS) da bactéria, entre a membrana externa (OM) e membrana
interna (IM). O 4cido gluconico e, em particular, o 4cido 2-cetoglucdnico sio
potentes quelantes. Isso significa que quando liberados na rizosfera possuem a
capacidade de se ligar fortemente a fons metalicos como o calcio (Ca**) ¢ o ferro
(Fe?*). Ao se ligarem a esses minerais, eles quebram a estrutura de fosfato liberando
o fon fosfato (PO > ). Dessa forma, o fsforo se torna soltivel e pode ser facilmente

absorvido pelas raizes das plantas (GARCI, 2015; RAWAT; 2020; ALORI, 2017).



Figura 4 - Via metabdlica de oxidacao direta proposta para o
catabolismo da glicose com formacao de 4dcido gluconico
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Fonte: Os Autores (2025).

Segundo Alori (2017) existe uma diversidade de 4cidos orginicos
produzidos por diversos microrganismos ja relatados na literatura que
possuem capacidade de solubilizar o fésforo, conforme observado na Figura 5.



Figura 5 - Representagio esquematica dos dcidos orginicos que podem ser
produzidos pelos MSPs e usados para solubilizar formas inorganicas de fosfato
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Fonte: Os autores (2025).
5.2 PRODUCAO DE ACIDO ORGANICO

A produgao de dcido cloridrico, 4cido sulfurico, acido nitrico e dcido
carbonico pelos MSPs ¢ relatada como mecanismo para solubilizar fosfato,
contudo esse mecanismo apresenta baixa eficiéncia em comparagio com
dcidos organicos. Porém, embora menos eficiente, a produgao desses dcidos
também contribui para a acidificagao do meio e, consequentemente, para a

dissolugio dos fosfatos (ALORI, 2017).
5.3 PRODUCAO DE EXOPOLISSACARIDEO (EPS)

Os EPS sio polimeros complexos compostos principalmente por
carboidratos, mas também podem conter outros componentes organicos ou
inorginicos. Os microrganismos quando produzern EPS secretam para fora
de sua parede celular, formando uma camada viscosa ao seu redor. Porém vale
ressaltar que o EPS nao dissolve o fésforo diretamente, mas atua facilitando
a sua liberagio por meio da complexagio de fons metdlicos. Ao se ligarem
a esses fons metélicos, os EPS quelatizam os citions que estavam fixados ao
fosfato. Isso quebra aligacao entre o mineral e o f6sforo, liberando-o em uma

forma soluvel que a planta possa absorver (ARAO]O, 2024; ALORIL, 2017).



5.4 PRODUCAO DE SIDEROFOROS

A produgio de sideréforos age nasolubilizagio do fésforo ao “competir”
pela ligagao com o ferro. Eles sao produzidos por microrganismos para superar
a baixa disponibilidade de ferro no solo. Assim, quando um sideréforo ¢
secretado, ele se liga fortemente ao ferro presente no complexo Fe—P, ao retirar
o ferro do complexo, o sideréforo indiretamente libera o fésforo. Assim, o
fostoro, que estava preso, ¢ liberado no solo em uma forma que as raizes das

plantas conseguem absorver (ARAUJ O, 2024; ALORI, 2017).

Quadro 1 - Resumo dos mecanismos utilizados para solubilizagao de
fosfato inorganico

Mecanismo Substéancias Produzidas Forma de Atuagdo
Produgdo de Acidos | Acido citrico, gluconico, oxalico, Reduzem o pH e quelatizam cations
Organicos tartarico como Fe** e AI*", liberando o fosforo.
Via de Oxidagao L. . . Quelatizam diretamente minerais como Ca?* e
. Acido glucodnico, 2-cetogluconico 5 L
Direta Fe*', quebrando suas ligagdes com o fosfato.
Produgio de Acidos Acido sulftirico, cloridrico, Reduzem o pH do meio, contribuindo
Inorgéanicos nitrico para a dissolugdo dos fosfatos.

Produgao de i i
Formam complexos com ions metalicos do

Exopolissacarideos Polimeros de carboidratos . . o
solo, 0 que ajuda na liberago indireta do fosfato.
(EPS)
Produgao de Retiram ions de Fe*" liberando o fosfato
L Compostos quelantes de ferro .
Sideroforos que estava ligado a eles.

Fonte: GARCI, 2015; RAWAT, 2020; ALORI, 2017.

6. MECANISMOS UTILIZADOS PARA SOLUBILIZACAO DE
FOSFATO ORGANICO

Os fosfatos orginicos constituem de 20 a 30% do fésforo total no
solo. A solubiliza¢ao de fosfato orginico também ¢ um processo bioldgico
fundamental para a disponibilidade de fésforo no solo. Diferentemente
do fosfato inorganico, que estd ligado a minerais, o fosfato orginico estd
incorporado na matéria organica presente no solo. Para que as plantas possam
utilizé-lo, esses compostos precisam ser convertidos em fésforo inorginico
solivel. Esse processo ¢ chamado de mineralizagio do fdésforo orginico
e ¢ realizado por microrganismos através de mecanismos enzimaticos,
principalmente pela a¢do de enzimas fosfatases, fitases e fosfonatases/liases



de Carbono-Fésforo (GARCI, 2015; RAWAT, 2020; ALORI, 2017).
6.1 FOSFATASES

Asfosfatasessaoas principaisenzimasresponsaveis pelamineralizagiao
do fésforo organico. Sua fungao ¢ catalisar a desfosforilagao, que ¢ a quebra
das ligacoes fosfoésteres e fosfoanidrido de compostos orginicos para
liberagao do fésforo. Existem dois tipos de fosfatases, as dcidas que atuam de
forma mais eficiente em solos dcidos. E as fosfatases alcalinas que sao mais

ativas em solos alcalinos. Suas fun¢des sao as mesmas, mas em ambientes de
pH diferenciados (GARCI, 2015; RAWAT, 2020; ALORI, 2017).

6.2 FITASES

As fitases catalisam a remogao de fésforo do composto fitato, uma

forma de armazenamento de fésforo orginico em sementes e, por isso, muito
abundante no solo. (GARCI, 2015; RAWAT, 2020; ALORI, 2017).

6.3 FOSFONATASES/LIASES DE CARBONO-FOSFORO (C-P)

Esta classe de enzimas catalisa a quebra da ligagio entre o carbono (C) ¢ o
fésforo (P) de organofosforados, melhorando a disponibilidade de fésforo as plantas.
Essa acdo ¢ fundamental para tornar o fésforo de compostos de dificil degradacao
disponivel para as plantas (GARCI, 2015; RAWAT, 2020; ALORI, 2017).

Em suma, a solubilizagao de fésforo organico é um processo enzimético
sofisticado, porque diferentes enzimas atuam em diferentes compostos,
garantindo a reciclagem eficiente do fésforo no solo, sendo assim, considerado
um processo importante para a ciclagem da matéria orgﬁnica na natureza.

Quadro 2 - Resumo dos mecanismos utilizados para solubilizagio de fosfato organico

Mecanismo Substancias envolvidas Forma de Atuagao

Quebram ligagoes de fosfoésteres e
fosfoanidridos em compostos organicos,
Acao das fosfatases Fosfatases (acidas e alcalinas) liberando fosforo inorganico. As
fosfatases acidas atuam em solos acidos,

e as alcalinas em solos basicos.

Catalisam a remogao de fosforo do
fitato, que ¢ a principal forma de
armazenamento de P organico em

sementes.

Acao de Fitases Fitases




Quebram a forte ligagdo Carbono-
Fosforo (C-P) em organofosforados, uma
classe de compostos de fosforo organico.

Ac¢do de Fosfonatases/ Fosfonatases e Liases de
Liases Carbono-Fosforo

Fonte: GARCI, 2015; RAWAT, 2020
6.4 Pseudomonas fluoresccens

O geénero Pseudomonas é um grupo composto por bactérias que sio
reconhecidas por suas propriedades benéficas nos setores agricola, florestal e
ambiental. Em especial, a espécie P fluorescens, comumente encontrada em ambientes
naturais como solos, dguas e nas superficies de plantas, especialmente na rizosfera
¢, a qual naturalmente se associa as raizes colonizando os tecidos corticais gerando
intimeros beneficios as plantas. A principal funcio dessa bactéria estd relacionada com
asolubilizacio de fsforo nos solos (ROJAS-SOLIS ez al, 2016; TAYLOR, 2024).

Outrossim, elas sao consideradas bactérias Gram-negativas, ¢ ao serem
observadas em microscopia eletronica elas possuem morfologia de bacilos ¢
apresentam motilidade positiva, visto que apresentam flagelos (TAYLOR, 2024).

Figura 6 - Representacao dos flagelos de Pseudomonas fluorescens

Fonte: Os autores (2025).

Uma outra caracteristica marcante da P fluorescens é sua capacidade
de secretar um pigmento fluorescente verde-amarelo que ¢ o sideréforo
pioverdina, também chamado de fluoresceina e que confere sua fluorescéncia
quando exposto a luz UV (ultravioleta). A pioverdina ¢ o principal sideréforo
produzido, um composto de alta-afinidade pelo ferro, sendo importante para o
crescimento bacteriano e sua sobrevivéncia. Por meio dessa interagao ¢ possivel
verificar fluorescéncia em meios de cultivo suplementados com ferro como meio
King B ou Agar Fluorescein conforme demonstrado na Figura 7 (FERREIRA,
2008; MULLER et al., 2016; SARKAR, 2022; TAYLOR, 2024).



FRONTEIRAS DA MICROBIOLOGIA E BIOTECNOLOGIA: DA DESCOBERTA A APLICACAQ 127

Figura 7 - Fluorescéncia da Pseudomonas fluorescens

Fonte: Os Autores (2025).

Outra caracteristica importante da P fluorescens e a capacidade de
adesdo e formacao de biofilmes pela liberagao de exopolissacarideos. Essas
substincias conferem protegio as bactérias contra agressdes externas, como
falta de nutrientes ou antibidticos. Os biofilmes permitem o crescimento de
bactérias de forma protegida e a sobrevivéncia das bactérias em substratos
mesmo quando as condigdes nio sao favordveis (ROSSI, 2016).

6.5 Solubilizagao do fésforo pela Pseudomonas fluorescens

O funcionamento dos solubilizadores de fésforo é baseado na
interagio entre os microrganismos presentes no produto e os elementos do
solo. Ao serem aplicados no campo, esses microrganismos, como a 2 fluorescens,
colonizam a rizosfera, que ¢ a regiao do solo ao redor das raizes das plantas.
Uma vez estabelecidos, eles produzem substincias, como écidos organicos,
que sao capazes de quebrar as ligagoes do fésforo insoluvel do solo e torna-lo
disponivel para absor¢ao no solo (ALORI, 2017; MILLER, 2010).

A P, fluorescens atua na solubilizagio de fésforo principalmente com a
produgio de 4cidos orginicos que participam da mobilizagao de fosfatos (PANG,
2024; TAYLOR, 2024). A principal produgio é de 4cido glucdnico que estd entre
os mais eficientes na mobilizacio de nutrientes (RAWAT ez 4/., 2020).

Essas bactérias solubilizam o fosfato mineral por oxidagio direta da glicose
em 4cido gluconico. Elas utilizam a via metabdlica da glicose para a produgio
desses 4cidos, causando a liberagio de fésforo no meio. Na via de oxidagio direta, a
glicose ¢ convertida ao dcido gluconico pela enzima glicose desidrogenase (GCD).
Esta via alternativa a glic6lise envolve a oxidagio da glicose a dcido glucdnico, um



intermedidrio que pode ser convertido em outros produtos metabélicos, como
dcido 2-cetogluconico pela acio da enzima glucante desidrogenase (GAD) e,
eventualmente, 4cido pirtvico (MILLER ez 4l., 2010; ALORI, 2017).

Como observado naFigura8, esse processo ocorre noespago periplasmatico
(PS) da bactéria, entre a membrana externa (OM) e membrana interna (IM). Esses
acidos quando liberados na rizosfera atuam como quelantes de minerais como Ca**
¢ Fe** de sua forma ligada ao fosfato, tornando-os mais solveis e, consequentemente
mais acesstveis as plantas (MILLER ez al., 2010; ALORI, 2017).

Além do mais, a excrecao desses dcidos organicos ¢ acompanhada
por uma queda no pH que resulta na acidificacio das células microbianas e
do entorno, portanto, fons P sao liberados (ALORI, 2017).

Figura 8 - Via metabdlica proposta para o catabolismo da glicose em
Pseudomonas fluorescens com formacao de dcido glucodnico
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Fonte: Os autores (2025).

O féstoro orginico também pode ser liberado por meio de enzimas
fosfatases. Algumas cepas de Pseudomonas secretam enzimas fosfatases que
catalisam a hidrélise de ligacoes éster-fosfato em compostos orginicos. Essa
quebra libera o fon inorganico H PO (di-hidrogeno fosfato) ou HPO,?

4
(monohidrogenofosfato), que sao formas soliveis paraaplanta (ALORI, 2017).
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Figura 9 - Solubilizacao de fésforo organico pelas enzimas fosfatases

Microrganismos
O
I l
RO/ T\OH Fosfatase _

OH

Fonte: Os Autores (2025)

Em sintese, o principal mecanismo de solubilizagio do P inorginico
pela Pseudomonas fluorescens ocorre pela produgao e liberagio de 4cidos
orginicos por esses microrganismos. Esses dcidos reduzem o pH local ou
aumentam a quelagio dos cations ligados ao fdsforo, resultando na liberagao
de formas assimildveis pelas plantas. Em relagio ao fdésforo contido em
material orginico, ele pode ser liberado por meio da agao de diferentes grupos

de enzimas, principalmente pelas fosfatases (FLORENCIO ez al., 2022).

7. BIOPROCESSO PARA A PRODUCAO DE PSEUDOMONAS
FLUORESCENS

Entreosgruposdebactériasdosolo,asespéciesdogénero Psendomonas
destacam-se por sua grande versatilidade nutricional e pela habilidade de
crescer em ampla variedade de ambientes e substratos. Como a P, fluorescens
nao apresenta muitas exigéncias nutricionais, ela pode ser considerada um
microrganismo nao-fastidioso. Isso significa que ela ¢ relativamente fécil de
cultivar em ambientes laboratoriais e industriais, sem a necessidade de meios
de cultura muito especificos ou complexos (FERREIRA, 2009).

Paraa produgio de P fluorescens, pode-se usar uma variedade de substratos até
mesmo substratos naturais como a matéria organica presente no solo ou na rizosfera
das plantas. Porém, em uma escala laboratorial ou industrial para sua producio
geralmente utilizam-se substratos que fornecam fontes de carbono e nitrogénio
essenciais para o crescimento bacteriano. Alguns exemplos comuns de substratos
incluem fontes de carbono como glicose, sacarose, lactose, ou outros agticares simples ¢
fontes de nitrogénio como nitrato de aménio, peptona, extrato de levedura ou caseina
hidrolisada. A escolha especifica dos substratos pode variar dependendo do objetivo
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da produgio e das condigoes do cultivo (SILVA, 2000; FLORENCIO, 2022).

Outrossim, a P fluorescens ¢ uma bactéria aerdbica que necessita
de oxigénio para seu desenvolvimento ou fermentagio, mas algumas cepas
podem utilizar nitrato e realizar respiragio anaerébica (SARKAR, 2022;
TAYLOR, 2024). Além do mais, ela é considerada versitil em termos de
temperatura e condi¢des ambientais, podendo crescer em temperaturas de até
36°C (SARKAR, 2022; TAYLOR, 2024). A sua produgio ¢ feita por meio de
inoculantes bioldgicos. Esses inoculantes sao formulados com cepas especificas
de P, fluorescens que possuem propriedades promotoras de crescimento, mais
especificamente como solubilizadoras de fésforo.

Segundo Florencio ez al. (2022) a produgio de um inoculante biolégico
comoaPsendomonas passa, principalmente pelas seguintes etapas: (a) isolamento
e sele¢ao de microrganismo efetivo e competitivo para um sistema especifico ou
uma variedade de culturas; (b) caracterizagio do microrganismo selecionado
no meio de crescimento otimizado ¢ nos parAmetros do processo fermentativo;
(¢) desenvolvimento de formulagio para garantir a persisténcia microbiana no
solo, inclusive sob condi¢des estressantes; (d) estudos de aplicagdes no campos;
(e) produgio a nivel industrial (aumento de escala); (f) desenvolvimento de um
sistema de controle de qualidade para a produgo e armazenamento.

Figura 10 - Principais etapas para fabricacao de um inoculante biolégico

Desenvolvimento de
formulagdo para garantir
a parsisténcia
micrablana no solo;

Isolamento & selegdo de
microrganismo- testes de
triagem {Pssudomonas);

Estudos de 3 a nive Contrale de qualidade
aplicagoes em casa de dus ( de para 8 produgao e
vBEBTaga0 @ Campo; ala); armazenamentao.

Fonte: Os Autores (2025).

Dentre todas essas fases, a produgio dos microrganismos ¢ uma
das cruciais tanto em escala laboratorial quanto em escala de producio em
biorreatores. Essa etapa requer ajuste e controle de muitos parAmetros como o
tipo de substrato (meio de cultivo), temperatura, agitacio, acragao, pH, tempo
de cultivo entre outros (FLORENCIO ez al,, 2022; VASSILEVA et al., 2021).

Nesse viés, o processo de produgio de inoculante de P fluorescens em
uma escala laboratorial segue etapas importantes para garantir um crescimento
eficiente ¢ a obtengio de biomassa e metabélitos desejados. O processo inicia-
se com o repique ¢ a garantia de pureza da linhagem em uma escala que segue



o cultivo em eppendorf, em placa de meio de cultivo, em erlenmeyers e em
garrafoes de maior volume (aproximadamente 10 litros) conforme demonstrado

na figura 11 (FLORENCIO ez al.,, 2022; VASSILEVA ¢t al., 2021).

Figura 11 - Etapas da produgio de inoculantes em escala laboratorial.
Eppendorf(A). Placa (B). Erlenmeyrs (C). Garrafao (D)

]
=

Fonte: Os Autores (2025).

O processo de produgao de inoculante de P, fluorescens em uma escala
industrial também segue etapas importantes para garantir um crescimento
eficiente e a obten¢ao de biomassa e metabdlitos desejados. Dentre as etapas
podemos enumerar algumas delas:

1. Preparacio do meio de cultura: Existem diversos tipos de
tecnologias para o desenvolvimento de formulagoes de inoculantes que incluem
produtos liquidos (como emulsdes e dgua), secos (como granulos ou turfosos), ¢
encapsulamento. O desenvolvimento de uma formulagio adequada ¢ uma etapa
crucial para a produgio do inoculante, isso porque tem por objetivo aumentar a sua
eficicia quando aplicado a0 campo e prolongar o tempo de prateleira mantendo
sua atividade. Porém a produgio de inoculantes em sua maioria sao formulagoes
liquidas porque sao mais féceis de produzir, podem ser aplicadas com facilidade
pelos agricultores, poucas células sao perdidas durante a formulagio e utilizam
materiais de baixo custo (FLORENCIO ez al,, 2022; VASSILEVA et al., 2021).

2. Inoculagao: Apés passar pela esterilizagio e resfriamento do meio de
cultivo,umaculturainicial e puradalinhagem da P fluorescenséinoculada. A inoculagio
¢ uma etapa crucial a qual exige muito cuidado para nao permitir a contaminagio pela
entrada de outro tipo de bactéria nao desejada (FLORENCIO ez 4/, 2022).

3. Incubagio e monitoramento: A mistura inoculada ¢ incubada em
condigoes controladas, geralmente a uma temperatura entre 25°C e 30°C, com agjtacio
constante para garantir a oxigenagao adequada. Além do mais, podem ser introduzidos
filtros dearestéreis que permitemaoxigenagio do meiode cultivo. O tempodeincubagio



varia, mas costuma durar de 24 a 48 horas. Ela é considerada uma bactéria de proliferacao
répida, o que a torna uma interessante bactéria para aplicagoes em industrias. Durante
0 processo, é importante monitorar parimetros como pH, oxigenagao, e absorbAncia
paraobservar a curva de crescimento da bactéria, se necessario, a produgio de compostos
especificos, como a produgio de biofilmes por elas (FLORENCIO e 4, 2022).

Além do mais, durante o monitoramento é importante que sejam feitas andlises
de controle de qualidade do inoculante para a verificagio da pureza, concentracio de
microrganismos e seguranga em relagio a contaminantes. Esse controle ¢ feito por meio
de andlises microbioldgicas em placas de cultivo e técnica de coloragio de Gram para
identificar crescimento de bactérias contaminantes (FERREIR A, 2024; MAPA, 2010).

4. Envase: Para ser considerado produto, o qual estd pronto para o envase,
o inoculante precisa atingir a concentragio minima de microrganismos conforme
legislaio brasileira (1x10° células vidveis por grama ou mililitro de produto)
segundo a Instru¢ao Normativa 13/21. Além disso, ¢ necessario que se faca também
a observincia dos métodos oficiais para andlise de inoculantes, sua contagem,
identificacio e andlise de pureza, de acordo com o previsto na Instrucao Normativa
Mapa/SDA 30/10. Para isso, ¢ necessdrio o acompanhamento da absorbancia do
produto, diluicao seriada para a contagem de col6nias em placas. Logo, atingindo
a concentra¢ao de microrganismo desejada e considerados livres de contaminagao
o produto estd pronto para ser envasado em sacos (bags) estéreis conforme
demonstrado na Figura 12 (C) (FLORENCIO ez al, 2022; FERREIRA, 2024).

Porém, antes do envase o fermentado de bactéria ¢ misturado a um suporte
a base de estabilizantes como uma diversidade de gomas. Esse estabilizante ¢
importante para manter as bactérias vidveis e evitar a morte celular. Sendo, essencial
para o shelf-life do produto (FLORENCIO et 4/, 2022; MISHRA, 2006).

5. Aplicacio ou armazenamento: Os produtos obtidos podem ser
utilizados em aplicagdes agricolas ou armazenados em condigoes adequadas para
uso futuro, essas condigdes exigem temperaturas adequadas que evitem a sua morte
celular, nio sendo recomendado sua exposicio a calor (FLORENCIO ez al, 2022).

Figura 12 - Bioprocesso industrial para producao de Pseudomonas fluorescens

[*]

Fonte: Os Autores (2025).
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Em sintese, os inoculantes & base de Pseudomonas sao produzidos em
processos fermentativosembiorreatoressob condi¢oes de temperatura proximas
a 30°C, com agitagio e aerificagio, ou seja, em processos acrobicos. Além do
mais, o processo ¢ realizado sob cuidados méximos de esterilizagao e filtracao
do ar para ndo permitir o crescimento de outras bactérias contaminantes no
meio de cultivo. O meio de cultivo para um inoculante bioldgico ¢ formado
por nutrientes que sejam fontes de carbono, nitrogénio e fontes de energia
como agucares, bem como outras substincias. Além do mais, no processo de
producio de inoculantes ¢ feito o controle de varios parAmetros de controle
de qualidade de produgio, como pH, absorbancia, pureza e concentragio
minima de bactérias. A P, fluorescens possui um crescimento rapido, atingindo
o ponto méximo de crescimento em menos de 24 horas, sendo considerado
um microrganismo versatil e interessante para produgoes em industrias.

Figura 13 - Fluxograma do bioprocesso de producao de P. fluorescens

Fonte: Os Autores (2025).



O produto do processo fermentativo ¢ o inoculante bioldgico de
Pseudomonas fluorescens, a qual serd comercializada como solubilizadora de
féstoro ¢ promovedora de crescimento vegetal. A maioria dos inoculantes
formulados com P fluorescens, sio vendidos em forma liquida conforme
observado na Figura 11 (C), com composi¢ao formada por meio de cultivo e
conservantes como para manter a viabilidade desses microrganismos durante
os préximos meses. Porém, estes precisam ser conservados em ambientes
frescos, longe de altas temperaturas para evitar morte dos microrganismos
(MISHRA, 2006; FLORENCIO ez al., 2022; VASSILEVA et al., 2021).

Além do mais, os inoculantes bioldgicos de P fluorescens podem ser
compostos por somente um microrganismo isolado ou em conjunto com mais
um, sendo denominado de coinoculagio. A Pfluorescens pode ser encontrada em
conjunto com outras bactérias muito importantes na agricultura, como exemplos, o
Azospirillum ou com o Bradyrbizobium japonicum. Os resultados positivos obtidos
com coinoculagdes, reforcam a importancia de pesquisas adicionais para elucidar as
interagdes entre microrganismos, visando a produgio de inoculantes mistos, como
alternativa de maior sucesso da biotecnologia microbiana (LOPES ez /., 2021).

No entanto, 0 uso comercial dos inoculantes biolégicos nao somente a partir
da P, fluorescens, mas sim de um contexto em geral, ainda apresenta alguns desafios
dificuldades técnicas a serem enfrentados de forma a garantir seu uso otimizado em
campo. A maioria dessas questdes estd relacionada a como proteger o microrganismo
e manté-lo vidvel frente aos estresses bidticos e abidticos, aos métodos de entrega
e a adaptagio apds a aplicagio no solo. Logo, ¢ importante pesquisas cientificas
para a bioprospec¢ao de novos microrganismos, bem como o aprimoramento dos
microrganismos ¢ dos métodos que possam j4 existentes que possam viabilizar o uso
eficiente como inoculante bioldgico (FLORENCIO ez 4Z, 2022).

8. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagio de inoculantes solubilizadores de fosforo a base da bactéria
Pseudomonas fluorescens representa uma estratégia promissora para uma agricultura
maissustentdvel, contribuindo paraareducao dadependénciade fertilizantes quimicos.

A solubilizagao de tésforo pela bactéria P, fluorescens envolve a sintese
de 4cidos organicos, principalmente o dcido gluconico. Esse processo ocorre
por meio do metabolismo extracelular oxidativo direto da glicose.

A P, fluorescens destaca-se por sua grande versatilidade nutricional e
pela habilidade de crescer em ampla variedade de ambientes e substratos, nao
apresentando muitas exigéncias nutricionais.

A P, fluorescens possui uma multiplica¢io répida, sendo considerado
um microrganismo versitil e interessante para produ¢oes em industrias.
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1. INTRODUCAO

Osbasidiomicetos, integrantes do filo Basidiomycota, representam um
grupode fungosextremamente diverso eamplamente distribuido em diferentes
continentes. Esse grupo inclui desde leveduras até espécies formadoras de
corpos de frutificagio macroscépicos, conhecidos como basidiocarpos. A
relevincia ecoldgica dos basidiomicetos ¢ notével, sobretudo por seu papel na
decomposi¢ao de matéria organica lignoceluldsica, sendo agentes que atuam
na reciclagem de nutrientes e na manutencio dos ecossistemas (KUES, 2000).

Do ponto de vista biotecnolégico e econdmico, destacam-se espécies
com potencial na produgio de enzimas ligninoliticas, compostos bioativos,
além da aplicagio em processos sustentdveis como a biorremediacio ¢ a
geracao de biomateriais 4 base de micélio (SIERRAez al., 2023; ALEMU ez
al., 2022). A frutificagao nos basidiomicetos constitui um processo complexo
e altamente regulado, que envolve a diferencia¢ao celular coordenada a
reorganizacio do micélio vegetativo para originar estruturas férteis.

A formagao dos basidiocarpos e a posterior esporulagao representam
eventos essenciais para a reproducio sexuada, garantindo a dispersao dos
basididsporos ¢ a perpetuagio da espécie. Diversos fatores ambientais, como
luminosidade, temperatura, umidade e disponibilidade de nutrientes, atuam
como gatilhos externos para o inicio desse processo (BINDER ez al., 2013).
No entanto, para além dos estimulos ambientais, ha uma intrincada rede de
regulacio génica que comanda a progressao das etapas morfogenéticas.

Nesse contexto, os fatores de transcricio (FTs) sio representados como
clementos importantes na integra¢io dos sinais ambientais com as respostas
celulares. Esses FTs sao proteinas capazes de se ligar a sequéncias especificas do
DNA, modulando a transcrigao de genes-alvo em momentos e tecidos especificos
do desenvolvimento fingico (KUES; LIU, 2000). Diferentes familias de FTs,
como Zn(II)2Cys6, GATA, bZIP, MADS-box, entre outras, tém sido descritas
como fundamentais nos eventos que controlam a formagio e o amadurecimento
dos basidiocarpos em diversas espécies de Basidiomycota (SHELEST, 2008).

Este capitulo tem como objetivo discutir os principais fatores de
transcricao associados a frutificacgio em basidiomicetos, enfatizando suas
fun¢oes moleculares, interagoes regulatdrias e vias de sinalizagao envolvidas.
Pretende-se oferecer uma visdo atualizada sobre os mecanismos genéticos
que regem €sse processo, contribuindo para a compreensao da biologia do
desenvolvimento fingico e suas potenciais aplicagdes em biotecnologia fingica.



2. CICLO DE VIDA DOS BASIDIOMICETOS E ETAPAS DA
FRUTIFICACAO

O ciclo de vida dos basidiomicetos ¢ marcado pela germinagao de
basidiésporos haploides, formando micélios primarios monocaridticos. Essas
hifas, compostas por células uninucleadas, possuem vida vegetativa limitada
e, para completar o ciclo, precisam encontrar outra hifa geneticamente
compativel. O contato entre parceiros de diferentes tipos de acasalamento,
desencadeia a plasmogamia, processo que resulta na fusao citoplasmatica e na
formagio de um micélio secunddrio dicariético. Este apresenta um arranjo
celular peculiar, com dois nucleos geneticamente distintos coexistindo em
cada compartimento e, em muitos casos, com a presenga de fibulas estruturas
em forma de gancho que asseguram a manutengio do estado dicaridtico
durante a divisio celular (KUES ez 4/, 2016; SUN ez al., 2025).

Figura 1 - Ciclo de vida dos basidiomicetos, destacando as etapas de
germinacao dos basidiésporos

Etapa2
> Liberagéo
dos basidigsporos
o
Basidiosporo Basidio
(n) primério
&
corpo de Formagao
frutificagao de fibulas

s Plasmogamia & ‘
Corpo Basidio o & /
de frutificagio %;:3 _

i Presenca
Etapa3 de fibulas

Fonte: Elaborada por Leonel, V. V., com auxilio do ChatGPT (2025).

O micélio dicaridtico, possui um desempenho superior, sendo
assim tem maior capacidade de colonizacio se compararmos com o micélio
monocaridtico, constituindo a base para a formacio dos corpos frutiferos nos
basidiomicetos. A transi¢ao da fase vegetativa para a reprodutiva nao ocorre de
forma aleatéria, e sim controlada por redes de sinalizagao que integram fatores



ambientais e programas regulatérios internos (MOORE; ROBSON; TRINCI,
2020). Entre esses reguladores, os fatores de transcri¢io desempenham papel
central, modulando a ativagio ou repressio de conjuntos especificos de genes
conforme a necessidade de cada etapa do desenvolvimento (KUES, 2000).

Crescimento como: primc’)rdio > corpo frutifero jovem - corpo
frutifero maduro representam o modelo de desenvolvimento do basidiocarpo
em fungos do filo Basidiomycota, especialmente em espécies que produzem
corpos frutiferos complexos como agaricoides, poliporoides.

Esse padrio ¢ amplamente documentado em espécies como
Coprinopsis cinerea sendo referéncia em estudos genéticos e de frutificagao
rapida, Schizophyllum commune (KAMADA et al., 2010; MURAGACHI
et al., 2015), em Ganoderma lucidum sendo de importincia medicinal e
biotecnolégica (ZHANG et al., 2017) e Pleurotus ostreatus (CHANG;
MILES, 2004). Embora a sequéncia morfoldgica seja semelhante, a duracio
de cada estagio ¢ a sensibilidade a estimulos ambientais variam entre espécies.

2.1 PRIMORDIO: A FASE INICIAL DA F RUTIFICACAO

O primérdio representa o primeiro sinal visivel de diferenciagao
reprodutiva, formando-se a partir de um denso entrelacamento de hifas do
micélio dicaridtico. Nesse estigio, a plasticidade celular ¢ alta, e as células
ainda nao apresentam especializacao funcional definida. A inducio dessa
estrutura depende de um conjunto de sinais ambientais, sendo o principal
a luz (XU ez al, 2017). Em espécies como C. cinerea, a percepgio da luz
azul ¢ mediada por proteinas do tipo LOV-domain, entre elas os ort6logos
WC-1e WC-2 (do complexo White Collar). Este mecanismo atuam como
fotoreceptores e reguladores transcricionais, ativando genes como dst1,
essencial para a diferenciagio inicial (PARDO-MEDINA ez al, 2023).

Paralelamente, fatores de transcricio da familia Zn,Cyse, como
Fst3, ajustam a organizagio celular, coordenando a compactagao hifal e
preparando o tecido para a futura morfogénese (ZHANG ez 4l., 2017). Em
S. commune, o gene hom2 (homeobox) regula a orientagio do crescimento e
a polaridade celular, permitindo que o primérdio assuma uma estrutura que
favorece o surgimento do corpo frutifero (OHM ez al., 2011).

