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RESUMO GERAL 

 

 

De Oliveira, Laura Carvalho Alves. Bioprospecção de fungos isolados de ambientes 
hipersalinos visando a obtenção de produtos a partir de lignina.  2025. Número de 
páginas (172). Dissertação (Biologia Microbiana) – Universidade de Brasília, Brasília, 
DF. 
 
Biomassas lignocelulósicas são abundantes na natureza e apresentam potencial para 

o desenvolvimento sustentável de bioprodutos de baixo custo. A lignina, um de seus 

principais componentes, possui estrutura complexa e recalcitrante, o que dificulta seu 

uso industrial. No entanto, sua bioconversão por microrganismos isolados a partir de 

ambientes naturais hipersalinos representa uma estratégia promissora. Este trabalho 

teve como objetivo isolar e caracterizar microrganismos, especialmente fungos, 

capazes de utilizar lignina como fonte de carbono, visando à produção de bioprodutos 

com aplicação potencial nas indústrias e na agricultura. Amostras de liteira foram 

coletadas em áreas hipersalinas, salina e apicum, adjacentes a um manguezal do 

estuário do Rio Vaza-Barris (SE). Elas foram processadas por plaqueamento direto e 

cultura de enriquecimento em meio líquido contendo lignina Kraft como única fonte de 

carbono, sob diferentes concentrações de NaCl (0%, 4,5% e 11%). Foram obtidos 88 

microrganismos, incluindo 35 fungos filamentosos, dos quais 32 foram identificados 

taxonomicamente por meio das regiões ITS, β-tubulina e calmodulina, abrangendo 16 

gêneros distintos. Os isolados foram avaliados quanto ao crescimento em ligninas 

industriais (Kraft e organosolv) e em monômeros fenólicos, com e sem adição de NaCl. 

Também foi realizado um screening para atividade de lacase, e os isolados com 

melhor desempenho foram selecionados para análises cromatográficas (UPLC-PDA) 

e de produção de fitohormônios, derivados metilados de AIA, e do regulador de 

defesas de plantas ácido salicílico (UPLC-MS). Alguns isolados apresentatram 

resultados positivos quanto à produção desses compostos. Os resultados destacam 

a capacidade desses fungos em desconstruir lignina e gerar produtos para aplicações 

biotecnológicas em indústrias e na agricultura. 

Palavras chaves: bioprodutos, biomassa lignocelulósica, desconstrução microbiana, halotolerantes e 

halófilos.  

 

 



 

 

 

GENERAL ABSTRACT 

 
 
De Oliveira, Laura Carvalho Alves. Bioprospection of fungi from hypersaline 
environments for the production of products from lignin. 2025. Number of pages (172). 
Thesis – University of Brasília, Brasília, DF.     
Lignocellulosic biomass is abundant in nature and offers potential for the sustainable 

development of low-cost bioproducts. Lignin, one of its main components, has a 

complex and recalcitrant structure, hindering its industrial use. However, its 

bioconversion by microorganisms isolated from hypersaline natural environments 

represents a promising strategy. This study aimed to isolate and characterize 

microorganisms, particularly fungi, capable of utilizing lignin as a carbon source, 

aiming at the production of bioproducts with potential applications in industry and 

agriculture. Litter samples were collected from hypersaline, saline, and apicum areas 

adjacent to a mangrove swamp in the Vaza-Barris River estuary (SE). They were 

processed by direct plating and enrichment culture in liquid medium containing Kraft 

lignin as the sole carbon source, under different NaCl concentrations (0%, 4.5%, and 

11%). Eighty-eight microorganisms were obtained, including 35 filamentous fungi, of 

which 32 were taxonomically identified by the ITS, β-tubulin, and calmodulin regions, 

spanning 16 distinct genera. The isolates were evaluated for growth on industrial 

lignins (Kraft and organosolv) and phenolic monomers, with and without the addition 

of NaCl. Laccase activity was also screened, and the best-performing isolates were 

selected for chromatographic analysis (UPLC-PDA) and for the production of 

phytohormones, methylated derivatives of IAA, and the plant defense regulator 

salicylic acid (UPLC-MS). Some isolates showed positive results for the production of 

these compounds. The results highlight the ability of these fungi to deconstruct lignin 

and generate products for biotechnological applications in industry and agriculture. 

Keywords: bioproducts, lignocellulosic biomass, microbial deconstruction, halotolerants and halophiles.    

 



 

 

 

 
LISTA DE ABREVIAÇÕES 

  
  
AIA = ácido indol-3-ácetico; 
°C = grau celsius; 
DMP = dimetoxifenol; 
DNA = ácido desoxirribonucleico; 
EF-1α = translation elongation factor 1α; 
g = grama;  
h = hora;  
ITS = internal transcribed spacer; 
Kg = quilograma;  
L = litro;   
LiP = lignina peroxidase;  
μg = micrograma;  
mg = miligrama;  
μL = microlitro;  
mL = mililitro;  
mm³ = metro cúbico;  
min = minutos;  
NaCl = cloreto de sódio;  
nm = nanômetro;  
PCR = reação em cadeia da polimerase; 
rpm = rotações por minuto;  
s = segundos;  
UPLC = cromatografia líquida de ultra desempenho;  
V = voltz.  



 

 

 

 
LISTA DE FIGURAS 

  

  

Figura 1 - Estrutura da biomassa lignocelulósica. _________________________ 18 

Figura 2 - Estrutura de composição da estrutura da celulose. ________________ 18 

Figura 3 - Monômeros que compõem a estrutura da hemicelulose. ____________ 19 

Figura 4 - Exemplo de estrutura de um heteropolímero de lignina. ____________ 20 

Figura 5 - Região região ITS localizada entre 18 rDNA e 28 rDNA. ____________ 24 

Figura 6 - Imagens da região de coleta das amostras. ______________________ 37 

Figura 7 - Mapa do Brasil destacando as coordenadas geográficas dos pontos de 

coleta das amostras . _______________________________________________ 38 

Figura 8 Esquema detalhando os experimentos de plaqueamento direto e cultura de 

enriquecimento. ___________________________________________________ 40 

Figura 9 - Etapas de extração de DNA genômico, amplificação de região ITS por PCR, 

sequenciamento das regiões amplificadas, identificação e posteriormente utilização 

do UPLC.  ________________________________________________________ 43 

Figura 10 - Alinhamento de sequências foward e reverse utilizando o Bioedit 7.2. 44 

Figura 11 - Fórmula para cálculo de atividade de lacase ____________________ 47 

Figura 12 - Coleção de isolados fúngicos de ambiente salino ________________ 51 

Figura 13 - Distribuição dos isolados fúngicos obtidos em meios M9, Mandel’s & Weber 

e Czapek com lignina Kraft Sigma como fonte de carbono e com NaCl a 0, 4,5 e 11 %.

 ________________________________________________________________ 52 

Figura 14 - DNA genômico obtido através da extração de DNA. ______________ 53 

Figura 15 - Produto de PCR da amplificação da região ITS de fungos. _________ 54 

Figura 16 - Distribuição dos isolados fúngicos quanto aos gêneros pertencentes com 

base na identificação utilizando o marcador molecular ITS. __________________ 58 

Figura 17 - Árvore filogenética dos 31 isolados fúngicos de ambiente salino baseada 

na sequência do marcador ITS. _______________________________________ 59 

Figura 18 - Árvore filogenética dos 19 isolados fúngicos de ambiente salino baseada 

na sequência do marcador β-tubulina ___________________________________ 63 

Figura 19 - Árvore filogenética dos 8 isolados fúngicos de ambiente salino baseada na 

sequência do marcador calmodulina. ___________________________________ 67 



 

 

 

Figura 20 - Heatmap do crescimento em ligninas industriais a 1% (m/v) de 35 

diferentes isolados fúngicos provenientes de ambiente hipersalinos  __________ 69 

Figura 21 - Diagrama de Venn - Crescimentos em ligninas industriais sem NaCl _ 69 

Figura 22 - Heatmap do crescimento em ligninas industriais em NaCl de 35 diferentes 

isolados fúngicos provenientes de ambiente hipersalinos ___________________ 72 

Figura 23 - Diagrama de Venn - Crescimentos em ligninas industriais na presença de 

2% (m/v) NaCl demonstrando a distribuição de crescimento nas 3 ligninas, 

considerando o melhor crescimento de cada isolado em 30 dias. _____________ 72 

Figura 24 - Número de isolados de acordo com atribuição máxima de cada isolado em 

30 dias em ligninas industriais, sem e com adição de NaCl __________________ 73 

Figura 25 - Heatmap do crescimento dos isolados fúngicos de ambiente salino em 

compostos fenólicos ________________________________________________ 74 

Figura 26 - Número de isolados que cresceram no meio sólido Mandel’s & Weber a 28 

ºC suplementado com compostos fenólicos. _____________________________ 75 

Figura 27 – Gráfico da atividade lacase usando 2,6-dimetoxifenol.                _____ 77 

Figura 28 - Cromatograma de extratos fungicos em UPLC a 210 nm. __________ 78 

Figura 29 - Cromatograma de extratos fúngico de Scedosporium ellipsoideum, 

*1CZL1%s/sApicum28ºC, em UPLC __________________________________ 80 

Figura 30 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em em UPLC a 210 nm. 

Análise dos sobrenadantes de Lasiodiplodia theobromae, 

2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC. ______________________________________ 82 

Figura 31 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC a 210 nm.  

Análise dos sobrenadantes de Alfoldia vorosii, 4CZL1%s/sApicum28ºC. _______ 84 

Figura 32 – Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC a 210 nm. 

Análise dos sobrenadantes de Trichoderma harzianum, 7M9L1%s/sSalina37ºC. _ 86 

Figura 33 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC a 210 nm. 

Análise dos sobrenadantes de Massarina sp., 15MWL1%s/sApicum28ºC. _____ 88 

Figura 34 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC a 210 nm. 

Análise dos sobrenadantes de Peroneutypa rubiformis, 18MWL1%s/sApicum28ºC.

 ________________________________________________________________ 90 

Figura 35 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC a 210 nm. 

Análise dos sobrenadantes de Aspergillus neoniger, 20MWL1%s/sApicum28ºC. 92 

Figura 36 - Quantificação de ácido indol-3-ácetico (µg/mL) no sobrenadante de fungos 

de ambiente hipersalino. _____________________________________________ 94 



 

 

 

Figura 37 - Quantificação de ácido indol-3-ácetico (µg/mL) no sobrenadante de fungos 

de ambiente hipersalino. _____________________________________________ 95 

Figura 38 - Quantificação de ácido 5-Metoxi-3-indolácetico (µg/mL) no sobrenadante 

de fungos de ambiente hipersalino. ____________________________________ 96 

Figura 39 - Quantificação de ácido 5-Metoxi-2-metil-3-indolácetico (µg/mL) no 

sobrenadante de fungos de ambiente hipersalino crescidos. _________________ 97 

Figura 40 - Quantificação de ácido 2-metil-3-indolácetico (µg/mL) no sobrenadante de 

fungos de ambiente hipersalino. _______________________________________ 98 

Figura 41 - Quantificação de ácido salicílico (µg/mL) no sobrenadante de fungos de 

ambiente hipersalino. _______________________________________________ 99 

Figura 42 - Inóculo de Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) e controle 

negativo. _________________________________________________________112 

 

  



 

 

 

SUMÁRIO 

 

 

AGRADECIMENTOS .................................................................................................. 5 

RESUMO GERAL ....................................................................................................... 7 

GENERAL ABSTRACT ............................................................................................... 8 

LISTA DE ABREVIAÇÕES .......................................................................................... 9 

LISTA DE FIGURAS ................................................................................................. 10 

1 INTRODUÇÃO GERAL ..................................................................................... 17 

1.1 Bioeconomia ............................................................................................... 17 

1.1.1 Celulose .............................................................................................. 18 

1.1.2 Hemicelulose ....................................................................................... 19 

1.1.3 Lignina ................................................................................................. 19 

1.2 Fungos de ambiente hipersalinos ............................................................... 21 

1.2.1 Apicum e Salina .................................................................................. 23 

1.3 Identificação taxonômica utilizando marcadores moleculares .................... 23 

1.3.1 ITS ....................................................................................................... 24 

1.3.2 Calmodulina ........................................................................................ 24 

1.3.3 β-tubulina ............................................................................................ 25 

1.4 Ligninas Industriais ..................................................................................... 25 

1.5 Compostos fenólicos .................................................................................. 26 

1.5.1 Catecol ................................................................................................ 26 

1.5.2 Ácido 4 hidroxibenzoico ...................................................................... 27 

1.5.3 Ácido vanílico ...................................................................................... 27 