2.2 CORPO FRUTIFERO JOVEM: O CRESCIMENTO E A
DIFERENCIACAO TECIDUAL

A passagem do primérdio para o corpo frutifero jovem marca o
inicio de um intenso crescimento volumétrico, sustentado por divisdes



celulares répidas e reorganizacao espacial das hifas. Nessa etapa, as estruturas
macroscopicas comecam a se delinear: pileo, estipe e a regiao fértil tornam-se
morfologicamente evidentes. Essa reorganizagio estrutural é regulada por uma
complexos sinais moleculares ¢ fatores de transcri¢io que modulam o padrio
de crescimento, preparando o corpo frutifero para a maturagio ¢ esporulacio
(KUES; LIU,2000). Do ponto de vistamolecular, o processo envolve aativagio
de fatores de transcri¢ao da familia MADS-box, que participam na defini¢ao
da simetria e na regulacio da expressao de genes estruturais relacionados a
expansio celular (MENG ez 4., 2020).

Os genes regulados pelos fatores de transcri¢ao da familia bZIP (basic
leucine zipper) desempenham um papel crucial na coordenagio metabdlica
durante o desenvolvimento do corpo frutifero (LIU ef al., 2023). Esses FTs
atuam integrando sinais ambientais e fisiolégicos, fazendo a sintese da parede
celular, o transporte de metabdlitos essenciais e a organizagao do citoesqueleto.
Essa regulagio garante que a expansio celular, a diferenciacio tecidual e o
direcionamento do crescimento ocorram de maneira precisa, permitindo a
correta morfogénese do basidiocarpo (NOWROUSIAN, 2022).

Adicionalmente, os TFs que pertencem & familia HMG-box (High
Mobility Group) tém um papel crucial na defini¢ao da estrutura reprodutiva
conhecida como himendéforo. Esses FTs sao reguladores que influenciam a
ativagio de genes que controlam hifas férteis que se organizam e como os
basidios se diferenciam, afetando tanto a localizagao quanto a quantidade
dessas estruturas. Esse controle garante que as superficies férteis sejam
distribuidas de maneira estratégica, favorecendo a eficiéncia na produgio e
na dispersao dos basidiésporos (AIT ez al., 2013).

Com isso, as variagdes ambientais atuam como o principal fator
decisivo nas fases de crescimento, sejam elas variagdes nutricionais ou de
temperatura em seu habitat, retardando ou prolongamento a fase jovem,
favorecendo a formagio de corpos frutiferos mais robustos ¢ com maior
potencial de produgao de esporos.

2.3 CORPO FRUTIFERO MADURO: A FASE REPRODUTIVA

No estdgio de crescimento maduro do fungo, o corpo frutifero j4
exibe suas estruturas ¢ os basidios encontram-se preparados para concluir a
meiose. Nesta fase, ocorre a cariogamia, processo no qual os dois nicleos no
estado dicariético se fundem, originando um nucleo dipldide transitério. Em
seguida, a meiose se inicia, resultando em quatro nucleos haploides. Cada um
desses nucleos se migram para um basidiésporo em formagao, completando
o ciclo de desenvolvimento reprodutivo (VIRAGH ez al., 2022).

O controle genético nessa etapa envolve a atuagio de fatores de



transcricao, entre os quais se destacam os da familia C2H2 zinc-finger. Esses
reguladores estao associados & modulagao de genes essenciais para a meiose
¢ a maturagio dos basidios, assegurando que a formagio dos basidiésporos
ocorra de maneira coordenada e funcional (MENG ez 4/, 2019; LI;
ZHONG, 2020). Em paralelo o FT Crz1l mantém-se ativo coordenando a
expressao de genes relacionados a tolerincia ao estresse térmico e hidrico,
garantindo que os basidiésporos conservem sua viabilidade durante e apds a
dispersao no ambiente (THEWES, 2014; LI; ZHONG, 2020).

J4 a limita¢do de nutrientes como o nitrogénio atua como sinal de
ativacio para AreA, um fator de transcri¢ao do tipo GATA, que redireciona o
metabolismo celular priorizando processos que asseguram a disponibilidade
de nutrientes para a formacio e a liberagio de esporos (LIU et al., 2023).

2.4 INTEGRACAO MOLECULARE SINAIS AMBIENTAIS

A frutificagio em basidiomicetos nao ¢ resultado de um unico
estimulo, mas de um conjunto de diversos sinais ambientais e fisioldgicos.
Fatores como luz, temperatura, composi¢ao gasosa ¢ disponibilidade de
nutrientes sao percebidos por redes sensoriais que ativam a atividade de
fatores de transcri¢io importantes. Dessa forma a expressao sequencial
de WC-1/WC-2, Fst3, Hom2, MADS-box, bZIP, PacC, AreA, Crzl e
HMG-box estabelece uma via regulatéria que integra a morfogénese com as
condigdes externas, maximizando as chances de sucesso reprodutivo (XU et
al., 2017; ZHONG, 2020; LIUez al., 2023).

Essa intera¢dao entre sinais ambientais e as rotas de sinaliza¢io
molecular ajuda a explicar como pequenas variagces nas condicoes de
habitat provocam alteragdes expressivas na estrutura e até no tempo de
maturagao dos corpos frutiferos. Em fungos de interesse econdémico como
Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus e Agaricus bisporus,
compreender esses processos ¢ essencial para manipular esses mecanismos
moleculares e assim otimizar a produ¢io, seja para fins medicinais,
alimenticios ou de produgio de biomaterial (SAKAMOTO, 2018; ZHOU
et al., 2012; XU et al., 2025). Essa abordagem ¢ fundamental nio apenas
para fins alimentares ou medicinais, mas também para o desenvolvimento de
biomateriais a partir da estrutura micelial.

3. REGULACAO GENICA E FATORES DE TRANSCRICAO

O fluxo de informagio genético do DNA para o RNA mensageiro ¢
regulado por um conjunto de proteinas reguladoras conhecidas como fatores de
transcri¢ao (FT5). Esses reguladores se ligam a sequéncias especificas no DNA,



modulandoaatividade daRNA polimerase Il einfluenciando diretamente a taxa
de transcri¢ao. Dessa forma, os FTs atuam como “interruptores moleculares’,
capazes de ativar ou silenciar conjuntos de genes fundamentais para processos
como a diferenciacio celular, a adaptagio a variagdes ambientais ¢ a producao
de metabdlitos secundarios (TODD et al., 2014; VONK; OHM, 2018).

Em fungos basidiomicetos os FTs exercem um papel crucial na
regulagao da expressao génica, regulando desde o crescimento vegetativo até
o desenvolvimento dos corpos de frutificaciao. Esse processo se inicia com o
reconhecimento de sequéncias reguladoras especificas no DNA, presentes em
regides promotoras ou em cis-regulatérios distais, sendo mediados por dominios
de ligagio ao DNA (DNA-binding domains — DBDs), que apresentam arranjos
estruturais adaptados para interagir seletivamente com o sulco maior ou menor da
dupla hélice (LUSCOMBE ¢z al., 2000; SHELEST, 2008; MUINO ¢z al., 2014).

Entre os motif estruturais mais comuns em fungos Basidiomycota
destacam-se o tipo Zn,Cys¢ envolvido na regulagio de genes relacionados
ao metabolismo secundario j& o bZIP estd associado a respostas a estresses
ambientais (MORIN ez 4/, 2012).

Ap6s a ligacao a0 DNA, muitos FTs necessitam da associagao com
cofatores para desempenhar seu papel regulatério. Em fungos Basidiomycota,
esses cofatores frequentemente modulam o estado da cromatina
por meio de acetilagio, metilacio ou remodelamento nucleossomo,
afetando a acessibilidade dos promotores aos complexos transcricionais
(NOWROUSIAN, 2022).

A Ganoderma lucidum, por exemplo, estudos apontaram que os FTs
como PacC e AreA interagem com cofatores para regular a expressio de genes
ligados 2 adaptagio a pH e a0 metabolismo de nitrogénio (MENG ez al., 2022).

Na fase subsequente, os FTs estabelecem interagoes direta ou indireta
com a RNA polimerase II e com o complexo de pré-iniciagio, garantindo o
posicionamento adequado da enzima no sitio de inicio da transcri¢io (WANG ez
al.,2023). Esse mecanismo é determinante paraativar ou silenciar genes envolvidos
no processo chave como a transi¢ao de micélio para primérdio e a diferenciacao de
estruturas reprodutivas (MENG ez al, 2022; NOWROUSIAN, 2022).

4. FATORES DE TRANSCRICAO ASSOCIADOS A FRUTIFICACAO
EM BASIDIOMICETOS

Entender o mecanismo de agao dos FTs em fungos Basidiomycota
ndo apenas elucida aspectos fundamentais da biologia desses organismos, mas
também abre perspectivas para aplicagoes biotecnoldgicas, como o controle
da frutificacio na producio de biomateriais ou a modulacio de metabélitos de
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interesse industrial. Ou seja, a identificagao e caracterizagao de FTs associados
a frutificagio permite compreender melhor os mecanismos moleculares que
controlam o desenvolvimento multicelular nesses organismos (Ohm et al., 2010;
Nowrousian, 2022), conforme apresentado alguns exemplos no quadro abaixo.

Quadro 1 - Principais fatores de transcri¢io associados a frutificagio em

Basidiomycota

Fator de Familia / Espécie(s) Funcio / Estagio Fenotipo Observado em
spécie(s
Transcricio Dominio P de Atuacio Mutantes
Mutantes apresentam
. Regulagio inicial bloqueio na diferenciagao
Schizophyllum . . .
fst3 Zn2Cys6 da formagéo de de primordios; auséncia de
commune . .
primoérdios corpos frutiferos maduros
(Ohm et al., 2010)
Essencial para
. . progressao do Mutantes Afst4 formam
Coprinopsis . o, .
fst4 Zn2Cys6 . desenvolvimento | apenas primoérdios abortivos
cinerea
do primordio até (Ohm et al., 2010)
corpos frutiferos
High Coprinopsis | Regulagdo do ciclo | Mutantes mostram falhas na
Mobility cinerea, sexual; expressdo | compatibilidade e auséncia de
HMG-box . . .
Group Lentinula de genes de frutificagdo (Ait Benkhali et
(HMG) edodes compatibilidade al., 2013)
Controle da Mutantes hom1— sdo
homl Homeobox Schizophyllum | identidade sexual incapazes de completar a
om
(Hox-like) commune e da formagdo de diferenciagdo sexual (Liu et
hifas férteis al. 2022)
Atuagdo conjunta Mutantes apresentam
Schizophyllum com homl na esterilidade e falha na
hom?2 Homeobox N - o
commune formagao de produgdo de basididsporos
estruturas férteis (Liu et al. 2022)




MADS-box
Dominio:
Controle da Mutantes apresentam
MADS . . . .
Ganoderma diferenciagao primoérdios malformados
MADS-box (MCM1, R . ..
lucidum tecidual durante o e frutificagdo incompleta
AGAMOUS, .
desenvolvimento (Meng et al. 2021)
DEFICIENS,
SRF)
Mutantes APoMbp1
Controle de ~
. apresentam reduco na
crescimento X
bZIP (Mbpl- Pleurotus L colonizacdo e falhas
PoMbpl . micelial e N
like) ostreatus L na formagao de corpos
iniciagao da i
. R frutiferos (Zhang et al.,
frutificagao
2025).
Neurospora Percepgao de luz Mutantes Awe-1 ou Awce-2
bZIP crassa azul; regulagdo de | sdo “cegos a luz”, incapazes
we-1/we-2 (complexo (Ascomycota, genes dependentes de frutificar sob condi¢des
White Collar) ortologos em de estimulos luminosas (Schumacher,
Basidiomycota) ambientais 2017; Xu et al. 2017).

Fonte: Elaborada por Leonel, V. V. (2025).

A andlise comparativa dos fatores de transcricio associados
a frutificagio em Basidiomycota evidencia a presenca de mecanismos
conservados, bem como particularidades especificas entre diferentes géneros.

Em espécies como Schizophyllum commune ¢ Coprinapsis cinerea, fatores
da familia Zn,Cys,, como fst3 ¢ fst4, demonstram papéis importantes na transicio
do primérdio para corpos frutiferos maduros, demonstrando um controle rigoroso
da diferenciacio (OHM ez al,, 2010). J4 os fatores hom1 ¢ hom2, pertencentes &
familia homeobox, reforgam aimportincia da regulagio sexual e da compatibilidade
na formagio de basididsporos, funcionando como “chaves genéticas” para a
reproducio sexuada e o estabelecimento de hifas férteis (LIU ez al., 2022).

Também se destacam os fatores da familia WC (white collar), como
we-1ewe-2, conhecidos por mediar respostas aluzazul em Ascomycota e que, em
Basidiomycota, participam da regulacao da frutificagao dependente de estimulos
ambientais. Esses FTs atuam em conjunto com elementos do complexo white
collar, regulando a transcri¢ao de genes sensiveis 4 luz e influenciando a iniciagao
do desenvolvimento (XU et al,, 2017; PARDO-MEDINA et al,, 2023).

Em fungos do género Pleurotus, observa-se a atuagio de fatores como
PoMbpl, integram sinais ambientais e nutricionais para o desenvolvimento do
fungo, refletindo a plasticidade regulatéria necessaria para responder as condicoes



do substrato e condi¢des do em seu habitat. A presenca de fatores de transcrigao
da familia MADS-box ¢ HMG-box em diferentes basidiomicetos indica a
conservagao de médulos de regulagio do desenvolvimento, embora sua fungao
especifica possa variar de acordo com o contexto fisiolégico de cada espécie.

Em Ganoderma lucidum, por exemplo, o fator de transcricito MADS
esta associado tanto ao crescimento vegetativo quanto a diferenciagao
do corpo frutifero, reforcando o papel dessa familia na regulacio de
transicoes morfogenéticas. De forma semelhante, em Coprinopsis cinerea e
Lentinula edodes, proteinas MADS-box controlam a formagio de tecidos
especializados durante a frutificagio. J4 os fatores da familia HMG-box
regulam a compatibilidade sexual em espécies como Schizophyllum commune
¢ Ustilago maydis, sendo determinantes para o sucesso da frutificacao (AIT
BENKHALI ez al., 2013; MENG et al., 2021; NOWROUSIAN, 2022).

A diversidade funcional de cada fator de transcri¢ao sugere que, embora
sejam compartilhados entre os fungos Basidiomycota, a evolugao da frutificagio
ocorreu por meio de modificagdes de acordo com a atuagio dos fatores de
transcri¢do, permitindo que cada género/espécie se adapte oseu ciclo de vida a
diferentes habitats. Dessa forma, os FTs atuam como mecanismos que traduzem
estimulos ambientais, tais como luz, disponibilidade de nutrientes e variagoes de
pH, em respostas genéticas responséveis pelo desenvolvimento e diferenciagio.

4.1 FATORES DE TRANSCRICAO EM LENTINULA EDODES

O fungo Lentinula edodes, ¢ amplamente cultivado na Asia e em
outros continentes ¢ tem sido utilizado como modelo para estudos de expressao
génica durante a frutificacio devido a sua importincia econdmica e nutricional.
Diversos fatores de transcricao jd foram descritos na espécie, demonstrando
a complexidade dos mecanismos regulatérios que regulam a transicio do
crescimento micelial para a formagio de corpos frutiferos (Chen ez 4/, 2016).

Entre os fatores identificados, destacam-se os que pertencem as
familias Zn,Cys¢, bZIP e MADS-box, os quais participam da regulagao de rotas
metabdlicas, diferenciagao celular e morfogénese. Estudos transcriptémicos
sob luz azul revelaram que multiplos genes que codificam fatores de transcricio
apresentam padroes de expressao diferencial ao longo do desenvolvimento do
corpo frutifero, sugerindo sua participagio ativa na transi¢ao do micélio para o
primdrdio e na maturagio do corpo frutifero (Kim et af, 2021).

Estudoscom L. edodes demonstram que genes codificadores de fatores
de transcricio com dominios Zn,Cyse, bZIP ¢ HMG-box sio altamente
expressos durante o desenvolvimento pés-colheita do corpo frutifero. Esses
padroes de expressio sugerem a atuagio direta desses FTs na iniciagio da
frutificacio e na regulagio da morfogénese, funcionando como elementos



que conectam sinais ambientais como a variagdes de pH, disponibilidade de
nutrientes e respostas ao estresse oxidativo que influencia o desenvolvimento
do fungo (SAKAMOTO ez al., 2017).

A fungio dos FTs em L. edodes também estd diretamente relacionada
as condi¢oes ambientais ¢ A resposta a estresses. A disponibilidade de luz,
nutrientes e variagoes de temperaturaafeta diretamente a transcri¢io de fatores
regulatérios, modulando a expressao de genes envolvidos em vias metabdlicas
primdrias e secunddrias (CHEN ez al, 2016). Por exemplo, fatores de
transcri¢ao contendo dominios Zn,Cys,, como GAL4-like induzidos apds
a colheita, ¢ proteinas com dominios bZIP apresentaram expressio elevada
no corpo de frutificagio, sugerindo participa¢io desses FTs na regulagio da
autdlise tecidual e na adaptacio ao substrato (SAKAMOTO ez 4l., 2017).

Umacomparagao protedmicaentre L. edodes e outros basidiomicetos,
como Coprinopsis cinerea ¢ Ganoderma lucidum, revelam tanto semelhancas
quanto especificidades. enquanto em G. lucidum fatores como GIMADS e
PacC estio diretamente envolvidos na diferenciacao de tecidos ¢ na resposta
a variagoes ambientais (OHM et 4/, 2010; MENG ez 4l., 2021). No caso de
L. edodes, andlises transcriptdmicas ¢ protedmicas indicam que a regulagao
por fatores da familia. MADS-box ¢ particularmente expressiva durante
a transicao micélio para prim(’)rdio, sugerindo que a espécie apresenta um
perfil regulatério relacionado a adaptagio do cultivo.

Analises de RNA-Seq em Coprinopsis cinerea identificaram a
expressao diferencial de diversos fatores de transcricio, incluindo membros
das familias Zn,Cys, bZIP, Homeobox, HMG-box e MADS-box, durante
a transi¢ao do micélio para o primérdio e ao longo da maturacio do corpo
frutifero. Esses reguladores atuam na coordenagio de processos como
reorganizacio tecidual, diferencia¢io hifal, ativagio de vias metabdlicas
especificas e regulacio da morfogénese (MURAGACHI ez al, 2015).

Essas comparagdes refor¢am que embora exista um nucleo conservado
de fatores de transcri¢io entre os fungos Basidiomycota, cada espécie se
adaptou a sua rede transcricional em resposta a pressoes evolutivas distintas,
seja para acelerar a diferenciagio (como em C. cinerea), seja para integrar sinais
ambientais de forma adaptativa para o desenvolvimento (como em G. lucidum).

4.2 FATORES DE TRANSCRICAO EM PLEUROTUS

Alguns genes descobertos em Pleurotus ostreatus sao os fatores de
transcricao Pofst3, PoGatl ¢ PoHMGI11, as hidrofobinas Vinh2 e Vinh3,
polectin2 e Lacc2, codificantes de lectina e lacase, respectivamentes, e Mausod 1,
gene codificador da enzima manganese superoxide dismutase que ajuda
também o fungo a superar situagoes de estresse causado por calor. Flammulina



Jfiliformis também possui genes relacionados a lectinas e hidrofobinas (Fv-
JRLI ¢ Hyd9), responsaveis pelo desenvolvimento do micélio e das hifas
aéreas que dario inicio ao desenvolvimento do basidiocarpo. Alguns fatores
de transcricao presentes sio Fuclp 1, stel 2-like e pdd1 envolvidos na promocio
do desenvolvimento do corpo de frutificagio e regulagao de estresse abiético
e de FTs como FvHmgl ¢ LFCI, que regulam negativamente o processo
de frutificacio (LI ez al., 2024). O macrofungo Schizophyllum commune
também ¢ muito estudado no contexto de regulagao genética e metabdlica,
segundo o sequenciamento e a andlise conduzidas por OHM ez al., (2010),
descobriu-se que dos 13.210 genes preditos, 421 sao fatores de transcrigao,
e cerca de 39% possuem ort6logos e outras espécies e 36% das proteinas sio
exclusivas de S. commaune, singularidade que dificultou a anotagao dos genes,
que atingiu somente 43% do total predito.

5. ABORDAGENS QMICAS E FERRAMENTAS PARA ESTUDO
DA EXPRESSAO GENICA

Na atualidade, a maioria dos estudos e descobertas de genes geralmente
se iniciam com comparagdes entre espécies de relagoes evolutivas proximas,
campo conhecido como gendmica comparativa, uma vez que os genes de interesse
tenham identificados segue-se com experimentos de silenciamento (knockdown)
ou disrup¢io (knockout) para observacio dos efeitos fenotipicos e genéticos
associados a eles. Tal abordagem ¢ muito utilizada para estudar os efeitos
associados a condi¢oes de estresse, ou para identificar genes associados a cada
estagio de crescimento dos cogumelos, como feito por ORBAN ez al., (2021).

Com o advento da pds-gendmica e das novas abordagens dmicas,
o estudo da expressio génica se tornou nio somente mais acessivel, mas
também uma valiosa fonte de informacdes sobre o comportamento de
um organismo e como se dao suas respostas metabélicas em fungao das
condi¢des ambientais na qual estd inserido. Dentre elas vale destaque para
a transcriptomica, um campo de estudo que busca analisar e sumarizar o
transcriptoma de um organismo — isso ¢, a totalidade do RNA produzido
pelo mesmo — ou mesmo realizar comparagoes entre espécies, a fim de
inferir homologias ou relagdes evolutivas. A molécula de maior interesse
¢ geralmente 0 mRNA, mas cada vez mais pesquisas surgem em torno de
ncRNAs (noncoding RNAs), moléculas nao codificadoras de proteinas que
vém sendo reconhecidas pelo seu envolvimento na regulacio da expressao
génica, ainda que nio completamente entendidas e consideradas em uma
visio mais sistemdtica (MAJUMDER ez /., 2022).

Os primeiros passos da transcriptomica se deram na década de 1990



com o desenvolvimento do SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) a
partir da quantificacio de ESTs (Expressed Sequence Tag), mas a técnica foi
rapidamente substituida por outros métodos, como a andlise por microarray
¢ RNA-Seq, esta tltima que vem dominando a édrea de transcriptoma desde
2015, pois requer baixo volume de material. Os principais passos incluem a
extracao e o isolamento do RNA, retirando RNA ribossomal e separando as
moléculas alvo do DNA e demais moléculas para entao fragmentar o mRNA
em varios pedagos, uma vez que o mesmo costuma ser grande demais para a
maior parte dos equipamentos de sequenciamento, o material geralmente ainda
passa por uma etapa de amplificacio por PCR, a fim de multiplicar o ntimero de
cdpias de uma sequéncia e garantir maior confiabilidade e acuricia. Em seguida
o RNA ¢ convertido a cDNA e sequenciado, seja em apenas uma dire¢ao de
fita ou em ambas. Um sequenciamento unidirecional ¢ mais barato e répido, e
costuma ser o suficiente para andlise diferencial ou quantificacao de transcritos,
mas se o pesquisador busca por resultados mais robustos, visando anotagao de
genes e descoberta de isoformas, um sequenciamento de ambas as fitas pode ser
necessdrio para mapeamento correto da direcao de leitura (LOWE ez 4l.,2017).

Para realizar a montagem do transcriptoma a partir de um RNA-Seq, ¢
essencial assegurar a qualidade do sequenciamento e conferir se os dados obtidos
sio condizentes com o esperado, para que durante o alinhamento nio haja
problemas. O alinhamento pode ser feito a um genoma de referéncia, mas caso
nao haja nenhum disponivel, ¢ necessario fazer uma montagem dita De Novo,
muito mais complexa em termos de tempo e trabalho computacional, pois alinha
0s reads apenas uns com os outros em busca de fragmentos que se sobreponham e
ajudem a determinar uma sequéncia unificada (LOWE ez 4/, 2017).

Uma vez que os transcritos tenham sido alinhados e quantificados, ¢
possivel realizar uma anélise de expressio diferencial de genes para comparar
quais conjuntos de dados sao mais expressos nas condi¢oes do estudo, e
mesmo estabelecer se ha diferengas entre estdgios. A confirmagio dos niveis
de transcri¢io pode ser obtidos por PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR) a partir do qual os niveis de expressio de um transcrito podem ser
comparados a um gene de referéncia, que em geral ¢ previamente conhecido
¢ que possua de expressao estavel (COENYE, 2021).

Nesse contexto se evidencia a importincia da anotagio de genes
em projetos de sequenciamento, pois além de gerar dados para a espécie
de interesse do autor, as informagoes podem ser depositadas em bancos de
dados e ajudar outros pesquisadores em seus respectivos estudos.

5.1 BANCO DE DADOS

Dentro do escopo da pesquisa com fungos, alguns bancos de dados



merecem destaque como democratizadores das informag¢des conhecidas,
dentre eles, o MycoCosm, um portal gendémico que providencia acesso e
visualizacio dos dados sequenciados pelo Joint Genome Institute (JGI)
bem como genomas depositados em outros bancos de dados online, além
de ferramentas para andlise comparativa. Todos os genomas sequenciados
pelo JGI seguem uma pipeline de anotagao que integra predicio, notagio e
andlise (GRIGORIEV ez al.,2013). O acesso s informagdes ¢ intuitivo, pois
a pagina principal do site funciona como uma arvore taxondmica interativa a
partir da qual o usudrio pode explorar os diferentes organismos.

O Fungal Transcription Factor Database (FTFD) é um banco de dados
criado para armazenar, identificar, comparar e garantir acesso publico aos fatores
de transcricao descobertos em fungos, vale ressaltar que por mais que haja
grande confiabilidade, muitas das entradas sao putativas, baseadas em andlises
computacionais ¢ homologias com alguns pouco trabalhos experimentais
que norteiam as descobertas (PARK ez 4/, 2008). Entretanto, o site do FTFD
conta com uma interface antiga e pouco intuitiva, além de aparentar nio ser
atualizado a algum tempo. Contrariamente, o JASPER, apesar de nao ser
focado exclusivamente em fungos e nao possuir tantas entradas referentes a
cles, ¢ regularmente atualizado, e possui uma interface mais receptiva, em que
o usudrio pode filtrar suas buscas por grupo taxondmico, espécie, classe de
fatores de transcri¢io, entre outros, além de contar com ferramentas como
o Profile Inference, onde o usudrio pode inserir uma sequéncia e identificar
se ha padrées reconheciveis como sitios de ligagio de fatores de transcri¢ao

(RAULUSEVICIUTE ez al., 2023).

6. APLICA(;()ES E PERSPECTIVAS

Tendo emvista o crescente aumento na utilizagao de produtos de origem
fingica nos tltimos anos e do nimero cada vez maior de patentes relacionadas
a estes organismos sendo registradas, percebe-se que estamos diante de um
mercado em amplo desenvolvimento, em que o estudo e caracterizagao das vias
metabolicas dessas espécies vem sendo empregado para diversos fins. Como
evidenciado por MORAES (2022) a manipulagio genética dos cogumelos
vem ganhando espago desde meados da década de 90, principalmente em
paises leste-asidticos como China, Japio e Coréia do Sul, marcados pelo estudo
Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum e Agaricus bisporus.

No Brasil, o cultivo para fins alimenticios ¢ liderado por A. bisporus,
P, ostreatus e Lentinula edodes (RODRIGUES; OKURA, 2022), e além de
buscar por formas de acelerar o crescimento ¢ melhorar a produtividade,
muitos produtores também investem em desenvolver métodos de conservagio



p9s-colheita, garantindo maior resisténcia a perda de d4gua para o ambiente,
a oxidagao e a a¢do de outros microrganismos que podem levar a redugio da
vida util desses alimentos (SHARMA ; SINGH; SINGH, 2024).

Como ji sabemos, os cogumelos tém um papel fundamental na
manutengio do equilibrio tréfico, pois ¢ a partir da degradagio de madeira
¢ outras matérias vegetais, conseguem os substratos necessirios para seu
crescimento, auxiliando no processo de decomposi¢ao e reutilizagao dos
nutrientes na natureza. Como principais causadores da podridao branca, os
basidiomicetos sao espécies capazes de produzir enzimas que degradam celulose
¢ lignina (PINTO, 2006), como a lignina peroxidase, lacase e a manganés
peroxidase, essas enzimas sio altamente visadas pelas industrias de tecidos,
papel/celulose e de tratamentos, pois além de metabolizar a lignina presente nos
materiais vegetais, degrada também moléculas semelhantes, como pigmentos,
pesticidas, disruptores enddcrinos ¢ fendis clorados (ATTWESH ez al., 2021)

Ademais, um grande nimero dos basidiomicetos produzem compostos
bioativos de grande valor medicinal e nutracéutico, com reconhecidas
funcoes antioxidantes, antiinflamatdrias, antimicrobianas, antitumorais,
imunomoduladoras, antidiabéticas, hepatoprotetoras, entre outras (MORAES,
2022). Em relagio a Ganoderma lucidum, muitos estudos conduzidos
atualmente tem como foco obter uma maior producio de seus compostos,
especialmente os 4dcidos ganodéricos, metabélitos secundérios que além dos
atributos j4 citados, sao associados a efeitos anti radiago, antienvelhecimento,
antiparasitico, cardioprotetor e neuroprotetor (WANG ez al., 2024).

Mais recentemente, a utilizagao do micélio fingico como biomaterial
vem ganhando espago, ao cultivar esses organismos em uma base orgnica, como
residuos agroindustriais, permite-se a criagio de um material compésito com
dtimas propriedades fisicas, incluindo baixa ou alta densidade, hidrofobicidade,
isolamento térmico e actstico, nio inflamabilidade e biodegradabilidade
(CERIMI ¢t al, 2019). Vale ressaltar que caracteristicas inerentes a espécie
utilizada tem grande influéncia nas propriedades do material, por exemplo, bio-
compdsitos a base a P ostreatus tendem a ser 2 vezes mais rigidos que aqueles
produzidos com G. lucidum, esse efeito é associado a uma maior quantidade
de polissacarideos de membrana (ELSACKER er al, 2020). Algumas
aplicagoes de destaque sio como embalagens (POHAN; KUSUMAWATT;
RADHITANTTI, 2023), material de construcio (XIA, 2024) e bio-tecidos
(AMOBONYE et 4l.,2023), como um substituto do couro animal.

No momento atual, cada vez mais métodos de transformagao ¢ edi¢ao
genética em macrofungos estao sendo criados e aprimorados, criando mais formas
de estudar a relagio entre os fatores de transcrigo e as caracteristicas e expressoes
fenotipicas associadas a ele (SUN; LIU; ZHAQ, 2023). O foco dos estudos
estd apenas em encontrar os genes que promovem a frutificagio mas também



naqueles que estejam intimamente relacionados com o crescimento do fungo e
aspectos do micélio, ou que demonstrem influéncia nas vias metabélicas desses
organismos. Entretanto, a edi¢ao genética em macrofungos ainda enfrenta diversas
limitagdes, entre elas, uma das dificuldades ¢ atravessar a parede celular fingica
cuja composi¢ao de quitina confere rigidez aos métodos tradicionais. Por isso, a
maior parte das transformacdes sao feitas a partir da formacao de protoplastos,
com remogao enzimatica da parede celular ou por Transformagio Mediada por
Agrobacterium tumefaciens(ATMT ), outro ponto ¢ a faltade marcadores de selecio,
até 0 momento, mesmo os compostos mais consolidados como higromicina B e

carboxina, no funcionam para todos as espécies (JANSONIUS, 2024).

7. CONSIDERACOES FINAIS

Como explicitado no presente capitulo, os fatores de transcri¢ao
estao intimamente relacionados ao controle da frutificagio e de outras
fungdes de diferenciagio celular, mesmo que nao completamente elucidados,
os estudos realizados em espécies como Ganoderma lucidum,Coprz’nopsz’s
cinerea, Lentinus edodes, Neurospora crassa, Schizophyllum commune e
Pleurotus ostreatus construiram as fundagoes para que cada vez mais fatores
de transcri¢ao sejam descobertos e explorados em outras espécies.

Apesar de ainda limitado pelo estado da arte das tecnologias atuais, os
estudos genéticos em basidiomicetos se apresenta como uma promissora abordagem
contemporinea na busca por bases mais verdes e sustentdveis para o desenvolvimento
industrial, podendo muito em breve alcangar os ascomicetos em niimero de trabalhos
publicados. A criagao de novas ferramentas que tornem mais prética e eficiente a edicio
genética nessas espécies, podem beneficiar ndo somente as industrias em busca de
inovagoes, mas também trazer importantes avangos em nosso entendimento da biologia.