1.6 Enzimas lignolíticas .................................................................................... 27 

1.6.1 Lacases ............................................................................................... 27 

1.6.2 Manganês peroxidases ....................................................................... 28 

1.6.3 Dye-de decolorizing peroxidases ........................................................ 29 



 

 

 

1.6.4 Peroxidases versáteis ......................................................................... 29 

1.6.5 Lignina peroxidases ............................................................................ 29 

1.7 Bioprodutos de Lignina ............................................................................... 30 

1.7.1 Vanilina ................................................................................................ 34 

1.7.2 Ácido protocatecuico ........................................................................... 34 

1.7.3 Bioinsumos agrícolas .......................................................................... 34 

2 OBJETIVO GERAL ............................................................................................ 35 

2.1 Objetivos específicos: ................................................................................. 35 

3 JUSTIFICATIVA ................................................................................................. 36 

4 Material e Métodos ............................................................................................ 37 

4.1 Coleta, processamento e isolamento a partir das amostras de liteira Salina 

e Apicum ............................................................................................................... 37 

4.2 Isolamento fungos filamentosos e obtenção de culturas puras .................. 40 

4.3 Isolamento de bactérias ou leveduras ........................................................ 41 

4.4 Estoque de fungos filamentosos................................................................. 41 

4.5 Extração de DNA de fungos filamentosos .................................................. 42 

4.6 PCR para amplificação das regiões ITS 1 e ITS 4 e purificação do amplicon

 43 

4.7 Identificação taxonômica molecular ............................................................ 44 

4.8 Crescimento em ligninas industriais ........................................................... 45 

4.9 Crescimento em compostos fenólicos derivados de lignina ....................... 45 

4.10 Cultivo em meio líquido Mandel’s & Weber para indução enzimática de 

lacase 46 

4.10.1 Ensaio de atividade lacase com 2,6-dimetoxifenol .............................. 46 

4.11 Cultivo líquido para análise de sobrenadantes no UPLC ........................... 47 

4.11.1 Análise dos sobrenadantes fúngicos no UPLC-PDA ........................... 48 

4.11.2 Análise dos sobrenadantes fúngicos no UPLC-MS ............................. 48 

5 Resultados ......................................................................................................... 50 



 

 

 

5.1 Coleção de microrganismos de ambiente hipersalino ................................ 50 

5.1.1 Identificação taxonômica usando a região ITS .................................... 52 

5.1.2 Identificação taxonômica usando o marcador molecular β-tubulina .... 60 

5.1.3 Identificação taxonômica usando o marcador molecular calmodulina . 65 

5.2 Crescimento em ligninas industriais ........................................................... 68 

5.3 Crescimento em compostos fenólico .......................................................... 74 

5.4 Atividade enzimática de lacase utilizando 2,6-DMP ................................... 76 

5.5 Análise cromatogramas .............................................................................. 78 

5.5.1 Scedosporium ellipsoideum (*1CZL1%s/sApicum28ºC) ...................... 80 

5.5.2 Lasiodiplodia theobromae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC) .............. 82 

5.5.3 Alfoldia vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC) ............................................ 84 

5.5.4 Trichoderma harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC) ............................... 86 

5.5.5 Massarina sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC) ......................................... 88 

5.5.6 Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC) .......................... 90 

5.5.7 Cromatograma Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) ...... 92 

5.6 Produção de fitohormônios ......................................................................... 94 

5.6.1 Análise de ácido indol-3-ácetico (AIA) ................................................. 94 

5.6.2 Análise de ácido 1-metil-3-indolácetico ............................................... 95 

5.6.3 Análise de ácido 5-Metoxi-3-indolácetico ............................................ 96 

5.6.4 Análise de ácido 5-Metoxi-2-metil-3-indolácetico ................................ 97 

5.6.5 Análise de ácido 2-metil-3-indolácetico ............................................... 98 

5.6.6 Análise de ácido salicílico.................................................................... 98 

6 Discussão .......................................................................................................... 99 

6.1 Construção da coleção de fungos filamentosos provenientes de áreas 

hipersalinas isolados em meios com lignina kraft como fonte de carbono ............ 99 

6.1.1 Identificação taxonômica usando o marcador ITS ............................. 101 

6.1.2 Identificação taxonômica usando o marcador β-tubulina .................. 102 



 

 

 

6.1.3 Identificação taxonômica usando o marcador calmodulina ............... 103 

6.1.4 Revisão da literatura para os gêneros dos isolados identificados ..... 103 

6.2 Ligninas industriais ....................................................................................110 

6.3 Crescimento em compostos fenólicos .......................................................110 

6.4 Ensaios enzimáticos de lacase .................................................................. 111 

6.5 Análises UPLC-PDA e UPLC- MS Xevo TQD ...........................................113 

6.6 Análises dos sobrenadantes fúngicos por UPLC-PDA ..............................114 

6.7 Análise de fitohormônios UPLC-MS Xevo TQD .........................................115 

7 Conclusões .......................................................................................................116 

8 Perspectivas Futuras ........................................................................................119 

REFERÊNCIAS ...................................................................................................... 120 

ANEXOS ................................................................................................................. 148 

Apêndice A .............................................................................................................. 172 



 

17 

 

 

1  INTRODUÇÃO GERAL  

  

  
1.1 Bioeconomia  

A adoção de práticas alinhadas ao desenvolvimento sustentável tornou-se 

imprescindível diante de um cenário marcado pela exploração desenfreada dos 

recursos naturais, que tem causado sérios danos ambientais, contribuído para as 

mudanças climáticas e favorecido o surgimento de novos patógenos com 

potencial pandêmico (AGUILAR; TWARDOWSKI, 2022). Essa demanda social 

por processos mais sustentáveis exige a adoção de novas estratégias, como a 

transição de um modelo de economia linear — baseado na extração e descarte 

de recursos — para uma economia circular, que busca conciliar crescimento 

econômico e sustentabilidade (CORONA et al., 2019). 

O avanço necessário rumo à sustentabilidade pode ser viabilizado por 

meio de investimentos em políticas de conscientização e preservação ambiental, 

bem como no desenvolvimento de tecnologias baseadas em matérias-primas 

renováveis e processos menos poluentes (PAPADOPOULOU; LOIZOU; 

CHATZITHEODORIDIS, 2022). Nesse cenário, a biomassa lignocelulósica tem 

ganhado destaque devido à sua abundância, baixo custo e ampla gama de 

aplicações potenciais (MUJTABA et al., 2024). Trata-se de um recurso renovável 

presente em todas as plantas, composto majoritariamente por três polímeros 

estruturais: celulose, hemicelulose e lignina (Figura 1) (DASHORA et al., 2022).  

Para que essa biomassa seja aproveitada de forma eficiente, é necessário 

promover sua desconstrução, o que na indústria é realizado por meio de pré-

tratamentos físicos, químicos ou biológicos. Esses métodos têm como objetivo 

despolimerizar a estrutura complexa que conecta seus componentes, permitindo 

sua liberação para aplicações subsequentes (RODIONOVA et al., 2022). 
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Figura 1 - Estrutura da biomassa lignocelulósica (DASHORA et al., 2022). 

 

1.1.1  Celulose  

A celulose, o homopolissacarídeo natural mais abundante na biomassa 

lignocelulósica, é formada por unidades repetidas de celobiose (Figura 2), as quais 

consistem em dímeros de D-glicose conectados por ligações β-1,4-glicosídicas 

(WOICIECHOWSKI et al., 2020). Suas cadeias lineares conferem alta estabilidade 

estrutural e insolubilidade, características que a tornam atrativa para diversas 

aplicações. Essas propriedades permitem a obtenção de produtos como fibras, 

amplamente utilizadas nas indústrias têxtil e de papel (ETALE et al., 2023). 

 
Figura 2 - Estrutura de composição da estrutura da celulose (SUHAS; GUPTA et al., 2016) 
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1.1.2 Hemicelulose 

A hemicelulose é um polissacarídeo de estrutura heterogênea, composta por 

diferentes tipos de açúcares, como mananas, glucanas e xilanas (Figura 3). Presente 

na parede celular das plantas, ela contribui para a integridade estrutural e pode atuar 

como reserva de energia. A hidrólise da hemicelulose em açúcares menores a torna 

particularmente atrativa para processos fermentativos, especialmente na produção de 

biocombustíveis (ZOGHLAMI; PAËS, 2019). 

 
Figura 3 - Monômeros que compõem a estrutura da hemicelulose (MATHURA et al., 2024). 

 
 

1.1.3 Lignina   

A lignina é o heteropolímero aromático mais abundante da natureza, que 

associado à hemicelulose e celulose, confere rigidez e proteção às plantas. Em termos 

de estrutura, a lignina é formada pela ligação dos monolígnois alcool cumarílico (H), 

álcool coniferílico (G), que possui um grupo metoxi na posição 3 do anel aromático, e 

álcool sinapílico (S), que possui dois grupos metoxi nas posições 3 e 5 (ATIWESH et 

al., 2022). Vários tipos de ligações covalentes podem ocorrer entre as unidades de 
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lignina, como β -5 e β - β, mas a prevalente é a do tipo β -O-4 (JANUSZ, et al. 2019). 

O conteúdo de lignina varia de acordo com cada planta, assim como a porcentagem 

de cada monolignol e as ligações. Por exemplo, em espécies coníferas a porcentagem 

em peso varia de 26-34% e há predominância de unidades G (BALK et al., 2023). 

 
Figura 4 - Exemplo de estrutura de um heteropolímero de lignina (FIGUEIREDO et al., 2018). 

Além da sua estrutura complexa (Figura 4), a recalcitrância dificulta a utilização 

da lignina em processos industriais (IRAM; BERENJIAN; DEMIRCI, 2021). Fator este 

que se torna um empecilho no aproveitamento total da biomassa lignocelulósica em 

biorrefinarias (YAO et al., 2021). Atualmente, a maior parte da lignina que é liberada 

no tratamento de biomassa vegetal, tem como destinação a incineração para geração 

de energia, logo, o aproveitamento em produtos de valor agregado é bem pequeno 

(SHOREY et al., 2024). Dependendo do pré-tratamento químico que é empregado 

para a desconstrução se obtêm diferentes tipos de lignina na indústria, como por 

exemplo, a lignina Kraft e Organosolv (YAO et al., 2022).   

Sendo a lignina uma molécula complexa, a sua quebra exige a atuação de um 

conjunto de enzimas como lacases, manganês peroxidases (MnP), hidrolases, versátil 

peroxidases (VP), peroxidases descolorante de corante (DyP) e lignina peroxidases 

(LiP) (IRAM; BERENJIAN; DEMIRCI, 2021).   
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Na natureza, um conjunto de microrganismos está envolvido de forma a 

atuarem sinergicamente em diferentes etapas do processo de desconstrução desse 

heteropolímero aromático fazendo com que sua estrutura seja quebrada em 

moléculas cada vez menores, através de um complexo de reações com a atuação de 

diferentes enzimas (AHMAD et al., 2023). Como exemplo, temos os fungos da 

podridão branca que são relacionados à capacidade de degradar lignina de maneira 

eficiente, geralmente sendo encontrados em locais úmidos com matéria orgânica em 

decomposição (SHIN et al., 2019; SAHU et al., 2011). A adaptabilidade de fungos por 

meio da sua aptidão para a produção de enzimas e metabólitos secundários permite 

um papel importante na desconstrução da lignina, além possibilitar a sobrevivência 

sob variadas condições na natureza, inclusive em ambientes hipersalinos 

(AMOOZEGAR et al., 2019).   

 

1.2 Fungos de ambiente hipersalinos 

A exploração insustentável dos recursos naturais pelas atividades humanas 

tem contribuído significativamente para a intensificação do aquecimento global. Os 

efeitos resultantes desse processo têm provocado alterações climáticas abruptas, 

representando uma ameaça crescente à manutenção da vida no planeta (ABBASS et 

al., 2022). Nesse contexto, alternativas para remediar condições futuras alarmantes 

têm sido discutidas e estudos de microrganismos que atuam em condições extremas 

se intensificado, em busca de usos na agricultura, médicos, processos industriais mais 

limpos e outros (RODRÍGUEZ et al., 2024). Fungos de ambientes extremos possuem 

tipicamente um crescimento lento devido às adaptações que possuem para 

sobrevivência, pois estas requerem um alto gasto energético. Assim, eles podem 

adotar estratégias que os tornam generalistas, ou seja, se desenvolvendo em 

ambientes moderados e extremos, ou especialistas, se limitando a ambientes 

extremos (GOSTINČAR; ZALAR; GUNDE-CIMERMAN, 2021). Eles se desenvolvem 

em condições adversas em que os nutrientes disponíveis se encontram reduzidos, 

seja em pH ácidos ou alcalinos, temperaturas, ou concentrações salinas extremos. 