Para isso, torna-se cada vez mais relevante a integracio dos dados
obtidos em diferentes frentes de pesquisa (molecular, morfolégica, empirica,
etc), a partir da realizacao de estudos funcionais para descoberta e anotacio
de genes, caracterizagao de vias metabdlicas e de sinalizagao, bem como testes
de aplicabilidade e constru¢ao de protétipos.
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A crescente necessidade em produzir alimentos de forma segura
e sustentdvel, aliada A urgéncia em reduzir a dependéncia por fertilizantes
quimicos, tem impulsionado a busca por uma agricultura mais ecolégica.
Segundo a Organizagao das Nagoes Unidas para Alimentagao e Agricultura
(FAO), a populagio mundial deve crescer cerca de 35% até 2050, elevando
em 60 a 110% a demanda por produtos agricolas (NOSHEEN ez 4l., 2021;
SILVA ez al.,2022). Assim, ampliar a produgio agricola e garantir a seguranca
ambiental é um dos maiores desafios do século XXI.

Nesse cendrio, a utilizagio de microrganismos benéficos ao solo
¢ as plantas emergem na busca de uma agricultura mais sustentével. As
comunidades microbianas, como um componente fundamental dos
ecossistemas, desempenham papel importante na manutencio da fertilidade
do solo, ciclagem de nutrientes e preservagao da diversidade das comunidades
vegetais (RAMAKRISHNA ez al., 2019). As plantas estio naturalmente
associadas a uma alta diversidade de microrganismos benéficos, essa microbiota
contribui para satide, qualidade e produtividade vegetal, facilitando a aquisi¢ao
de nutrientes, melhorando as defesas naturais das plantas ¢ promovendo
resisténcia aos estresses bidticos e abidticos (CASTANHEIRA ez 4l., 2017;
KONG et al., 2022; NAM et al., 2023; FASUSI et al., 2023).

A rizosfera, uma microzona na interface solo-raiz fortemente
influenciada pela planta e seus exsudados (compostos, principalmente, por
aminodcidos, agticares e diversos dcidos organicos), ¢ considerada um dos
ecossistemas mais complexos e competitivos do planeta, sendo um dos principais
habitats para os microrganismos benéficos associados as plantas (PRASHAR ez
al.,2014; ANDRADE et 4l.,2019; NAM et al., 2023; ZHU et al., 2023). Entre
esses microrganismos estao bactérias capazes de colonizar as rafzes e formar
associagoes simbidticas ou nao simbidticas com as plantas, beneficiando seu
desenvolvimento, crescimento e producio (CASSAN ez al., 2014; SANTOS ez
al.,2017; CHEBOTAR ez al., 2022). A esses microrganismos foi dado o nome
de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) (MOREIRA;
SI%JEIRA, 2006; PRASHAR et al., 2014; RAMAKRISHNA et 4l., 2019;
AZIZOGLU et al.,2021; FASUSI et al., 2023).

As BPCV regulam o crescimento das plantas e melhoram a satde do
solo por diferentes mecanismos diretos ou indiretos. Esses mecanismos incluem,
mas nio estdo limitados a fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN), solubilizagio
de minerais, produg¢ao de fitormonios, rizoremediacio de solos contaminados,
controle de estresse bidtico e abidtico, biocontrole contra fitopatdgenos e insetos,
além de aumentar a biodisponibilidade de nutrientes para as plantas.

Dentre os inimeros géneros bacterianos descritos como BPCYV, o

1. INTRODUCAO



género Azospirillum emergiu como um dos mais promissores ¢ ¢ atualmente
um dos mais estudados devido a sua capacidade de colonizar mais de 100
espécies de plantas, distribuidas em 35 familias botinicas, a maioria de
interesse econdmico (DOBEREINER, 1992; CASSAN et al, 2020;
PEDROSA et al., 2020; BARBOSA et al., 2022). Azospirillum ¢é um
género de bactérias Gram-negativas, de vida livre ou associada a plantas,
microaerdfilas, geralmente nao fermentativas e fixadoras de nitrogénio. As
bactérias desse género sio comumente encontradas associadas as raizes de
diferentes espécies de plantas e podem ser observadas em todo planeta sob
uma variedade de ambientes e condi¢des de solo, incluindo solos agricolas,
solos contaminados, fontes naturais de sulfeto, ambientes aqudticos e, em
estudos experimentais, testadas em células de combustiveis microbianos
(PEDRAZA et al., 2009; CHAVEZ-HERRERA et 4/, 2018; CASSAN ez
al., 2020; PEDROSA et al., 2020; CRUZ-HERNANDEZ et 4l., 2022).

Nas ultimas décadas, as bactérias do género Azospirillum vém sendo
extensivamente estudadas, tornando-se um modelo em pesquisas sobre a
interacio planta-bactéria (CASSAN et al. 2020; SUN; SHAHRAJABIAN;
WANG, 2025). O crescente numero de estudos permitiu uma melhor
compreensiodos mecanismosdeagiointrinsecosaogénero, e o sequenciamento
gendmico de diferentes estirpes de Azospirillum vem contribuindo para
a identificagao de genes ¢ a elucidagio de fun¢oes relacionadas & promogio
do crescimento vegetal e 4 adaptagdo a diferentes ambientes, favorecendo
o desenvolvimento de inoculantes com aplicabilidade pritica no campo
(FUKAMI ez al., 2018; CASSAN et al. 2020; GIRI et al., 2025).

Diante disso, o presente capitulo tem como objetivo apresentar
uma visao abrangente sobre o género Azospirillum, abordando seus aspectos
ecoldgicos, mecanismos de promogio de crescimento vegetal, aplicagoes
agrondmicas e perspectivas futuras de uso como biofertilizante.

2. BIOLOGIA DO GENERO AZOSPIRILLUM

O género Spirillum foi inicialmente descrito por Beijerinck em 1925.
Contudo, na década de 1970, estudos taxondmicos e fisiolégicos levaram a
reclassificacao de algumas espécies desse grupo no género Azospirillum, cuja
relevincia cientifica ganhou destaque internacional apds a descoberta da
capacidade dessas bactérias de fixar nitrogénio atmosférico. Tal descoberta,
conduzida por pesquisadores brasileiros liderados pela Dr* Johanna
Débereiner (Tarrand et al., 1978), representou um marco na microbiologia
do solo, a0 consolidar Azospirillum como um dos principais representantes
das bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) ¢ aprofundar o



entendimento das intera¢oes benéficas entre microrganismos e plantas.

O género Azospirillum pertence a classe Alphaproteobacteria,
ordem Rhodospirillales ¢ familia Azospirillaceae, da qual ¢ o género-tipo
(SANTOS FERREIRA ez al.,2022). Atualmente, é composto por 25 espécies
oficialmente validadas segundo a List of Prokaryotic names with Standing
in Nomenclature (LPSN; https://lpsn.dsmz.de/genus/azospirillum). Essas
bactérias sao diazotroficas, de vida livre, Gram-negativas, microaeréfilas, nao
formadoras de esporos, nao fermentativas, com células em forma de bastonete
ou espiral, e amplamente encontradas associadas as raizes de diversas espécies
vegetais. Em meio liquido sdao méveis e apresentam um tnico flagelo, j& em
meio sélido, crescidasa 30°C, apresentam numerosos flagelos laterais de menor
comprimento. Sua plasticidade adaptativa ¢ a capacidade de colonizar mais
de 100 espécies de plantas, pertencentes a 35 familias botanicas, muitas de
relevancia agricola, fazem de Azospirillum um género-modelo para estudos de
interagao planta—bactéria, com impacto direto na promogao do crescimento
vegetal e na produtividade agricola (HUNGRIA ez 4/, 2010; FUKAMI ez 4l.,
2018; CASSAN ez al., 2020; SANTOS FERREIRA ez 4l., 2020; 2022).

A espécie-tipo do género é Azospirillum brasilense Sp7, utilizada como
referéncia taxondmica na descri¢io original do grupo (TARRAND ez 4l.,
1978). A primeira espécie descrita, anteriormente conhecida como Spirillum
lipoferum por Beijerinck (1925) e hoje reclassificada como Azospirillum
lipoferums, ¢ associada principalmente a cereais e gramineas forrageiras, sendo
uma das espécies pioneiras estudadas no género (CRUZ-HERNANDES ez
al.,2022; SUN; SHAHRAJABIAN; WANG, 2025). Entre as espécies mais
estudadas destacan-se: A. baldaniorum Sp245 (anteriormente classificada
como A. brasilense Sp245), amplamente empregada como espécie modelo
em pesquisas de interacio planta-bactéria devido a sua capacidade de
colonizar diferentes hospedeiros, promover crescimento vegetal e possuir
genoma totalmente sequenciado (SANTOS FERREIRA, 2020). Outra
espécie de grande relevaincia agricola; ¢ a espécie-tipo A. argentinense Az39
(anteriormente 4. brasilense Az39), isolada da superficie de raizes esterilizadas
de trigo na Argentina. Reconhecida por sua eficiéncia em aumentar a
produtividade das culturas de milho e trigo, 4. argentinense é a estirpe
mais utilizada em inoculantes na América Latina e também _possui genoma
completo sequenciado (DIAZ-ZORITA; FERNANDEZ-CANIGIA,
2009; RIVERA et al.,2014; SANTOS FERREIRA, 2022).

Outrasespéciesderelevanciaagricolaincluem 4. oryzae, isoladaderizosferas
de arroz, A. zeae, proveniente de milho e A. canadense, isolada da rizostera de milho
¢ adaptada a ambientes de clima frio (XIE ez 4/., 2005; SUN SHARAJABIAN;
WANG, 2025). A diversidade filogenética do género, evidenciada por andlises
baseadas em sequéncias gendmicas, reflete sua ampla plasticidade adaptativa e



potencial para aplicagdes biotecnoldgicas em diferentes sistemas agricolas.

Além da diversidade taxondmica, as espécies do género Azospirillum
apresentam diferentes modos de interagao com as plantas, colonizando a rizosfera,
asuperficie radicular (epifitico) e o interior dos tecidos vegetais (endofitico). Essa
plasticidade na associagio permite uma adaptagao eficiente a diversos hospedeiros
¢ condi¢oes ambientais (CASSAN etal.,2014; HOUSH ez al,2021; CASSAN
et al., 2020; BARBOSA ¢z al., 2022). A capacidade de formar biofilmes ¢ outro
fator crucial para o estabelecimento dessas bactérias no ambiente rizosférico.
Os biofilmes promovem a adesao das células bacterianas as raizes, protegem-nas
contra estresses ambientais e facilitam a troca de sinais quimicos entre a bactéria
¢ a planta, além de aumentar a eficiéncia da colonizagio ¢ da promogio do

crescimento vegetal (CASSAN et al., 2020; SANTOS FERREIRA, 2022).

3.MECANISMOS DEPROMOCAO DO CRESCIMENTO VEGETAL

O primeiro mecanismo proposto para explicar a capacidade do
Azospirillum em promover o crescimento vegetal foi a fixagio bioldgica
do nitrogénio. Na sequéncia um crescente nimero de estudos propds
mecanismos adicionais que implicam na promogao do crescimento, como
a producio de fitorménios (auxinas, citocinas, giberelina, dcido abscisico ¢
ctileno), protegio contra estresses bidticos e abidticos, biocontrole contra
fitopatdgenos, solubilizagio de fosfato e potdssio, producio de sider6foros,
facilitacio na assimilagio de ferro, entre outros (FUKAMI et al., 2018;
CHANDRAMOHAN REDDY; GOYAL, 2020; CASSAN ez al., 2020;
HOUSH ez al., 2021; BARBOSA et al., 2022; SILVA et al., 2022).

Devido aos varios mecanismos pelos quais Azospirillum ¢é capaz de
promover o crescimento vegetal, foi proposta uma hipétese aditiva, segundo a
qual as bactérias desse género atuam em um padrao cumulativo ou sequencial
de efeitos, nos quais 0s mecanismos ocorrem simultaneamente ou em sequéncia,
atuando de forma complementar e potencializando os beneficios para a planta
(FUKAMI et al.,2018; PEDROSA ez al., 2020; SCUDELET Tlez4l.,2023). Essa
hipdtese aditiva contrasta com visoes simplistas que buscam um inico mecanismo
dominante e destaca a importincia das interagdes planta-microrganismo e do
contexto ambiental para a manifestacio dos efeitos benéficos.

3.1 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (FBN)

A disponibilidade de nitrogénio ¢ um dos principais fatores limitantes
paraocrescimento e produtividade das culturas vegetais (SANTOS ez4l.,2017).
Nas plantas, a deficiéncia de nitrogénio estd associada a redugio da divisao e
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expansio celular, drea foliar e da taxa fotossintética (GHENOV ez 4/, 2021).
Embora seja um dos elementos mais abundantes na atmosfera, correspondendo
a cerca de 78% de sua fragao gasosa, em sua forma molecular (N,) o nitrogénio
¢ um gds inerte que nao reage quimicamente em condi¢des naturais, ndo sendo
prontamente assimilado pelas plantas. Nesse contexto, a fixagao bioldgica do
nitrogénio (FBN), um processo essencialmente microbiolégico, complexo
¢ realizado por um restrito grupo de procariotos (Bacteria e Archaea),
denominados diazotréficos, ¢ a principal via de entrada de nitrogénio em
formas assimildveis nos ecossistemas naturais (DOBEREINER, 1992; BACA
et al.,2000; BALDANI; BALDANTI, 2005; GHENOV ez 4l, 2021).

De acordo com o tipo de interacio estabelecida, a FBN pode ocorrer
de trés formas: de vida livre, associativa ou simbidtica (PANKIEVICZ ez 4l.,
2019; SOUMARE ez al., 2020; GUO er al., 2023). Na fixagio de vida livre
ou associativa, diazotréficos presentes no solo ou associados as plantas utilizam
compostos organicos como fonte de energia para fixar nitrogénio, em condi¢oes
microaerdbicas, atendendo prioritariamente ao seu proprio metabolismo, mas
liberando parte do nitrogénio assimilado ao hospedeiro. Enquanto os de vida
livre atuam independentemente de interagoes proximas, os associativos habitam
a superficie radicular, espagos intersticiais ou tecidos vegetais, juntas, essas
formas contribuem com cerca de 50-70 teragramas (Tg) de nitrogénio fixado
por ano em escala global (PANKIEVICZ ez al., 2019; GUO et al., 2023).

Por fim, nafixagao simbidtica, microrganismosinstaladosemestruturas
especializadas, como nédulos radiculares, utilizam produtos fotossintéticos do
hospedeiro como fonte de energia para fixar N em beneficio direto da planta
(SOUMARE et al., 2020; GUO et al., 2023). Em Azospirillum, a fixagio é
exclusivamente de vida livre ou associativa, sem formagao de nédulos, o que
lhe confere grande versatilidade ecoldgica e capacidade de colonizar diferentes
culturas e condi¢oes ambientais (CASSAN ez al., 2020; GUO ez al., 2023).

A FBN consiste na redugio do N, atmosférico a aménia (NH;) pela
acdo do complexo enzimadtico nitrogenase, altamente conservado entre os
diazotréficos. Esse complexo ¢ formado por duas proteinas: a dinitrogenase
redutase (Fe-proteina), codificada pelo gene 7if H, responsavel pela transferéncia
de elétrons, ¢ a dinitrogenase (MoFe-proteina), codificada pelos genes nifD e
nifK, que contém o sitio ativo onde ocorre a redugio do N, a aménia (ZEHR
et al., 2003; REIS; TEIXEIRA, 2006; CASSAN ez 4l., 2020). O processo
demanda grande aporte energético, consumindo cerca de 16 moléculas de
ATP para cada molécula de N, fixada, e ¢ extremamente sensivel & presenca de
oxigénio (CASSAN et al., 2020; SOUMARE ez al., 2020; GIRI et al., 2025).
A reagio global pode ser representada da seguinte forma:

N, +8H"* + 8¢+ 16 ATP > 2NH; + H, + 16ADP + 16Pi



Apds suaformagao no citoplasmabacteriano, aamoénia é rapidamente
protonada, formando amoénio (NH,*). Em concentragdes elevadas, o NH,*
inibe a expressio e a atividade da nitrogenase, sendo necessdrio que seja
prontamente assimilado ou exportado para fora da célula (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; REIS; TEIXEIRA, 2006; CASSAN et al., 2020).

No género Azospirillum, a assimilagao intracelular do aménio ocorre
por duas vias principais, presentes em todas as espécies estudadas até o
momento. Sob baixas concentragoes de NH,*, predomina a via da glutamina
sintetase (GS) associada & glutamato sintase (GOGAT). J4 em condigoes
de altas concentragoes de NH,*, a assimilagdo ocorre pela via da glutamato
desidrogenase (GDH), enquanto a GS ¢ inativada por adenililagio sucessiva
de suas 12 subunidades, catalisada pela enzima bifuncional adenililtransferase
(GInE). Além disso, o excesso de NH,* atua como sinal de repressio, levando
ainibi¢ao da atividade da nitrogenase e, consequentemente, da fixacao de N,
(SANTOS et al.,2017; CASSAN et al., 2020; PEDROSA et al., 2020).

Machado e colaboradores (1991), caracterizaram um mutante
espontineo, 4. brasilense HM053, derivado de A. brasilense Sp7 (Sp7 ATCC
29145, Sm®, Nal®), na glutamina sintetase (GS), capaz de excretar aménio e
fixar nitrogénio constitutivamente, mesmo na presenca de altas concentragoes
de NH/}Jr (MACHADO et al., 1991; SANTOS et al., 2017; PEDROSA
et al., 2020). Esta capacidade estd relacionada a uma baixa atividade da
glutamina sintetase, resultando em uma deficiéncia na assimilagao do NH_*
e excrecdo do excesso de aménio produzido durante a fixagio do nitrogénio,
tornando essa estirpe um forte candidato como biofertilizante para fornecer
nitrogénio (MACHADO et al., 1991; SANTOS et al., 2017; PEDROSA et
al., 2020; GHENOV et al., 2021; BARBOSA et al., 2022).

O estudo de mutantes capazes de excretar amo6nio, como a estirpe
HMO53, representa um novo ¢ promissor viés na busca por biofertilizantes
de nitrogénio mais eficientes, ampliando o potencial de aplicagao agricola do
género Azospirillum.

3.2 SiNTESE DE FITORMONIOS E TOLERANCIA AO ESTRESSE
ABIOTICO

Fitohorménios ou reguladores do crescimento vegetal sao substancias
sintetizadas pelas plantas em baixissimas concentragées que atuam em
diversos processos fisiolégicos e bioquimicos, medeiam o crescimento e
desenvolvimento das plantas e agem como moléculassinalizadoras em resposta
a estresses ambientais (FAHAD ez al., 2015; KHATOON et 4l., 2020). A
capacidade de Azospirillum em promover o crescimento vegetal estd associada
a sua habilidade de sintetizar e excretar fitorménios, que atuam diretamente



no desenvolvimento radicular e na resposta das plantas a condigoes de estresse
(OLENSKA eral.,2020; BHAT ez al., 2023). Entre os principais reguladores
produzidos por Azospirillum, destacam-se o 4cido indol-3-acético (AIA),
citocininas (CKs), giberelinas (GAs), dcido abscisico (ABA), compostos
relacionados a0 metabolismo do etileno e outros reguladores do crescimento
de plantas (CASSAN ez al.,, 2014; FUKAMI ez al., 2018; CASSAN ez 4.,
2020; BHAT et al., 2023; GANUSOVA et al., 2025).

No género Azospirillum, a sintese de auxinas, especialmente de dcido
indol-3-acético (AIA), ocorre predominantemente pela via do 4cido indol-3-
pirtvico (IPyA), na qual o triptofano, frequentemente obtido a partir de exsudatos
radiculares, ¢ convertido a indol-3-piruvato pela acio de aminotransferases.
Este, por sua vez, ¢ descarboxilado a indol-3-acetaldeido pela enzima indol-3-
piruvato descarboxilase (IpdC) e, subsequentemente, oxidado a AIA por uma
aldeido desidrogenase (CASSAN et al., 2020; GIRI et al., 2025). Outras rotas
biossintéticas também foram identificadas, como a via da indolacetamida (IAM),
mediada por triptofan-2-monoxigenase ¢ indolacetamida hidrolase, e a via da
triptamina (TAM), que envolve triptofano descarboxilase e amina oxidase, ambas
menos frequentes em Azospirillum. Adicionalmente, estudos sugerem a existéncia
de uma via triptofano-independente, cujo papel fisiolégico ainda nao estd
completamente elucidado, mas que pode contribuir para a producao basal de AIA
mesmo na auséncia do aminodcido precursor (PRINSEN e 4/, 1993; CASSAN
et al., 2014; 2020; GANUSOVA ez 4l., 2025). Um resumo das principais vias
biossintéticas de AIA em Azospirillum ¢é apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 - Vias de biossintese de dcido indolacético (AIA) em Azospirillum

. Dependéncia | Precursor . Intermediarios .
Via . . Enzimas-chave .. Relevancia
de Triptofano inicial principais
Principal
Aminotransferase; via em
. IpdC (indol- . Azospirillum;
IPyA (acido K Indol-3-piruvato — .
X . . 3-piruvato i estimulada
indol-3- Sim Triptofano . Indol-3-acetaldeido
. descarboxilase); por exsudatos
piravico) . — AIA .
aldeido radiculares
desidrogenase ricos em
triptofano
. Menos
Triptofan-2-
. . . frequente;
IAM (indol-3- . . monoxigenase; | Indol-3-acetamida
K Sim Triptofano . i comum em
acetamida) indolacetamida — AIA L.
. bactérias
hidrolase .
fitopatogénicas
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Menos
TAM Triptofano Triptamina — estudada;
. . Sim Triptofano descarboxilase; |Indol-3-acetaldeido| pode atuar
(triptamina) . . .
amina oxidase — AIA em condi¢des

microaerobias

Indol-3- . Pouco
. Enzimas de .
glicerol . elucidada;
clivagem e
fosfato L . pode sustentar
Independente 5 oxidagao do Indol-3-glicerol -
. Nao (ou outros . N produgao basal
de Triptofano . . anel indol (ndo fosfato — AIA
intermediarios de ATA na
. totalmente .
da via do . auséncia de
. caracterizadas) .
shikimato) triptofano

Fonte: Os Autores (2025).

Atualmente, acredita-se que Azospirillum promova a fitoestimulagao
do crescimento radicular através do AIA sintetizado por uma série de mudangas
morfoldgicas, como adiminui¢io do alongamento daraiz principal, estimulagao
na formacio e alongamento de raizes adventicias e laterais e pélos radiculares,
levando a expansio do volume radicular e ampliando a superficie de contato
com o solo. Essas modificacdes na arquitetura da raiz favorecem a aquisicio
de 4gua e nutrientes, incluindo o nitrogénio, o que melhora o crescimento da
planta como um todo (CASSAN et al., 2020; GIRI ez al., 2025).

Diversos estudos tém demonstrado que a producao de AIA por
Azospirillum resulta em alteragoes significativas na morfologia radicular,
favorecendo tanto o crescimento quanto a tolerancia a condicoes adversas.
Em revisao de literatura, Cassén e colaboradores (2020) demonstram que
a inoculacio de A. brasilense estimulou a formacao de raizes laterais e pélos
radiculares em milho e trigo, aumentando a superficie de absor¢ao ¢ a
eficiéncia no aproveitamento de nutrientes. De forma semelhante, Fukami
¢ colaboradores (2017) verificaram que a inoculagio de A. brasilense em
milho nao apenas intensificou o desenvolvimento radicular, mas também
elevou a biomassa aérea, mesmo sob condi¢oes de déficit de dgua. Estudos
com a estirpe HMO053 enfatizaram sua capacidade de colonizar de forma
eficiente raizes de trigo, aumentando a massa seca da parte aérea ¢ da raiz
em 30 e 49% em relagdo a plantas nio inoculadas (SANTOS ez 4/., 2017).
J& Althaus e colaboradores (2025) observaram maior desenvolvimento das
raizes em morangueiros inoculados com duas estirpes de A. brasilense (Ab-
V5 e HMO053) sob limitagio de nitrogénio.

Além de seu papel no desenvolvimento radicular, o AIA produzido
por Azospirillum também estd envolvido na resposta a estresses abidticos. Em
condi¢des deestresse hidrico, Guo ez /. (2023) relataram que plantas tratadas com
Azospirillum apresentaram maior biomassa radicular e fechamento estomdtico
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mais eficiente, efeito atribuido 2 interagio do AIA com o dcido abscisico (ABA)
na modulacio da resposta ao déficit hidrico. Resultados semelhantes foram
obtidos por Fukami e colaboradores (2018), que verificaram aumento da
tolerAncia ao estresse salino em plantas de arroz inoculadas, associado & melhoria
no crescimento radicular e 3 ativacgio de mecanismos antioxidantes. Esses
achados reforcam que a sintese bacteriana de AIA nao apenas contribui para o
desenvolvimento radicular em condi¢des ideais, mas também desempenha papel
estratégico na resiliéncia das plantas frente a estresses abioticos.

O 4cido giberélico (GA3) ¢ a giberelina mais frequentemente
produzida por bactérias, exercendo efeito no aumento do hipocétilo,
crescimento do caule, regulacio do tamanho do meristema de folhas e raizes
e tolerdncia ao estresse térmico e salino. A capacidade de Azospirillum em
produzir giberelinas foi inicialmente confirmada em meio de cultura, para as
formasbiologicamenteativas GA, e GA; (BOTTINI ezal.,1989). A biossintese
de giberelina, especialmente o 4cido giberélico (GA;), em Azospirillum ocorre
por uma via que utiliza precursores comuns da rota do mevalonato, iniciando
a sintese a partir do geranil difosfato (GGDP), de modo similar ao processo
observado em fungos e plantas (KEJELA, 2023). Além disso, essas bactérias
sao capazes de metabolizar formas conjugadas de giberelinas, convertendo-as
em compostos ativos que desempenham papel importante na interagio com as
plantas (BASHAN; BASHAN, 2010; CASSAN ez 4l,, 2014).

Em experimentos com mutantes andes de milho e arroz, ainoculagao
com Azospirillum resultou na reversio do fendtipo nanico, indicando
que a bactéria produz giberelinas funcionais iz planta. Essa capacidade de
converter precursores inativos em hormonios ativos refor¢a a importancia
do Azospirillum em estimular o crescimento vegetal, com énfase nos estdgios
iniciais de desenvolvimento (CASSAN et al., 2014).

A produgio de giberelinas por Azospirillum é influenciada por fatores
ambientais, como adisponibilidade de nitrogénio e oxigénio, além do potencial
osmotico do ambiente, contribuindo para o aumento das taxas de germinagao e
o répido crescimento inicial das plantas, complementando os efeitos da auxina,
que estd mais associada ao desenvolvimento radicular (BASHAN; BASHAN,
2010). Assim, a biossintese bacteriana de giberelinas representa um mecanismo
importante pelo qual Azospirillum promove o crescimento vegetal.

As citocininas (CKs), por sua vez, constituem uma classe de
fitormoénios derivados de nucleotideos purinicos, conhecidos como
reguladores centrais do crescimento e desenvolvimento vegetal, atuando na
divisao e diferenciagao celular, acimulo de clorofila, expansao foliar, conversao
de ctioplastos em cloroplastos e retardamento da senescéncia (LI ez al., 2021;
ZAHEER et al., 2022). Sua biossintese em bactérias, incluindo Azospirillum,
ocorre, principalmente, via rota do metileritritol fosfato (MEP), a partir de



precursores isoprendides como o dimetilalil difosfato (DMAPP), catalisados
pela enzima isopentenil transferase (IPT), que gera formas como isopentenil
adenina (iP) e trans-zeatina (tZ) (CASSAN et al., 2014; GUPTA et al., 2020).

Estudos cléssicos j4 haviam demonstrado a capacidade de Azospirillum
brasilense e A. lipoferum de produzir CKs em meio de cultura, incluindo iP,
ribosideo de iP (iPR), tZ ¢ zeatina (Z), com efeitos morfofisioldgicos similares
a aplicacao exdgena desses hormoénios, como aumento de raizes laterais e
densidade de pelos radiculares (TIEN ez 4/., 1979; HOREMANS ez al., 1986;
STRZELCZYK et al., 1994). Embora a caracterizagio quimica completa
dessas moléculas em Azospirillum ainda apresente desafios, evidéncias recentes
confirmam a produgio de tZ em A. lipoferum cultivado em meio especifico
(ES%HVEL-COTE et al., 2010), reforcando o potencial desse género na
modulagio da arquitetura radicular por meio da sinalizagao de CKs.

Em relagao a interagio planta-bactéria, as CKs bacterianas podem
ativar vias de sinalizacio canénicas na planta hospedeira, modulando a
expresso de genes regulados por receptores especificos, como AHK2, AHK3
e CRE1/AHK4, o que resulta em estimulo da divisao celular nas regioes
meristeméticas e aumento da biomassa (MENDEZ-GOMEZ ¢t al., 2022).

Em Arabidopsis thaliana, a inoculagao com A. brasilense Sp245
desencadeoussinaliza¢ao de CKs na coifae no meristema radicular, promovendo
crescimento mesmo em condi¢oes ambientais adversas, sugerindo um papel
adicional dessas moléculas na tolerincia a estresses abidticos, como seca e
salinidade, por preservarem o aparato fotossintético ¢ manterem a integridade
funcional das folhas (CASSAN et al., 2020; LI ez al., 2021). Esse efeito pode
ocorrer de forma independente ou em sinergia com outros fitorménios, como
auxinase giberelinas, compondo umarede regulatériaque otimizaa plasticidade
fenotipica e a eficiéncia fisiolégica das plantas em ambientes varidveis.

O 4cidoabscisico (ABA) é considerado um dos reguladores de crescimento
mais importantes envolvidos na sinaliza¢ao e na inducao de tolerincia ao estresse
osmatico. Sua atuacio esta associada a0 desencadeamento de respostas adaptativas,
como o crescimento retardado dos brotos, a abscisao foliar, o ajuste osmotico e a
biossintese de proteinas relacionadasao estresse, contribuindo paraa manuten¢aodo
metabolismo celular sob condigdes adversas (CASSAN ez 4l 2014; FAHAD ez al.,
2015; BHAT ez al,, 2020; GUREEVA; GUREEY, 2023). O ABA sintetizado por
Azospirillum esta frequentemente associado a resposta ao déficit hidrico, atuando
no fechamento estomético, redugio da perda de dgua e estimulo ao crescimento
radicular profundo, mecanismos-chave na tolerincia a seca. Esse aumento pode
resultar tanto da producio direta pela bactéria, por vias biossintéticas ainda nao
totalmente elucidadas — possivelmente envolvendo rotas bacterianas alternativas a
via cldssica do carotendide descrita em plantas — quanto da indugio da biossintese

endégena vegetal, por modulagio da expressio génica do hospedeiro (CASSAN e
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al, 2014; CASSAN et al, 2020; GUREEVA; GUREEYV;, 2023).

Além da atuagdo direta na regulacao hidrica, o ABA induzido por
Azospirillum também participa da ativagio de mecanismos antioxidantes,
responsdveis por minimizar os danos oxidativos decorrentes de condi¢oes
adversas como seca, salinidade e temperaturas extremas. O ABA atua
como sinalizador na ativagao da expressao de genes que codificam enzimas
antioxidantes, como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX) e glutationa peroxidase (GPX), que neutralizam espécies
reativas de oxigénio (EROs) acumuladas sob estresse. A agio coordenada
dessas enzimas preserva a integridade de membranas, proteinas e 4cidos
nucleicos, garantindo a manutengio do metabolismo celular ¢ a continuidade
do crescimento mesmo em ambientes hostis (CASSAN etal.,2014; FAHAD
etal.,2015; FUKAMI ez 4l.,2018; GUREEVA; GUREEYV, 2023).

O papel do ABA fornecido por Azospirillum na adaptagao vegetal
a condicoes de estresse hidrico e salino vem sendo documentado por
inimeros estudos. Em revisio de literatura, Cassin e colaboradores (2014)
observaram que plantas de trigo inoculadas com A. brasilense apresentaram
aumento significativo na concentragao foliar de ABA, correlacionado ao
fechamento estomdtico ¢ & manutengio do potencial hidrico. De forma
semelhante, Cruz-Herndndez ¢ colaboradores (2022) relataram que a
inoculacao de Azospirillum em milho sob déficit hidrico promoveu maior
crescimento radicular profundo e reducio da transpiracao, efeitos atribuidos
tanto & produgio bacteriana direta de ABA quanto 4 indugao da biossintese
hormonal na planta. Em revisao de literatura, Fahad e colaboradores (2014;
2015) enfatizam que o aumento de ABA em plantas associadas a rizobactérias
favorece o ajuste osmdtico e a expressio de genes relacionados a proteinas
LEA (Late Embryogenesis Abundant), refor¢ando a tolerincia a salinidade.
Complementarmente, Gureeva e Gureev (2023) destacaram que esses efeitos
nao se restringem ao manejo da dgua, mas também incluem a modulagio
de vias antioxidantes, indicando que a atuagao do ABA em associa¢ao com
Azospirillum ¢ multifacetada, integrando sinalizagio hormonal e defesa
celular frente a multiplos estresses ambientais.