Nesse contexto, a sobrevivência de fungos em ambientes hipersalinos é 

possível devido ao desenvolvimento de mecanismos que permitiram a adaptabilidade 

deles a altas concentrações salinas (ALEKSEYEVA; HERNDL; BALTAR, 2024), a 

exemplo do acúmulo de solutos orgânicos para suportar a pressão osmótica e pela 
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modificação da composição da membrana plasmática para evitar desnaturação de sua 

estrutura (FERNANDO et al., 2023). Microrganismos que crescem em ambientes 

salinos são classificados em: 

(i) halotolerantes, que toleram o sal, mas também crescem na sua ausência; 

(ii) halófilos moderados, que requerem concentrações de 0,5 a 2,5 M de NaCl; e 

(iii) halófilos extremos, que necessitam de 1,5 a 4,0 M de NaCl para seu 

desenvolvimento (WINGFIELD; JITPRASITPORN; CHE-ALEE, 2023).  

A capacidade adaptativa desses microrganismos, seja em nível genético, 

estrutural ou metabólico, os torna fontes promissoras para a prospecção de 

biocompostos, frequentemente produzidos em resposta ao estresse imposto por 

condições extremas (PATANKAR, 2021; AGRAWAL; CHAVAN; DUFOSSÉ, 2024). 

Dentre os produtos obtidos a partir de fungos halófilos, destacam-se os pigmentos, 

como os carotenos produzidos por Fusarium sp. T1 e a melanina sintetizada por 

diversas espécies halófilas, incluindo Hortaea werneckii e Phaeotheca triangularis 

(GHATTAVI et al., 2022; SLIZEWSKA; SWITA; MIKOŁAJCZYK, 2023). Além disso, 

essas espécies são fontes de enzimas halofílicas, cuja atividade ótima ocorre em 

elevadas concentrações salinas, uma característica vantajosa para processos 

industriais. Entre os exemplos de processos fermentativos com alto teor de salinidade, 

estão a produção de molho de soja e coalhada, em que as enzimas precisam ficar 

estáveis por todo processo e não alterar o sabor do produto final (PÓCSI et al., 2024). 

Um importante campo de aplicação de fungos de ambientes salinos é o 

agrícola. Neste ambiente, a salinidade tem se tornado foco de preocupações em 

plantações, sendo que esses microrganismos podem ajudar na tolerância e absorção 

de nutrientes sob tal condição de estresse. A salinização do solo pode se dar devido 

a diferentes fatores, como uso excessivo de fertilizantes, falta de chuva e irrigação 

inadequada (TAROLLI et al., 2024). Em sistemas de cultivo como o arroz irrigado, o 

encharcamento contínuo do solo pode promover sua saturação hídrica. Essa condição 

favorece o acúmulo de sais, devido ao movimento ascendente da água proveniente 

do lençol freático, e compromete a disponibilidade da água subterrânea a longo prazo 

(KARIMZADEH et al., 2024). A salinização do solo implica na redução do crescimento 

das plantas e acúmulo de íons tóxicos, como Na+ e Cl-, o que pode levar à morte 

destas (ISAYENKOV; MAATHUIS, 2019), além de afetar a fertilidade do solo e deixar 

cultivares vulneráveis ao ataque de patógenos. Em um estudo com trigo cultivado em 
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climas áridos focado no estresse causado pela salinidade e ataque de fitopatógenos, 

no caso Fusarium pseudograminearum, foi utilizado Trichoderma longibrachiatum 

para induzir a resistência ao ataque de patógenos e tolerância ao sal (BOAMAH et al., 

2021). 

  

1.2.1 Apicum e Salina  

A transição entre os ambientes terrestre e aquático pode ser constituída por 

diferentes ecossistemas, entre os quais o manguezal se destaca por sua extensa 

distribuição ao longo do litoral brasileiro (ROVAI et al., 2022). Adjacente a esse 

ecótono, encontra-se a área denominada Apicum, caracterizada por condições de 

hipersalinidade resultantes da inundação esporádica, que ocorre principalmente nas 

marés de sizígia (lua cheia e lua nova), associada a altas temperaturas que 

intensificam a evaporação e, consequentemente, elevam a concentração de sais 

(SANTOS, 2005). Nessas planícies hipersalinas, a vegetação é predominantemente 

herbácea, apresentando adaptações fisiológicas à elevada salinidade.  

Em alguns apicuns, intervenções antrópicas, como a construção de contenções 

ou reservatórios modificam o regime natural de inundação, podem resultar na 

formação de salinas, áreas hipersalinas intensamente saturadas de sais (SANTOS, 

2005). Elas podem ocorrer de forma natural ou serem criadas pelo homem, sendo 

utilizadas principalmente para atividades como carcinicultura (FERNANDES et al., 

2018), criação de camarões, e produção de sal. Assim, apicuns e salinas representam 

ecótonos dinâmicos que combinam características naturais e influências humanas, 

desempenhando papéis importantes tanto na ecologia costeira quanto nas atividades 

econômicas locais (DINIZ; VASCONCELOS; MARTINS, 2015). 

 

1.3 Identificação taxonômica utilizando marcadores moleculares 

Entender e explorar a rica biodiversidade fúngica passa por descobrir a 

identidade dos isolados, para isto, podem ser empregadas tanto técnicas clássicas 

quanto moleculares. As clássicas consistem em observações morfológicas em 

condições naturais ou em cultivo laboratorial, permitem observar diversidade de 

estruturas fúngicas, entretanto demandam tempo (GAUTAM et al., 2022). Classificar 

espécies utilizando apenas morfologia requer expertise e mesmo assim especialistas 

enfrentam desafios quanto a espécies com alta semelhança morfológica, entretanto 
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geneticamente distantes, o que pode ter relação com casos de hibridação e evolução 

convergente (RAJA et al., 2017). A utilização de técnicas moleculares, por sua vez, 

possibilita a identificação de uma grande quantidade de isolados de forma rápida, 

identificação de espécies não cultiváveis em laboratório (LIU et al., 2025) e fornece 

dados mais robustos quanto à classificação a nível espécie. Levando em 

consideração a abundancia fúngica, uma abordagem com múltiplos marcadores 

moleculares (ex. ITS, calmodulina e β-tubulina) é indicada, principalmente em estudos 

com fungos pertencentes a filos como Ascomicetos e Basiodimicetos, que possuem 

um grande número de gêneros e uma complexidade quanto à diversidade de espécies 

(TEKPINAR; KALMER, 2019). 

 

1.3.1 ITS 

A razão de sua aplicação em taxonomia vem da característica da região ITS 

(Figura 5) ser altamente variável entre espécies diferentes, mas relativamente 

conservada dentro de uma mesma espécie, o que facilita a discriminação taxonômica. 

Associado a isso, está a facilidade de amplificação por PCR utilizando primers 

universais (como ITS1 e ITS4). Por conta dessas características, este marcador se 

tornou popular para identificação taxonômica de fungos havendo uma grande 

quantidade de sequências ITS depositadas em bancos de dados públicos (GenBank, 

UNITE e MycoBank), o que permite a comparação e identificação taxonômica. O 

tamanho de amplicons esperado vária de ± 420 a 825 pb (MANTER; VIVANCO, 2007), 

variando de acordo com o filo. Também há diferenças entre linhagens devido ao 

acumulo de mutações (SCHOCH et al., 2012). 

 
Figura 5 - Região região ITS localizada entre 18 rDNA e 28 rDNA (YANG et al., 2017). 

 

1.3.2 Calmodulina 

A calmodulina é uma proteína de importância na regulação do metabolismo 

fúngico, como no crescimento micelial (MUTHUKUMAR; NICKERSON; NICKERSON, 
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1987), dimorfismo e regulação génica (DE CARVALHO et al., 2003).  É funcionalmente 

e estruturalmente conservada (SIMÃO; GOMES 2001). O marcador calmodulina 

geralmente é utilizado em associação a outros para identificação taxonômica de 

espécies crípticas, pertencentes a gêneros como Aspergillus (ALSHEHRI; 

PALANISAMY, 2019), Fusarium (MULÈ et al., 2004; MONTOYA, GRIMALDO; 

GONZÁLEZ, 2024) e Penicillium (HOUBRAKEN et al., 2012). O tamanho do amplicon 

esperado utilizando os primers de calmodulina (CaM5/CaM6) é de ~ 580 pb (KATATI 

et al., 2024). 

 

1.3.3 β-tubulina 

A β-tubulina é uma subunidade proteica que faz parte da composição de 

microtúbulos que constituem o citoesqueleto, este responsável por importantes 

processos celulares, como divisão celular (SU et al., 2024). Ao longo da evolução se 

dividiu em diferentes linhagens, o que deu origem a uma superfamília, o que é 

relevante em estudos sobre evolução de espécies (ZHAO et al., 2014). É um marcador 

geralmente utilizado em conjunto com outros, indicado para análise filogenéticas mais 

profundas (EZEONUEGBU et al., 2022). Indicado para gêneros como Penicilum 

(VISAGIE et al., 2014), Aspergillus (SAMSON et al., 2014) e Scedosporium 

(GILGADO et al., 2005). O tamanho do amplicon utilizando os primers de β-tubulina 

(Bt2a/ Bt2b) é ± 550 pb (YIN et al., 2017). 

 

1.4 Ligninas Industriais 

A lignina Kraft é um subproduto da produção de polpa de celulose a partir de 

madeira, sendo que em 2018 foi estimada a produção de 265 mil toneladas 

(DESSBESELL et al., 2020). Ela é obtida nas indústrias de papel pelo cozimento dos 

cavacos de madeira com uma solução aquosa de hidrossulfeto de sódio e hidróxido 

de sódio que permite a liberação da lignina da estrutura da lignocelulose (BILAL et al., 

2021). O processo ocorre sob um elevado pH e resulta em um licor negro, composto 

de moléculas de diferentes tamanhos solúveis em soluções alcalinas, este é 

precipitado em um processo de acidificação e da origem a lignina Kraft (IRAM; 

BERENJIAN; DEMIRCI, 2021).  

O processo organosolv origina uma lignina mais pura, livre de enxofre e que 

apresenta baixa solubilidade em água, porém tem baixo rendimento (PAROT; 
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RODRIGUES; STEVANOVIC, 2022). A lignina organosolv é obtida pelo tratamento de 

cavacos de madeira com solventes orgânicos, como ácido acético, a condições de 

temperatura e pressão elevadas (BALK et al., 2023). Atualmente, a maior parte da 

lignina liberada pelo tratamento da biomassa lignocelulósica, tem como destinação a 

incineração para geração de energia, sendo o seu aproveitamento para obtenção de 

produtos de valor agregado bem pequeno (SHOREY et al., 2024). 

 

1.5 Compostos fenólicos 

Compostos fenólicos, como catecol, ácido vanílico e ácido 4 hidroxibenzoico, 

estão presentes em plantas, podendo ser produzidos através do metabolismo 

secundário. Abrigam classes variadas de compostos como isoflavonas, ancitocinas, 

flavonóides e ácidos hidroxibenzoicos. Este último grupo possui famílias de 

compostos derivados do ácido benzoico, com estruturas gerais C6–C1, sendo que 

alguns deles (ácidos p-hidroxibenzoico, vaníllico e siríngico) estão presentes na 

estrutura da lignina (MURKOVIC, 2003) Durante a desconstrução desta por meio de 

reações catalisadas por enzimas, eles são liberados. A capacidade de alguns 

microrganismos em metabolizar tais compostos é valiosa na utilização da lignina 

(ALI et al., 2024). Além de auxiliar a processos mais limpos, pode também dar origem 

a produtos de valor agregados, como o álcool veratrílico gerado pela metabolização 

de vanilina (MARTÍNKOVÁ et al., 2023).  

 

1.5.1 Catecol 

O catecol (1,2-diidroxibenzeno) é um composto fenólico que pode ser obtido 

durante a desconstrução da lignina, a partir de diferentes precursores como ácido 

vanílico e ácido p-hidroxibenzoico (KUTRAITE; AUGUSTINIENE; MALYS, 2025).  A 

abertura de seu anel aromático ocorre por duas rotas metabólicas: via orto (catecol 

1,2-dioxigenase), tendo como produto cis,cis-muconato (GUZIK et al., 2013), e via 

meta (catecol 2,3-dioxigenase), produzindo 2-hidroximuconato semialdeído (BAI et al., 

2021). Pode ser um contaminante em ambientes aquáticos, afetando negativamente 

as comunidades microbianas devido a toxicidade do composto que pode comprometer 

a integridade celular de organismos (CHEN et al., 2022). Em contraste a esse aspecto, 

pode ser utilizado em aplicações medicas como produção de biomateriais, ex. 

bioadesivo aplicado para cicatrização rápida (WANG et al. 2022).  