O etileno é um fitorménio multifuncional que, em baixas concentragdes,
participa de processos como maturaciao ¢ defesa, mas, quando acumulado,
especialmente sob estresses abidticos e bidticos, pode inibir o crescimento
radicular e a expansio celular (CASSAN et al., 2020). Seu principal precursor
¢ o 4cido l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), cuja concentragio nos
tecidos vegetais aumenta em resposta a condi¢oes adversas. Diversas estirpes de
Azospirillum produzem a enzima ACC desaminase, capaz de degradar o ACC em
a-cetobutirato e amonia, reduzindo a sintese de etileno e, consequentemente, seus
efeitos inibitdrios no crescimento, levando a tolerincia a estresses a0 promover o



174
crescimento das plantas (FAHAD er al., 2014; OLENSKA et al, 2020; BHAT
etal,,2023; BORAH et al., 2023; ZHU et al.,2023). Assim, a atividade da ACC
desaminase em Azospirillum integra-se ao conjunto de mecanismos hormonais

que favorecem a adaptagio vegetal, mitigando o impacto negativo do etileno e
potencializando os efeitos positivos de outros reguladores de crescimento.

3.3 PRODUCAO DE SIDEROFOROS E SOLUBILIZACAO DE
NUTRIENTES

Sideréforos sao moléculas de baixo peso molecular que possuem alta
afinidade com o ferro, o que permite que microrganismos do solo solubilizem
e absorvam ferro férrico em formas disponiveis para as plantas, principalmente
em solos pobres nesse nutriente (TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA,
2011; GUREEVA; GUREEY, 2023). O ferro ¢ um dos elementos quimicos
mais abundantes do planeta. Comumente encontrado em sua forma idnica
(Fe," ou Fe,"), atua como cofator enzimético em diversos processos metabolicos,
como fotossintese, sintese de aminodcidos e RNA, respiracio celular ¢ fixagao de
nitrogénio, é crucial para o desenvolvimento dos organismos vivos (PATHANIA
et al., 2020; TIMOFEEVA; GALYAMOVA; SEDYKH, 2022; GIRI et 4/,
2025). As BPCV, incluindo o género Azospirillum, produzem sideréforos para
competir pelo ferro no ambiente rizosférico, limitando sua disponibilidade para
microrganismos patogénicos. O que contribui para o controle bioldgico de
doencas e aumenta a absor¢ao de ferro pelas plantas, favorecendo seu crescimento
e resisténcia a estresses bidticos (BORAH ez 4l, 2022; BHAT et al., 2023).

Os sideréforos produzidos por Azospirillum brasilense sao do tipo
catecol, como a espirilobactina, que atua na quelagao e mobilizagao de ions
férricos do meio para uso celular (TIMOFEEVA; GALYAMOVA; SEDYKH,
2022; GIRI ez al., 2025), ¢ o 4cido salicilico, que atua como agente quelante
de ferro e como molécula sinalizadora, capaz de ativar respostas sistémicas
de resisténcia da planta a patégenos (PATHANIA ez al., 2020; GUREEVA;
GUREEY, 2023). Embora nem todas as estirpes de Azospirillum produzam
sider6foros, aquelas que o fazem demonstram um importante mecanismo de
promogio do crescimento vegetal e prote¢ao contra doengas.

Diversos estudos relacionam a producio de siderdforos por
Azospirillum A atividade antifingica. Por exemplo, Tortora e colaboradores
(2011) observaram que sideréforos produzidos pelas estirpes A. brasilense
REC2 e REC3 exibiram agio antiftingica contra Colletotrichum acutatum,
causador da antracnose em morangos. J4 Pii e colaboradores (2015) verificaram
que a inoculacio de plantas de pepino (Cucumis sativus) com deficiéncia de
ferro por A. brasilense resultou em aumento nos teores de clorofila foliar e
maior acumulacio de biomassa em comparacio com plantas nao inoculadas.



Além disso, Lépez-Reyes e colaboradores (2017), evidenciaram que a sintese
de sideréforos por linhagens bacterianas de A. brasilense contribuiu para a
resisténcia do teosinto (Zea mays ssp. mexicana) contra fungos fitopatogénicos
como Alternaria, Bipolaris e Fusarium. Espécies como A. lipoferum também
produzem compostos fendlicos com atividade sideréfora, que auxiliam na
quelagao do ferro em condigdes de escassez e potencializam a defesa das plantas
(GIRI et al., 2025). Os sideréforos também sio capazes de quelar diversos
metais pesados e mitigar a toxicidade dos mesmos em solos contaminados.

Junto ao nitrogénio, o fésforo (P) e o potissio (K) sdao os elementos mais
requeridos pelas plantas. O fdsforo estd envolvido em quase todas as principais vias
metabdlicas que ocorrem nas plantas, como a respiragio, fotossintese, biossintese de
macromoléculas, cadeia transportadorade elétrons, entre outros, bem como participa
de processos como a formagao de flores, pélem e sementes e, desenvolvimento de
raizes e caules (KHATOON ez 4/., 2020; ANDRADE et al., 2023).

J4 o potéssio ¢ exigido na ativagio de diversas enzimas envolvidas
em processos como a reducio de nitrato, sintese de amido e fotossintese
(PATHANIA et al., 2020). A escassez de potdssio no solo leva a formagio
de raizes mal desenvolvidas, sementes pequenas devido ao desenvolvimento
inadequado do tubo polinico e consequente baixa produgio agricola
(KHATOON et al., 2020; NWACHUKWU et al., 2024).

Cercade 75% do f6sforo presente no solo estd em formas insoltveis,
enquanto aproximadamente 90% do potissio ¢ encontrado na forma
de minerais de silicato e rochas insoluveis. Formas que nao podem ser
assimiladas diretamente pelas plantas (ZHU ez al., 2023; JIAO et al., 2024).
Algumas BPCV, incluindo varias espécies do género Azospirillum, possuem a
capacidadedesolubilizar fosfatos minerais e mineralizar compostos orginicos
fosfatados, aumentando a fracio biodisponivel desse nutriente. Esse processo
ocorre principalmente por meio da secregio de dcidos orginicos de baixo
peso molecular, como écido glucdnico, citrico, malico e lactico, que quelam
cations (Ca’, Fe’*, Al**) e liberam o fosfato para a solugio do solo (ZHU ez
al.,2023; JIAO ez al., 2024). Além disso, a produgao de fosfatases e fitases por
Azospirillum contribui para a mineraliza¢ao de formas orginicas de P, como
fitatos, ampliando a disponibilidade do nutriente para as plantas hospedeiras
(ZAIDI et al., 2009; MOHAMED; SHAIEB; EL-KOMY, 2017). Estudos
in vitro e em condigdes de campo demonstram que a inoculagio com A.
brasilense pode aumentar a solubilizacio de P ¢ melhorar sua absorcio, efeito
potencializado pelo maior crescimento radicular promovido por fitorménios
bacterianos (BASHAN et 4l., 2004; FUKAMI ez al., 2018).

Bactérias solubilizadoras de potdssio (KSB), incluindo espécies do
género Azospirillum, facilitam a disponibilidade de K* por meio daliberagao de
dcidos organicos de baixo peso molecular, tais como 4cido citrico, 4cido oxélico
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e acido tartarico, que atuam na solubilizagio de minerais como feldspato ¢
mica, onde o potéssio esta presente em formas inorganicas e nao assimilaveis
pelas plantas (AHMAD et al., 2016; RAJAWAT et al., 2019; SHARMA;
SINDHU; GLICK, 2024). Além da produgio 4cida, as KSB contribuem para
a acidificacio do ambiente rizosférico pela liberacio de prétons e compostos
quelantes, aumentando a mobilizagio do potissio (RAJAWAT ez al., 2019). A
acdo sinérgica dessas atividades resulta na liberagao de K* para o solo, facilitando
sua absor¢ao pelas raizes das plantas, o que pode refletir em melhorias no
metabolismo fotossintético, aumento da resisténcia a estresses abidticos e maior
produtividade das culturas (SHARMA; SINDHU; GLICK, 2024).

Em condi¢oes de estresse bidtioco, como doencas, as BPCV
como Azospirillum, auxiliam as plantas a0 competir com patdgenos por
nutrientes limitados, como ferro, colonizando rapidamente as superficies
radiculares e utilizando grande parte dos nutrientes exsudados pelas raizes.
As bactérias benéficas também podem atuar ao produzir antibiéticos e inibir
a proliferagio de microrganismos patogénicos e suas atividades metabdlicas,
ou antifingicos, como quitinase, protease, celulase e lipase, que degradam a
parede celular dos fungos e inibem o crescimento das hifas (KHATOON ez
al., 2020; OLENSKA et al., 2020; NWACHUKWU ez al., 2024).

Outro mecanismo pelo qual as BPCV protegem as plantas da infec¢ao de
fitopatdgenos ¢ a resisténcia sistémica induzida, onde o microrganismo benéfico
desencadeia alteragdes fisicas e quimicas relacionadas & defesa das plantas, levando
a superexpressao de metabolitos defensivos como enzimas antioxidantes, dcido
jasmonico, acido salicilico e etileno. A produgao dessas substincias nas plantas

favorece a resisténcia contra infecgoes fitopatogénicas (PATHANIA ez 4/, 2020;
ZHU et al.,2023; GUREEVA; GUREEYV, 2023; NWACHUKWU et 4l., 2024).

4.PRODUCAO E FORMULACAO COMO BIOINSUMO

As espécies A. brasilense e A. lipoferum protagonizam o género desde o
seu isolamento e classificagio em 1978 (TARRAND; KRIEG; DOBEREINER,
1978). A pesquisadora Mariangela Hungria e seu trabalho dentro da Embrapa
Soja sio de grande relevancia no ramo de bioinsumos e fixagio bioldgica de
nitrogénio, culminando na lideranca brasileira na pesquisa do género Azospirillum
(FERREIRA ¢t al., 2022). A autora notou a afinidade entre linhagens da bactéria
com alguns tipos de plantas, e que isso seria essencial na elaboragao de inoculantes.
A partir disso, foram realizados estudos para avaliar a performance de estirpes
de A. brasilense e A. lipoferum em culturas de milho e trigo no sul do Brasil. As
linhagens foram selecionadas previamente conforme estudos iz vitro, sendo sete

de A. brasilense (Ab-V1, Ab-V2, Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6, Ab-V7 e Ab-V8) e duas
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de A. lipoferum (Al-V1 e AI-'V2). A primeira rodada de ensaios utilizou inoculantes
turfosos contendo linhagens isoladas, na concentragao de 2 x 10® células g’l. Na
segunda rodada, foi empregada uma combinagio das linhagens Ab-V5 ¢ Ab-V6,
tanto em formulacio turfosa, na mesma concentragio, quanto em formulacio
liquida, com concentragio de 3 x 10° células mL™. No fim do experimento, as
culturas de milho mostraram um aumento de produtividade de 24-30% utilizando
as linhagens Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7, enquanto as bactérias Ab-V1,
Ab-VS5, Ab-V6 e Ab-V8 geraram um aumento de 13-18% na produtividade da
cultura de trigo. Assim, foram identificadas as primeiras e principais linhagens de
Azospirillum autorizadas para a produg¢io comercial de inoculantes no Brasil.

Apés o isolamento, ¢ necessaria a multiplicagao do microrganismo de
interesse ¢ o ajuste de pardmetros para tal operagao, como o substrato, tipo de
cultivo, pH, agitagio e escalonamento (FLORENCIO e 4/, 2022). O género
Azospirillum é comumente multiplicado em laboratério utilizando frascos de
Erlenmeyer sobagitagio constante em um meio de culturaenriquecido, geralmente
NFb (BALDANI ¢z 4/.,2014). Realizando o escalonamento para os biorreatores,
os parimetros de cultivo sio apurados conforme Trujillo-Roldan ez 4/. (2013):
cultivo submerso com uma variagao do meio NFb e em um biorreator de 1400
L (volume util de 1000 L), temperatura de 30 °C, pH de 7,0+ 0,2, ¢ agitacio de
54 rpm. Os modos de batelada simples e alimentada sao amplamente utilizados
no cultivo submerso para a multiplicagio de microrganismos, oferecendo uma
producio de células constante e controlada (FLORENCIO ez 4/., 2022). Ja o
cultivo em estado sélido ¢ majoritariamente empregado com fungos filamentosos,
como Trichoderma spp. (HEWAVITHARANA ez al., 2018; FAN ez al., 2024)
e Metarhizium spp. (MSLIM et al., 2005; BARRA-BUCAREI e 4l., 2016), nao
sendo comumente utilizado para a multiplicagao de Azospirillum spp.

Os principais objetivos da formulagao de um inoculante ¢ suportar
o crescimento dos microrganismos em questao, manter em boas condi¢oes
o niimero necesséario de células vidveis até o tempo da aplicagio, e entregar
a concentragio necessdria para a resposta descjada da planta (BASHAN
¢ BASHAN, 2015). Inoculantes liquidos siao essencialmente culturas
microbianas com aditivos quimicos para auxiliar na aplicaciao do produto
(SHARMA et al., 2023), normalmente 4 base de 6leos minerais ou vegetais,
polimeros, ¢ 4gua (FLORENCIO ez 4l., 2022). Aditivos como sacarose,
carboximetilcelulose, glicerol, povidona e trehalose auxiliam na manutencao
da cultura, permitindo uma alta concentragio celular, um maior shelf life,
e facil manuseio pelo consumidor, sendo a principal caracteristica desse
tipo de formulacio (BASHAN ¢ BASHAN, 2015). J4 formulagoes sélidas
utilizam suportes sélidos com uma grande drea de contato e retengio de
dgua, principalmente a turfa. Inoculantes turfosos possuem grande espaco
no mercado pela maior facilidade de armazenamento e transporte, além
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das diferentes formas de aplicagio granular, em pé e irrigdveis (MISHRA e
ARORA, 2016). A inoculagio do género Azospirillum nas culturas pode ser
feita de forma sélida ou liquida via sementes, folhas e solo, juntamente com
fungicidas, inseticidas e fertilizantes (CASSAN e DIAZ-ZORITA, 2016).
No entanto, esses tipos de formulagio estao liquidas e sdlidas estao
sujeitas a estresses externos que podem comprometer a integridade celular e
a eficiéncia do bioinsumo. O uso de polimeros para encapsulagao ja se provou
uma alternativa vidvel contra esses estresses, além de oferecer resisténcia a
tratamentos quimicos ¢ para preservar a viabilidade celular (FLORENCIO
et al., 2022). Para isso, ¢ necessrio que o composto proteja a célula, disperse
junto do microrganismo em questio, libere o contetido sob certas condicées, e
mantenha a célula dentre sua estrutura (ROJAS-SANCHEZ ¢z 4l., 2022). O
principal material utilizado para a encapsulacao de Azospirillum ¢é o alginato,
um biopolimero derivado de algas biocompativel, onde o indculo ¢ imerso e
juntos sao gotejados em uma solugio gelificante, normalmente cloreto de calcio
(NASCIMENTO e al., 2019). Essa técnica de extrusao gera esferas de 100-
200 pum estabilizadas pelos fons cilcio, capazes de difundir oxigénio, nutrientes
e metabdlitos eficientemente (SZCZECHE e MACIOROWSKI, 2016).
Independentemente da formulagio ou do microrganismo, a normatizagao
dos bioinsumos ¢ necessaria para garantir qualidade, eficicia, seguranga ambiental e
fitossanitdria, além de assegurar credibilidade a0 uso agricola e proteger o consumidor
¢ 0 meio ambiente. O Ministério de Agricultura e Pecudria (MAPA) ¢ responsavel
por estabelecer as normas para registro, padronizacio, classificagio, inspecio e
fiscalizacao da producio e do comércio de bioinsumos, conforme a Lei 6.894/80, ¢
alterada pelo Decreto 4.954/04 (BRASIL, 2004). Esse decreto define inoculantes,
além de outros produtos agricolas, como produtos com um inéculo puro favoravel ao
crescimentode plantas, contendo um suporte esterilizado capaz de manter ou nutrir os
microrganismos especificados. Além disso, a Instru¢ao Normativa 13/11, estabelece
que produtos contendo microrganismos promotores de crescimento vegetal como
o Azospirillum devem ter sua concentracio especificada por um drgao credenciado
pelo MAPA durante o registro, além de listar as espécies autorizadas para a produgao
de inoculantes no Brasil, exemplificado no Q@dro 2. Caso o microrganismo nao
estejadentro da Instrugao Normativa, seu registro deve apresentar relatérios técnicos-
cientificos atestando sua viabilidade e eficiéncia de seu uso (BRASIL, 2011). J4 os
métodos de andlise e controle de qualidade de inoculantes foram apresentados pela
Instru¢ao Normativa 30/10, detalhando a preparagio de amostras, protocolo de
diluigao, e meios de cultura para cada tipo de microrganismo. O %adro 3 detalha
os meios de cultura e tempo necessdrio para a contagem pelos métodos de contagem
em placa e niimero mais provavel (NMP) (BRASIL, 2010). Por fim, projetos como
o Programa Nacional de Bioinsumos procuram fomentar e regular a utilizagao de
bioinsumos no pais, voltado para praticas sustentdveis e parcerias com produtores.
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Conforme o Decreto 10.37/20, o Programa atua sob o MAPA e tem como objetivo
estabelecer as diretrizes para a produgio e utilizagio desses produtos, promover
parcerias e campanhas para uma agricultura mais sustentével, incentivar a pesquisa e

o desenvolvimento de bioinsumos (BRASIL, 2020).

Quadro 2 - Microrganismos para a produgao de inoculantes no Brasil

GENERO/ DESIGNACAO -
CULTURA NOME COMUM ESPECIE ORIGINAL INSTITUICAO
Eucalyptus sp. Eucalipto Bacillus subtilis UFV 3918 UFV
. Frauteria
Eucalyptus sp. Eucalipto aurantia UFVRI UFV
Eucalyptus sp. Eucalipto Bacillus subtilis UFV S1 UFV
Eucalyptus sp. Eucalipto Bacillus subtilis UFV S2 UFV
. . Azospirillum Embrapa Soja
Triticum spp. Trigo brasilense Ab-V1 UFPR
. Azospirillum Embrapa Soja
Zea mays Milho brasilense Ab-V4 UFPR
Zea mays e . . Azospirillum Embrapa Soja
Triticum spp. Milho e Trigo brasilense Ab-VS UFPR
Zea mays ¢ . . Azospirillum Embrapa Soja
Triticum spp. Mitho e Trigo brasilense Ab-V6 UFPR
. Azospirillum Embrapa Soja
Zea mays Milho brasilense Ab-V7 UFPR
L. . Azospirillum Embrapa Soja
Triticum spp. Trigo brasilense Ab-V8 UFPR
Oryza sativa Arroz Azosp ?rlllum Ab-V5 UEM
brasilense Unesp
. Azospirillum UEM
Oryza sativa Arroz brasilense Ab-V6 Unesp

Fonte: Adaptado de BRASIL(2011).

Quadro 3 - Meios e métodos para contagem de microrganismos

Microrganismo Meio de cultura Faixa de dias Meio de Faixa de dias
para contagem para contagem Cultura para para contagem
em placa em placa NMP em NMP
Azorhizobium 79+ VC 5a7 NA 25a30
Azospirillum Batata e NFb 5a7 NFb, LGl e S5a7
FAM




Azotobacter LG 3as NA NA

Burkholderia 79 +VC 3a$s NA 25a30

Bradyrhizobium 79+ VC Sal2 NA 25a30

Ensifer 79+ VC 2a4 NA 25a30
(Sinorhizobium)

Gluconacetobacter Batata-P 7al0 LGI-P 7al0
Herbaspirillum Batata Sa7 JNFb S5a7
Mesorhizobium 79+VC 2as NA 25a30

Rhizobium 79 +VC 2a3 NA 20a30
Sphingomonas Batata 7al2 NFb 8al2

Fonte: BRASIL (2010).

5. APLICA(;()ES NO CAMPO E RESULTADOS AGRONOMICOS

Durante a aplicagao de um inoculante, fatores como o tipo de cultura,
estadio de crescimento, linhagem do microrganismo, vias de aplicagio e a adi¢ao
de outros tratamentos podem interferir na eficicia do produto. A aplicagio
via sementes ¢ uma das mais comuns ao trabalhar com bactérias promotoras
de crescimento, sendo feita pela submersio das sementes na concentragio
recomendada e permitindo a colonizagao do microrganismo através dos pélos
radiculares durante a germinagio (MUNHOZ, 2016). Embora a presenca de
exsudatos, aglicares e nutrientes na rizosfera possibilita o desenvolvimento do
Azospirillum (SCUDELETTT, 2016), outros aditivos quimicos usados durante o
tratamento de sementes, como fungicidas e inseticidas, podem afetar drasticamente
a viabilidade da bactéria durante a associagio com a planta (PEREIRA &
TOZONLI, 2017). Uma alternativa ¢ a inoculagio por sulcos, onde a semente
entra em contato com o produto somente no momento da semeadura e minimiza
os impactos do tratamento quimico na bactéria (PEREIRA & TOZONTI, 2017).
Esse tipo de aplicagao ¢ realizado com equipamentos de pulverizagio e requer
uma dose superior a padrio (HUNGRIA ¢ NOGUEIRA, 2022), podendo
apresentar rendimentos iguais quando comparada a via de sementes (FUKAMI
et al., 2016). Por fim, a aplicagio foliar corrobora com o endofitismo facultativo
do género Azospirillum ao favorecer a entrada nos estdmatos, onde as bactérias
podem multiplicar-se rapidamente e colonizar os espagos intercelulares (KAKU,
2004). Fukami ez 4/. (2016) relata a baixa compatibilidade entre Azospirillum spp.
¢ os agroquimicos utilizados no tratamento de sementes, e apontou 0 aumento do
rendimento de culturas de milho com a pulverizagio via sulco e foliar contendo as
linhagens Ab-V5 e Ab-V6 juntamente com fertilizantes nitrogenados.



A aplicagao do género Azospirillum na cultura do milho tem sido
muito estudada nos ultimos anos, principalmente em relagao a formulagio do
produto e modo de aplicagio (BARBOSA ez al., 2022). Oliveira ez al. (2018)
realizaram uma série de experimentos na regiao norte brasileira a fim de avaliar o
impacto das linhagens Ab-V5 e Ab-V6 com fertilizagao nitrogenada no milho,
e concluiu que os tratamentos contendo a bactéria culminaram no aumento da
altura da planta, concentragio de N nas folhas e grios, e rendimento da cultura
quando comparada as amostras sem nitrogénio e inoculante, evidenciando
o impacto da producio de fitormonios no desenvolvimento da planta. De
forma andloga, Condori ez al. (2024) observaram a influéncia do A. brasilense
em diferentes niveis de nitrogénio no tratamento de milho roxo no Peru. As
amostras inoculadas apresentaram um aumento de 10,5% na altura da planta,
16,7% no comprimento radicular, ¢ 11% no rendimento em relacio as nio
inoculadas. Além disso, ao se considerar parAmetros como o tamanho da
espiga e a concentragio de nitrogénio foliar, as plantas submetidas a adubagao
convencional com 120 kgde N ha™ apresentaram desempenho estatisticamente
semelhante aquelas inoculadas e cultivadas com 90 kgde N ha™, indicando uma
maior eficiéncia na utilizagao do nitrogénio pelas plantas com A. brasilense.

O trigo ¢ uma cultura importante no sistema de produgio agricola da
regiao centro-sul do Brasil, por representar uma op¢ao economicamente vidvel
durante o inverno, e proporcionar uma das melhores coberturas de solo para
o sistema de plantio direto (PICCCININ ez 4/., 2012). A altura, a absor¢io
de macro e micronutrientes, e a produtividade de duas variedades de trigo
sob inoculagio foliar com Azospirillum foram investigadas por Boleta ez al.
(2020). O estudo foi conduzido na regizo Centro-Oeste do Mato Grosso do
Sul, utilizando os cultivares CD150 e CD1104, da empresa Coodetec”, ¢ as
linhagens Ab-V5 ¢ Ab-V6 de A. brasilense, aplicadas via pulverizagio foliar.
Embora a altura e a produtividade das plantas inoculadas nao tenham diferido
estatisticamente das testemunhas, o desenvolvimento radicular estimulado pela
bactéria, aliado 4 fixagao bioldgica de nitrogénio, resultou em maior acimulo
de micronutrientes na parte aérea (MOUTIA ez al, 2010). Observou-se
aumento de 27,7% ¢ 57,4% nas concentragdes de boro e cobre, respectivamente,
no cultivar CD1104, e de 43,8%, 49,9% e 22% nas concentragdes de boro,
ferro e manganés no cultivar CD150. Em contrapartida, Fukami ez 4/. (2016)
apontaram um maior numero de perfilhos no trigo quando inoculados com as
linhagens Ab-V5 ¢ Ab-V6, gerando uma maior produtividade.

Os efeitos do género Azospirillum também podem ser observados em
culturas de cana-de-agticar. Dado sua importincia no setor de biocombustiveis,
Scudeletti ez al. (2023) avaliaram o efeito da aplicagio de diferentes doses de
inoculante de Azospirillum brasilense em distintos estadios de desenvolvimento
dacana-de-agtcar sobre parAmetros morfoldgicos, concentragoes de nutrientes,



produtividade e qualidade tecnoldgica da matéria-prima. Em ambos os sitios
testados, a inoculagio via sulcos e foliar de Ab-V5 provocou um aumento
no comprimento da planta e dos entrends, na produtividade ¢ no numero de
colmos. ParAmetros como pureza, fibras, agticares redutores, ¢ aglicares totais
recuperdveis ndo mostraram diferenca estatistica com a dose do inoculante
nem com o estddio de inoculacio. Sob o mesmo escopo, Souza ez al. (2025)
avaliaram o impacto das linhagens Ab-V5 e Ab-V alinhadas com a adubagao
nitrogenada das variedades de cana-de-agticar RB 97-5242 ¢ CTC 4. Ao levar
em conta a produgio de massa fresca, o tratamento utilizando 14 kgha™ de N
¢ o inoculante se mostrou 34% superior ao tratamento com a mesma taxa de
fertilizagao, evidenciando os mecanismos de crescimento vegetal promovidos
pelabactéria. Além disso, a absor¢ao de micronutrientes (Fe, Mn, e Zn) também
respondeu com a inocula¢ao em ambos cultivares.

6. PAPEL NA AGRICULTURA REGENERATIVA E BAIXO
CARBONO: DESAFIOS E PERSCPECTIVAS

A adubagio nitrogenada ¢ uma pratica extremamente comum e
decisiva, j4 que o nitrogénio (N) é um elemento limitante para o crescimento
¢ produtividade de uma cultura (SANTA ez 4l., 2004) devido ao seu papel
fundamental como constituinte dos aminodcidos e participagao na biossintese
de clorofila (FREITAS, 2023). Mas fatores ambientais, como o clima e o solo,
podem influenciar significativamente a eficiéncia de aproveitamento de N pelas
plantas, levando 4 aplicagao excessiva de fertilizantes na tentativa de maximizar
a produtividade (MARTfNEZ—DALMAU, 2021). Assim, fertilizantes
minerais como sulfato de aménio ((NH,),SO,) e ureia (CO(NH,),) podem
acidificar o solo com a liberagao de fons H* durante a hidrélise, contaminagio
de lengis fredticos por residuos nitrogenados, e liberagio de gases do efeito
estufa pela volatilizagio da aménia (NH,) (SAINJU ez 4l., 2019).

Na mitigacao da polui¢ao por nitrogénio, as bactérias promotoras
de crescimento vegetal (BPCV) desempenham papel estratégico. Por meio
da fixagio bioldgica de nitrogénio (FBN), esses microrganismos convertem
o nitrogénio atmosférico (N,) em amoénia, forma prontamente assimildvel
pelas plantas (FREITAS, 2023), reduzindo a dependéncia de fertilizantes
sintéticos. Espécies como Bradyrhizobium japonicum (DIAS et al., 2022) ¢
Bradyrhizobium elkanii (RIVIEZZI et al., 2020) estabelecem simbiose com
leguminosas, formando nédulos radiculares nos quais o N ¢ fixado de maneira
eficiente. Porém, o género Azospirillum compreende bactérias de vida livre
associativas que, embora realizem FBN, secretam somente uma parte do N
fixado paraaplanta. Seu principal mecanismo de promogao de crescimento estd



atrelado 4 sintese de dcido indolacético, giberelinas e citocininas (HUNGRIA,
2011), compostos que promovem a divisdo celular, o alongamento do caule,
retardam a senescéncia foliar, ¢ favorecem o desenvolvimento radicular,
facilitando a absor¢ao de N. Por isso, inoculantes & base de Azospirillum spp.
sio empregados junto de fertilizantes nitrogenados a fim de aumentar a sua
eficiéncia. Resultados positivos dessa interagao foram observados por Piccinin
et al. (2012), que verificaram aumento no niimero de sementes por espiga ¢ na
produtividade do trigo em tratamentos com inoculagio associada a adubacao
nitrogenada, ¢ por Morais ez a/. (2016), que relataram incremento na massa
seca do milho sob a mesma estratégia de manejo.

Os Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS), estabelecidos
pela Organizagao das Nagdes Unidas em 2015, representam uma agenda
global para promover o desenvolvimento econdémico, social e ambiental de
forma integrada e sustentével até 2030. Com um total de 17 objetivos, essa
iniciativa busca erradicar a pobreza, garantir a seguranca alimentar, proteger
o meio ambiente e combater as mudancas climdticas, como ilustrado na
Figura 1 (UNITED NATIONS, 2015). O uso de bioinsumos representa
uma abordagem mais sustentdvel em comparagao aos produtos quimicos
convencionais. Microrganismos de biocontrole sio capazes de atacar
patdgenos e promover o crescimento da planta através de mecanismos como a
competi¢ao por nutrientes e espago no solo, indugao de resisténcia na planta,
e producio de metabdlitos antibiéticos, destacando-se o género Bacillus
e Trichoderma (VILLAVICENCIO-VAS%JEZ et al., 2025). Assim,
oferecem uma solu¢ao a dependéncia de pesticidas sintéticos e diminuem
seu impacto no meio ambiente (DAMALAS ¢ KOUTROUBAS, 2018).
Jé solubilizadores de nutrientes facilitam a absor¢ao de elementos essenciais
pelas plantas através de mecanismos enzimdticos e fisiolégicos promovidos
por microrganismos, como Pseudomonas spp. (BAKKI er al., 2024) e
fungos micorrizicos (SOUZA ez al., 2006), beneficiando todo o sistema
solo-planta. A aplica¢io de inoculantes & base de Azospirillum promove
o aumento do rendimento em diversas culturas através da producao de
fitormoénios, resultando em maior produtividade alimentar e contribuindo
para o cumprimento do ODS 2 — Fome Zero. Além disso, a capacidade
dessas bactérias em promover a absor¢o de nitrogénio aumenta a eficiéncia
dos fertilizantes quimicos, reduzindo a necessidade de doses elevadas e
diminuindo a emissao de residuos, especialmente o éxido nitroso (NZO),
um potente gas de efeito estufa, alinhando-se também ao ODS 13 - A¢ao

Contra a Mudanca Global do Clima.
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Figura 1 - Objetivos de Desenvolvimento Sustentivel. Os ODS da ONU
sao um conjunto de a¢des para acabar com a pobreza, proteger o meio
ambiente e garantir que as pessoas desfrutem de paz e prosperidade
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Fonte: Nagoes Unidas Brasil (2015).

7. CONSIDERACOES FINAIS

O geénero Azospirillum destaca-se entre as bactérias promotoras de
crescimento vegetal por sua versatilidade ecolégica, ampla gama de mecanismos
benéficos e capacidade de colonizar diferentes espécies cultivadas sob variadas
condi¢6es ambientais. Seus efeitos positivos resultam de processos complementares,
como a fixagao bioldgica de nitrogénio, a sintese ¢ modulagio de fitorménios, a
solubilizacio de nutrientes e a produgio de sideréforos, atuando de forma integrada
na promogio do crescimento ¢ naindugio de tolerdnciaa estresses biéticos e abidticos.

A diversidade metabdlica e fisiolégica de Azospirillum permite
sua adaptacao a distintos ambientes e sistemas agricolas, o que amplia seu
potencial como biofertilizante e agente de manejo bioldgico sustentavel.
Estudos recentes evidenciam que a atuagio dessa bactéria vai além do
fornecimento direto de nutrientes, envolvendo a modulagiao de respostas
adaptativas complexas nas plantas, como altera¢des na arquitetura radicular,
indugio de sistemas antioxidantes e regulacio fina da sinalizagio hormonal,
especialmente em condigoes de estresse hidrico, salino ou nutricional.

O conhecimento acumulado ao longo das ultimas décadas, aliado
a avangos nas areas de genémica, transcriptomica e metaboldmica, tem
ampliado a compreensio dos mecanismos moleculares subjacentes a interago
Azospirillum-planta. Essas descobertas reforcam seu potencial para integrar
estratégias de manejo agricola sustentdvel, contribuindo para a redu¢io da
dependéncia de insumos quimicos e para 0 aumento da resiliéncia dos sistemas



produtivos frente as mudangas climaticas. No entanto, ainda sao necessérios
estudos que explorem a variabilidade intraespecifica, a estabilidade dos
efeitos em campo ¢ o impacto de consércios microbianos, visando maximizar
a eficdcia de Azospirillum em diferentes contextos agricolas.