 

27 

 

  

1.5.2 Ácido 4 hidroxibenzoico 

O ácido 4 hidroxibenzoico pertence ao grupo dos ácidos benzoicos, é um dos 

principais derivados de lignina. Com propriedades como atuação antimicrobiana, 

antioxidante e anti-inflamatória, em plantas pode atuar na defesa contra patógenos 

(MANUJA et al., 2013). Em fungos, seu catabolismo ocorre principalmente pela ação 

de hidroxilases, que o convertem em ácido protocatecuico, seguido pela abertura do 

anel aromático por dioxigenases. Esses processos direcionam o composto para o ciclo 

do ácido tricarboxílico (TCA), por meio de intermediários como catecol e 

protocatecuato (KUTRAITE; AUGUSTINIENE; MALYS, 2025).   

 

1.5.3 Ácido vanílico 

O ácido vanílico, ou ácido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico, é um intermediário na 

produção de vanilina, no processo de desconstrução de lignina pode ter como 

percussor o ácido ferúlico (REJANI; RADHAKRISHNAN, 2020). Com propriedades 

antioxidantes e antifúngicas (KHAN et al., 2024), também é utilizado como 

aromatizante (KAUR et al., 2022). 

 

1.6 Enzimas lignolíticas 

As enzimas produzidas por fungos filamentosos halófilos apresentam 

estabilidade funcional em condições extremas que normalmente inativariam outras 

enzimas, como a presença de solventes orgânicos (DASSARMA; DASSARMA, 2015). 

Essa resistência, associada à adaptabilidade a amplas variações de pH e 

temperatura, torna essas enzimas altamente promissoras para aplicações industriais 

(SLIZEWSKA; SWITA; MIKOŁAJCZYK, 2023). Além disso, microrganismos halófilos 

capazes de desconstruir a lignina podem ser valiosos, pois alguns processos 

industriais a partir de biomassa lignocelulósica ocorrem sob condições extremas de 

temperatura e com concentrações elevadas de sal, como é o caso da produção de 

biocombustíveis (AMOOZEGAR et al., 2019). 

 

1.6.1 Lacases 

Lacases são enzimas que pertencem à família das multicobre oxidases (Lac, 

EC 1.10.3.2), sendo classificadas no banco de dados Cazy (Carbohydrate-Active 
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Enzymes) como AA1 (Auxiliary Activities 1). São largamente utilizadas pela ampla 

distribuição na natureza e capacidade de atuar sobre compostos fenólicos e polímeros 

aromáticos (ALGUSTIN et al., 2021). Possuem quatro átomos de cobre organizados 

em três tipos de centros (T1, T2 e T3), responsáveis pela transferência de elétrons: o 

substrato doa elétrons ao T1, que os transfere ao centro T2/T3, onde o O₂ é reduzido 

a duas moléculas de H₂O (MEHRA et al., 2018). 

As lacases podem ser produzidas por diferentes organismos. Plantas podem 

utilizá-las na síntese de lignina, enquanto fungos (ex.: Trametes versicolor e 

Phanerochaete chrysosporium) as usam para desconstruir este heteropolímero 

(ARREGUI et al., 2019; TIŠMA et al., 2021; AKBAR ALY; SHANMUGARAJ; 

RAMALINGAM, 2025). Conseguem interagir com uma alta variedade de substratos e 

não apenas com aqueles com afinidade especifica. Logo, possuem aplicabilidades 

diversas como: melhora da digestibilidade de ruminantes (KUMAR; SRIDHAR; RAO, 

2022) e branqueamento nas indústrias de papel (SINGH; ARYA, 2019) e têxtil (XU et 

al. 2024), geralmente produzidas por fungos da podridão branca, como Pleurotus 

ostreatus (ELSHAFEI et al., 2025).  

 

1.6.2 Manganês peroxidases 

Manganês peroxidases são enzimas da classe das oxidorredutases (MnP, EC 

1.11.1.13) dependentes de Mn²⁺, catalisando sua oxidação a Mn³+, e possuem o grupo 

protético heme no sítio catalítico. São capazes de degradar compostos com estruturas 

complexas, como poluentes orgânicos aromáticos e derivados da lignina (BILAL et al., 

2023). Essas enzimas utilizam peróxido de hidrogênio (H₂O₂) como cofator, o qual se 

liga ao ferro na forma Fe³⁺ para iniciar a reação. Nessa etapa, a manganês peroxidase 

(MnP) é oxidada, formando o composto MnP I e liberando água (H₂O) (ZHAO et al., 

2022). Em seguida, o íon Mn²⁺ é oxidado a Mn³⁺, resultando na formação do composto 

MnP II. Por fim, MnP é reduzida e retorna ao seu estado original, completando o ciclo 

catalítico (ZHAO et al., 2022). O fungo da podridão branca modelo na desconstrução 

de lignina Phanerochaete chrysosporium é eficiente na produção de MnP (KONAN et 

al., 2024). 
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1.6.3 Dye-de decolorizing peroxidases 

São heme peroxidases (Dyp, EC 1.11.1.19) que podem ser utilizadas em 

diferentes indústrias para tratar efluentes tóxicos, como corantes têxteis e provindos 

de indústrias alimentícias (SILVA et al., 2023). Utilizam peróxido de hidrogênio como 

aceptor de elétrons para formação do composto I, que em seguida oxida o substrato 

para formação do composto II, este é reduzido e se tem o retorno ao estado de 

relaxamento da enzima (PUPART et al., 2024). Um exemplo de seu potencial foi 

demonstrado por SUGANO et al. (2000), que relataram um aumento de 42 vezes na 

atividade enzimática de uma DyP nativa de Geotrichum candidum Dec 1 quando 

expressa em vetor de Aspergillus oryzae M-2-3. No isolamento original, em G. 

candidum Dec 1, foi detectada a capacidade de degradar 21 tipos de corantes 

sintéticos. 

 

1.6.4 Peroxidases versáteis 

São heme peroxidases (VP, 1.11.1.16) que por possuir uma atividade 

promíscua podem atuar em um amplo espectro de compostos, como pesticidas, 

lignina e compostos não fenólicos (BARBER-ZUCKER et al., 2022). Os três sítios 

catalíticos com diferentes intermediários permitem um potencial redox variado, o que 

é interessante para aplicações biotecnológicas. Outra característica que as tornam 

atraentes é a capacidade de atuação em diferentes pHs; são capazes de atuar em 

pHs ácidos e podem ser modificadas para atuarem em condições alcalinas (PEREZ 

et al. 2016). Um exemplo de fungo capaz de produzir VP é o fungo da podridão branca 

Pleurotus ostreatus é (AMBATKAR et al., 2022). 

 

1.6.5 Lignina peroxidases 

Lignina peroxidases (LiP, EC 1.11.1.14) possuem alto poder redox clivando 

ligações carbono-carbono (C-C) e éter C-O-C. São oxidorredutases, possuindo grupo 

prostético heme (WANG et al., 2023). Podem atuar na descoloração de melanina, 

oxidação de compostos fenólicos e não fenólicos (SINGH et al., 2021). Catalisam 

reações na presença de H₂O₂, que oxida a enzima e leva à formação do composto I. 

Este é reduzido por uma molécula de substrato ao composto II, o qual, por sua vez, 

recebe um elétron de outra molécula de substrato e retorna ao estado de repouso 

(FALADE et al., 2017). Em estudo conduzido por Dinh Giap et al. (2022), o fungo de 
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podridão branca Lentinus squarrosulus MPN12 apresentou atividade promissora na 

degradação de corantes, e a análise por FTIR indicou também potencial para a 

desconstrução da lignina. 

 

1.7 Bioprodutos de Lignina 

A caracterização de bioprodutos quanto à sua estrutura e concentração pode 

ser realizada por meio de diversas técnicas cromatográficas e espectroscópicas. A 

cromatografia é uma técnica analítica que possibilita a separação, identificação e 

purificação de analitos com base em diferentes princípios, como tamanho molecular 

ou afinidade química, utilizando uma fase móvel e uma fase estacionária (DEBNATH 

et al., 2025). A escolha do tipo cromatográfico varia conforme as características 

específicas da amostra a ser analisada. Essa técnica é amplamente empregada na 

indústria farmacêutica para controle de qualidade e análise de compostos bioativos 

(BHATI et al., 2022).  

A cromatografia líquida de ultra desempenho (UPLC) se baseia na separação 

de compostos através de uma fase estacionária, composta normalmente por uma 

coluna com partículas porosas, e uma móvel, constituída por uma mistura de 

solventes (GUMUŁKA et al., 2022). A utilização de partículas ultrafinas na fase 

estacionária permitiu a melhora da técnica que passou a ser mais sensível, ter 

resolução melhor e consumir menos solvente, o que contribui para sustentabilidade 

(EL-RAHMAN et al., 2020). Quando acoplada a um detector de arranjo de fotodiodos 

(PDA), adquire sensibilidade de detecção. Esse detector se baseia na absorção de 

luz ultravioleta ou visível e emissão por compostos que possuem grupos cromóforos, 

que são compostos capazes de absorver luz e liberar, ele funciona na faixa de 190 a 

500 nm (IRAM et al., 2018).  

Essas técnicas são importantes na identificação de bioprodutos gerados 

durante a desconstrução e bioconversão da lignina por fungos (Tabela 1).  Alguns 

exemplos de bioprodutos com potencial biotecnológico que podem ser interessantes 

para aplicações industriais são: biomoléculas de valor agregado (ex.: vanilina e ácido 

protocatecuico) e bioinsumos. 
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Tabela 1 – Exemplos de bioprodutos de lignina ou derivados de lignina relatados na literatura relacionados fungos filamentosos. 

Fungo Bioproduto Substrato Referências 

Aspergillus Niger 
Vanilina e 6,7- 
dihydroxy 4-

methylcoumarin 
Lignina kraft 

VIRMANI, S., et al. Lignin degradation by isolated lignolytic 
Acinetobacter baumanii S2, Aspergillus niger SF4 and Rhodotorula 
glutinis and profiling products from bio-valorization perspective. Waste 
Biomass Valor, v. 15, p. 101–114, 2024. 

 Ácido vanílico Ácido ferúlico 

REJANI, C. T.; RADHAKRISHNAN, S. Microbial conversion of vanillin 
from ferulic acid extracted from raw coir pith. Nat Prod Res., v. 36, n. 
4, p. 901–908, 2020. Disponível em: 
<https://doi.org/10.1080/14786419.2020.1849194> 

Aspergillus niger I-
1472 

Ácido ferulico, ácido 
vanílico e vanilina 

Casca e coroa do 
abacaxi 

TANG, P. L.; HASSAN, O. Bioconversion of ferulic acid attained from 
pineapple peels and pineapple crown leaves into vanillic acid and 
vanillin by Aspergillus niger I-1472. BMC Chem., v. 14, n. 1, p. 7, 2020. 
Disponível em: <https://doi.org/10.1186/s13065-020-0663-y>. 

Trichoderma sp. 

Ácidos: vanilico, p-
hidroxibenzoico e 

siríngico. Aldeídos: p- 
hidroxibenzaldeído, 

vanilina e 
siringaldeído. 

Efluentes gerados na 
precipitação química 

de lignina 

BOHACZ, J.; KORNIŁŁOWICZ-KOWALSKA, T., Modification of post-
industrial lignin by fungal strains of the genus Trichoderma isolated 
from different composting stages. 
Journal of Environmental Management, v. 266, 110573, 2020. 
Disponível em: <https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2020.110573>. 

Pycnoporus 
cinnabarinus 
MUCL39533 

Vanilina cristalina Ácido ferúlico 

LESAGE-MEESSEN, L.; LOMASCOLO, A.; BONNIN, E. et al. A 
biotechnological process involving filamentous fungi to produce natural 
crystalline vanillin from maize bran. Appl Biochem Biotechnol, v. 102, 
p. 141–153, 2002.Disponível em: <https://doi.org/10.1385/ABAB:102-
103:1-6:141>. 
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Phanerochaete 
chrysosporium 

Vanilina Ácido vanílico 

REJANI, C. T.; RADHAKRISHNAN, S. Microbial conversion of vanillin 
from ferulic acid extracted from raw coir pith. Nat Prod Res., v. 36, n. 
4, p. 901–908, 2020. Disponível em: 
<https://doi.org/10.1080/14786419.2020.1849194> 

Aspergillus 
ochraceus DY1 

Ácido n-
hexadecanóico, 

octadecano, butil-
hidroxitolueno, 2,6,11-

trimetil-dodecano, 
dibutil ftalato, ácido 

oleico, acetato de 3,5-
dimetoxi-fenol e 2-

(fenilmetileno)-
ciclohexanona 

Lignina alcalina 

NILZA, N.; PRASAD, R.; VARMA, A.; SALAM, M. D. Deconstruction of 
alkali lignin and lignocellulosic substrates by Aspergillus ochraceus 
DY1 isolated from rotten Wood. J Fungi (Basel), v. 10, n. 12, p. 810, 
2024. Disponível em: <https://doi.org/10.3390/jof10120810>. 