REFERENCIAS

ALTHAUS, Helyemari Valentim; REIS, Camila Audrey dos; GALVAO,
Carolina Weigert; ETTO, Rafael Mazer; AYUB, Ricardo Antonio. The
Ammonium Excreting Azospirillum brasilense Strain HM053 Enhances
the Vegetative Development of Strawberry. Brazilian Archives of Biology
and Technology, v. 68, p. €25230890, 2025. Disponivel em: https://doi.
org/10.1590/1678-4324-2025230890. Acesso em: 2 ago. 2025.

AHMAD, Magshoof; NADEEM, Sajid Mahmood; NAVEED,
Muhammad ; ZAHIR, Zahir Ahmad. Potassium-solubilizing bacteria and
their application in agriculture. Potassium solubilizing microorganisms
for sustainable agriculture, p. 293-313, 2016. Disponivel em: https://doi.
org/10.1007/978-81-322-2776-2_21. Acesso em: 26 jul. 2025.

AZIZOGLU, Ugur; YILMAZ, Nihat; SIMSEK, Ozhan; IBAL, Jerald
Conrad; TAGELE, Setu Bazie; SHIN, Jae-Ho. The fate of plant growth-
promoting rhizobacteria in soilless agriculture: Future perspectives.

3 Biotech, v. 11, n. 8, p. 1-13, 2021. Disponivel em: https://doi.
org/10.1007/s13205-021-02941-2. Acesso em: 03 ago. 2025.

BACA,B.E;; SOTO, U. L.; PARDO, R. M. P. Fijacién biol6gica de
nitrégeno. 2000.

BAKKI, Mohamed; BANANE, Badra; MARHANE, Omaima; et al. Phosphate
solubilizing Pseudomonas and Bacillus combined with rock phosphates promoting
tomato growth and reducing bacterial canker discase. Frontiers in Microbiology,
v. 15,2024. Disponivel em: https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/
articles/10.3389/fmicb.2024.1289466/full. Acesso em: 8 ago. 2025.

BALDANI, José Ivo; BALDANTI, Vera Lucia Divan. History on the
biological nitrogen fixation research in graminaceous plants: special
emphasis on the Brazilian experience. Anais da Academia Brasileira de
Ciéncias, v.77, p.549-579, 2005. Disponivel em: https://doi.org/10.1590/
S0001-37652005000300014. Acesso em: 26 jul. 2025.



BALDANLI, José Ivo; REIS, Veronica Massena; VIDEIRA, Sandy Sampaio;
et al. The art of isolating nitrogen-fixing bacteria from non-leguminous plants
using N-free semi-solid media: a practical guide for microbiologists. Plant
and Soil, v. 384, n. 1-2, p. 413-431, 2014. Disponivel em: https://link.
springer.com/article/10.1007/s11104-014-2186-6. Acesso em: 4 ago. 2025.

BARBOSA, Julierme Zimmer; ROBERTO, L.; HUNGRIA, Mariangela; et al.
Meta-analysis of maize responses to Azospirillum brasilense inoculation in Brazil:
Benefits and lessons to improve inoculation efficiency. Applied Soil Ecology, v.
170, p. 104276-104276, 2021. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/
science/article/pii/S$0929139321003991. Acesso em: 6 ago. 2025.

BARRA-BUCARE]I, Lorena; VERGARA, Pedro; CORTES, Amparo. Conditions
to optimize mass production of Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin 1883
in different substrates. Chilean Journal of Agricultural Research, v. 76, n. 4, p.
448-454,2016. Disponivel em: https://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_
arttext&pid=50718-58392016000400008. Acesso em: 4 ago. 2025.

BASHAN, Yoav; HOLGUIN, Gina.; DE-BASHAN, Luz E. Azospirillum-plant
relationships: physiological, molecular, agricultural, and environmental advances
(1997-2003). Canadian journal of microbiology, v. 50, n. 8, p. 521-577, 2004.
Disponivel em: https://doi.org/10.1139/w04-035. Acesso em: 25 jul. 2025.

BASHAN, Yoav.; DE-BASHAN, Luz E. How the plant growth-promoting
bacterium Azospirillum promotes plant growth—a critical assessment. In:
Advances in agronomy. Academic Press, p- 77-136,2010. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/S0065-2113(10)08002-8. Acesso em: 29 jul. 2025.

BASHAN, Yoav; DE-BASHAN, Luz E. Inoculant preparation and
formulations for Azospirillum spp. Handbook for Azospirillum,
p. 469-485,2015. Disponivel em: https://link.springer.com/
chapter/10.1007/978-3-319-06542-7_26. Acesso em: 4 ago. 2025.

BHAT, Mudasir Ahmad; MISHRA, Awdhesh Kumar; JAN, Saima; BHAT,
Mujtaba Aamir; KAMAL, Mohammad Azhar; RAHMAN, Safikur; SHAH, Ali
Asghar; JAN, Arif Tasleem. Plant growth promoting rhizobacteria in plant health:
A perspective study of the underground interaction. Plants, v. 12, n. 3, p. 629, 2023.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/plants12030629. Acesso em: 29 jul. 2025.

BOLETA, Eduardo Henrique Marcandalli; GALINDO, Fernando
Shintate; JALAL, Arshad; et al. Inoculation with growth-promoting bacteria



187
Azospirillum brasilense and its effects on productivity and nutritional
accumulation of wheat cultivars. Frontiers in Sustainable Food Systems, v. 4,

2020. Disponivel em: https://www.frontiersin.org/journals/sustainable-food-
systems/articles/10.3389/fsufs.2020.607262/full. Acesso em: 7 ago. 2025.

BORAH, Palakshi; GOGOI, Nirmali; ASAD, Saced Ahmad; RABHA,
Aparna Jyoti; FAROOQ, Muhammad. An insight into plant growth-
promoting rhizobacteria-mediated mitigation of stresses in plant. Journal of
Plant Growth Regulation, v. 42, n. 5, p. 3229-3256, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/500344-022-10787-y. Acesso em: 25 jul. 2025.

BOTTINI Rubén; FULCHIERI, Ménica; PEARCE, David; PHARIS,
Richard P. Identification of gibberellins A1, A3, and iso-A3 in cultures

of Azospirillum lipoferum. Plant physiology, v. 90, n. 1, p. 45-47, 1989.
Disponivel em: https://doi.org/10.1104/pp.90.1.45. Acesso em 02 ago. 2025.

BRASIL. Instrugao Normativa N° 30, de 12 de novembro de 2010.
Secretaria de Defesa Agropecudria. Didrio Oficial da Republica Federativa do
Brasil. Brasilia, DF, n. 219, p. 4. 7 nov. 2010. Secdo 1. Acesso em: 6 ago. 2025.

BRASIL. Decreto N° 4.954, de 14 de janeiro de 2004. Subchefia para Assuntos
Juridicos. Presidéncia da Republica. Brasilia, DF. Acesso em: 6 ago. 2025.

BRASIL. Instru¢ao Normativa N° 13, de 24 de margo de 2011. Secretaria
de Defesa Agropecuaria. Didrio Oficial da Republica Federativa do Brasil.
Brasilia, DE n. S8, p-3.25 mar. 2011. Segao 1. Acesso em: 6 ago. 2025.

BRASIL. Decreto N° 10.375 de 26 de maio de 2020. Subchefia para Assuntos
Juridicos. Presidéncia da Republica. Brasilia, DE. Acesso em: 6 ago. 2025.

CASSAN, Fabricio; VANDERLEYDEN, Jos; SPAEPEN, Stijn.
Physiological and agronomical aspects of phytohormone production by
model plant-growth-promoting rhizobacteria (PGPR) belonging to the
genus Azospirillum. Journal of Plant Growth Regulation, v. 33, n. 2, p.
440-459, 2014. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s00344-013-
9362-4. Acesso em: 26 jul. 2025.

CASSAN, Fabricio; DIAZ-ZORITA, Martin. Azospirillum sp. in current
agriculture: From the laboratory to the field. Soil Biology and Biochemistry,
v. 103, p. 117-130, 2016. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/
science/article/pii/S0038071716302000. Acesso em: 7 ago. 2025.



188
CASSAN, Fabricio; CONIGLIO, Anahi; LOPEZ, Gastén.; MOLINA, Romina;
NIEVAS, Sofia; DE CARLAN, Coline Le Noir; DONADIO, Florencia;
TORRES, Daniela; ROSAS, Susana; PEDROSA, Fabio Oliveira; SOUZA,
Emanuel; ZORITA, Martin Diaz; DE-BASHAN, Luz; MORA, Verénica.
Everything you must know about Azospirillum and its impact on agriculture and

beyond. Biology and Fertility of Soils, v. 56, n. 4, p. 461-479, 2020. Disponivel
em: https://doi.org/10.1007/500374-020-01463-y. Acesso em: 02 ago. 2025.

CASTANHEIRA, N4dia L.; DOURADOQO, Ana Catarina; PAIS, Isabel;
SEMEDO, José; SCOTTI-CAMPOS, Paula; BORGES, Nuno; CARVALHO,
Gilda; CRESPO, Maria Teresa Barreto; FARELEIRA, Paula. Colonization and
beneficial effects on annual ryegrass by mixed inoculation with plant growth
promoting bacteria. Microbiological Research, v. 198, p. 47-55,2017. Dispinivel
em: https://doi.org/10.1016/j.micres.2017.01.009. Acesso em: 26 jul. 2025.

CHANDRAMOHAN REDDY, G.; GOYAL, R. K. Growth, yield and quality

of strawberry as affected by fertilizer N rate and biofertilizers inoculation under
greenhouse conditions. Journal of Plant Nutrition, v. 44, n. 1, p. 46-58, 2020. Acesso
em: https://doi.org/10.1080/01904167.2020.1806301. Acesso em: 20 jul. 2025.

CHAVEZ-HERRERA, Estefinia; HERNANDEZ-ESQUIVEL, Alma
Alejandra; CASTRO-MERCADO, Elda; GARCIA-PINEDA, Ernesto. Effect
of Azospirillum brasilense Sp245 lipopolysaccharides on wheat plant development.
Journal of Plant Growth Regulation, v. 37, n. 3, p. 859-866, 2018. Disponivel
em: https://doi.org/10.1007/500344-018-9782-2. Acesso em: 20 jul. 2025.

CHEBOTAR, Vladimir K.; CHIZHEVSKAYA, Elena P.; VOROBYOY,
Nikolai I.; BOBKOVA, Veronika V.; POMYAKSHEVA, Lyubov V.;
KHOMYAKOYV, Yuriy V.; KONOVALOY, Sergey N. The quality and
productivity of strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) improved by

the inoculation of PGPR Bacillus velezensis BS89 in field experiments.
Agronomy, v. 12, n. 11, p. 2600, 2022. Disponivel em: https://doi.
org/10.3390/agronomy12112600. Acesso em: 27 jul. 2025.

CONDORI, Tatiana; ALARCON, Susan; HUASASQUICHE,
Lucero; et al. Inoculation with Azospirillum brasilense as a strategy to
reduce nitrogen fertilization in cultivating purple maize (Zea mays L.).

Microorganisms, v. 12, n. 10, p. 2107, 2024. Disponivel em: https://pmec.
ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC11514594/. Acesso em: 7 ago. 2025.

CRUZ-HERNANDEZ, Marfa Antonia; MENDOZA-HERRERA, Alberto;



BOCANEGRA-GARCIA, Virgilio; RIVERA, Gildardo. Azospirillum
spp. from plant growth-promoting bacteria to their use in bioremediation.
Microorganisms, v. 10, n. 5, p. 1057, 2022. Disponivel em: https://doi.
org/10.3390/microorganisms10051057. Acesso em: 01 ago. 2025.

DAMALAS, Christos; KOUTROUBAS, Spyridon. Current status and recent
developments in biopesticide use. Agriculture, v. 8, n. 1, p. 13, 2018. Disponivel
em: hteps://www.mdpi.com/2077-0472/8/1/13. Acesso em: 8 ago. 2025.

DE ANDRADE, Fernanda Marcondes; DE ASSIS PEREIRA, Thiago;
SOUZA, Thiago Pereira; GUIMARAES, Paulo Henrique Sales; MARTINS,
Adalvan Daniel; SCHWAN, Rosane Freitas; PASCAL, Moacir; DORIA,
Joyce. Beneficial effects of inoculation of growth-promoting bacteria in
strawberry. Microbiological Research, v. 223, p. 120-128, 2019. Disponivel
em: https://doi.org/10.1016/j.micres.2019.04.005. Acesso em: 25 jul. 2025.

DE ANDRADE, Luana Alves; SANTOS, Carlos Henrique Barbosa;
FREZARIN, Edvan Teciano; SALES, Luziane Ramos; RIGOBELOQO, Everlon
Cid. Plant growth-promoting rhizobacteria for sustainable agricultural

production. Microorganisms, v. 11, n. 4, p. 1088, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/microorganisms11041088. Acesso em 20 jul. 2025.

DIAZ-ZORITA, Martin; FERNANDEZ-CANIGIA, Marfa Virginia.
Field performance of a liquid formulation of Azospirillum brasilense on
dryland wheat productivity. European Journal of Soil Biology, v. 45, n.
1, p. 3-11, 2009. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/

article/pii/S1164556308000733. Acesso em: 4 ago. 2025.

DIAS, Barbara Patrocino; DIAS, Elém Rodrigues; OLIVEIRA, Rosangela
Aparecida Pereira de; et al. Avaliagao do uso do inoculante Bradyrhizobium
japonicum na cultura da soja (Glycine max) em Colméia-TO. Research,
Society and Development, v. 11, n. 15, p. 538111537342, 2022.
Disponivel em: https://www.researchgate.net/publication/365623604_
Avaliacao_do_uso_do_inoculante_Bradyrhizobium_Japonicum_na_
cultura_da_soja_Glycine_Max_em_Colmeia-TO. Acesso em: 8 ago. 2025.

DOBEREINER, Johanna. Fixagio de nitrogénio em associagio com gramineas.
Microbiologia do solo. Sociedade Brasileira de Ciéncias do Solo. p. 173-180, 1992.

DOS REIS, Guilherme Anacleto; MARTINEZ-BURGOS, Walter Jose;

POZZAN, Roberta; et al. Comprehensive review of microbial inoculants:



Agricultural applications, technology trends in patents, and regulatory
frameworks. Sustainability, v. 16, n. 19, p. 8720, 2024. Disponivel em:
https://www.mdpi.com/2071-1050/16/19/8720. Acesso em: 4 ago. 2025.

DOS SANTOS FERREIRA, Natalia; HAYASHI SANT’ANNA, Fernando;
MASSENA REIS, Veronica; AMBROSINI, Adriana; GAZOLLA
VOLPIANO, Camila; ROTHBALLER, Michael; SCHWAB, Stefan;
BAURA, Valter Antonio; BALSANELLI Eduardo; PEDROSA, Fabio

de Oliveira; PASSAGLIA, Luciane Maria Pereira; DE SOUZA, Emanuel
Maltempi; HARTMANN, Anton; CASSAN Fabricio; ZILLI, Jerry Edson.
Genome-based reclassification of Azospirillum brasilense Sp245 as the type strain
of Azospirillum baldaniorum sp. nov. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, v. 70, n.12, p. 6203-6212, 2020. Disponivel em:
hetps://doi.org/10.1099/ijsem.0.004517. Acesso em: 05 ago. 2025.

DOS SANTOS FERREIRA, Natalia; CONIGLIO, Anahi; PUENTE,
Mariana; SANT’ANNA, Fernando Hayashi; MARONICHE, Guillermo;
GARCIA, Julia; MOLINA, Romina; NIEVAS, Sofia; VOLPIANO, Camila
Gazolla; AMBROSINTI, Adriana; PASSAGLIA, Luciane M. P; PEDRAZA,
Raul O; REIS, Veronica M.; ZILLL Jerry Edson; CASSAN, Fabricio. Genome-
based reclassification of Azospirillum brasilense Az39 as the type strain of
Azospirillum argentinense sp. nov. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, v. 72, n. 8, p. 005475, 2022. Disponivel em:
heeps://doi.org/10.1099/ijsem.0.005475. Acesso em: 05 ago. 2025.

ESQUIVEL-COTE, Rosalba; RAMIREZ-GAMA, Rosa Maria;
TSUZUKI-REYES, Guadalupe; OROZCO-SEGOVIA, Alma;
HUANTE, Pilar. Azospirillum lipoferum strain AZm5 containing
l1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid deaminase improves early growth
of tomato seedlings under nitrogen deficiency. Plant and soil, v. 337, n.

1, p. 65-75, 2010. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s11104-010-
0499-7. Acesso em: 07 ago. 2025.

FAHAD, Shah; HUSSAIN, Saddam; BANO, Asghari; SAUD, Shah; HASSAN,
Shah; SHAN, Darakh; KHAN, Faheem Ahmed; KHAN, Fahad; CHEN, Yutiao;
WU, Chao; TABASSUM, Muhammad Adnan; CHUN, Ma Xiao; AFZAL,
Muhammad; JAN, Amanullah; JAN, Mohammad Tariq; HUANG, Jianliang.
Potential role of phytohormones and plant growth-promoting rhizobacteria in

abiotic stresses: consequences for changing environment. Environmental Science
and Pollution Research, v. 22, p.4907-4921, 2014. Disponivel em: hetps://doi.
org/10.1007/s11356-014-3754-2. Acesso em: 26 jul. 2025.



FAHAD, S.; HUSSAIN, S.; MATLOOB, A.; KHAN, F. A.;; KHALIQ,
A SAUD, S.; HASSA, S.; SHAN, D.; KHAN, E; ULLAH, N.; FAIQ,
M.; KHAN, M. R.;; TAREEN, A. K.;; KHAN, A.; ULLAH, A.; ULLAH,
N.; HUANG, J. Phytohormones and plant responses to salinity stress: a
review. Plant growth regulation, v. 75, p. 391-404, 2015. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s10725-014-0013-y. Acesso em: 27 jul. 2025.

FAN, Weiwei; LIU, Kehan; XU, Yongping; et al. Solid-state fermentation
of corn wet distiller grains and wheat bran with Trichoderma reesei and
Candida utilis for improving feed value. Journal of the Science of Food
and Agriculture, 2024. Disponivel em: https://scijournals.onlinelibrary.
wiley.com/doi/10.1002/jsta.14079. Acesso em: 4 ago. 2025.

FASUSI, Oluwaseun Adeyinka; BABALOLA, Olubukola.; ADEJUMO,
Timothy Olubisi. Harnessing of plant growth-promoting rhizobacteria
and arbuscular mycorrhizal fungi in agroecosystem sustainability. CABI
Agriculture and Bioscience, v. 4, n. 1, p. 26, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1186/543170-023-00168-0. Acesso em: 28 jul. 2025.

FLORENCIO, Camila; BORTOLETTO-SANTOS, Ricardo; FAVARO,
Camila; et al. Avangos na producio e formulagao de inoculantes microbianos
visando uma agricultura mais sustentével. SGIELO Brasil, 2022. Disponivel
em: https://doi.org/10.21577/0100-4042.20170909. Acesso em: 4 ago. 2025.

Food and Agriculture Organization of the United Nations - FAOSTAT.
Production Quantities of Strawberries by country 2021. Disponivel
online: https://www.fao.org/faostat/en/#data/ QCL/visualize.

FREITAS, Edipo Silva. Aplicacio foliar de Azospirillum brasilense isolada e
em associacio a adubagao nitrogenada na cultura do milho, s.d. Disponivel em:
https://repositorio.ufms.br/handle/123456789/5812. Acesso em: 8 ago. 2025.

FUKAMI, Josiane; NOGUEIRA, Marco Antonio; ARAUJO, Ricardo Silva;

et al. Accessing inoculation methods of maize and wheat with Azospirillum
brasilense. AMB Express, v. 6, n. 1,2016. Disponivel em: https://amb-express.
springeropen.com/articles/10.1186/513568-015-0171-y. Acesso em: 7 ago. 2025.

FUKAMYI, Josiane; OLLERO, Francisco Javier; MEGIAS, Manuel; HUNGRIA,
Mariangela. Phytohormones and induction of plant-stress tolerance and defense
genes by seed and foliar inoculation with Azospirillum brasilense cells and metabolites
promote maize growth. AMB Express, v.7,n. 1, p. 1-13,2017. Disponivel em:



https://doiorg/10.1186/513568-017-0453-7. Acesso em: 19 jul. 2025.

FUKAMI, Josiane; CEREZINI, Paula; HUNGRIA, Mariangela.
Azospirillum: benefits that go far beyond biological nitrogen fixation.
AMB Express, v. 8, n. 1, p. 73, 2018. Disponivel em: https://doi.
org/10.1186/5s13568-018-0608-1. Acesso em: 19 jul. 2025.

GANUSOVA, Elena E.; BANERJEE, Ishita; SEATS, Trey; ALEXANDRE, Gladys.
Indole-3-acetic acid (IAA) protects Azospirillum brasilense from indole-induced
stress. Applied and Environmental Microbiology, v. 91, n. 4, p. €02384-24, 2025.
Disponivel em: https://doi.org/10.1128/aem.02384-24. Acesso em: 27 jul. 2025.

GARCIA, Mayara M.; PEREIRA, Lucas C.; BRACCINI, Alessandro L.; et
al. Effects of Azospirillum brasilense on growth and yield compounds of maize
grown at nitrogen limiting conditions. Revista de Ciéncias Agrarias, v. 40, n.
2,p.353-362,2017. Disponivel em: https://scielo.pt/scielo.php?script=sci_
arttext&pid=50871-018X2017000200006. Acesso em: 4 ago. 2025.

GHENOV, Fernanda; GERHARDT, Edileusa Cristina Marques;
HUERGO, Luciano Fernandes; PEDROSA, Fabio Oliveira; WASSEM,
Roseli; SOUZA, Emanuel Maltempi Characterization of glutamine
synthetase from the ammonium-excreting strain HMO053 of Azospirillum
brasilense. Brazilian Journal of Biology, v. 82, 2021. Disponivel em:
hteps://doi.org/10.1590/1519-6984.235927. Acesso em: 19 jul. 2025.

GIRI, Bikash Ranjan; CHATTARAJ, Sourav; RATH, Subhashree;
PATTNAIK, Mousumi Madhusmita; MITRA, Debasi.; THATOI,
Hrudayanath. Unveiling the Molecular Mechanism of Azospirillum in
Plant Growth Promotion. Bacteria, v.4, n. 3, p. 36, 2025. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/bacteria4030036. Acesso em: 20 jul. 2025.

GUPTA, Shweta; KAUSHAL, Rajesh; SOOD, Gaurav. Impact of plant
growth—promoting Rhizobacteria on vegetable crop production. International
Journal of Vegetable Science, v. 24, n. 3, p. 289-300, 2018. Disponivel em:
hetps://doi.org/10.1080/19315260.2017.1407984. Acesso em: 21jul. 2025.

GUO, Kaiyan; Yang, Jun.; Yu, Nan; Luo, Li; Wang, Ertao. Biological
nitrogen fixation in cereal crops: Progress, strategies, and perspectives.
Plant Communications, v.4, n. 2, 2023. Disponivel em: https://doi.

0rg/10.1016/j.xplc.2022.100499. Acesso em: 18 jul. 2025.



GUREEVA, Maria V.; GUREEYV, Artem P. Molecular Mechanisms
Determining the Role of Bacteria from the Genus Azospirillum in Plant
Adaptation to Damaging Environmental Factors. International Journal
of Molecular Sciences, v. 24, n. 11, p. 9122, 2023. Disponivel em: https://
doi.org/10.3390/ijms24119122. Acesso em: 20 jul. 2025.

HEWAVITHARANA, Nalaka; KANNANGARA, Sagarika;
SENANAYAKE, Seetha Priyanganie. Isolation, identification and mass
production of five Trichoderma spp. on solid and liquid carrier media

for commercialization. International Journal of Applied Sciences and
Biotechnology, v. 6, n. 4, p. 285-293, 2018. Disponivel em: https://www.
researchgate.net/publication/330095837_Isolation_Identification_and_
Mass_production_of_five_Trichoderma_spp_on_Solid_and_Liquid_
Carrier_Media_for_Commercialization. Acesso em: 4 ago. 2025.

HOUSH, A. B.; POWELL, G.; SCOTT, S;; ANSTAETT, A.; GERHEART,
A; BENOIT, M.; WALLER, S.; POWELL, A.; GUTHRIE, J. M,;
HIGGINS, B.; WILDER, S. L.; SCHUELLER, M. J.; FERRIERIL R. A.
Functional mutants of Azospirillum brasilense elicit beneficial physiological
and metabolic responses in Zea mays contributing to increased host iron
assimilation. The ISME journal, v. 15, n. 5, p. 1505-1522, 2021. Disponivel
em: https://doi.org/10.1038/5s41396-020-00866-x. Acesso em: 27 jul. 2025.

HUNGRIA, Mariangela; CAMPO, Rubens J.; SOUZA, Emanuel M.;

et al. Inoculation with selected strains of Azospirillum brasilense and A.
lipoferum improves yields of maize and wheat in Brazil. Plant and Soil, v.
331, n. 1-2, p. 413-425, 2010. Disponivel em: https://link.springer.com/
article/10.1007/511104-009-0262-0. Acesso em: 4 ago. 2025.

HUNGRIA, Mariangela; MENDES, Iéda Carvalho. Nitrogen fixation
with soybean: The perfect symbiosis? Biological Nitrogen Fixation,

p- 1009-1024, 2015. Disponivel em: https://onlinelibrary.wiley.com/
doi/10.1002/9781119053095.ch99. Acesso em: 4 ago. 2025.

HUNGRIA, Mariangela; NOGUEIRA, Marco Antonio. Inoculagao do
milho com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense: reducao
na adubagao nitrogenada de cobertura e mitigacao na emissao de gases de

efeito estufa, 2022. Disponivel em: https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/
infoteca/bitstream/doc/1148186/1/Doc-450-OL.pdf. Acesso em: 6 ago. 2025.

JIAO, Huiying; WANG, Ruizhe; QIN, Wei; YANG, Jiaxin. Screening



of rhizosphere nitrogen fixing, phosphorus and potassium solubilizing
bacteria of Malus sieversii (Ldb.) Roem. and the effect on apple growth.
Journal of Plant Physiology, v. 292, p. 154142, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2023.154142. Acesso em: 21 jul 2025.

KADMIRI, Issam Meftah; MERNISSI, Najib El; AZAROUAL, Salah Eddine; et
al. Bioformulation of microbial fertilizer based on clay and alginate encapsulation.
Current Microbiology, v. 78, n. 1, p. 86-94, 2020. Disponivel em: https://link.
springer.com/article/10.1007/500284-020-02262-2. Acesso em: 4 ago. 2025.

KAKU, Hisatoshi. Histopathology of red stripe of rice. Plant Disease, v.
88, n. 12, p. 1304-1309, 2004. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.
nih.gov/30795190/. Acesso em: 7 ago. 2025.

KEJELA, Tekalign. Phytohormone-producing rhizobacteria and their role
in plant growth. In: New insights into phytohormones. IntechOpen, 2024.
Disponivel em: DOI: 10.5772/intechopen.1002823. Acesso em: 20 jul. 2025.

KHATOON, Zobia; HUANG, Suiliang; RAFIQUE, Mazhar;
FAKHAR, Ali; KAMRAN, Muhammad Aqeel; SANTOYO, Gustavo.
Unlocking the potential of plant growth-promoting rhizobacteria on

soil health and the sustainability of agricultural systems. Journal of
Environmental Management, v. 273, p. 111118, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2020.111118. Acesso em: 16 jul. 2025.

KONG, Zhaoyu; LIU, Hongguang. Modification of rhizosphere microbial
communities: A possible mechanism of plant growth promoting rhizobacteria
enhancing plant growth and fitness. Frontiers in Plant Science, v. 13, p. 920813, 2022.
Disponivel em: https://doi.org/10.3389/fpls.2022.920813. Acesso em: 16 jul. 2025.

LI, Si-Min; ZHENG, Hong-Xiang; ZHANG, Xian-Sheng; SUIL Na.
Cytokinins as central regulators during plant growth and stress response.
Plant cell reports, v. 40, n. 2, p. 271-282, 2021. Disponivel em: https://
doi.org/10.1007/500299-020-02612-1. Acesso em: 25 jul. 2025.

LOPEZ-REYES, Lucia; CARCANO-MONTIEL, Moises G.; LILIA, Tapia
L.; MEDINA-DE LA ROSA, Guadalupe; ARMANDO, Tapia-Hernandes
Refugio. Antifungal and growth-promoting activity of Azospirillum
brasilense in Zea mays L. ssp. mexicana. Archives of Phytopathology and
Plant Protection, v. 50, n. 13-14, p. 727-743, 2017. Disponivel em: https://
doi.org/10.1080/03235408.2017.1372247. Acesso em: 24 jul. 2025.



MACHADO, H. B.; FUNAYAMA, S.; RIGO, L. U; PEDROSA, E. D.

O. Excretion of ammonium by Azospirillum brasilense mutants resistant to
ethylenediamine. Canadian journal of microbiology, v. 37, n. 7, p. 549-553,
1991. Disponivel em: https://doi.org/10.1139/m91-092. Acesso em: 15 jul. 2025.

MARTINEZ-DALMAU, Javier; BERBEL, Julio; ORDONEZ-
FERNANDEZ, Rafaela. Nitrogen fertilization: A review of the risks
associated with the inefficiency of its use and policy responses. Sustainability,
v. 13, n. 10, p. 5625, 2021. Disponivel em: https://www.mdpi.com/2071-
1050/13/10/5625. Acesso em: 8 ago. 2025

MEHNAZ, Samina; WESELOWSKI, Brian; LAZAROVITS, George.
Azospirillum canadense sp. nov., a nitrogen-fixing bacterium isolated from
corn rhizosphere. International journal of systematic and evolutionary
microbiology, v. 57, n. 3, p. 620-624, 2007. Disponivel em: https://doi.
org/10.1099/ijs.0.64804-0. Acesso em: 27 jul. 2025.

MENDEZ-GOMEZ, Manuel; CASTRO-MERCADO, Elda; LOPEZ-
BUCIO, José; GARCIA-PINEDA, Ernesto. Azospirillum brasilense Sp245
triggers cytokinin signaling in root tips and improves biomass accumulation
in Arabidopsis through canonical cytokinin receptors. Physiology and
Molecular Biology of Plants, v. 27, n. 8, p. 1639-1649, 2021. Disponivel
em: https://doi.org/10.1007/s12298-021-01036-9. Acesso em: 24 jul. 2025.

MISHRA, Jitendra; ARORA, Naveen Kumar. Bioformulations for plant

growth promotion and combating phytopathogens: a sustainable approach. In:
Bioformulations: for sustainable agriculture. p. 3-33,2016. Disponivel em: https://
link springer.com/chapter/10.1007/978-81-322-2779-3_1. Acesso em: 4 ago. 2025.

MOHAMED, H. M. E.; SHAIEB, E M. A.; EL-KOMY, H. M. A.
Solubilization of inorganic phosphates by isolated Azospirillum lipoferum (H3)
as free or alginate immobilized inoculation. ContROL, v. 1, p. 1-7,2017.

MORALIS, T4mara Prado de; BRITO, Césio Humberto de; BRANDAO,
Afonso Maria; et al. Inoculation of maize with Azospirillum brasilense

in the seed furrow. Revista Ciéncia Agrondmica, Fortaleza, v. 47, n.

2, p. 290-298, 2016. Disponivel em: https://www.scielo.br/j/rca/a/
hRerwMkvrMjPq9KLNvhIc3q/. Acesso em: 8 ago. 2025.

MOREIRA, E M. §; SIQUEIRA, J. O. Microbiologia e Bioquimica do solo. In:
MOREIRA, E M. §; SIQUEIRA, J. O. 2 Ed. Transformagées bioquimicas e



ciclo dos elementos no solo. Lavras, MG: UFLA, p. 313-404, 2006.

MOUTIA, Jean-Francois Yvan; SAUMTALLY, Salem; SPAEPEN,

Stijn; et al. Plant growth promotion by Azospirillum sp. in sugarcane is
influenced by genotype and drought stress. Plant and Soil, Dordrecht, v.
337,n.1-2, p. 233-242, 2010. Disponivel em: https://link.springer.com/
article/10.1007/s11104-010-0519-7. Acesso em: 7 ago. 2025.

MSLIM, Ramle; HAMID, Noor Hisham; WAHID, Mohd Basri; et al.
Mass production of Metarhizium anisopliae using solid state fermentation
and wet harvesting methods. ResearchGate, 2005. Disponivel em: https://
www.researchgate.net/publication/236010090. Acesso em: 4 ago. 2025.

MUNHOZ, André Thiago. Técnicas de inoculagiao com bactérias
de fixacio de nitrogénio na cultura da soja. Disponivel em: https://

repositorio.ufsc.br/handle/123456789/165898. Acesso em: 6 ago. 2025.

NAM, Jun Haeng; THIBODEAU, Alyssa; QIAN, Yanping L.; QIAN,
Michael C.; PARK, Si Hong. Multidisciplinary evaluation of plant growth
promoting rhizobacteria on soil microbiome and strawberry quality. AMB
Express, v. 13, n. 1, p. 18, 2023. Disponivel em: https://doi.org/10.1186/
s13568-023-01524-z. Acesso em: 24 jul. 2025.