Lasiodiplodia sp. Lasiodiplodan  
Bagaço de cana de 

açúcar 

ABDESHAHIAN, P. et al. Fermentative production of Lasiodiplodan by 
Lasiodiplodia Theobromae CCT3966 from pretreated sugarcane Straw. 
Sustainability, v. 13, p. 9697, 2021. Disponível em: 
<https://doi.org/10.3390/Su13179697>.  

Phomopsis 
liquidambari  

cis, cis -mucônico 
Ácido 4-

hidroxibenzóico e 
ácido ferúlico 

CHEN, Y.; PENG, Y.; DAI, C.; JU, Q. Biodegradation of 4-
hydroxybenzoic acid by Phomopsis liquidambari, 
Applied Soil Ecology, v. 51, p. 102-110, 2011. Disponível em: 
<https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2011.09.004>.                                              
XIE, X. G.; DAI, C. C. Degradation of a model pollutant ferulic acid by 
the endophytic fungus Phomopsis liquidambari. Bioresource 
Technology, v. 179, p. 35-42, 2015. Disponível em: 
<https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.11.112>. 

Schizophyllum 
commune 

Ácido vanílico Ácido ferúlico 

GHOSH, S.; SACHAN, A.; MILTRA, A. Degradation of ferulic acid by a 
white rot fungus Schizophyllum commune. World J Microbiol 
Biotechnol, v. 21, p. 385–388, 2005. Disponível em: 
<https://doi.org/10.1007/s11274-004-3621-2>. 
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Aspergillus 
luchuensis 

Ácido ferúlico, vanilina 
e ácido vanílico 

Koji de arroz 

TAIRA, J.; TOYOSHIMA, R.; AMEKU, N. et al. Vanillin production by 
biotransformation of phenolic compounds in fungus, Aspergillus 
luchuensis. AMB Expr, v. 8, p. 40, 2018. Disponível em: 
<https://doi.org/10.1186/s13568-018-0569-4>. 

Coriolus versicolor Hidrogéis aniônicos Lignina Kraft 

BRZONOVA, I.; KOZLIAK, E. I.; ANDRIANOVA, A. A. et al. Production 
of lignin based insoluble polymers (anionic hydrogels) by C. versicolor. 
Sci Rep., v. 7, p. 17507, 2017. Disponível em: 
<https://doi.org/10.1038/s41598-017-17696-1>. 

Obba rivulosa Fibras precursoras Lignina Kraft 

MIKKILÄ, J.; TROGEN, M.; KOIVU, K. A. Y. et al. Fungal treatment 
modifies kraft lignin for lignin- and cellulose-based carbon fiber 
precursors. ACS Omega, v. 5, n. 11, p. 6130-6140, 2020. 
Disponível em: <https://doi.org/10.1021/acsomega.0c00142>. 
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1.7.1 Vanilina 

Vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeído) é um aldeído aromático amplamente 

utilizado na indústria alimentícia em todo mundo, ele dá o característico sabor e aroma 

de baunilha. Naturalmente é proveniente de algumas plantas, como Vanilla orchids. 

Porém, a alta demanda da indústria alimentícia torna inviável a utilização apenas de 

vanilina extraída de plantas e a síntese química se torna necessária, o que não é uma 

alternativa sustentável (XU et al., 2024).  

Fungos, como Penicilliuns e Aspergillus, podem produzir esse composto em 

seu metabolismo a partir de diferentes fontes de carbono, como biomassa vegetal, 

que utilizam para obtenção de ácido ferúlico que é transformado em vanilina 

(D'ARRIGO et al., 2024). Logo, representam uma opção que pode contribuir com a 

produção mundial de forma a diminuir os impactos ambientais da produção e custos 

(MA et al., 2022).  

 

1.7.2 Ácido protocatecuico 

Ácido protocatecuico é um ácido fenólico encontrado em plantas e que pode 

ser produzido por fungos, ele possui propriedades interessantes a indústria 

farmacêutica, como anti-inflamatória, antioxidante e antimicrobiana (SONG et al., 

2020). Também pode ser precursor de outros compostos, como vanilina e ácido 

mucônico cis-cis. Na literatura tem relatado a produção de ácido protocatecuico a 

partir de ácido cafeico, um ácido hidroxicinâmico, por Aspergillus niger (LUBBERS et 

al., 2021). 

 

1.7.3 Bioinsumos agrícolas 

Bioinsumos constituem uma ampla classe de produtos direcionados à produção 

agrícola e podem ser aplicados com diferentes propósitos, incluindo os 

bioestimulantes, que quando aplicados diretamente às plantas ou à rizosfera 

promovem melhorias no desenvolvimento vegetal (BARBOSA et al., 2025). Esses 

insumos têm origem em processos biológicos ou em produtos derivados de recursos 

naturais. Dentre as diferentes fontes, fungos endofíticos destacam-se por 

estabelecerem relações simbióticas harmoniosas com as plantas, secretando 



 

35 

 

metabólitos capazes de modular o crescimento e induzir respostas benéficas 

(YOUNAS; YOUNAS, 2025). Entre esses compostos encontram-se os fitohormônios, 

que desempenham papéis fundamentais no desenvolvimento vegetal. Um exemplo é 

o ácido indol-3-acético (AIA), produzido por fungos, que estimula o crescimento de 

raízes e, consequentemente, aumenta a absorção de nutrientes (FU et al., 2015). 

Como aplicação prática, destaca-se o bioinoculante Rootella® BR, formulado a partir 

do fungo micorrízico arbuscular Rhizoglomus intraradices, que promove a expansão 

do sistema radicular e melhora a eficiência na absorção de nutrientes (MEYER et al. 

2024; ONYEAKA et al., 2024). 

 

 

2 OBJETIVO GERAL  

Isolar fungos halófilos ou halotolerantes que utilizam lignina como única fonte 

de carbono a partir da biodiversidade microbiana de ambiente hipersalino e testar sua 

capacidade de conversão de lignina em bioprodutos de interesse econômico.  

 

2.1  Objetivos específicos: 

 Obter uma coleção de microrganismos provenientes de ambiente salino 

capazes de utilizar lignina como única fonte de carbono; 

 Realizar a identificação taxonômica dos isolados fúngicos utilizando técnicas 

moleculares;  

 Buscar na literatura aplicações biotecnológicas para os fungos encontrados; 

 Crescer os isolados fúngicos em meios sólidos contendo ligninas industriais, 

Kraft e organosolv, (que contêm contaminantes) e monômeros fenólicos (ácido 

vanílico, catecol e ácido 4 hidroxibenzóico) como única fonte de carbono; 

 Avaliar isolados fúngicos de ambiente hipersalino quanto à atividade enzimática 

de lacase em diferentes tempos (10, 15, 20, 25 e 30 dias); 

 Avaliar por meio de cromatografia líquida de ultra desempenho (UPLC) a 

capacidade de diferentes isolados fúngicos de consumir lignina em diferentes 

tempos (7, 15, 30 e 45 dias);  

 Avaliar por meio de UPLC se há produtos gerados por isolados fúngicos 

selecionados a partir da lignina em diferentes tempos (7, 15, 30 e 45 dias); 
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 Determinar se alguma das biomoléculas produzidas a partir de lignina possui 

potencial industrial; 

 Avaliar especificamente o potencial de produção de fitohormônios por UPLC, 

acoplado a um espectrômetro de massas (UPLC-MS). 

 

  

3 JUSTIFICATIVA  

 

 

Microrganismos estão presentes ubiquamente desempenhando papel de 

relevância no equilíbrio ecológico, desde a decomposição de matéria orgânica, até 

mesmo sendo indicativos para problemas ambientais. A exploração do potencial 

biotecnológico dos microrganismos tem se destacado como uma fonte valiosa para a 

produção de diversos bioprodutos de interesse econômico, incluindo biocombustíveis, 

fármacos, insumos para a indústria alimentícia e bioinsumos agrícolas. 

Nesse contexto, fungos representam a maior diversidade eucariótica da Terra, 

estimando-se que existam entre 2 a 11 milhões de espécies, das quais cerca de 

150.000 foram identificadas (PHUKHAMSAKDA et al., 2022). Apesar de sua ampla 

distribuição e atuação em diferentes bioprocessos, ainda há muito a ser elucidado 

sobre o envolvimento que possuem na desconstrução biológica de lignina. A 

bioconversão da lignina por fungos em produtos de valor agregado poderá contribuir 

para o aumento da eficiência de processos que utilizam biomassa lignocelulósica, 

além da geração de produtos da economia circular. 

Uma coleção de fungos provenientes de ambiente salino apresenta elevado 

potencial para a geração de bioprodutos, uma vez que esses microrganismos 

desenvolvem adaptações específicas para sobreviver a condições de estresse 

ambiental. Tais adaptações favorecem a produção de metabólitos secundários e 

enzimas com estabilidade frente a variações de temperatura e pH (YOVCHEVSKA et 

al., 2025). Quando essa capacidade é aliada ao potencial de desconstrução biológica 

da lignina, ampliam-se as possibilidades de aplicação biotecnológica, abrindo caminho 

para o desenvolvimento de novos produtos. 
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4 Material e Métodos  

  

 

4.1 Coleta, processamento e isolamento a partir das amostras de liteira 
Salina e Apicum  

Neste projeto foram adotadas duas estratégias para obtenção de fungos 

filamentosos: plaqueamento direto e cultura de enriquecimento. Por não serem o foco 

dessa dissertação, bactérias ou leveduras (53) obtidas no processo foram 

armazenadas no -80 ºC para outras utilizações futuras do grupo de pesquisa (Anexo 

10). 

As amostras de liteira foram coletadas pelo pesquisador da Embrapa Tabuleiros 

Costeiros Dr. Marcelo Fernandes, em diferentes pontos na região do estuário do rio 

Vaza Barris no Estado do Sergipe (Figura 6). A coleta foi realizada em 2023, o mês de 

coleta foi agosto e este foi um mês chuvoso na região de Itaporanga D’Ajuda - SE.  

 
Figura 6 - Imagens da região de coleta das amostras. (Autor: FERNANDES, M. F., 2023). 

Foram coletadas amostras de liteira em duas áreas distintas, denominadas 

Salina e Apicum, 12 pontos de cada área, totalizando 24 pontos.  As amostras 

coletadas nos diferentes pontos foram homogeneizadas para compor uma amostra 

principal (liteira) de cada uma das áreas. As amostras compostas resultantes foram 

denominadas: Liteira Salina e Liteira Apicum. O pH dos pontos de coleta de onde as 

liteiras estavam depositadas foi medido e o georreferenciamento realizado. Sendo da 

Liteira Apicum a localização 11º5´53,86” S e 37º11’23,44” W e da Liteira Salina a 

localização 11º6´01,56” S e 37º11’7,56” W (Figura 7). 
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Figura 7 - Mapa do Brasil destacando as coordenadas geográficas dos pontos de coleta das amostras 
(11º5´53.86” S, 37º11’23.44” W) (11º6´01.56” S, 37º11’7.56” W). O estado de Sergipe está com uma 
marcação hachurada, local de origem das amostras. 

As amostras de liteiras foram trituradas com solução salina em um liquidificador. 

Para liteira Apicum utilizou-se solução salina a 4,5 % (m/v) e para Salina a 11 % (m/v). 

Uma parte da mistura resultante após o trituramento de cada amostra foi utilizada para 

plaqueamento direto e a outra para o experimento de enriquecimento (Figura 8). 

Foram plaqueados 1 mL das diluições de 10 -1 e 10 –2 em cada placa de petri de 150 x 

90 mm. As placas foram incubadas em uma estufa a 28 ºC. Os meios de cultivo 

utilizados foram: M9, Mandels’s & Weber (MANDELS; WEBER, 1969), Czapek (Anexo 

1), modificados para conter Kraft Sigma Aldrich 471003 como única fonte de carbono 

e tiveram versões com 4,5 % (m/v) de NaCl, 11% (m/v) e sem NaCl (Tabela 2).   
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Tabela 2 - Meios de cultura usados para isolamento de microrganismos modificados para terem 
lignina kraft como única fonte de carbono a 0,1 e 1 % (m/v) e alguns com adição de cloreto de sódio a 

4,5 e 11 % (m/v). 

  
Para o experimento de enriquecimento da cultura foram utilizados erlenmeyers 

de 250 mL, cada um com 50 mL de meio e a adição de 2 mL das diluições realizadas 

com as amostras das Liteiras Apicum e Salina em soluções salinas. As condições de 

cultivo no shaker foram: 37 ºC a 200 rpm. A cada duas semanas uma passagem era 

realizada e 2 mL do inóculo cultivado era colocado em um Erlenmeyer com meio estéril 

e as mesmas condições de cultivo eram repetidas. Foram realizadas seis passagens 

e depois plaqueamento, seguindo os meios originais para isolamento de 

microrganismos.  
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Figura 8 Esquema detalhando os experimentos de plaqueamento direto e cultura de enriquecimento. 
Criado pelo Biorrender. 
 

4.2 Isolamento fungos filamentosos e obtenção de culturas puras  

A partir das placas com os inóculos iniciais com as diluições das amostras (10 

-1 e 10 –2) foram realizadas as técnicas de single spore e hyphal tip para obtenção de 

culturas fúngicas puras (MELLO; SILVA, 2011). Para os isolados de aspecto mais 

esporulante (Anexo 9) foi empregada a técnica de single spore (CHOI; HYDE; 

WELLCOME, 1999). Para isto foi feita a adição de 2 mL de 0,1% (v/v) Tween 80 à 

placa com o isolado de fungo, depois esta foi raspada, evitando levar pedaços do meio 

junto com ao raspado. O conteúdo raspado foi adicionado a um tubo Falcon de 50 mL 

contendo 0,1% (v/v) Tween 80 e foram feitas diluições seriadas de 10 -1, 10 -2 e 10 -3 

em 0,1% (v/v) Tween 80. Foi realizado um inóculo de 100 µL utilizando a alça de 

Drigalski em placas com meio de cultura de acordo com a placa do primeiro isolamento 

de cada isolado. As placas foram incubadas a 28 ºC e observadas até o surgimento 

de uma pequena colônia fúngica. Posteriormente esta foi repassada para outra placa 

individual.  

Para os demais isolados (Anexo 9) foi realizada a técnica de hyphal tip, na qual 

a parte mais ativa do crescimento fúngico que fica localizada nas bordas é transferida 
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para uma placa com meio fresco (LEYRONAS; DUFFAUD; NICOT, 2012). Para a 

transferência foram cortados plugs do crescimento fúngico da borda de cada colônia 

com ponteira p1000 e colocados ao centro de cada placa (FUSARO, 1972). 

Cada isolado passou por três passagens que foram realizadas a cada 7 dias, 

em placas individuais para individualização dos fungos. Depois para todos isolados foi 

utilizada a técnica de semeadura do ponto central para transferência de meios de 

cultura durante a realização de estoques (MOTTA et al., 2008). Foi utilizado um palito 

de dente estéril para coletar uma pequena parte do fungo e depois perfurar levemente 

o meio de cultura no centro da placa (MOTTA et al., 2008). Os isolados foram 

cultivados em 4 placas para o estoque, estas deveriam apresentar morfologia final 

similar entre as placas para garantir a pureza do isolado.  

 

4.3 Isolamento de bactérias ou leveduras  

 Para as bactérias ou leveduras foi usado o método de single colony 

(HILDEBRAND, 1938). Em cada passagem uma colônia era escolhida, tocada com 

uma ponteira p200 e estriada em uma placa individual com meio de origem com lignina 

como única fonte de carbono. Foram feitas três passagens para obtenção de colônias 

puras.  

 

4.4  Estoque de fungos filamentosos  

Os estoques de fungos filamentosos foram feitos de duas formas: em glicerol 

20 % (v/v) no ultrafreezer (UZUNOVA-DONEVA; DONEV, 2005) e Castellani 

(CASTELLAN, 1967). A primeira ocorreu da seguinte forma: com auxílio de uma 

ponteira P1000 estéril, discos da placa em que o fungo foi cultivado por duas semanas 

foram cortados. Foram escolhidas regiões da extremidade do crescimento micelial, 

para obtenção de um material com crescimento fúngico mais recente. Os discos foram 

colocados com a parte que contém o fungo virado para baixo nos criotubos contendo 

glicerol 20 % e armazenados em ultrafrezeer a - 80 ºC.   

Para o estoque em Castellani foram cortados discos com ponteira P1000 estéril 

da placa com o fungo cultivado. Os discos foram colocados de forma que a parte com 

o fungo cultivado estava posicionada para baixo no tubo de 4,5 mL contendo água 

destilada estéril. Durante a adição de cada novo disco, tomou-se o cuidado de evitar 
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a formação de bolhas e de assegurar que a porção do fungo cultivado permanecesse 

em contato exclusivamente com o meio do disco subjacente. Ao término do 

procedimento, verificou-se que a água no interior do tubo recobria integralmente os 

discos. As amostras foram então armazenadas à temperatura ambiente. 

 

4.5 Extração de DNA de fungos filamentosos  

Para extração de DNA de fungos filamentosos foi utilizado um protocolo 

baseado em RAEDER & BRODA, 1985. Primeiro os fungos foram cultivados em 

Falcons de 50 mL (Figura 9) com 15 mL de Caldo Sabouraund por 5 dias. Os micélios 

foram filtrados usando um filtro acoplado a bomba a vácuo. Os micélios resultantes 

foram colocados em graus de porcelana e macerados com nitrogênio líquido até se 

tornarem pó. Este foi transferido para microtubos de 2 mL contendo tampão de 

extração (Anexo 2). Os microtubos foram incubados em um termomixer a 65 ºC por 1 

h, sob uma agitação de 700 rpm. Em cada microtubo adicionou-se 0,7 µL de RNAse 

A (20 µg/mL). Estes foram incubados em um termobloco a 37 °C por 1 h. Na capela 

de exaustão foi colocado 1 mL de fenol equilibrado em cada microtubo. Depois foram 

centrifugados por 10 minutos sob rotação de 12.000 × g a 4°C.   

O sobrenadante (fase aquosa) foi coletado e transferido para um novo 

microtubo de 2 mL e depois adicionou-se 900 µL de uma mistura de fenol e clorofórmio 

1:1 (v/v) (450 µL de fenol + 450 µL de clorofórmio). Depois foram centrifugados por 10 

minutos, sob rotação de 12.000 × g a 4 °C. Nos casos em que se constatou resíduos 

visíveis de celulases/proteínas entre as fases aquosa e fenólica o procedimento foi 

repetido para um resultado livre de contaminação por proteínas.  

O sobrenadante foi coletado e transferido para novos microtubos de 2 mL e 

depois adicionou-se 900 µL de uma mistura de clorofórmio: álcool isoamílico 24:1 (v/v). 

Depois foram centrifugados por 10 minutos sob rotação de 12.000 × g a 4°C. Foi 

coletado o sobrenadante e 0,6 volumes de isopropanol adicionados, misturou-se por 

inversão os microtubos. Eles foram incubados durante a noite no freezer a -20 °C e 

centrifugados por 30 minutos a 12.000 × g a 4 °C.  

O álcool foi descartado e o pellet formado foi lavado com 400 μL de etanol 70% 

(v/v) para remover sais. Os microtubos foram centrifugados por 3 minutos a 12.000 × 

g. O etanol foi descartado e os microtubos foram colocados para secar over night em 
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cima da bancada. Os ácidos nucleicos foram ressuspensos em 30 μL de água 

ultrapura.  

 
Figura 9 - Etapas de extração de DNA genômico, amplificação de região ITS por PCR, sequenciamento 
das regiões amplificadas, identificação e posteriormente utilização do UPLC. (Criada pelo Biorrender). 

 

4.6  PCR para amplificação das regiões ITS 1 e ITS 4 e purificação do 
amplicon 

Para a reação de PCR foram pipetados: 4 µL de cada primer 10 µM, 0,4 µL de 

dNTPs 0,2 mM, 0,3 µL da Taq polimerase Cellco 1 U/ µL, 5 µL de tampão PCR buffer 

1X e 7,4 µL de MgCl2 25 mM. O volume final da reação foi de 50 µL. Os primers 

utilizados foram ITS 1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS 4 

(5′TCCTCCGCTTATTGATATGC) (WHITE et al., 1990), que são iniciadores universais 

para amplificação da região ITS. 

Em um termociclador, a amplificação se deu sob as seguintes condições: 

desnaturação por 4 min. a 95 ºC, depois 35 ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 30 s a 55 

ºC e 30 s. a 72 ºC de anelamento e por fim extensão por 10 min. a 72 ºC. A 

amplificação foi confirmada por meio de eletroforese com gel de agarose a 0,8% (m/v) 

que correu por 1 h a 80 V e se utilizou um marcador de corrida de 1 kb (Apêndice A). 

Por fim, os fragmentos amplificados no tamanho esperado e visualizados no gel de 
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agarose foram purificadas utilizando o Kit GeneJET PCR Purification (Thermo 

Scientific), seguindo as instruções do fabricante e quantificadas com o equipamento 

NANODROP ONE (Thermo Scientific).  

 

4.7 Identificação taxonômica molecular  

As sequências provindas do sequenciamento de Sanger (SANGER; NICKLEN; 

COULSON, 1977), realizado pela Empresa CliniLab (Bahia, Brasil), foram inseridas 

no programa Bioedit 7.2, onde foi possível ver a qualidade do sequenciamento por 

meio dos cromatogramas gerados (Figura 10). As sequencias forward e reverse de 

cada amostra foram inseridas no programa Bioedit, removendo as extremidades que 

não possuíam uma boa qualidade para ser utilizada na análise. As sequências 

consensus foram invertidas para formar uma fita complementar (contig). Os contigs 

gerados foram contrastados com os programas UNITE (Disponível em: < 

https://unite.ut.ee/analysis.php >), Mycobank (Disponível em: < https:// 

www.mycobank.org/Pairwise_alignment >), estes são bancos de dados curados para 

fungos, e no GenBank (Disponível em: 

<https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSear

ch&LINK_LOC=blasthome>). A sequências foram identificadas quanto a gênero e 

espécie com base no percentual de identidade e cobertura.  

 
Figura 10 - Alinhamento de sequências forward e reverse utilizando o Bioedit 7.2. 
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A árvore filogenética foi construída usando o programa Mega 11.0.10 

(TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021). As sequências foram alinhadas utilizando 

MUSCLE e foi construída uma árvore filogenética Neighbour JoinigTree, com 

Bootstrap de 1000 vezes (SAITOU; NEI, 1987). 

 

4.8 Crescimento em ligninas industriais 

Para o experimento foi escolhido o meio Mandel’s & Weber (MANDELS; 

WEBER, 1969) (Anexo 1), com lignina como única fonte de carbono nas proporções 

de 1 e 0,5 % (m/v). Utilizou-se a lignina Kraft (Sigma Aldrich 471003) e ligninas 

industriais, Kraft e organosolv. Na condição de 0,2 % de lignina foi feita a adição de 2 

% de NaCl. O cultivo foi feito em estufa a 28 ºC.  

O crescimento foi acompanhado e registrado através de um heatmap com 

notas de 0 a 5, sendo atribuído 0 para ausência de crescimento e 5 para o crescimento 

em totalidade na placa de petri 15 x 90 mm. As avaliações de crescimento foram feitas 

com 7, 15 e 30 dias. 

 

4.9 Crescimento em compostos fenólicos derivados de lignina 

O experimento foi realizado em colaboração com o Me. Mateus Florentino 

Barbosa. Foram utilizados 3 compostos aromáticos, a 20 mM cada, como fonte de 

carbono nos meios de cultura, sendo eles: ácido vanílico (SAFC® W398802), ácido 4 

hidroxibenzóico (Acros Organics 120995000) e catecol (Acros Organics 158985000). 

O meio utilizado foi Mandel´s & Weber (MANDELS; WEBER, 1969) (Anexo 1), para 

cada composto aromático foi feita uma versão do meio com NaCl a 2 % (m/v) e uma 

versão sem cloreto de sódio. 