NASCIMENTO, Fernanda Cristina; HENRIQUIE, Carlos;
KANDASAMY, Saveetha; et al. Efficacy of alginate- and clay-encapsulated
microorganisms on the growth of aracd-boi seedlings (Eugenia stipitata).
Acta Scientiarum. Biological Sciences, Maringa, v. 41, n. 1, p. ¢43936,
2019. Disponivel em: https://periodicos.uem.br/ojs/index.php/
ActaSciBiolSci/article/view/43936. Acesso em: 4 ago. 2025.

NOSHEEN, Shaista ; AJMAL, Iqra; SONG, Yuanda. Microbes as
biofertilizers, a potential approach for sustainable crop production.
Sustainability, v. 13, n. 4, p. 1868, 2021. Disponivel em: https://doi.
org/10.3390/5u13041868. Acesso em: 21 jul. 2025.

NWACHUKWU, Blessing Chidinma; BABALOLA, Olubukola
Oluranti; HASSEN, Ahmed Idris. Rhizosphere competence and
applications of plant growth-promoting rhizobacteria in food production-a
review. Scientific African, p. €02081, 2024. Disponivel em: https://doi.
org/10.1016/j.sciaf.2024.¢02081. Acesso em: 25 jul. 2025.



197
OLENSKA, Ewa; MALEK, Wanda; WOJCIK, Malgorzata;
SWIECICKA, Izabela; THIJS, Sofie; VANGRONSVELD, Jaco. Beneficial
features of plant growth-promoting rhizobacteria for improving plant
growth and health in challenging conditions: A methodical review. Science

of the Total Environment, v. 743, p. 140682, 2020. Disponivel em: https://
doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.140682. Acesso em: 26 jul. 2025.

OLIVEIRA, Inocencio Junior; FONTES, José Roberto Antoniol;
PEREIRA, Bruno Fernando Faria; et al. Inoculation with Azospirillum
brasiliense increases maize yield. Chemical and Biological Technologies
in Agriculture, v. 5, n. 1, 2018. Disponivel em: https://doi.org/10.1186/
$40538-018-0118-z. Acesso em: 7 ago. 2025.

PATHANIA, Priyanka; RAJTA, Ankita; SINGH, Poonam C.; BHATIA,
Ranjana. Role of plant growth-promoting bacteria in sustainable agriculture.
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 30, p. 101842, 2020. Disponivel
em: https://doi.org/10.1016/j.bcab.2020.101842. Acesso em: 17 jul. 2025.

PANKIEVICZ, Vania C.; DO AMARAL, Fernanda P.; SANTOS,
Karina F; AGTUCA, Beverly; XU, Youwen; SCHUELLER, Michael J.;
ARISI, Ana Carolina M.; STEFFENS, Maria B. R.; SOUZA, Emanuel
M.; PEDROSA, Fabio Oliveira; STACEY, Gary; FERRIERI, Richard A;
Robust biological nitrogen fixation in a model grass—bacterial association.
The Plant Journal, v. 81, n. 6, p. 907-919, 2015. Disponivel em: https://
doi.org/10.1111/tpj.12777. Acesso em: 17 jul. 2025.

PEDRAZA, Raul O.; BELLONE, Carlos H.; DE BELLONE, Silvia
Carrizo; SORTE, Paulo Marcos Fernandes Boa; DOS SANTOS
TEIXEIRA, Katia Regina. Azospirillum inoculation and nitrogen
fertilization effect on grain yield and on the diversity of endophytic
bacteria in the phyllosphere of rice rainfed crop. European Journal of
soil Biology, v. 45, n. 1, p. 36-43, 2009. Disponivel em: https://doi.
0rg/10.1016/j.ejs0bi.2008.09.007. Acesso em: 19 jul. 2025.

PEDRAZA, Raul O.; FILIPPONE, Maria P.; FONTANA, Cecilia; et al.
Azospirillum. Elsevier eBooks, p. 73-105, 2020. Disponivel em: hteps://www.
researchgate.net/publication/342838993_Azospirillum. Acesso em: 4 ago. 2025.

PEDROSA, F. O.; OLIVEIRA, A. L. M.; GUIMARAES, V.E; ETTO,R. M;
SOUZA,E.M;; FURMAM, E G; GONCALVES, D.R. P; SANTOS, O.J. A.
P; GONCALVES, L. S. A; A. G. BATTISTUS, A. G;; GALVAO, C. W. The



ammonium excreting Azospirillum brasilense strain HM053: a new alternative
inoculant for maize. Plant and Soil, v. 451, n. 1, p. 45-56, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/511104-019-04124-8. Acesso em: 19 jul. 2025.

PEREIRA, Leonardo Costa; TOZONTI, Marceli de Lelis. Inoculagio de estirpes
de Azospirillum brasilense associada a fertilizagao nitrogenada na cultura do
milho. Revista Cientifica Eletronica de Agronomia, n. 31, 2017. Disponivel
em: htep://www.faef.revista.inf.br/imagens_arquivos/arquivos_destaque/

KhyNCctt302h9Tk_2018-1-25-14-44-31.pdf. Acesso em: 6 ago. 2025.

PICCININ, Gleberson G.; BRACCINI, Alessandro L.; DAN, Lilian
G. M; et al. Efficiency of seed inoculation with Azospirillum brasilense
on agronomic characteristics and yield of wheat. Industrial Crops

and Products, v. 43, p. 393-397, 2012. Disponivel em: https://doi.
org/10.1016/j.indcrop.2012.07.052. Acesso em: 7 ago. 2025.

PIL, Y.; GRAF, H.; VALENTINUZZI, E; CESCO, S.; MIMMO, T. The
effects of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) on the growth
and quality of strawberries. In: VIII International Symposium on Mineral
Nutrition of Fruit Crops 1217, p. 231-238, 2017. Disponivel em: https://
doi.org/10.17660/ActaHortic.2018.1217.29. Acesso em: 18 jul. 2025.

PRASHAR, Pratibha; KAPOOR, Neera; SACHDEVA, Sarita. Rhizosphere:
its structure, bacterial diversity and significance. Reviews in Environmental
Science and Bio/Technology, v. 13, n. 1, p. 63-77, 2014. Disponivel em:
hetps://doi.org/10.1007/s11157-013-9317-z. Acesso em: 18 jul. 2025.

PRINSEN, E.; COSTACURTA, A.; MICHIELS, K;
VANDERLEYDEN, J.; VAN ONCKELEN, H. Azospirillum brasilense
indole-3-acetic acid biosynthesis: evidence for a non-tryptophan dependent
pathway. Molecular Plant Microbe Interactions, v. 6, p. 609-609, 1993.
Disponivel em: https://www.apsnet.org/publications/mpmi/backissues/
Documents/1993Articles/Microbe06_609.pdf. Acesso em: 21 jul. 2025.

RAMAKRISHNA, Wusirika; YADAYV, Radheshyam; LI, Kefeng. Plant
growth promoting bacteria in agriculture: two sides of a coin. Applied Soil
Ecology, v. 138, p. 10-18, 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.
aps0il.2019.02.019. Acesso em: 21 jul. 2025.

RAJESH, Banavathu; MEHERA, Biswarup; KUMAR, Prateck. Effect
of Bio-fertilizer and Gibberellic Acid on Growth and Yield of Baby Corn



(Zea mays, Poaceac). International Journal of Environment and Climate
Change, v. 13, n. 7, p. 602-607, 2023. Disponivel em: https://scholar.
googleusercontent.com/scholar?q=cache:tIr8dnPK3m0]:scholar.google.
com/+RAJESH,+B.%3B+MEHERA,+B.%3B+KUMAR,+P.+Effect+of
+Bio-fertilizer+and+Gibberellic+ Acid+on+Growth+and+Yield+of+Ba
by+Corn+(Zea+mays,+Poaceae).+International+Journal+of+Environm
ent+and+Climate+Change,+v.+13,+n.+7,+p.+602-607,+2023.&hl=pt-
BR&as_sdt=0,5. Acesso em: 19 jul. 2025.

REIS, V.M,; TEIXEIRA, K. R. dos S. Fixa¢ao bioldgica de nitrogénio-estado da
arte. Processos bioldgicos no sistema solo-planta: ferramentas para uma agricultura
sustentével. Brasilia: Embrapa Informagio Tecnoldgica, v. 28, p. 350-68, 2005.

RIVERA, Diego; REVALE, Santiago; MOLINA, Romina; GUALPA, José;
PUENTE, Mariana; MARONICHE, Guillermo; PARIS, Gaston; BAKER,
David; CLAVIJO, Bernardo; McLay, Kirsten; SPAEPEN, Stijn; PERTICARI,
Alejandro; VAZQUEZ, M:}rtin; FLORENCE, Wisniewski-Dy¢;
WATKINS, Chris; MARTINEZ-ABARCA, Francisco; VANDERLEYDEN,
Jos; CASSAN, Fabricio.Complete genome sequence of the model rhizosphere
strain Azospirillum brasilense Az39, successfully applied in agriculture.
Genome announcements, v. 2, n. 4, p. 10.1128, 2014. Disponivel em: https://
doi.org/10.1128/genomea.00683-14. Acesso em: 19 jul. 2025.

RIVIEZZI, Braulio; CAGIDE, Célica; PEREIRA, Agustina; et al. Improved
nodulation and seed yield of soybean (Glycine max) with a new isoflavone-based
inoculant of Bradyrhizobium elkanii. Rhizosphere, v. 15, p. 100219, 2020. Disponivel
em: https://doiorg/10.1016/j.thisph.2020.100219. Acesso em: 8 ago. 2025.

ROJAS-SANCHEZ, Blanca; GUZMAN-GUZMAN, Paulina;
MORALES-CEDENO, Luzmaria R.; et al. Bioencapsulation of microbial
inoculants: mechanisms, formulation types and application techniques.
Applied Biosciences, v. 1, n. 2, p. 198-220, 2022. Disponivel em: https://
www.mdpi.com/2813-0464/1/2/13. Acesso em: 4 ago. 2025.

SAIN]JU, Upendra M.; GHIMIRE, Rajan; PRADHAN, Gautam P.
Nitrogen fertilization I: impact on crop, soil, and environment. In:
Nitrogen fixation. 2020. Disponivel em: https://www.intechopen.com/
chapters/67454. Acesso em: 8 ago. 2025.

SANTA, Osmar R. Dalla; HERNANDEZ, Ramona Ferniandez; ALVAREZ,
Gergina L. Michelena; et al. Azospirillum sp. inoculation in wheat, barley and oats



seeds greenhouse experiments. Brazilian Archives of Biology and Technology,
Curitiba, v. 47, n. 6, p. 843-850, 2004. Disponivel em: https://www.scielo.br/j/
babt/a/wXrhswP7T7RW3NbcLKBCFYs/. Acesso em: 8 ago. 2025.

SANTOS, K. ED.N,; MOURE, V.R.; HAUER, V.; SANTOS, A. S.;
DONATTL L.; GALVAO, C. W.; PEDROSA, F. O.; SOUZA, E. M.; WASSEM,
R.; STEFFENS, M. B. R. Wheat colonization by an Azospirillum brasilense
ammonium-excreting strain reveals upregulation of nitrogenase and superior plant
growth promotion. Plant and Soil, v. 415, n. 1, p. 245-255,2017. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s11104-016-3140-6. Acesso em: 18 jul. 2025.

Mariangela. Microbial inoculants: Reviewing the past, discussing the present and
previewing an outstanding future for the use of beneficial bacteria in agriculture.
AMB Express, v. 9, . 1,2019. Disponivel em: https://amb-express.springeropen.
com/articles/10.1186/513568-019-0932-0. Acesso em: 6 ago. 2025.

SANTOS, Mariana Sanches; NOGUEIRA, Marco Antonio; HUNGRIA,
Mariangela. Outstanding impact of Azospirillum brasilense strains Ab-V5
and Ab-V6 on the Brazilian agriculture: lessons that farmers are receptive
to adopt new microbial inoculants. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo,
Vigosa, v. 45, €0210024, 2021. Disponivel em: https://www.scielo.br/j/
rbes/a/CdexRipzKD8Y7DxBmXQf Ygf/. Acesso em: 4 ago. 2025.

SCUDELETTT, Danicle. Modos de inoculagio de Azospirillum brasilense
em cana-de-agticar. Disponivel em: https://repositorioxnesp.br/server/api/core/
bitstreamns/54c82471-57¢5-4567-2999-b02643¢22ede/content. Acesso em: 6 ago. 2025.

SCUDELETTTI, Daniele; CRUSCIOL, Carlos Alexandre Costa; MOMESSO,
Letusa; et al. Inoculation with Azospirillum brasilense as a strategy to enhance
sugarcane biomass production and bioenergy potential. European Journal of

Agronomy, v. 144, 126749, 2023. Disponivel em: https://www.sciencedirect.
com/science/article/pii/S1161030123000175. Acesso em: 7 ago. 2025.

SHARMA, Pooja; BANO, Ambreen; SINGH, Surendra Pratap; et al. Microbial
inoculants: recent progress in formulations and methods of application.

Elsevier eBooks, p. 1-28,2023. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/
science/article/abs/pii/B9780323990431000177. Acesso em: 4 ago. 2025.

SHARMA, Ruchi; SINDHU, Satyavir S.; GLICK, Bernard R. Potassium
solubilizing microorganisms as potential biofertilizer: a sustainable climate-
resilient approach to improve soil fertility and crop production in agriculture.



Journal of Plant Growth Regulation, v. 43, n. 8, p. 2503-2535, 2024. Disponivel
em: https://doi.org/10.1007/500344-024-11297-9. Acesso em: 19 jul. 2025.

SILVA, Leandro Israel da; OLIVEIRA, Indira Pereira de; JESUS, Ederson
da Conceigao; PEREIRA, Marlon Corréa; PASQUAL, Moacir; ARAUJO,
Ronilson Carlos de; DORIA, Joyce. Fertilizer of the future: Beneficial
bacteria promote strawberry growth and yield and may reduce the need for
chemical fertilizer. Agronomy, v. 12, n. 10, p. 2465, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/agronomy12102465. Acesso em: 18 jul. 2025.

INGH, Vagmi; KUMAR, Birendra. A review of agricultural microbial
inoculants and their carriers in bioformulation. Rhizosphere, v. 29, p.
100843, 2024. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/
article/pii/$2452219823001829. Acesso em: 4 ago. 2025.

SOUMARE, Abdoulaye ; DIEDHIOU, Abdala G.; THUITA, Moses; HAFIDI,
Mohamed; OUHDOUCH, Yedir; GOPALAKRISHNAN, Subramaniam;
KOUISNI, Lamfeddal. Exploiting biological nitrogen fixation: a route towards

a sustainable agriculture. Plants, v. 9, n. 8, p. 1011, 2020. Disponivel em: https://

doi.org/10.3390/plants9081011. Acesso em: 24 jul. 2025.

SOUZA, Vénia C. de; SILVA, Ricardo A. da; CARDOSO, Gleibson D.; et al.

Estudos sobre fungos micorrizicos. Revista Brasileira de Engenharia Agricola
e Ambiental, v. 10, n. 3, p. 612-618, 2006. Disponivel em: https://www.scielo.
br/j/rbeaa/a/ZzvSNNZwxpcvGTSKWEFKsV8C/. Acesso em: 8 ago. 2025.

SOUZA, José Augusto Liberato; TEIXEIRA, Lucas dos Santos; FREITAS,
Gabriela da Silva; et al. Azospirillum brasilense in the planting furrow of sugarcane
to minimize the use of N fertilizer. Plants, v. 14, n. 11, p. 1599, 2025. Disponivel
em: hetps://www.mdpi.com/2223-7747/14/11/1599. Acesso em: 7 ago. 2025.

STEPHENS, J. H. G.; RASK, H. M. Inoculant production and
formulation. Field Crops Research, Amsterda, v. 65, n. 2-3, p. 249-258,
2000. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
$0378429099000908. Acesso em: 4 ago. 2025.

STRZELCZYK, Edmund; KAMPERT, M.; LI, C. Y. Cytokinin-like substances
and ethylene production by Azospirillum in media with different carbon sources.
Microbiological Research, v. 149, n. 1, p. 55-60, 1994. Disponivel em: https://
doi.org/10.1016/50944-5013(11)80136-9. Acesso em: 23 jul. 2025.



SUN, enli.; SHAHRAJABIAN, Mohamad Hesam; WANG, Na. A study of
the different strains of the genus Azospirillum spp. on increasing productivity

and stress resilience in plants. Plants, v. 14, n. 2, p. 267, 2025. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/plants14020267. Acesso em: 20 jul. 2025.

SZCZECH, Magdalena; MACIOROWSKI, Robert. Microencapsulation
technique with organic additives for biocontrol agents. Journal of
Horticultural Research, v. 24, n. 1, p. 111-122, 2016. Disponivel em:
https://doi.org/10.1515/johr-2016-0013. Acesso em: 4 ago. 2025.

TARRAND, Jeffrey J.; KRIEG, Noel R; DOBEREINER, Johanna. A
taxonomic study of the Spirillum lipoferum group, with descriptions of a
new genus, Azospirillum gen. nov. and two species, Azospirillum lipoferum
(Beijerinck) comb. nov. and Azospirillum brasilense sp. nov. Canadian
journal of microbiology, v. 24, n. 8, p. 967-980, 1978. Disponivel em:
https://doi.org/10.1139/m78-160. Acesso em: 11 jul. 2025.

TIEN, T. M.; GASKINS, M. H.; HUBBELL, D. Plant growth substances
produced by Azospirillum brasilense and their effect on the growth of
pearl millet (Pennisetum americanum L.). Applied and environmental
microbiology, v. 37, n. 5, p. 1016-1024, 1979. Disponivel em: https://doi.
org/10.1128/aem.37.5.1016-1024.1979. Acesso em: 11 jul. 2025.

TIMOFEEVA, Anna M.; GALYAMOVA, Maria R.; SEDYKH, Sergey
E. Bacterial siderophores: classification, biosynthesis, perspectives of use in
agriculture. Plants, v. 11, n. 22, p. 3065, 2022. Disponivel em: https://doi.
org/10.3390/plants11223065. Acesso em: 14 jul. 2025.

TORTORA, Maria L.; DIAZ-RICCI, Juan C.; PEDRAZA, Ratl O. Azospirillum
brasilense siderophores with antifungal activity against Colletotrichum acutatum.
Archives of microbiology, v. 193, n. 4, p. 275-286, 2011. Disponivel em: https://
doi.org/10.1007/500203-010-0672-7. Acesso em: 16 jul. 2025.

Transforming our world: the 2030 Agenda for Sustainable Development |
Department of Economic and Social Affairs. United Nations. Disponivel em:
hteps://sdgs.un.org/2030agenda. Acesso em: 8 ago. 2025.
TRU]ILLO-ROLDAN, Mauricio A.; VALDEZ-CRUZ, Norma A.;
GONZALEZ-MONTERRUBIO, César E. et al. Scale-up from shake flasks to
pilot-scale production of the plant growth-promoting bacterium Azospirillum
brasilense for preparing a liquid inoculant formulation. Applied Microbiology
and Biotechnology, v. 97, n. 22, p. 9665-9674, 2013. Disponivel em: https://



doi.org/10.1007/500253-013-5199-9. Acesso em: 18 jul. 2025.

VILLAVICENCIO-VAS%JEZ, Mirian; ESPINOZA-LOZANO,
Fernando; ESPINOZA-LOZANO, Lisbeth; et al. Biological control agents:
mechanisms of action, selection, formulation and challenges in agriculture. Frontiers
in Agronomy, v. 7,2025. Disponivel em: https://www.frontiersin.org/journals/
agronomy/articles/10.3389/fagro.2025.1578915/full. Acesso em: 8 ago. 2025.

XIE, Cheng-Hui; YOKOTA, Akira. Azospirillum oryzae sp. nov.,

a nitrogen-fixing bacterium isolated from the roots of the rice plant

Oryza sativa. International journal of systematic and evolutionary
microbiology, v. 55, n. 4, p. 1435-1438, 2005. Disponivel em: https://doi.
org/10.1099/ijs.0.63503-0. Acesso em: 19 jul. 2025.

ZAIDL A.; KHAN, M.; AHEMAD, M.; OVES, M. Plant growth
promotion by phosphate solubilizing bacteria. Acta microbiologica et
immunologica Hungarica, v. 56, n. 3, p. 263-284, 2009. Disponivel em:
https://doi.org/10.1556/amicr.56.2009.3.6. Acesso em: 20 jul. 2025.

ZAHEER, Muhammad Saqlain; ALI, Hafiz Haider; IQBAL, Muhammad
Arslan; ERINLE, Kehinde O.; JAVED, Talha; IQBAL, Javaid; HASHMI,
Makhdoom Ibad Ullah; MUMTAZ, Muhammad Zahid; SALAMA, Ehab
A. A; KALAJIT, Hazem M.; WROBEL, Jacek; DESSOKY, Eldessoky S.
Cytokinin production by Azospirillum brasilense contributes to increase

in growth, yield, antioxidant, and physiological systems of wheat (Triticum
aestivum L.). Frontiers in Microbiology, v. 13, p. 886041, 2022. Disponivel
em: hteps://doi.org/10.3389/fmicb.2022.886041. Acesso em: 18 jul. 2025.

ZHU, Yaxin; WANG, Yu; HE, Xiaolin; LI, Beier; DU, Shaoting. Plant
growth-promoting rhizobacteria: A good companion for heavy metal

phytoremediation. Chemosphere, p. 139475, 2023. Disponivel em: https://
doi.org/10.1016/j.chemosphere.2023.139475. Acesso em: 16 jul. 2025.



Das Bancadas para a Historia:
Uma Homenagem aos
Microbiologistas Brasileiros

Julia Bastos dos Santos
Samela Aldrea Leite de Oliveira
Mariana Machado Fidelis do Nascimento
Juliana Vitéria Messias Bittencourt

CAPITULD

08



1. INTRODUCAO

Este livro aborda tépicos de microbiologia com o intuito de auxiliar
estudantes e pesquisadores que queiram aprofundar-se nos contetidos aqui
presentes. Conhecimento se constréi assim: com arduo trabalho de pesquisa
e divulgacao. E nada disso se faz sozinho.

Tudo o que sabemos hoje, seja de microbiologia, seja de qualquer
outro assunto, ¢ uma estrada pavimentada por outras pessoas. Cientistas
que dedicaram horas em suas bancadas, que tiveram seus percalcos, que, por
meio do sucesso ou da falha, chegaram em respostas. Este livro vem até o
caro leitor porque cada autor aqui presente dedicou parte de seu tempo para
estudar, escrever, ¢, principalmente, aprender também.

Este capitulo ¢ um espago singelo para celebrar a histéria dos que nos
precedem. Um pequeno aceno a nomes da ciéncia brasileira que trilharam
Universidades e Institutos na utépica estratégia de conhecer parte de nossos
recursos genéticos na esfera micro.

A histéria brasileira de microbiologia comega desde os anos 1800, com
discussdes sobreavacinadavariola,a primeiraaseraplicadaaqui. Porém, pesquisas
executadas no pais s6 se iniciaram de fato no fim do século XIX. Os avangos
feitos por cientistas europeus inspiram brasileiros a estudar a microbiologia.
Meédicos, professores e pesquisadores tentam replicar a metodologia de Pasteur
para desenvolver vacinas brasileiras para doencas de interesse brasileiro, como
febre amarela e maléria. Nomes conhecidos surgem ao longo dos anos, junto do
estabelecimento de importantes centros de pesquisa que temos hoje.

Nio sé no Ambito dasatde que amicrobiologia floresceu, mastambém
no ambito agronémico, como Johanna Débereiner muito bem representa,
na sua revoluciondria pesquisa com bactérias fixadoras de nitrogénio que até
hoje influencia o mercado brasileiro, tornando-o lider na plantagao de soja.

Esses nomes iniciaram uma caminhada que muitos outros pesquisadores
percorrem até hoje, impulsionando pesquisas importantissimas para o
entendimento, conservagao e aplicagio dos recursos genéticos que temos. Numa
tentativa simbdlica de representar todos os microbiologistas brasileiros, traremos
alguns nomes proeminentes pelas préximas péginas, para celebrar seus trabalhos
e suas contribuigdes para a construgao do conhecimento microbiolégico.

2. A PRIMEIRA ERA DA MICROBIOLOGIA BRASILEIRA

Brasil no fim do século XIX. Este ¢ o cendrio que temos para os
primeiros passos dos estudos microbioldgicos no nosso pais. Isso significa
resgatar da memoria o que sabemos dos grandes eventos histéricos brasileiros



da época: Guerra da Triplice Alianca (1864 - 1870), abolicao da escravatura
(1888), ¢ a Primeira Republica (1889 - 1930).

Havia um estigma ao redor dos grandes centros urbanos brasileiros,
muito em parte influenciados pelo preconceito e desejo de se igualar aos padroes
inalcangéveis europeus. Epidemias de doengas nao eram incomuns, especialmente
no Rio de Janciro, uma cidade densamente populada num espago geografico
limitado por morros e pantanos, com ruas estreitas, calor tropical, e com suas
questdes sociais da época. Com o fim da escravidao, muitos ex-escravizados viram-
se sem destino, e passaram a morar nos conhecidos cortigos ao redor do Rio.

Nesta mesma época, a era de ouro da microbiologia florescia na
Europa, com estudos e pesquisas liderados, sobretudo, por Louis Pasteur
(1822 - 1895) e Robert Koch (1843 - 1910). A concepgio do entendimento
de que microrganismos existem, estao em todos os lugares, € S0 responséveis
por diversos fendmenos em nossas vidas lancam uma nova luz sobre as
mais diversas dreas. Tais ideias popularizam-se, e logo muitas questdes na
medicina se véem sob renovada perspectiva. Diversos médicos se lancam na
microbiologia com a possibilidade de explicar doencas antigas, entendé-las e
desenvolverem suas vacinas. Conceitos novos caem na boca do povo, e agora
tudo parece ser explicado pelos microrganismos.

Parte dos problemas brasileiros relacionados a epidemias passou a ser
explicado pela “teoria dos miasmas”™: que doencas sao causadas pela mé circulagao
do ar, além do calor ¢ da umidade. Além disso, parte da culpa recaiu sobre os
cortigos, acreditando-se que sua “falta de higiene” fosse responsével por proliferar
doengas. Reformas sucederam-se pelo Rio, com metas de alargar as ruas, extinguir
os cortigos, ¢, no geral, melhorar a condi¢ao sanitéria da cidade. Ainda assim,
vimos epidemias de variola, febre amarela, peste bubdnica, gripe espanhola, entre
outros, alastrando-se pela capital e por cidades vizinhas, como Santos.

E importante notar que j4 havia a presenga de vacinas no Brasil.
A primeira vacina trazida foi a da varfola (que também ¢ a primeira vacina
inventada, por Edward Jenner (1749 - 1823), a0 notar que pessoas em contato
com vacas contaminadas tinham mais resisténcia  doenga). Felisberto Caldeira
Brant, marqués de Barbacena, foi o primeiro a aplicar tal vacina, em 1804. Ainda
assim, faltavam compreensio acerca do funcionamento das doengas, de como
eram transmitidas, e como a imuniza¢ao auxiliaria na erradicagio das doengas.

Em meio a um cendrio complexo social, politico, econdmico e sanitério,
vemos a medicina pasteuriana ganhando popularidade no Brasil. Com isso,
cientistas nascem e nomes se popularizam, marcando os livros de histéria brasileira.

E dificil tracar precisamente os laboratérios microbiolégicos que
surgiram no Brasil e fazer jus a todos os nomes que desbravaram esta nova drea
em seus primérdios. Tentamos trazer pelo menos uma pequena mengio a tais,
nesta singela tentativa de tragar a histéria da ciéncia microbioldgica brasileira.



Por volta de 1866 um grupo de médicos fundou um periédico
chamado Gazeta Médica da Bahia (que durou até 1915), grupo que viria a ser
conhecido como a Escola Tropicalista Baiana. Eram médicos, dentre brasileiros
¢ estrangeiros, que reuniam-se informalmente para debater e trocar ideias (e até
espécimes!), particularmente com certo interesse em doengas causadas por agentes
microbianos. Enquanto muitos cientistas (especialmente os do Rio de Janeiro)
viam o desenvolvimento da ciéncia como uma mera cépia do pensamento europeu,
este grupo baiano desenvolvia um pensamento critico em cima das doencas
tropicais que investigavam. Queriam entender como as doengas se davam, o que
as influenciavam, e se era possivel combaté-las com politicas putblicas e condutas
sanitdrias apropriadas. Suas abordagens descartaram a ideia de que o Brasil era
um pais fadado a ser epidémico e incapaz de alcancar a civilidade dos padroes
curopeus. A Escola Tropicalista Baiana conseguiu, ao longo de sua trajetéria,
chegar em respostas para algumas de suas pesquisas, assim como também falharam
em outros momentos, como qualquer cientista. Independentemente, talvez o que
mais marque sua existéncia sejaa busca pela medicina nacional, quando o normal
da época era olhar para o exterior com brilho nos olhos.

Outro nome importante, desta vez vindo do Rio de Janeiro, ¢ o de
Domingos José Freire (1842 - 1899), formado médico pela Faculdade de
Medicina do Rio de Janeiro, com experiéncia na Guerra do Paraguai. Numa
época em que a ideia firme da sociedade era de que as doencas tropicais eram
totalmente causadas pelo clima tropical e pelos miasmas, Domingos estudava,
e posteriormente divulgava, que a real causa da febre amarela era, na verdade,
causada por microrganismos. O médico, entretanto, equivocou-se ao isolar
uma microalga, da qual desenvolveu a “primeira vacina” contra febre amarela.
Hoje sabemos que a doenca ¢, na verdade, causada por um virus. Mesmo
assim, sua capacidade de pesquisa o levou a aplicar sua vacina de maneira
metodoldgica (de 1883 a 1894), gerando dados estatisticos coerentes, o que
sustentou por muito tempo a aplicagio de sua profilaxia. Seu trabalho recebeu
notoriedade nacional e estrangeira, recebendo apoio até mesmo de d. Pedro 11,
e permitindo—lhe enviar sua vacina para outros paises como Porto Rico, Jamaica
e as Guianas. Primeiramente aplicada em imigrantes € nativos do Rio, estes
considerados naturalmente mais resistentes, a vacina ganhou popularidade
e comegou a ser aplicada em classes sociais mais altas. Isso comecou a trazer
uma questao acerca da vacina, que jd ndo se mostrava tio eficaz naqucles que
naturalmente nio eram resistentes 3 doenga. Concomitantemente, outros
pesquisadores, brasileiros e estrangeiros, comegaram a refutar as pesquisas
de Domingos, apontando outros agentes causadores, argumentando que
pesquisadores sul-americanos nao sao capazes de produzir uma vacina eficaz.
Domingos, ainda assim, provou-se um grande cientista, ¢ por tal foi-lhe
concedido o cargo de diretor do Instituto Bacterioldgico Domingos Freire.



Apesar de ter nascido no Brasil, Adolfo Lutz formou-se em medicina
na Universidade de Berna em 1879. Sua familia, que era de imigrantes, voltou
para a Europa para fugir justamente das epidemias de cdlera e febre amarela
que assolavam a capital & época. Antes de voltar para seu pais natal, Lutz
trabalhou em diversos paises, e chegou a ter aulas até mesmo com o préprio
Louis Pasteur. Porém, ao invés de retornar para o Rio, Lutz decide clinicar
no interior do estado de Sao Paulo, mais precisamente na pequena cidade de
Limeira. Como médico, vé de tudo um pouco. Concomitantemente com
seu trabalho, era também pesquisador, tentando compreender os meandros
de doengas, nao importando se afligiam humanos ou animais. Notavelmente,
observou e relatou qual era o causador da hanseniase, descoberta confirmada
por outros cientistas também. Lutz torna-se um grande nome da histéria
brasileira por suas importantes pesquisas acerca da febre tifdide, maldria,
esquistossomose, hansenfase, entre outras. Como resultado, chegou a tornar-se
diretor do Instituto Bacteriolégico de Sao Paulo, onde ficou por 15 anos. Foi
quem identificou o mosquito Aedes aegypti como o real vetor da febre amarela,
contrariando as crengas populares, que responsabilizavam de tudo um pouco,
menos um mero mosquito. Por fim, foi chamado por Oswaldo Cruz para
chefiar um setor em Manguinhos, hoje atual Fundagao Oswaldo Cruz.