Após os meios ficarem prontos, os fungos estocados foram inoculados e 

colocados em estufa a 28 ºC. Os crescimentos foram avaliados visualmente nos 

períodos de 7, 15 e 30 dias, com atribuições de 0 a 5 para a taxa de crescimento de 

cada isolado nos compostos aromáticos, por fim foi feito um heatmap para 

visualização dos resultados. 
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4.10 Cultivo em meio líquido Mandel’s & Weber para indução enzimática de 
lacase 

Para a indução enzimática, os isolados foram cultivados no meio líquido 

Mandel’s & Weber (MANDELS; WEBER, 1969) (PELÁEZ et al., 2022) com 0,5 % (m/v) 

de lignina Kraft (Sigma Aldrich 471003)  (SHIRAISHI et al., 2021) e 0,5% (m/v) de 

glicose, uma fonte de carbono para estimular a produção de lacase e a outra para o 

aumento de biomassa, com 1,125 % de extrato de levedura (m/v) (SHIRAISHI et al., 

2021) e 1 mM de CuSO4 (m/v) (GORALCZYK-BIŃKOWSKA et al., 2019). As 

condições de cultivo no shaker foram 200 rpm a 28ºC (SHIRAISHI et al., 2021). Foram 

inoculados 4 plugs (5 mm de diâmetro contendo os fungos filamentosos) (SHIRAISHI 

et al., 2021), provenientes de placas com meio sólido, Mandel’s & Weber com 1 % de 

lignina Kraft e crescimento fúngico de duas semanas, em 50 mL de meio em 

erlenmeyer de 250 mL. Os isolados foram organizados em 5 blocos, cada um com 7 

isolados, para a realização do experimento. Os sobrenadantes para os testes de 

atividade lacase foram coletados com 10, 15, 20, 25 e 30 dias. A cada dia de análise 

uma alíquota do crescimento era colhida, colocada em microtubo, então centrifugada 

a 10.000 × g por 10 min para separação do sobrenadante e este utilizado no ensaio 

enzimático. 

 

4.10.1  Ensaio de atividade lacase com 2,6-dimetoxifenol 

O método utilizado para detecção de atividade lacase foi baseado naquele 

descrito por de EDENS, GOINS et al. (1999). O 2,6-dimetoxifenol (DMP) utilizado foi 

o D135550-25G da Sigma. Em uma microplaca de 96 poços de fundo chato, foram 

adicionados em triplicata na seguinte ordem: 20 µL da solução estoque de 2,6 DMP a 

25 mM (Anexo 4), 75 µL de tampão Mcllvaine pH 5 a 50 mM (Anexo 3), 115 µL de 

água ultrapura estéril e 40 µL de enzima lacase ou sobrenadante do crescimento 

microbiano. Foi utilizado como controle positivo a enzima lacase de Pleurotus 

ostreatus e como controle negativo o sobrenadante fervido de cada isolado. A leitura 

foi realizada no espectrofotômetro a 468 nm. por 5 minutos e temperatura de 25 ºC.  

O cálculo de atividade (Figura 11) foi feito com uma equação baseada na lei de Beer-

Lambert (WOLFENDEN; WILSONS, 1982). 
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Figura 11 - Fórmula para cálculo de atividade de lacase 

A equação acima foi utilizada para os cálculos, onde:  

Saldo de absorbância = abs no tempo final – abs no tempo inicial (faixa linear); 

V total = 5 min (tempo final da reação); 

V amostra = 250 mL; 

ɛ = 49600 (coeficiente específico para a concentração de 1 mol. L-1 em 

caminho óptico de 1 cm; 

Caminho óptico = 1,101 cm; 

Unidade internacional (UI) = unidade catalítica internacional que se refere à 

quantidade de enzima que catalisa a conversão de 1 µMol de substrato por minuto. 

 

4.11 Cultivo líquido para análise de sobrenadantes no UPLC 

Foram escolhidos sete isolados: 15MWL1%s/sApicum28ºC (Massarina sp.), 

18MWL1%s/sApicum28ºC (Peroneutypa rubiformis), 20MWL1%s/sApicum28ºC 

(Aspergillus neoniger), 2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC (Lasiodiplodia theobromae), 

7M9L1%s/sSalina37ºC (Trichoderma harzianum), 4CZL1%s/sApicum28ºC (Alfoldia 

vorosii), *1CZL1%s/sApicum28ºC (Scedosporium ellipsoideum). Para o experimento 

cada inóculo foi constituído de 4 plugs de meio sólido com cultivo fúngico, cortados 

com ponteira p1000, em 50 mL de meio Mandels & Weber (MANDELS; WEBER, 1969) 

(Anexo 1), utilizando erlenmeyer de 250 mL. Esse foi preparado com 0,5% (m/v) de 

lignina Kraft Sigma Aldrich 471003 (SHIRAISHI et al., 2021), 0,5% (m/v) de glicose e 

1,125% (m/v) de extrato de levedura (SHIRAISHI et al., 2021). Para cada dia de coleta 

dos sobrenadantes, foi colocado um controle negativo contendo apenas meio de 

cultura sem inóculo.  

As condições de cultivo no shaker foram 200 rpm a 28 ºC (SHIRAISHI et al., 

2021). As coletas de sobrenadantes ocorreram com 7, 15, 30 e 45 dias. A cada coleta, 

os cultivos foram colocados em tubos falcons estéreis de 50 mL e centrifugados a 

13.000 × g para separação do pellet. Depois disso, os sobrenadantes transferidos 

para novos tubos, com cuidado para que o pellet não se misturasse, e armazenados 

no freezer a -20 ºC. 

 



 

48 

 

4.11.1 Análise dos sobrenadantes fúngicos no UPLC-PDA 

O experimento foi realizado em colaboração com o Dr. Alan Kelbis Oliveira 

Lima. Ao fim da coleta dos sobrenadantes de todos os dias estipulados, todos foram 

descongelados e homogeneizados. Depois foram pipetados 250 µL de cada e 

colocados em microtubos de 1,5 mL, em uma diluição de 1:4 com água deionizada.  

Em sequência, foram transferidos 800 uL para vials de vidro de 1,8 mL. A fase móvel 

da corrida foi composta pelos solventes A, água deionizada e 0,05% (v/v) de ácido 

trifluoroacético (TFA), e B, acetonitrila grau UPLC e 0,05% (v/v) de TFA. O 

equipamento utilizado foi UPLC-PDA Waters, modelo UPLC Acquity PDA série 

C15UPL180A, coluna Acquity Premier HSST3 1.8 µm VanGuard FIT 2.1 X 100 mm.  

Temperatura do forno da coluna: 40ºC, 0,4 mL/min de vazão da fase móvel e volume 

de injeção: 1 µL. O tempo de corrida para cada amostra foi de 35 mins, o comprimento 

de onda do detector foi 210 nm (Tabela 3). 

Tabela 3 - Gradiente de solventes (A: água deionizada e 0,05% (v/v) de ácido trifluoroacético (TFA), e 
B: acetonitrila grau UPLC e 0,05% (v/v) de TFA) usado para análise cromatográfica em UPLC dos dos 

sobrenadantes dos cultivos fúngicos utilizando lignina kraft Sigma Aldrich 471003 em relação a 
bioprodutos produzidos. 

 

 

4.11.2 Análise dos sobrenadantes fúngicos no UPLC-MS 

O experimento foi realizado em colaboração com o Dr. Alan Kelbis Oliveira Lima 

e o Dr. Clenilson Martins Rodrigues. Foi utilizado para a determinação dos 

fitohormônios o equipamento Acquity UPLC H-Class acoplado a um espectrômetro de 

massa (MS) triplo quadrupolo Xevo TQD® (Waters Corp., Milford, EUA), equipado 

com uma fonte de ionização por electrospray (ESI) e operado em modo de íons 

positivos e negativos. 

A separação cromatográfica do analito foi realizada numa coluna Acquity 

Premier UPLC HSS T3 de fase reversa C18 (100 × 2,1 mm, 1,8 µm), equipada com a 

sua pré-coluna correspondente. A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. A eluição 
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foi realizada utilizando fase móvel composta por ácido fórmico a 0,1% em água (A) e 

ácido fórmico a 0,1% em acetonitrila (B), a uma vazão de 0,4 mL/min nas seguintes 

condições: gradiente linear de 5% B a 50% B em 12 minutos; em seguida, gradiente 

linear de 50% B a 100% de B em 3 minutos; isocrático em 100% B por 2 minutos; 

reequilíbrio com 5% B por 4 minutos. Um volume de injeção de 0,5 µL foi usado para 

os padrões e amostras. O amostrador automático UPLC foi mantido a 10 °C. 

A confirmação e quantificação dos fitohormônios nas amostras analisadas 

foram obtidas por meio da deteção do seu íon precursor e da utilização do modo de 

monitorização de reações múltiplas (MRM). A transição de íons foi monitorada de 

acordo com as transições de massa específicas para cada composto e detalhadas na 

Tabela 4. Todos os parâmetros UPLC e MS foram controlados e processados 

utilizando o software MassLynx (versão 4.1, Waters Corp., Milford, EUA). 

Tabela 4 - Parâmetros utilizados para análise dos compostos em Xevo TQD. 
Modo positivo 

Composto Íon 
parental 

(m/z) 

Íon fragmento 
(m/z) 

Tensão 
do cone 

(CV) 

Energia de 
colisão CE 

(V) 
Ácido trans-cinâmico 149,08 103,11 25 20 
Ácido indol-3-acético 176,04 130,18 30 15 

Ácido 1-metil-3-indolácetico 190,13 144,18 25 18 
Ácido 2-metil-3-indolácetico 191,06 145,13 35 20 

Ácido indol-3-butírico 204,10 130,15 30 25 
Ácido 5-Metoxi-3-indolácetico 206,10 160,10 30 15 

Trans-zeatina 220,09 136,15 30 20 
Ácido 5-Metoxi-2-metil-3-

indolácetico 
220,10 174,10 30 18 

Trans-zeatina ribosídeo 352,26 220,21 40 20 
Modo negativo 

Composto Íon 
parental 

(m/z) 

Íon fragmento 
(m/z) 

Tensão 
do cone 

(CV) 

Energia de 
colisão CE 

(V) 
Ácido salicílico 136,91 92,97 30 15 

Ácido indol-2-carboxílico 160,05 116,03 30 15 
Ácido abscísico 263,06 153,10 30 12 
Ácido giberélico 345,28 143,24 40 25 

Os parâmetros da fonte para os padrões e amostras foram: tensão do capilar a 

3,00 kV, temperatura de dessolvatação a 350 °C e temperatura da fonte a 150 °C. O 

fluxo de gás do cone foi definido para 20 L/h e o fluxo de gás de dessolvatação para 

650 L/h. O argônio foi usado como gás de colisão para a fragmentação dos padrões 

de fitohormônios. 

 

 



 

50 

 

5 Resultados 

 

 

5.1 Coleção de microrganismos de ambiente hipersalino 

A porcentagem dos sais solúveis totais na pasta de saturação (SSTsat) (%) das 

regiões anotada, para a Liteira Apicum foi de 9,92 ± (1,49) e para a Liteira Salina foi 

de 9,50 ± (1,64). O pH medido na Liteira Apicum foi de 7,02 ± (0,096) e na Liteira 

Salina de 7,23 ± (0,058). 

Como resultado dos isolamentos, foram obtidos 88 microrganismos, dos quais 

35 (Figura 12) foram classificados como fungos filamentosos por apresentarem 

morfologia característica, com hifas ou esporos presentes, e 51 bactérias ou fungos 

não filamentosos (Anexo 10). 
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Figura 12 - Coleção de isolados fúngicos de liteiras (Apicum e Salina) de ambientes hipersalinos. Nota-se a diversidade morfológica dos fungos filamentosos 
obtidos.
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Visualmente foi possível observar uma diversidade maior entre os isolados de 

fungos filamentosos do plaqueamento direto, havendo morfologias variadas, em 

comparação aos plaqueados posteriormente da cultura de enriquecimento. O 

experimento de enriquecimento resultou em apenas 2 isolados fúngicos de aspecto 

filamentoso, enquanto o de plaqueamento direto em 51. Durante os repiques para 

obtenção de isolados puros, 16 fungos não alcançaram o repique final para adição à 

coleção. 

 
Figura 13 - Distribuição dos isolados fúngicos obtidos em meios M9, Mandel’s & Weber e Czapek com 

lignina Kraft Sigma como fonte de carbono e com NaCl a 0, 4,5 e 11 %. 

Dos 35 isolados fúngicos obtidos, 28 inicialmente cresceram em meios com 1% 

(m/v) de lignina Kraft e sem adição de NaCl, 3 com 0,1% (m/v) de lignina e 4,5% (m/v) 

de NaCl e 4 com 0,1% (m/v) de lignina e 11 % (m/v) de NaCl (Figura 13). Foram 

isolados mais fungos filamentosos na temperatura de 28 ºC, 32 isolados, enquanto 

apenas 3 foram isolados a 37 ºC. Em relação aos meios de cultivo utilizados, 28 fungos 

filamentosos foram isolados em Mandel’s & Weber, 4 em M9 e 4 em CZAPEK. 