Falando nele, Oswaldo Cruz ¢ um dos maiores nomes da ciéncia
brasileira. Ingressou na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro aos 15 anos,
formando-se em 1892. Desde j4 era interessado em microbiologia, estudando
e publicando trabalhos sobre, incluindo sua tese de doutorado, que tratava da
veiculagao microbiana pelas dguas. J4 cedo em seus anos como profissional foi
chamado pelo Instituto Sanitario Federal para auxiliar na investigagao de uma
epidemia de célera que ocorria nos estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo. Foi
quando descobriu, num laboratério no porao de sua casa, a bactéria causadora
da célera, a Vibrio cholerae. Em 1900, apds um surto de peste bubodnica em
Santos, na qual fez parte dos esfor¢os para combater (junto de outros nomes
como Adolfo Lutz, Emilio Ribas ¢ Vital Brazil), o Instituto Soroterdpico
Federal ¢ criado e Oswaldo Cruz ¢ chamado para sua diregao técnica, depois
passando a ser diretor geral. Foi onde estudaram a produg¢ao de um soro e uma
vacina de combate 4 peste bubénica. J4 em 1903, Cruz agora ¢ convocado
para ser diretor na Diretoria Geral de Satide Publica. Posi¢ao desafiadora,
considerando que o Rio de Janeiro sofria com febre amarela, peste bubdnica,
célera, variola, entre outros. Oswaldo Cruz ¢ capaz de desenhar e aplicar
planos de contingéncia, dentre eles uma bem-sucedida, porém controversa,
campanha de combate a0 mosquito Aedes. Outra medida que tomou, mais
famosa, foi a exigéncia de vacinagao obrigatéria da populagio contra a variola.
E desta medida que a famosa Revolta da Vacina se originou, engendrada pela
indignacio e desconfiancada populagio. A obrigatoriedade foi derrubada. Nao



seria até uma segunda epidemia de variola, em 1908, que a prépria populagao
se preocuparia em vacinar-se contra a doenga. Estas reviravoltas, entretanto,
nio impediram Cruz de continuar seu trabalho. Foi capaz de erradicar a febre
amarela no Pard. Promoveu o saneamento basico na Amazodnia. Auxiliou
no combate da maldria. Seus trabalhos, no sé de pesquisa, mas também de
politicas publicas, criaram um legado ainda muito presente nos dias de hoje.
Um estudioso da mesma geragio de Oswaldo Cruz foi Vital Brazil.
Mineiro, formou-se na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro em 1891. Até
1897, trabalhou no Servi¢o Sanitdrio de Sao Paulo, passando a trabalhar com
Adolfo Lutz no Instituto Bacteriol6gico apdsisso. Apds o surto de peste bubonica
em Santos em 1899, a administracao putblica estadual decidiu criar um instituto
que pudesse continuar os estudos e combates 2 doengas, com pesquisa e produgio
de soros, vacinas e afins. Nasce entao o Instituto Serumtherédpico, instalado na
Fazenda Butantan. Vital ¢ chamado para dirigir o laboratério que viria a ser o
Instituto Butantan, onde vai trabalhar por até 24 anos. Apesar de ser médico
e sanitarista com experiéncia no combate de doengas, tinha grande interesse,
também, por animais pegonhentos e no combate de seus venenos. Gragas a ele,
o Instituto Butantan tem uma grande reputagao no desenvolvimento de soros.
Por fim, de uma geragio seguinte a estes grandes nomes, tivemos
Carlos Chagas. Mineiro assim como Vital Brazil, também estudou e formou-se
na Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro, em 1903. Sua tese de finalizagio
do curso foi sobre a maldria, e por isso logo teve contato com Oswaldo Cruz.
Recebeu um convite deste para trabalhar em Manguinhos, que recusou em
prol de clinicar como médico. De 1904 a 1906, trabalhou em seu consultério
particular no Rio de Janeiro, periodo no qual ele realizou a primeira campanha
considerada bem sucedida contra a maldria. Entao, decidiu enfim juntar-
se a Oswaldo Cruz no Instituto Oswaldo Cruz. Em 1907, a trabalho pelo
Instituto, viaja para Minas Gerais a fim de combater a maldria, mas acaba por
se deparar com outro problema: uma doen¢a misteriosa transmitida por um
inseto hematéfago conhecido como barbeiro. Chagas se propoe a estudar a
doenga, por fim realizando um feito até entao inédito: ao descrever o parasita,
o vetor ¢ a doenga, se tornou o primeiro pesquisador a descrever todo o ciclo de
uma doenga. Carlos Chagas descobriu o Trypanosoma cruzi, um parasita que
nomeou em homenagem a Oswaldo Cruz. Dez anos depois, viria a se tornar o
novo diretor do Instituto Oswaldo Cruz. Em 1919 também foi nomeado diretor
geral de Saude Publica. Chagas continuou com suas conquistas de importincia
nacional, como contengao de epidemias e estruturacao de carreiras de satde.
Porém ¢ extremamente valido notar que estamos tratando da histéria
damicrobiologiano Brasil. Eamicrobiologianioéumadreaexclusivadasaude.
Bem pelo contrario. E uma area que nao se atém as fronteiras. Microrganismos
estdo em toda a parte, como Louis Pasteur muito bem provou, ¢ isso significa



que podem influenciar no sé a nossa saude, como também nossos alimentos,
nossas industrias, nossas tecnologias e nossas produgoes.

A microbiologia ¢ um forte brago da biotecnologia, e Johanna
Débereiner mostrou isso muito bem. Imigrante tcheca, Johanna formou-se
em Agronomia em 1950 na Universidade de Munique. Por conta do pés-
guerra, Seu curso foi inteiramente tedrico, o que nao foi impedimento para
ela. No mesmo ano de sua formatura, mudou-se para o Brasil, pais que adotou
como seu. Aqui, ela dirige-se para o Instituto de Ecologia e Experimentacao
Agricola do Servigo Nacional de Pesquisas Agrondmicas, no Rio de Janeiro.
Sua determinag¢io em nio sé conseguir um emprego, mas principalmente
continuar aprendendo, preenchendo as lacunas praticas que seu curso
teve, a fizeram ser contratada. Em 1957 torna-se pesquisadora assistente
do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq). Em 1963 consegue seu mestrado em Microbiologia do Solo, pela
Universidade de Wisconsin-Madison, e logo apds inicia um programa de
pesquisa de fixagao bioldgica de nitrogénio. Johanna queria entender porque
algumas plantas do Brasil conseguiam permanecer vigosas mesmo sem serem
adubadas com fertilizantes minerais, e se isso poderia ser aplicado a outras
plantas, como por exemplo a soja. Era um pensamento inovador paraa época,
pois o modelo adotado por todos era o estadunidense: fertilizar as plantagoes
com nitrogénio, algo bastante custoso, com baixo rendimento e nocivo ao
meio ambiente. Mas se Johanna conseguisse compreender o funcionamento
das plantas que dispensavam este tratamento, talvez ela pudesse achar um
modelo alternativo. E assim o fez. Johanna conseguiu replicar a simbiose
que algumas plantas tém com bactérias fixadoras de nitrogénio em plantas
desprovidas disso. Em 1964, um programa brasileiro de melhoramento de
soja comega, o que influenciou o projeto de Johanna, e langa seus resultados
como tecnologia agrondmica brasileira. Johanna tornou-se membro titular
da Academia Brasileira de Ciéncias, ¢ trabalhou na Embrapa até o fim de sua
vida, em 2000. Anualmente, o Brasil economiza 2 bilh6es de délares, e é lider
mundial na produgao de soja gragas as pesquisas de Dobereiner.

3. MICROBIOLOGISTAS DA ERA MODERNA

Agora que entendemos um pouco das raizes da microbiologia
brasileira, devemos também celebrar os nomes da era moderna. Estes
pesquisadores continuam o legado, levando a frente a ciéncia brasileira passo
a passo, a cada dia passado na bancada, a cada aluno orientado, a cada artigo
escrito. Gragas a estes nomes, o conhecimento brasileiro se torna mais e mais
rico, e por tal gostarfamos de homenageé-los aqui.



FRONTEIRAS DA MICROBIOLOGIA E BIOTECNOLOGIA: DA DESCOBERTA A APLICAGAO H
3.1JOAO LUCIO DE AZEVEDO

Jodo Lucio é um dos pioneiros no estudo de genética de microrganismos
no Brasil. Criou o Setor de Genética de Microrganismos do Instituto de
Genética da ESALQ-USP pouco tempo depois de se formar em Engenharia
Agronodmica. Foi chefe do setor até 1995, onde pesquisou microrganismos
de interesse agricola e industrial, além de melhoramento genético de espécies
com objetivo de controle bioldgico. Foi responsavel por auxiliar na instalago
de laboratérios e cursos de genética e biotecnologia em todo o Brasil, além
de ajudar a criar 0s congressos nacionais de genética de microrganismos. E
responsével por formar diversos graduandos, mestres e doutores no pais inteiro.

Figura 1 - Joao Licio de Azevedo

Fonte: CNPq, 2023.

3.2 MARIANGELA HUNGRIA DA CUNHA

Mariangela ¢ uma importante agronoma no cenério brasileiro atual.
Interessou-se desde a graduagao em fixagio bioldgica de nitrogénio, 4rea
que recebia pouca credibilidade na época. Mariangela foi convidada pela
prépria Johanna Dobereiner para ingressar na Embrapa, onde estd até hoje
e prosseguiu com seus estudos em fixagio bioldgica de nitrogénio. Como
membro da Embrapa, é responsavel pelo lancamento de mais de 20 tecnologias
para a agricultura. Além disso, pesquisa sobre biodiversidade microbiana,
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microbiologia do solo, recuperagio de pastagens degradadas, entre outros.
Como professora e orientadora da pés-graduagio de Microbiologia em
Biotecnologiana UEL, e no curso de Bioinforméticana UTFPR, é responsavel
pela formagao de mais de 100 alunos, dentre mestres e doutores. Seu trabalho
¢ reconhecido internacionalmente, sendo indicada para a Forbes ¢ recebendo
o World Food Prize (WFP), conhecido como o “Nobel da Alimentagio”.

Figura 2 — Mariangela Hungria da Cunha

Fonte: CNPq, 2025.
3.3 VANIA APARECIDA VICENTE

Vania ¢ responsavel por diversos estudos importantes atualmente no
Brasil. Ex-aluna de Joao Lucio de Azevedo, atualmente ¢ professora na UFPR,
liderando e participando de projetos que focam em pesquisas microbioldgicas.
Implementou o Centro de Cole¢oes Microbioldgicas da Rede Paranaense
Taxonline (CMRP/Taxonline), rede que visa conservar recursos biolégicos
de interesse biotecnoldgico e de satde. Trabalha na pesquisa e monitoramento
do SARS-CoV-2 nas redes de esgoto de Curitiba. Integra o Projeto Infecgoes
Fungicas Emergentes, que dedica atengio no estudo de doengas negligenciadas
¢/ou emergentes no Brasil, mapeando estrutura e molecularmente os agentes
infecciosos, na tentativa de desenvolver respostas eficazes as doengas. Por fim,
também trabalha com bioprospecgio e diversidade microbiana, focando em
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aplicagdes biotecnoldgicas como, por exemplo, para agdes de biorremediagao,
para explorar suas capacidades antibacterianas ou para aplicar em dreas de
saude. Sua principal contribuicao, no entanto, estd sendo a consolidagao de
uma ampla rede de trabalhos em microbiologia, fortalecendo a cooperagio
entre instituioes, pesquisadores e iniciativas voltadas & conservagao, pesquisa
¢ aplica¢do do conhecimento sobre conservagao de recursos genéticos e de
estudos epidemioldgicos no pais.

Figura 3 — Vania Aparecida Vicente

Fonte: CNPq, 2025.

3.4 OSWALDO GONCALVES DE LIMA

Formado como quimico pela hoje conhecida como Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) em 1928, Oswaldo trabalhou com
fermentagao alcodlica no comego de sua carreira, até aproximadamente
1941. Em 1934 comegou a lecionar Microbiologia Industrial e Técnicas das
Fermentagoes na Escola de Engenharia de Pernambuco, de onde ¢ natural.
Em 1951 viajou para o México, onde isolou amostras de Zymomonas mobilis,
bactéria conhecida por ter alta capacidade de produgao de bioetanol. Tem
diversas publicagdes no 4mbito da microbiologia e grande contribuigao na
pesquisa de antibidticos e antimicrobianos. Encaminhou uma proposta para a
Universidade Federaldo Pernambuco que resultou nacriagaio do Departamento
de Antibidticos da Universidade, que foi renomeado como Departamento de
Antibi6ticos Oswaldo Gongalves de Lima em sua homenagem.
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Figura 4 — Oswaldo Gongalves de Lima

F 4

Fonte: PITTA, 2021.
3.5 FABIO DE OLIVEIRA PEDROSA

Engenheiro Agronomo pela Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, mestre e doutor em Bioquimica, possui pds doutorado em
fisiologia da fixa¢io biolégico de nitrogénio. Foi diretor binacional
do Centro Brasileiro-Argentino de Biotecnologia, e coordenador de
diversos programas paranaenses € nacionais de fixagio de nitrogénio,
gendmica e protedmica. Ja foi homenageado pela Sociedade Brasileira
para o Progresso da Ciéncia por suas contribui¢des 4 ciéncia brasileira.
Atualmente ¢ membro titular da Academia Brasileira de Ciéncias.
Professor e pesquisador, tem bastante enfoque em fixagao bioldgica
de nitrogénio por Azospirillum spp., Herbaspirillum seropedicae, H.
rubrisubalbicans, Bradyrbizobium spp. ¢ Rhbizobium tropici. Tenta
desvendar os funcionamentos da fixa¢io biolégica de nitrogénio por
estes microrganismos, e como melhor aplicd-los.
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Figura 5 — Fibio de Oliveira Pedrosa

Fonte: CNPq, 2025.

3.6 ZOILO PIRES DE CAMARGO

Zoilo ¢ um pesquisador brasileiro premiado, com mais de 20
mil citagées de suas publicagoes. E graduado em Ciéncias Bioldgicas
pela Universidade de Sio Paulo (USP), posteriormente conseguindo
mestrado ¢ doutorado em Microbiologia ¢ Imunologia, ambas pela
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). Seu pés-doutorado foi
pelo Instituto Pasteur, na Franca. Atualmente trabalha como professor na
UNIFESP, lecionando Microbiologia e Imunologia, além de desenvolver
pesquisas nesta mesma drea. Tem como principal foco pesquisar doengas
fungicas, com linhas de estudo em doengas emergentes e endémicas,
como a paracoccidioidomicose. Contribuiu para o entendimento da
esporotricose, uma micose com alta incidéncia em paises latinos de clima
tropical, como € o caso do nosso pafs, ¢ que reemergiu ao ter novos surtos
recentemente. Trabalha, também, como revisor de revistas importantes
do meio académico, como o Brazilian Journal of Microbiology, o Medical
Mycology e a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.
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Figura 6 — Zoilo Pires de Camargo

Fonte: CNPq, 2025.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Ao rever a histéria da drea da microbiologia no Brasil, nota-se como
momentos importantes da histdria geral brasileira vem a tona.

Estudar e entender microbiologia mudou o rumo do Brasil. Nao
fosse por isso, epidemias teriam tomado conta do pais. Nao fosse por isso,
nao haveria desenvolvimento de vacinas, soros, locais de pesquisa. As agoes
de pesquisadores no passado abriram caminho para que pesquisadores
hoje pudessem também fazer histdria, nio sé neste pais, como também
mundialmente. A recente pandemia de Covid poderia ter sido muito mais
tragica se o Brasil nao tivesse este histérico com a microbiologia, com a
pesquisa e com a ciéncia.

Nao s6 na drea da satide, nao fosse pelo microbiologista propondo-
se a entender, a estudar e a ir atras de suas davidas, o Brasil talvez nio fosse
a poténcia que ¢ atualmente na agropecudria. Muito se deve aos avangos
tecnolégicos naareadebioinsumos, quecontinuaacrescerininterruptamente,
com importancia igualmente crescente.



217
Reconhecer os obstaculos e tentar achar solugoes para tais ¢ uma questao
para todos os cientistas. Os microbidlogos tém a vantagem de ter em suas maos
uma 4rea de pesquisa que ainda tem muito a ser explorada. H4 uma vastidao de
possibilidades ainda a ser descoberta, seja descobrindo novos microrganismos,

seja descobrindo novas alternativas com microrganismos j& conhecidos. A
microbiologia ¢ uma 4rea de pesquisa que s6 hd de crescer com o futuro.
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1. INTRODUCAO

A tecnologia do DNA recombinante, desenvolvida em 1973 por
Paul Berg, Herbert Boyer, Annie Chang e Stanley Cohen, tornou possivel
a modificagao controlada do material genético, permitindo a introdugao de
genes especificos e a produgao de proteinas de interesse.

A expressao heterdloga consiste na producio de proteinas em
organismos diferentes de sua fonte original, utilizando sistemas hospedeiros
que permitem altos niveis de sintese. Aliada 4 engenharia genética, possibilita
ajustar estabilidade, atividade e especificidade enzimdtica por meio de
multiplas cdpias génicas, promotores fortes e peptideos sinal eficientes.

uando realizada em microrganismos de cultivo simples, aumenta a
produtividade, reduz o tempo de producio e processamento, assim
diminuindo custos (PISCITELLI ¢ 4., 2010). Um exemplo é a amilase de
Bacillus alcalofillus, expressa em Bacillus subtilis (YANG et al., 2011).

Os sistemas mais utilizados incluem procariotos, como Escherichia
coli e Bacillus subtilis, e eucariotos, como leveduras (Saccharomyces cerevisiae,
Pichia pastoris), fungos filamentosos, células de mamiferos, de insetos ¢ de
plantas. Escherichia coli mantém-se como principal modelo para expressao
heteréloga devido ao rdpido crescimento, baixo custo de cultivo, facilidade
de manipula¢io genética e eficiéncia na incorporagio de DNA exdgeno
(GOPAL & KUMAR, 2013; KAUR et 4., 2017).

A escolha do hospedeiro envolve avaliar taxa de crescimento, custo,
rendimento, facilidade de purificagao, dobramento correto, capacidade de
modificag¢oes pds-traducionais e disponibilidade de vetores compativeis
(GROVES, 2006).

A produgio de enzimas recombinantes tem papel central na
biotecnologia, abrangendo aplica¢des na industria, medicina e meio
ambiente. Inclui desde processos industriais, como hidrélise de amido e
sintese de biodiesel, até terapias enzimdticas e produgao de vacinas. Estratégias
como modificagio racional e evolugio dirigida ampliam o desempenho de
enzimas, ajustando estabilidade, tolerncia a varia¢oes de pH e especificidade
de substrato (LI ez al.,, 2020; DE CARVALHO ez 4l., 2023).

Além da viabilidade técnica, a expressio heterloga contribui para a
substitui¢ao de catalisadores quimicos por biocatalisadores, reduzindo o impacto
ambiental e alinhando-se aos principios de produgio sustentavel (SINGH ez 4/, 2021).

Este capitulo tem como objetivo apresentar os fundamentos,
estratégias e aplicacoes da expressio heteréloga de proteinas, comparando
sistemas de expressao procariotos e eucariotos, discutindo suas vantagens,
limitagdes e casos de aplicagao, bem como abordando novas tecnologias,
desafios e perspectivas futuras no campo.



2. BASES DA EXPRESSAO HETEROLOGA

A tecnologia de manipulagiao do DNA, desenvolvida a partir da década
de 1970, permitiu o isolamento ea caracterizagio de genes, além darecombinagao
de segmentos de DNA provenientes de diferentes fontes em novas moléculas
hibridas. Essas técnicas sio denominadas engenharia genética ou tecnologia
de DNA recombinante (GROVES, 2006). Esse processo geralmente envolve
o isolamento, a modificagio e a reintroducio de sequéncias génicas em células
receptoras, que passam a sintetizar uma proteina especifica. Para a obtencao de
uma proteina heterdloga, inicia-se com a identificagio e isolamento do gene
codificante da proteina descjada, seguida pela constru¢ao de um fragmento
de DNA recombinante contendo essa sequéncia e a sua introdugiao em um
organismo hospedeiro adequado. A partir desse momento, a célula manipulada
passa a produzir a proteina alvo em larga escala (WALSH, 2007).

2.1 CLONAGEM

A clonagem ¢ a etapa em que moléculas idénticas de DNA sao
introduzidas e replicadas dentro do organismo hospedeiro (GROVES, 2006).
Para clonar um fragmento de interesse, ¢ necessario ligd-lo a uma molécula
vetorial, capaz de replicar-se autonomamente na célula receptora. Assim, uma
tinica molécula de DNA recombinante, composta pelo vetor e pelo fragmento
inserido, ¢ incorporada na célula, que replica esse material, gerando diversas
copias idénticas (ALBERTS ez al., 2007). As enzimas de restricio (ERs) sio
endonucleases bacterianas que reconhecem sequéncias especificas de 4 a 8
pares de base, chamadas sitios de restricao, e realizam cortes precisos no DNA.
Essas enzimas sao fundamentais para a obteng¢ao de fragmentos de DNA para
clonagem. Exemplos comuns de ERs incluem BamHI, EcoRI, HindIII, Kpnl
e Pstl. A ligacao dos fragmentos de DNA aos vetores ¢ mediada pelas enzimas
DNA ligases (ALBERTS ezal., 2007). Além disso, o DNA pode ser fragmentado
por métodos fisicos, como cisalhamento mecinico, ou proveniente de DNA
complementar (cDNA) sintetizado a partir de RNA mensageiro, possibilitando
a clonagem de sequéncias transcritas (GROVES, 20006).

2.2 VETORES

Os vetores sao responsaveis por transportar o fragmento génico até a
célula hospedeira, permitindo sua replicacio e expressao. Um vetor ideal deve
ser capaz de auto-replicacao na célula-alvo, possuir marcadores seletivos e locais
tinicos para inser¢io da sequéncia de interesse (FERRIER, 2017). Entre os
vetores mais utilizados destacam-se plasmideos, bacteriéfagos A, cosmideos,



cromossomos artificiais bacterianos (BACs) e cromossomos artificiais de
leveduras (YACs) (GROVES, 2006; WALSH, 2007). Alguns exemplos
conhecidos de vetores incluem pBR322, pUC8, pEMBLS8 ¢2gt10 (BROWN,
2013). Os plasmideos sao moléculas circulares de DNA de fita dupla, separadas
do DNA cromossémico bacteriano, que se replicam independentemente e
carregam frequentemente genes de resisténcia a antibiéticos, facilitando a
selecio das células transformadas (ALBERTS et al., 2007; GROVES, 2006).
Para a construgio do DNA recombinante, o vetor ¢ linearizado com a mesma
enzima de restri¢io que corta o fragmento génico, seguido pela ligagio das
extremidades compativeis e a transferéncia do DNA recombinante paraa célula
hospedeira em um processo denominado transformagao (WALSH, 2007).

Diversas técnicas sao utilizadas para promover a transformacio,
entre elas destacam-se a eletroporagao, que utiliza um pulso elétrico para
aumentar a permeabilidade celular (LI; LIN, 2011); a microinje¢io, o
bombardeamento de particulas (biobalistica) (CARNEIRO; CARNEIRO;
PAIVA, 2004); ¢ o uso de vetores bioldgicos, como bactérias e virus, para a
transferéncia génica (FELBERBAUM, 2015; STUDART-GUIMARAES;
LACORTE; BRASILEIRO, 2003).

2.3 INSERCAO

A inser¢aio do DNA recombinante nas células hospedeiras é uma
etapa fundamental para o sucesso da expressio heterdloga. Esse processo,
denominado transforma¢io em bactérias ou transfeccio em células
eucaridticas, consiste em introduzir o material genético externo na célula de
modo que ele seja incorporado e expresso.

Em sistemas procaridticos, como a bactéria Escherichia coli, a
transformacio pode ser realizada por diferentes métodos. O método cléssico
envolve a utilizagio de células competentes, preparadas para absorver DNA
através de tratamentos quimicos, como o uso de cloreto de célcio, que tornam
a membrana celular temporariamente permedvel a0 DNA plasmidial. Uma
alternativa eficiente ¢ a eletroporagao, na qual as células sao submetidas a
pulsos elétricos de alta intensidade e curta duragio, gerando poros na
membrana celular que permitem a entrada do DNA (LI; LIN, 2011).

Em células eucaridticas, a inser¢io do DNA recombinante pode ser
realizada por métodos variados, dependendo do tipo celular e da aplicacao
desejada. Entre as técnicas mais utilizadas destacam-se a microinjecao, que
consiste naintrodugaodiretado DNA no nucleo celular por meio de micropipetas
(SAMPATH KUMAR; PUTTARAJU, 2012); o bombardeamento de
particulas ou biobalistica, em que microparticulas revestidas com DNA sao
disparadas contra as células (CARNEIRO; CARNEIRO; PAIVA, 2004); ¢ a



transfec¢ao mediada por vetores virais ou bacterianos, que utilizam mecanismos
naturais de infec¢ao para entregar o material genético (FELBERBAUM, 2015;
STUDART-GUIMARAES; LACORTE; BRASILEIRO, 2003).

Apésaintroducio do DNA, as células sao cultivadas em meio seletivo
que permite a sobrevivéncia apenas daqueles organismos que incorporaram o
vetor, geralmente por meio de genes marcadores de resisténcia a antibidticos
presentes no vetor. Dessa forma, ¢ possivel selecionar as células transformadas
que passarao a produzir a proteina heteréloga desejada.

2.4 EXPRESSAO E PURIFICACAO

A etapa seguinte ¢ a expressao da proteina heterdloga na célula
hospedeira, seguida pela purificacio do produto. Dependendo do sistema, a
proteina pode ser retida no citoplasma ou secretada para o meio extracelular. As
células sao coletadas por centrifugagio ou microfiltragio e, no caso de proteinas
intracelulares, ¢ necessdrio promover a lise celular para liberar o produto. Os
métodos de lise podem ser mecanicos (homogencizagio, sonicagio) ou quimicos
(detergentes, solventes, enzimas, agentes caotrépicos) (AHMAD et al., 2014).

Quando expressas em procariotos, proteinas recombinantes podem
ser direcionadas ao espaco periplasmatico por meio da fusao com peptideos
sinal especificos, como OmpA, PhoE, Lpp ¢ OmpT, que sao clivados apds
a translocacio, facilitando o correto dobramento e formacio de pontes
dissulfeto (CHOI; LEE, 2004; KAUR; KUMAR; KAUR, 2018). Em
muitos casos, entretanto, a proteina acumula-se na forma de corpos de
inclusao, agregados insoltveis que exigem procedimentos de isolamento,
solubiliza¢ao e renaturagao para recuperagio da forma ativa.

A purificagio de proteinas recombinantes utiliza técnicas
cromatogréficas tradicionais, como troca i6nica, afinidade, imunoafinidade
¢ cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (WALSH, 2007;
LABROU,2014). O processo visaseparar a proteinade interesse, preservando
sua estrutura ¢ atividade bioldgica, e representa grande parte dos custos na
producio dessas moléculas (SARASWAT ez al., 2013). A separagio baseia-
se na diferenca de afinidade das moléculas com a fase estaciondria da coluna
cromatografica (FARIA; RODRIGUES, 2015). Diferentes métodos podem
ser combinados paraalcangar pureza e rendimento desejados (OWCZAREK;
GERSZBERG; HNATUSZKO-KONKA, 2019).

Analises como SDS-PAGE, Western blot, espectrometria de massas
e ensaios de atividade sao essenciais para acompanhar a qualidade da proteina
purificada (WALSH, 2007; VEDADI ez 4l., 2010). O produto final pode
ser submetido a processos adicionais, como filtragem estéril e liofilizagao,

dependendo da aplicagao pretendida.
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2.5 DESAFIOS NA EXPRESSAO HETEROLOGA

Apesar dos avangos, a expressao heterdloga ainda enfrenta dificuldades.
Problemas comuns incluem baixa expressao, insolubilidade e inatividade da
proteina recombinante (ROSANO; CECCARELLI, 2014). A baixa expressio
pode decorrer da toxicidade da proteina para a célula hospedeira ou da presenca de
c6dons raros no gene deinteresse (GUSTAFSSON ez 4/, 2004). Jaainsolubilidade,
frequentemente relacionada & formagao incorreta de pontes dissulfeto e a0 mau
dobramento, leva & agregagio em corpos de inclusio (TSUMOTO ez 4Z., 2003).

Esses corpos de inclusio siao agregados proteicos insolaveis que
se acumulam no citoplasma, contendo em sua composi¢io nio apenas a
proteina alvo, mas também proteinas associadas como IbpA e IbpB, que
auxiliam na prevengio da agregacio irreversivel e direcionam as proteinas
para dobramento ou degradagio (GOPAL; KUMAR, 2019). Estratégias
para minimizar a formacio de corpos de inclusao incluem alteragio do vetor,
promotor, cepa hospedeira, condi¢oes de cultivo, co-expressao de chaperonas
¢ modificagio da sequéncia génica (GOPAL; KUMAR, 2019).

Embora os corpos de inclusiao sejam geralmente considerados um
problema, eles podem ser titeis como fonte ricaem proteina pura, representando
até 80-95% da composicao total, especialmente para proteinas que podem ser
redobradas eficientemente iz vitro (GOPAL; KUMAR, 2019).

Nio existe um protocolo universal para garantir a expressiao
de proteinas soluveis; portanto, a escolha do sistema de expressao deve
considerar a origem do gene e o uso final da proteina recombinante

(DEMAIN; VAISHNAY, 2009).

2.6 SISTEMAS PROCARIOTOS DE EXPRESSAO: ESCHERICHIA COLI

Os sistemas procaridticos, principalmente bactérias, sao a plataforma
mais utilizada para a producao industrial de proteinas recombinantes.
Escherichia coli destaca-se como organismo modelo hd mais de duas décadas,
devidoacaracteristicas praticas e econdmicas: crescimento rapido, capacidade
de atingir altas densidades celulares em biorreatores, custo reduzido dos
meios de cultura e um genoma detalhadamente caracterizado, que possibilita
o uso de diversas ferramentas genéticas, como vetores de expressao e cepas
modificadas, facilitando a clonagem e otimiza¢io da expressiao proteica
(GOPAL; KUMAR, 2013).

No entanto, a expressao heterdloga de genes, principalmente os de
origem eucaridtica, em Escherichia coli apresenta limita¢oes. A formagio de
corpos de inclusao, agregados insoltveis e inativos da proteina recombinante,



¢ um dos principais problemas. Isso ocorre devido a sobrecarga da maquinaria
celular responsavel pelo dobramento correto da proteina e ao ambiente
redutor do citoplasma bacteriano, que dificulta a formagiao de pontes
dissulfeto essenciais para a estrutura funcional de muitas enzimas. Outro
desafio ¢ a diferenca na frequéncia de c6dons entre espécies: genes eucaridticos
podem conter cddons raros em E. coli, o que reduz a eficiéncia da tradugio e
a expressao proteica. Além disso, a auséncia de modificagdes pds-traducionais
complexas, como a glicosilagao, limita a funcionalidade e estabilidade de varias
proteinas eucarioticas produzidas em sistemas procarioticos (ROSANO;
CECCARELLI 2014; GUSTAFSSON ez 4l., 2004).

Para minimizar os problemas relacionados a expressao heteréloga em
Escherichia coli, tém sido exploradas estratégias como a otimizagao de cédons,
que adapta a sequéncia génica a preferéncia de uso de cédons da bactéria e
melhora a eficiéncia da tradu¢io (GUSTAFSSON; GOVINDARAJAN;
MINSHULL,2004). Outraabordagemamplamente utilizada éacoexpressio
de chaperonas bacterianas, como GroEL/GroES e DnaK/Dna], que auxiliam
no dobramento correto das proteinas recombinantes e reduzem a formacgio
de agregados insoltveis, aumentando a solubilidade ¢ a atividade funcional
(WU et al, 2009). Adicionalmente, sistemas que direcionam a proteina
ao periplasma ou o uso de cepas geneticamente modificadas favorecem a
formagao de pontes dissulfeto, essenciais para a estabilidade estrutural de
muitas proteinas. Nesses casos, a co expressao de componentes do sistema
Dsb, como DsbA e DsbC, tem se mostrado eficaz na formagao ¢ isomerizagio
de ligaces dissulfeto, resultando em maior propor¢io de proteina ativa (DE
MARCO, 2009; CHOI ez 4l.,,2016; JUNGENSEN et 4l., 2019).

Apesar dessas limitagoes, a engenharia genética e a otimizagao dos
processos permitiram que E. coli continuasse como um sistema eficiente
para produzir diversas enzimas. Na industria, lipases recombinantes sio
produzidas em larga escala para uso em detergentes, sintese farmacéutica e
produgio de biodiesel (KUMAR ez 4l., 2016). Na 4rea de satde e alimentos,
a produgio de -galactosidase (lactase) é um exemplo cldssico, possibilitando
produtos para pessoas com intolerincia a lactose e para a sintese de
prebidticos (VERA ez al., 2012). Além disso, E. coli ¢ utilizada para produzir
enzimas de organismos extremofilos, que possuem alta estabilidade térmica
e quimica, formando biocatalisadores adequados para processos industriais
em condicdes severas (DE LA ROSA ez al,, 2023). O uso continuo de E.
coli mostra que, com estratégias adequadas, os beneficios econémicos e
produtivos compensam as limitagoes bioldgicas do sistema.



3.SISTEMAS EUCARIOTOS DE EXPRESSAO
3.1 Pichia pastoris

A levedura metilotréfica Pichia pastoris, também conhecida como
Komagataella phaffii, consolidou-se como um dos principais sistemas de expressao
celular para a produgio de proteinas recombinantes em larga escala. Desde a sua
introdu¢ao como ferramenta biotecnoldgica na década de 1980, a P pastoris vem
sendo amplamente explorada devido a capacidade de atingir altas densidades
celulares em biorreatores, resultando em altos rendimentos volumétricos de
proteina e por seus promotores fortes e induziveis. Dessa forma, sua robustez
permite vantagens significativas quando comparada a outros sistemas de expressao
(PAN, 2022). Além disso, a capacidade de Pichia de realizar modificagdes pds-
traducionais, como a glicosilagdo, ¢ crucial para a funcionalidade e estabilidade
de muitas proteinas, embora o tipo de glicosilagio possa ser manipulado
geneticamente para se assemelhar ao de mamiferos, superando uma limitagio
comum, conforme discutido por Mastropietro, Aw e Polizzi (2021, p. 53).

Uma das maiores vantagens da produ¢ao em P, pastoris é a secregao da
proteina recombinante para o meio de cultura. Esse processo reduz os custos e
simplifica significativamente as etapas de purificagao, pois elimina a necessidade da
lise celular ediminui os riscos de degradagio da proteina por proteases intracelulares
(AHMAD et al.,, 2014). Apesar dessa sua eficiéncia, o dobramento incorreto de
proteinas no reticulo endoplasmético pode ser um gargalo. Pois, conforme descrito
por AHMAD ez al., (2014), a produgio de proteinas em alta quantidade pode gerar
estresse celular e um acimulo de proteinas mal dobradas no RE. Dessa forma, a
levedura responde a isso ativando a via de Resposta a Proteina Desdobrada (UPR).
A UPR regula diretamente a expressao de chaperonas como resposta ao acumulo
de protetnas mal dobradas no reticulo endoplasmético (RE), atuando como um
mecanismo natural de “restauragio” do RE. (ZHANG ez 4/, 2006).

3.2 Saccbaromyces cerevisae

A levedura Saccharomyces cerevisiae, também conhecida como
levedura de padeiro, ¢ um microrganismo robusto e seguro para a expressao de
proteinas heter6logas. Tudo isso se da devido a S. cerevisiae possuir o estatuto
GRAS (Generally Recognized as Safe), extenso historico genético conhecido,
facilidade de manipulagio genética e umaboa tolerdnciaaambientes industriais
(SO et al., 2023). Um dos maiores diferenciais da S. cerevisiae é sua capacidade
de realizar modificagdes pds-traducionais (PTMs) complexas, como
acilacio, formagio de pontes dissulfeto, hidrélise de peptideos sinalizadores
e, especialmente, glicosilagao. Essas modificagoes sao fundamentais para a



atividade, estabilidade e estrutura tridimensional de muitas proteinas e permite
que alevedura atue como uma alternativa interessante aos sistemas de expressao
de células de mamiferos. Além disso, a possibilidade de secrecao das proteinas
diretamente para o meio extracelular, assim como Pichia pastoris, simplifica
signiﬁcativamente a recuperagao e puriﬁcagéo dos produtos, otimizando o
processo industrial e reduzindo custos (ZHAO et 4l., 2024).

No entanto, a maioria dos sistemas ainda depende da construgao prévia
de vetores em E. coli, o que dificulta a aplicacio em larga escala, especialmente
quando se trata de expressar grandes quantidades de genes codificadores de
proteinas. Dessa forma, algumas estratégias ja estao sendo desenvolvidas para
contornar essa limitagao. Em S. cerevisiae, por exemplo, hd o aproveitamento
de sua alta taxa de recombinag¢ao homdéloga, o que permite a inser¢ao direta do
gene de interesse (GOI) no genoma ou em plasmideos replicativos por meio
de amplificagio via PCR (GONZALEZ et al, 2019, p. 1140). Uma estratégia
semelhante também foi desenvolvida para P, pastoris, contudo a utilizagio de
vetores integrativos tende a produzir maiores quantidades de proteina.

3.3 Aspergillus niger

Aspergillus niger ¢ um fungo filamentoso e também um dos principais
meios industriais para produgao de proteinas recombinantes. Tudo isso também
devido a esse microrganismo possuir alta eficiéncia de secregao de proteinas,
seguranga e baixos custos de produgio. Além disso, o0 A. ziger apresenta o status
de seguranca GRAS (Generally Recognized as Safe) (GOU et al., 2025, p. 160).
O A. niger tem sido amplamente empregado na industria para produzir enzimas,
como amilases e xilanases, e também proteinas heterélogas, como a lisozima,
quimosina ¢ lactoferrina humana (SHENG; QIU; DENG; ZENG, 2025,
p- 534). O A. niger também ¢ conhecido por sua impressionante resisténcia
a condi¢oes ambientais extremas e pela estabilidade que mantém durante a
fermentagdo. Ele possui um genoma rico em genes que produzem diversas
enzimas, o que o torna um excelente candidato para gerar biocatalisadores. Com
os avancos da biologia sintética, essa espécie tem ganhado notoriedade como um
chassi versatil para produzir proteinas de outros organismos e criar compostos
naturais valiosos, como terpenoides e policetideos (GOU ez 4l., 2025).

Apesar de suas vantagens como microrganismo produtor, o Aspergillus
niger apresenta alguns desafios significativos, que podem limitar seu uso como
plataforma de expressao de proteinas heterélogas. Um dos principais desafios
¢ a presenga de proteinas nativas de alta secrecao, como a alfa-amilase ¢ a alfa-
glicosidase, que competem com a proteina expressa de interesse ¢ reduzem a
pureza do produto final, aumentando os custos de purificagio (ZHANG ez 4/,
2016; LIU ez al, 2023; L1 et al., 2019). Para contornar essa limitagao, algumas



pesquisas tém focado no controle da expressao dessas proteinas no nivel
transcricional, identificando fatores regulatérios como o AmyR, um ativador
transcricional que reconhece sequéncias especificas nos promotores de genes
amiloliticos como alvos para modulagio genética (ZHANG ez al., 2016, p.
68). Além disso, como o A. ziger ¢ um organismo aerdbico, ele estd sujeito ao
estresse oxidativo, decorrente da formagao de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) durante a respiragao celular. Esse desafio se intensifica em linhagens
que produzem grandes quantidades de proteina, pois o dobramento proteico
no reticulo endoplasmatico (RE) também gera EROs. De acordo com CHEN
etal. (2024, p.91) quando o RE é sobrecarregado, ocorre o chamado estresse do
RE, que agrava o estresse oxidativo e pode danificar componentes essenciais da
célula, como DNA, proteinas e lipidios. Dessa forma, necessita-se estratégias
para redugao da carga de dobramento proteico e controle dos niveis de EROs.

3.4 Trichoderma reesei

O fungo filamentoso Trichoderma reesei ¢ um dos principais
microrganismos de uso industrial, ¢ conhecido por sua capacidade de sintetizar
e secretar enormes quantidades de proteinas. Apresenta status de seguranca
(GRAS) e facilidade de fermentacao em larga escala, o que o torna uma plataforma
poderosa, especialmente para a producio de enzimas destinadas as industrias de
bioetanol, papel, celulose e téxteis (JORGENSEN et 4, 2014). Apesar de ser
um microrganismo promissor para a produgao de enzimas nativas, sua eficicia na
produgio de proteinas heterélogas (provenientes de outras espécies) ¢ limitada.
Dentre os desafios industriais que ele apresenta, alguns dos principais sao a
baixa produtividade, a contaminagao do produto final por grandes quantidades
de proteinas nativas secretadas, ¢ as dificuldades de purificagio (CHAI ez 4l.,
2021). De acordo com ARALI ez al. (2023), a expressio de genes em 1. reesei ¢
impulsionada pelo forte promotor cbh1, que é ativado pela celulose. No entanto,
essa estratégia induz a expressao de genes nativos de celulase e proteases, que
competem com a proteina de interesse ¢ contaminam o produto.

Contudo, hdestudosexplorando novasabordagensde engenhariagenética.
Uma delas ¢ a integragao de multiplas cépias do gene de interesse, ¢ uma estratégia
comum em leveduras, mas ainda inicial em fungos filamentosos (MATHIS ez
al., 2024). Outra inovagio ¢ o desenvolvimento de promotores constitutivos,
que permitem a produgio de proteinas sem a necessidade de indutores, evitando
a expressao indesejada de outras enzimas e proteases, resultando em um produto
mais puro (LI ez al., 2012). Dessa forma, a busca por solu¢oes para aumentar a
eficiéncia na produgio de proteinas heterélogas em 7. reesei ¢ continua e essencial
para expandir sua aplicagio nas diversas 4reas da biotecnologia.



4. CELULAS DE INSETO E MAMIFEROS

Os sistemas de expressio em células de mamiferos e insetos siao
essenciais para a producio de proteinas recombinantes, especialmente as
de membrana, que desempenham papéis criticos em processos fisioldgicos e
patoldgicos (KAIPA ezal., 2023). A escolha do sistema mais adequado depende
da natureza da proteina, das modificagdes pds-traducionais necessarias ¢ da
quantidade de proteina requerida (BELJELARSKAYA, 2011).

4.1 CELULAS DE MAMIFEROS

Linhagens como CHO (ovério de hamster chinés) e HEK293 (rim
embriondrio humano) sio amplamente empregadas para produzir proteinas
de membrana, principalmente porque oferecem uma maquinaria celular capaz
de dobrar corretamente as proteinas ¢ realizar modificagdes pds-traducionais
complexas, como aglicosilagio, muito semelhantes ao ambiente nativo (KAIPA
et al., 2023). Ademais, essas células fornecem um ambiente lipidico quase
natural, sendo crucial para a formagao funcional de proteinas de membrana.

Entretanto, a superexpressio pode gerar glicosilagio incompleta ou
heterogénea, um problema que ainda vem sendo resolvido, aos poucos, com linhagens
modificadas, como a Expi293 Gnti-. Ainda assim, para alguns estudos de estrutura
¢ fungdo, a glicosilagio nativa completa ¢ indispensavel (KAIPA er al, 2023). Outros
obstaculos envolvem o alto custo ¢ os rendimentos baixos, o que limita a aplicagio
em larga escala para descoberta de firmacos ¢ andlises estruturais (MCKENZIE &
ABBOTT,2018). A introdugio do gene pode ser feita por métodos como a transdugio
com lentivirus ou a infec¢io por BacMam, ambos sao bastante eficientes, mas exigem

processos mais trabalhosos (KAIPA ez 4/, 2023; MCKENZIE & ABBOT'T, 2018).
4.2 CELULAS DE INSETO

O sistema baculovirus de expressio (BEVS), com células como Sf9/S£21
e High Five, é umaalternativa bem estudada e eficiente para produgio de proteinas
recombinantes (KAIPA ez al,, 2023; MCKENZIE & ABBOT'T, 2018). Estudos
recentes possibilitam a expressao simultinea de multiplos genes em uma tnica
célula, permitindo a formagao de complexos proteicos funcionalmente similares
aos naturais (BELJELARSKAYA, 2011). Os baculovirus utilizam promotores
virais fortes, como os das proteinas poliedrina ¢ P10, garantindo altos niveis
de expressao (KAIPA er al, 2023; MCKENZIE & ABBOTT, 2018). Dessa
maneira, 0 BEVS ¢ conhecido como um “cavalo de batalha” biotecnoldgico, por
possuir caracteristicas como rapidez, eficiéncia e custo relativamente baixos.

No entanto, de acordo com Kaipa ez al., (2023) este sistema apresenta



limitagoes: para proteinas integrais de membrana, a producio pode ser
reduzida por conta da desregulagao da maquinaria secretora durante a infec¢ao
viral. Além de que, a glicosilagio em células de inseto ¢ menos elaborada que
em mamiferos, consistindo principalmente em manose simples (MCKENZIE
& ABBOTT, 2018; GEISSE e¢r al., 1996). Para superar essa problemdtica,
linhagens geneticamente modificadas, como SESWT-5, foram desenvolvidas
para produzir proteinas com glicosilagao mais complexa, incluindo sialilagao
completa (MCKENZIE & ABBOTT, 2018). Ademais, para acelerar a
expressao e evitar o tempo consumido na geragio de baculovirus, também
foram criados sistemas de expressio génica transitéria (TGE) sem virus em
células de inseto. Esses sistemas utilizam vetores plasmidiais com promotores
fortes, como o pOplE2, permitindo uma produgao interessante de proteinas
tanto intracelulares quanto secretadas (KAIPA ez 4/, 2023).

Quadro 1 - Comparativo entre Sistemas de Expressao Celular

Propriedades Escherichia coli Leveduras Células de inseto Celul?s de
mamifero
Tempo Eie 2 a3 dias 426 dias Minimo de 2 Alguns dias a 2
expressao semanas semanas
Tempo de 1 dia 3 a5 dias 2 a 4 semanas Virios dias a
preparo semanas
Facilidade de Muito ficil Facil Dificil Dificil
manipulagdo
Rendimento Alto Alto Médio Baixo
relativo
Custo médio
< <
(L) 10 10 8a95 5al05
Quantidade de 40 - 750 250 - 900 350 a 600 300 — 1900
residuos Até 1850 Até 1500 Até 2300 Até 2900
PTMS. Nenhum Simples Melhor Melhor
eucariotico
Dobramento de Redobramento Pode ser necessario Dobramento Dobramento
. geralmente
proteinas L. redobrar adequado adequado
necessario
Custo de Baixo (Glicerol; | Baixo (Glicerol; - Alto (Nitrogénio Alto (Nitrogénio
armazenamento -80°C) 80 °C) liquido) liquido)
Sustentabilidade
ecologica (uso
de utensilios Bom Bom Meédio Ruim
plasticos,
consumiveis)




A maioria
das PTMs
. o Todas as PTMs,
Baixo custo, . eucarioticas, .
. Baixo custo, PTMs - ambiente celular
Vantagens crescimento s manutengao .
, . eucaridticas .. nativo de
rapido mais simples do ,
. mamiferos
que células de
mamiferos
. Alto custo,
Ausencia crescimento Alto custo
Desvantagens de PTMs Hiperglicosilagdo o . ’
. lento, glicosilagdo | crescimento lento
eucarioticas 2
limitada
Produgio
de Insulina Produgdo de . o
. Vacinas e Biofarmacos
Exemplos de Humana e Insulina Humana . , .
L Glicoproteinas e Proteinas
aplicagdes Pequenos e Outros .. o
s Virais Terapéuticas
Fragmentos de Biofarmacos
Anticorpos

Fonte: Adaptado de Kesidis ez 2/. (2020).

5. PRINCIPAIS ENZIMAS PRODUZIDAS POR EXPRESSAO
HETEROLOGA

Enzimas de origem microbiana dominam o mercado industrial
por combinarem alta disponibilidade, baixo custo de cultivo, crescimento
rapido e grande maleabilidade genética. Para aplica¢oes em bioindustrias, as
enzimas de fonte microbianas sao preferidas em relagio as de fontes vegetais
€ animais, pois 0s microrganismos estao prontamente disponiveis e faceis
de cultivar em meios de crescimento de baixo custo. A tecnologia de DNA
recombinante permite adaptar cepas para produzir biocatalisadores com
desempenho otimizado em condi¢oes de processo, o que explica sua ampla
aplicacio em alimentos e bebidas, ragao, biorrefinarias, remediagao, firmacos
¢ outras cadeias produtivas (GURUNG ez al., 2013). As enzimas tém amplo
uso industrial devido & sua aplicabilidade em setores como alimentos,
bebidas, agricultura, pesquisa cientifica, inddstria farmacéutica, tratamento
de residuos e biorrefinarias. Nesse contexto, o emprego de microrganismos
como produtores de enzimas representa uma alternativa eficiente, permitindo
a produgao em larga escala de biocatalisadores como amilases e lipases. Além
disso, microrganismos podem ser facilmente manipulados geneticamente
para otimizar a sintese das enzimas desejadas, aumentando o rendimento ¢ a
especificidade da produgao (OKPARA, 2022).

Aamilase éumaenzimasignificativa parao processode conversio industrial
de amido, oligossacarideos e polissacarideos relacionados. As enzimas amiloliticas
sdo classificadas como hidrolases glicosidicas e ¢ possivel produzir enzima amilase



por uma grande gama de microrganismos e substratos (SIVARAMAKRISHNAN
et al, 2000; NIGAN, 2013). As amplas aplicacdes de amilases na industria
alimenticia incluem panificagao, fabricagio de cerveja, liquefagio de amido,
bem como uma ajuda digestiva e também como agente de glacé para a produgio
de bolos de arroz ¢ alimentos em pé. Também ¢ uma enzima muito utilizada na
fabricacao de dextrinas ramificadas de alta massa molecular. Para a utilizagao da
enzima em muitas industrias ¢ preciso realizar a conversao enzimdtica do amido,
que envolve trés etapas: gelatinizagao, liquefacao e sacarificagao. A gelatinizagao
envolve a formagio de uma suspensao viscosa pela dissolucao de grinulos de amido
assim ¢ acompanhado do processo de liquefacao, que reduz a viscosidade e envolve
hidrélise parcial, j4 a glicose e a maltose sio formadas por sacarificagio, para isso
¢ necessarias enzimas altamente termoestdveis ¢ a maior parte da sacarificagao
do amido ¢ realizada com amilases de Bacillus amyloliquefaciencs, Bacillus
estearothermophilusou (RAVEENDRAN ez al, 2018). Algumas bactérias do
género Bacillus spp. tal como Bacillus amyloliquefaciens,Geobacillus thermoleovorans
¢ Bacillus licheniformis sao bastante utilizadas na produgio de amilase industrial e
por serem altamente termoestavel e com um tempo de duplicagao menor, implica
em uma produgio muito maior de amilase (SUDAOQ ez al.,, 2018; WU ez al., 2018).

5.1 LIPASE

A lipase ¢ a enzima que consegue degradar lipidios derivados de uma
variedade de microrganismos, plantas ¢ animais, e realizam a hidrdlise de
acilglicerdis de cadeia longa em glicerol e 4cidos graxos. As lipases sao enzimas
que apresentam particularidades de substrato muito mais amplas do que as
esterases, porém ambas possuem regioquimica e enantiosseletividade, sao estaveis
em solventes orginicos, ou seja, os dois tipos de enzimas sao bastantes utilizados
em processos industriais realizados em solventes orginicos. A lipase ¢ muito
importante para a produ¢io de compostos regioes especificas que sao utilizados na
industria farmacéutica, além disso tem muitas aplicagdes potenciais na industria
quimica, na fabricagio de detergentes, cosméticos e fabricagio de papel (Sharma;
Sharma; Shukla, 2011; Joseph ez al., 2006). De acordo com autores a produgio de
lipase por microrganismos se dd a partir de diferentes rizobactérias e fungos, como:
Bacillus subtilis (LP2), Pseudomonas aeruginosa (JCMS5962(T)), Staphylococcus
aureus, Staphylococcus caprae (NCUSG), Serratia  marcescens, Burkholderia
glumae, Burkholderia cepacia, Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas mendocina,
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus simulans (PMRS35), Rbhodothermus marinus
(SARKAR et 4l, 2012; SACHAN; SINGH, 2017; MEMARPOOR-YAZDI ¢¢
al., 2017; MOHANASRINIVASAN ez al., 2018; RIOS ez al., 2018; KANJAN;
SAKPETCH, 2020; YASAR et al., 2020; CHEN et al., 2021; ZHAO et al., 2021).



5.2 PROTEASE

As proteases fazem parte do grupo de enzimas que hidrolisam ligagoes
peptidicas em meio aquoso e as sintetizam em meio n2o aquoso, ¢ uma enzima que ¢
classificada em dois grupos: 1- Exopeptidases (proteases que clivam aminoécidos das
extremidades da proteina) e 2- Endopeptidases (proteases que clivam ligacdes peptidicas
dentro da proteina) (BEENA; GEEVARGHESE, 2010). A enzima protease pode ser
produzida a partir de plantas, animais e alguns microrganismos, sendo os fungos e as
bactérias considerados as melhores fontes para a producio da enzima que vai ser utilizada
naindustriaalimenticia, na producio de detergentes ¢ até ragao para animais (OKPARA,
2022). Na industria de alimentos e ragdes, ¢ uma enzima usada para degradar proteinas
complexas, ¢ bastante utilizada na fabricagio de queijos, na industria de fabricagio de
detergentes onde as proteases sio usadas como aditivos em detergentes para roupas
domésticas para tirar manchas proteicas. Além disso, as proteases tém sido empregadas
para a producio de dipeptideo ¢ dentro da industria farmacéutica, para diferentes tipos
de medicamentos, logo ¢ uma enzima verstil na sua utilidade e por isso atualmente ¢
importante no mercado global de enzimas (GOGLIETTINO ez 4/, 2014). Alguns dos
fungos mais conhecidos na produgio de protease sao: Aspergillus usamii e Aspergillus
Sflavus (DENG ez al, 2016; OKPARA; BAMIDELE; AJELE, 2019). J4 as proteases
bacterianas podem ser produzidas por tais bactérias como a Bacillus subtilis (SMDEFS) e
Chryseobacterium sp. (MAGESWARI ez al., 2017; MAMO et al., 2020).

5.3 PECTINASE

As pectinases sao enzimas consideradas onipresentes, mas a producio de
pectinases para aplicagdes industriais ¢ alcangada principalmente através do uso de
microrganismos. As pectinasesé umgrupode enzimas que catalisam diferentes reagoes
em substincias pécticas encontradas nas paredes celulares das plantas, essas reacoes
incluem a hidrélise de -1,4-ligacoes glicosidicas catalisadas por poligalacturonase,
clivagem transeliminativa de aéster metilico de -1,4-D-galacturonan catalisado por
pectoliase, desacetilagio e desmetoxilagio de pectina por pectina esterase (NIGAN,
2013).As pectinases sio produzidas principalmente por fungos, incluindo
Penicillium spp., Moniliella SBY, Streptomyces spp., Aspergillus spp. Gm, Fusarium spp.
C, Aspergillus fumigatus (OKON]JI ez al., 2019; SUDEEP et al.,, 2020; SUHAIMI
et al, 2021). Entre bactérias a espécie Bacillus subtilis (ABDRO1) é conhecida por
conseguir produzir altos rendimentos da enzima (YADAYV ez al., 2020c).

5.4 XILANASE

A xilanase ¢ uma enzima utilizada principalmente na degradagio do xilano
que ¢ o principal componente da hemicelulose, ¢ uma molécula heterogénea com
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uma cadeia principal composta por residuos de xilose ligados por ligagoes -1,4-
glicosidicas. A madeira ¢ a matéria-prima para a produgao de papel, sendo composta
por celulose (40—45), hemicelulose (20-30%) ¢ lignina (15-25%), na produgao de
papel a xilanase ¢ usada como enzima termoestével de degradacio de xilano, jé que
nas etapas da produgao de papel sao realizadas em temperaturas elevadas, esse tipo de
enzima é importante nesse processo (WANG ez al, 2016). A importincia da xilanase
aumentou pela sua aplicacio biotecnoldgica para produgao de pentoses, clarificagao
de sucos de frutas, melhoria da digestao ruminal e bioconversao de residuos agricolas
lignocelulésicos em combustiveis e produtos quimicos. Para além disso também
¢ uma enzima muito usada nas indstrias de alimentos, téxtil, aproveitamento
de residuos agroindustriais, produgio de etanol e a produgio de ragio animal
(PANDEY; SOCCOL; NIGAM, 2000). As xilanases sio fabricadas em escala
industrial por bactérias e fungos, alguns exemplos de bactérias produtoras de xilanase:
Pediococcus acidilactici CG25 e Bacillus pumilus. Ja os fungos produtores de xilanase

sdo geralmente Aspergillus japonicus e Penicillium occitanis Pol6 (DRISS ez 4,
2012; CHAKDAR ez al, 2016; GHOSH et al,, 2019; ADIGUZEL et al.,, 2019).

5.5 CATALASE

A catalase ¢ uma enzima que catalisa a redugio do peréxido de hidrogénio a 4gua
¢ oxigénio. E possivel encontrar a catalase em todos os organismos vivos acrobicos sujeitos
a0 oxigénio, logo a enzima pode ser produzida por plantas, animais e microrganismos. A
catalase ¢ usada em empresas de vinificagio no processo de ajuda para prolongar ainda mais
avida il do vinho e reduzindo o dlcool nos vinhos, j& que a catalase consegue remover o
oxigénio do vinho. Também ¢ usada na indtstria de laticinios, ¢ na embalagem de alimentos
paraevitar oxidagio deitens alimenticios, aumentando assim o tempo de vida util de diversos
alimentos (ANBU ez 4/, 2017; ABADA, 2019). Alguns autores citam algumas fontes
microbianas produtores de catalase: Enterococcus faecalis (Quadro 1), Micrococcus luteus,
Bacillus maroccanus, Pyrobaculum calidifontis, Rhizobium radiobacter 2-1 (Agrobacterium
tumefaciens), Ureibacillus thermosphaericus FZSF03 (FRANKENBERG e 4l, 2002;
GOMAA, 2006; NAKAYAMA et al,, 2008; JIA et al, 2017).

5.6 LACTASE

Lactase, também conhecida como 8-galactosidase, ¢ uma enzima que catalisa
a clivagem hidrolitica do dissacarideo lactose do leite em agticares monoméricos
mais simples, como galactose e glicose. A lactase pode ser obtida a partir de uma
vasta gama de biossistemas como microrganismos, plantas ¢ animais. F uma enzima
com grande importincia em vérios setores industriais, como na 4rea alimenticia e
farmacéutica. Na industria de laticinios, a lactase geralmente ¢ adicionada a produtos
para que possa refinar sua digestibilidade da lactose, principalmente para pessoas



que tem intolerdncia a lactose, ¢ usada no processo de impedir a cristalizagio da
lactose e assim fazendo-o que o produto ldcteo seja mais soluvel, também ¢ usada
para hidrolisar a lactose em sorvetes deixando-o mais cremoso (SOARES ez 4/,,2012;
QURESHI; KHARE; PERVEZ, 2015). A enzima B-galactosidase que é produzida
por microrganismos (fungos, bactérias ¢ leveduras) ¢ geralmente a mais utilizada
pois apresenta um maior rendimento e possui o custo relativamente baixo da enzima
(OKPARA, 2022). Contudo a escolha da fonte de produgio da enzima depende de
onde serd a aplicagio final da B-galactosidase, a enzima produzida por leveduras com
pH de 6,5-7,0 ¢ adequada ¢ geralmente usada para a hidrélise da lactose no leite de
soro de leite, j4 para a hidrdlise 4cida de soro de leite, 0 mais adequado ¢é utilizagao de
B-galactosidase produzida por fungos com pH de 3,0-5,0. Algumas fontes bacterianas
na produgio de lactase sao: Escherichia coli, Klebsiella oxytoca (HAMED; KHEDR;
ABDELRAOF, 2020; HUANG et 4£.,,2020).

6. DESAFIOS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A expressao de proteinas complexas envolve nao apenas o tamanho das
moléculas, mas também modificagoes pés-traducionais, correto dobramento ¢
formagao de pontes dissulfeto. Para superar essas limitagdes, a biologia sintética tem
desempenhado papel central, aplicando ferramentas como engenharia metabdlica,
mutagénese ¢ clonagem de alto rendimento para gerar enzimas termoestaveis e com
maior eficiéncia catalitica (SHUKLA, 2019; STURKUS ez 4/, 2010).

A escolha e customizagao de sistemas hospedeiros ¢ outro ponto
decisivo. A otimizag:io de vetores e linhagens, aliada a elementos regulatérios
como a sequéncia de Kozak, permite maior eficiéncia na expressao heteréloga
(ZHANG et al, 2024; RASCHMANOVA er al, 2018). Enquanto
bactérias oferecem rapidez e baixo custo, leveduras ¢ células de mamiferos
sio preferidas para proteinas que exigem modificagdes pos-traducionais
complexas (KASTBERG ez 4l., 2022; ROSANO; CECCARELLI 2014).
Tecnologlas como a EnBase ¢ a engenharia de células CHO exemplificam
estratégias de personalizagio (STURKUS ez al., 2010; ZHANG ez al., 2024).

Entre os principais desafios técnicos e econdmicos estao a purificacio
de multiplas proteinas, a formagao de corpos de inclusio e o viés de coddons, que
podem comprometer a sintese adequada (SHIM e al, 2021; KASTBERG ez
al., 2022). Esses fatores elevam os custos de produgio, principalmente em células
de mamiferos, devido a meios de cultivo complexos e a purificagao rigorosa
(ZHANG ez al., 2024; ROSANO; CECCARELLI, 2014). Além disso, o uso de
antibidticos como marcadores de selecao levanta preocupagoes sobre resisténcia
bacteriana (RASCHMANOVA ez al, 2018; KASTBERG et al., 2022).

Do ponto de vista regulatério, a aprovagio de biofarmacos ¢ lenta e



rigorosa, sendo dificultada pela presengade genesderesisténcia(KASTBERG
et al., 2022). Por outro lado, organismos com status GRAS, como leveduras,
favorecem a autorizagio de uso (ROSANO; CECCARELLIL 2014).
Tecnologias dealto rendimento, biorreatores descartdveis, bioprocessamento
continuo ¢ a expressao génica transitéria (TGE) surgem como alternativas
parareduzir custos e acelerar a producio (STURKUS ez al,, 2010; HACKER;
DE JESUS; WURM, 2009; TRIPATHI; SHRIVASTAVA, 2019).

A sustentabilidade também é foco de atengao. Estratégias como engenharia
metabolica, uso de Komagataella phaffii ¢ desenvolvimento de enzimas mais
estdveis contribuem para maior eficiéncia e menor impacto ambiental (ROSANO;
CECCARELLI, 2014; TRIPATHI; SHRIVASTAVA, 2019; NDOCHINDWA
et al., 2024). Em biosseguranca, destaca-se o risco de disseminagio de resisténcia
por vetores com genes de antibidticos, sendo a produgio em plantas transgénicas
considerada alternativa mais segura em relagio a animais (KASTBERG e 4/,
2022; RASCHMANOVA et al, 2018; TRIPATHI; SHRIVASTAVA, 2019).

Asperspectivas futuras envolvema integracio de ferramentas como CRISPR-
Cas, evolugao dirigida e design racional, possibilitando o desenvolvimento de enzimas
com maior estabilidade e desempenho (ZHANG ez al, 2024; RASCHMANOVA
et al,, 2018; NDOCHINDWA et al,, 2024). Tecnologias como nanotecnologia,
simulagdes computacionais e inteligéncia artificial devem ampliar a capacidade
de previsio estrutural e otimizagio metabdlica (SHUKLA, 2019; TRIPATHI;
SHRIVASTAVA, 2019). A exploragio de novos hospedeiros ¢ a criagio de redes
proteicas inteligentes seguem como caminhos promissores para aplicagoes biomédicas
e industriais (SHIM et 4/, 2021; NDOCHINDWA ez al, 2024).

7. CONSIDERACOES FINAIS

A expressao heterdloga de proteinas constitui um pilar da biotecnologia
moderna, permitindo a produgao controlada de biocatalisadores, biofarmacos e
outros produtos de alto valor agregado em diferentes sistemas celulares. A escolha
entre hospedeiros procariotos e eucariotos deve considerar multiplos parimetros,
incluindo rendimento esperado, necessidade de modificagdes pds-traducionais,
custo de producio, tempo de obtengio e complexidade do processo de purificagio.

De forma geral, sistemas procariotos, como Escherichia coli, oferecem
crescimento rapido, custos reduzidos e elevada produtividade, sendo ideais
para proteinas simples e estdveis que nao dependem de modificagoes pos-
traducionais complexas. Entretanto, apresentam limitagées como a auséncia
de glicosilagio e a propensio a formagio de corpos de inclusio. J& os
sistemas eucariotos — leveduras, fungos filamentosos, células de insetos e de
mamiferos — viabilizam o dobramento adequado ¢ a glicosilagio, além de



possibilitarem secre¢ao eficiente, mas comumente demandam maior tempo
de cultivo, condi¢des mais complexas e custos mais elevados.

A compreensao das caracteristicas de cada sistema de expressao,
associada a ferramentas de engenharia genética e biologia sintética, possibilita
desenvolver estratégias mais eficientes para atender a demandas especificas
da inddstria, da satde ¢ do meio ambiente. Ao mesmo tempo, inovagdes
tecnoldgicas, como otimizagao de cddons, coexpressio de chaperonas,
vetores aprimorados e customiza¢ao de linhagens hospedeiras, ampliam o
leque de possibilidades e ajudam a superar barreiras técnicas histéricas.

Portanto, a produgao heterdloga de proteinas nio apenas representa
uma solugio vidvel para obten¢io de moléculas de interesse em larga escala,
como também desempenha papel estratégico no avango de areas emergentes,
como bioeconomia, terapias personalizadas € processos industriais sustentaveis.
A integracdo entre ciéncia bésica e inovagao aplicada seguird sendo determinante
para explorar plenamente o potencial desses sistemas e consolidar a expressao
heterélogacomoumaferramentaindispensével dabiotecnologiacontemporinea.
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