 

5.1.1 Identificação taxonômica usando a região ITS 

Foi realizada a extração de DNA de 35 isolados de fungos filamentosos. Os 

géis de eletroforese (Figura 14) exibem as bandas de DNA genômico. Foi realizada a 

amplificação da região ITS, tamanho esperado de ± 420 a 825 pb (Figura 15), de 35 

isolados que foram sequenciados, porém identificação molecular foi possível para 31. 

Não foi possível identificar taxonomicamente os seguintes isolados fúngicos: 

7MWL1%s/sSalina28ºC, 9MWL0,1%+11%sSalina28ºC, 12MWL1%s/sApicum28ºC e 

10CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC. Na Figura 14 é possível notar as bandas de interesse 
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amplificadas nos géis de eletroforese 0,8 % (m/v). Devido a variação na região ITS, o 

tamanho dos fragmentos amplificados esperados eram de 420 a 825 pb (MANTER; 

VIVANCO, 2007).   

 
Figura 14 - DNA genômico obtido através da extração de DNA. Géis (a e b) de agarose 0,8 % (m/v) 
Marcador Thermo Scientific de 1 Kb. Isolados presentes nos géis: 1 = 20MWL1%s/sApicum28ºC, 2 = 
2MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC, 3 = 6MWL1%s/sSalina28ºC, 4 = 11MWL1%s/sApicum28ºC, 5= 
10MWL1%s/sApicum28ºC, 6 = 1MWL1%s/sApicum28ºC, 7 = 29MWL1%s/sApicum28ºC, 8 = 
1M9L1%s/sSalina37ºC, 9 = 4CZL1%s/sApicum28ºC, 10 = 4M9L1%s4,5%Apicum37ºC, 11 = 
9MWL1%s/sSalina28ºC, 12 = 12MWL1%s/sApicum28ºC, 13  = 17MWL1%s/sApicum28ºC, 14 = 
7MWL1%s/sSalina28ºC, 15 = 3MWL1%s/sSalina28ºC, 16 = 8MWL1%s/sApicum28ºC, 17 = 
15MWL1%s/sApicum28ºC, 18 =  19MWL1%s/sApicum28ºC, 19 = 5MWL1%s/sSalina28ºC, 20 = 
24MWL1%s/sApicum28ºC, 21= 8MWL0,1%+s11%Salina28ºC, 22 = 7M9L1%s/sSalina37ºC, 23 = 
13MWL1%s/sApicum28ºC, 24 = *1M9L1%s/sApicum28ºC, 25 = 4MWL1%s/sSalina28ºC, 26 = 
18MWL1%s/sApicum28ºC, 27 = 14MWL1%s/sApicum28ºC, 28 = 10CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC, 29 
= 6MWL0,1%+s11%Salina28ºC, 30 = 7CZL1%s/sApicum28ºC, 31 = *1CZL1%s/sApicum28ºC, 32 = 
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9MWL0,1%+11%sSalina28ºC, 33 = 1MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC, 34 = 
2MWL0,1%+11%sSalina28ºC e 35 =2MWL1%s/sApicum28ºC. 

 
Figura 15 - Produto de PCR da amplificação da região ITS de fungos. Tamanho esperado de ± 420 a 
825 pb. Gel de agarose 0,8 % (m/v). Marcador Thermo Scientific de 1 Kb. Isolados presentes no gel: 1 
= 20MWL1%s/sApicum28ºC, 2 = 2MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC, 3 = 6MWL1%s/sSalina28ºC, 4 = 
11MWL1%s/sApicum28ºC, 6 = 1MWL1%s/sApicum28ºC, 7 = 29MWL1%s/sApicum28ºC e 8 = 
1M9L1%s/sSalina37ºC. 

.  
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Tabela 5 - Resultado da identificação taxonômica dos isolados fúngicos de ambiente salino a nível de gênero com base na região ITS. 

        
      

Unite 
  

   
GenBank 

      

Nome Identificação ITS Gênero Filo 
Per. 
Ident 
(%) 

Q 
Cover 

(%) 

Per. 
Ident (%) 

Q Cover 
(%) 

pb 
E 

value 

1MWL1%s/sApicum28ºC 
Trichoderma 

deliquescens ou 
crassum 

Trichoderma  Ascomycota    99,69   100,00       99,53     97,00  672 0 

2MWL1%s/sApicum28ºC 
Peroneutypa sp. 

ou rubiformis 
Peroneutypa  Ascomycota     88,00         95,35  580 1E-149 

3MWL1%s/sSalina28ºC 
Penicillium 
copticola 

Penicillium  Ascomycota  100,00   100,00       99,84     98,00  624 0 

4MWL1%s/sSalina28ºC 
Aspergillus 

pseudonomiae 
Aspergillus  Ascomycota    99,21     99,84       99,52     98,00  634 0 

5MWL1%s/sSalina28ºC 
Aspergillus 
nominae ou 

pseudonominae 
Aspergillus  Ascomycota    98,90   100,00       98,74     99,00  638 0 

6MWL1%s/sSalina28ºC 
Penicillium 

citrinum 
Penicillium  Ascomycota    98,12     99,31       94,00     98,20  551 0 

8MWL1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus sp. 

elongatus 
Trichoderma  Ascomycota    99,54   100,00       97,37     97,00  480 0 

9MWL1%s/sSalina28ºC 
Cladosporium sp. 

ou oxysporum 
Cladosporium  Ascomycota  100,00     99,83       99,82     99,00  577 0 

10MWL1%s/sApicum28ºC 

Scedosporium 
boydii 

Pseudallescheria 
ellipsoidea  

Scedosporium  Ascomycota  100,00   100,00       99,24     97,00  625 0 

11MWL1%s/sApicum28ºC 
Trichoderma sp. 
MS-2011-F03 ou 

gerdae 
Trichoderma  Ascomycota    99,70     99,70       98,18   100,00  659 0 
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13MWL1%s/sApicum28ºC 
Trichoderma 
harzianum ou 

inhamatum 
Trichoderma  Ascomycota    99,23     99,54       99,37     96,00  653 0 

14MWL1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus niger 

ou neoniger 
Aspergillus  Ascomycota  98,91   100,00       99,33     98,90  639 0 

15MWL1%s/sApicum28ºC 
Massarina sp. ou 

Nigrograna 
norvegica 

Massarina ou 
Nigrona 

 Ascomycota    99,15     99,49       92,44     99,00  643 0 

17MWL1%s/sApicum28ºC 
Metarhizium 

anisopliae ou 
robertsii 

Metarhizium  Ascomycota    99,83     95,20       99,33     98,00  609 0 

18MWL1%s/sApicum28ºC 
Peroneutypa sp. 

ou rubiformis 
Peroneutypa  Ascomycota    99,84     80,80       95,13     85,00  672 0 

19MWL1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus 

terreus ou hortae  
Aspergillus  Ascomycota    99,54     99,85       99,84     99,00  648 0 

20MWL1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus 
awamori ou 

neoniger 
Aspergillus  Ascomycota    99,84     99,52       99,84     98,00  631 0 

24MWL1%s/sApicum28ºC 
Metarhizium 

anisopliae ou 
robertsii 

Metarhizium  Ascomycota    99,16   100,00       98,66   100,00  596 0 

29MWL1%s/sApicum28ºC 
Fusarium 

caeruleum ou 
buharicum 

Fusarium  Ascomycota    99,66     99,83       97,00     95,00  597 0 

1MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC 
Aspergillus 
sydowii ou 
amoenus 

Aspergillus  Ascomycota  99.50     95,43       98,15     98,00  608 0 

2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC 
Lasiodiplodia 

theobromae ou 
parva 

Lasiodiplodia  Ascomycota    99,66   100,00       99,46     94,00  580 0 

6MWL0,1%+s11%Salina28ºC 
Phaeosphaeria sp. 

ou Septoriella 
hibérnica 

Septoriella  Ascomycota  87.13     94,59       87,47     84,00  573 4E-154 

8MWL0,1%+s11%Salina28ºC 
Libertella sp. ou 
Halocryptovalsa 

endophytica 

Libertella ou 
Halocryptovalsa 

 Ascomycota    88,65     97,78       88,65     96,00  626 0 
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1M9L1%s/sSalina37ºC 
Aspergillus 
fumigatus 

Aspergillus  Ascomycota  100,00   100,00     100,00     99,00  626 0 

4M9L1%s4,5%Apicum37ºC 
Aspergillus 
nomiae ou 

pseudonominae 
Aspergillus  Ascomycota    99,37     99,84       99,38     99,00  491 0 

7M9L1%s/sSalina37ºC 
Trichoderma 
harzianum ou 

inhamatum 
Trichoderma Ascomycota    97,56     99,70       97,16     96,00  654 0 

*1M9L1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus sp. 

elongatus 
Aspergillus  Ascomycota    99,34     98,76       99,12     93,00  485 0 

4CZL1%s/sApicum28ºC Alfoldia vorosii Alfoidia  Ascomycota          87,80   100,00  584 0 

7CZL1%s/sApicum28ºC 
Yunnanomyces 

sp. ou 
pandanicola 

Yunnanomyces  Ascomycota    84,45     98,07       86,15     63,00  563 1e-100  

*1CZL1%s/sApicum28ºC 

Scedosporium 
boydii 

Pseudallescheria 
ellipsoidea  

Scedosporium  Ascomycota    97,25     95,82       96,69     93,00  650 0 

2MWL0,1%+11%sSalina28ºC Hortaea werneckii Hortaea  Ascomycota 100,00 93,93 100,00 93,00 511 0 

 

*Nome de cada isolado = número, meio de isolamento (MW = Mandel’s & Weber, M9 e CZ = Czapek), porcentagem de lignina Kraft Sigma do meio de 
isolamento (1 % ou 0,1 % m/v), porcentagem de NaCl do meio de isolamento (s/s = 0 %, 4,5 % e 11 % m/v), liteira proveniente (Apicum ou Salina) e temperatura 
de isolamento (28 ºC ou 37 ºC).
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Após amplificação por PCR de 35 amplicons para ITS, foram obtidas 31 

sequências via sequenciamento pelo método Sanger. Os isolados que os amplicons 

não obtiveram sinal ou que a resolução não permitiu a construção do contig a partir 

das sequencias dos primers foward e reverse foram: 7MWL1%s/sSalina28ºC, 

9MWL0,1%+11%sSalina28ºC, 12MWL1%s/sApicum28ºC e 

10CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC. Os fragmentos sequenciados dos primers forward e 

reverse foram então combinados em 31 contigs (Anexo 6). Após comparação com os 

bancos de dados Unite e GenBank foram identificados pela região ITS 15 gêneros 

diferentes de fungos filamentosos (Tabela 5). Os resultados da identificação 

mostraram uma prevalência de fungos do gênero Aspergillus com 10 isolados, 

seguido pelo gênero Trichoderma com 4 isolados. Os outros gêneros encontrados 

foram: Penicillium, Metarhizium, Fusarium, Alfoldia, Lasiodiplodia, Massarina, 

Pseudallescheria, Peroneutypa, Phaeosphaeria, Halocryptovalsa, Cladosporium, 

Yunnanomyces e Hortaea.  

 

 
Figura 16 - Distribuição dos isolados fúngicos quanto aos gêneros pertencentes com base na 
identificação utilizando o marcador molecular ITS. 

A figura 16 dos gêneros identificados revela a seguinte distribuição: 10 
Aspergillus, 4 Trichodermas, 2 Penicillium, 2 Metarhizium, 2 Pseudallescheria, 2 
Peroneutypa, 1 Fusarium, 1 Alfoldia, 1 Lasiodiplodia, 1 Massarina, 1 Phaeosphaeria, 
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1 Halocryptovalsa, 1 Cladosporium, 1 Yunnanomyces e 1 Hortaea. 

 
Figura 17 - Árvore filogenética dos 31 isolados fúngicos de ambiente salino baseada na sequência do 
marcador ITS construída pelo método Neighbour Joining gerada no Mega 11.0 após alinhamento 
MUSCLE de sequências de ITS. Marcação com círculo em vermelho identifica os isolados da coleção 
identificados e círculo verde o outgroup (Gigaspora polymorphira). Os valores nos nós representam os 
suportes de bootstrap obtidos a partir de 1.000 repetições. 

A árvore filogenética (Figura 17) é composta por 9 clados principais, sendo que 

um se distância mais dos como é o caso de 7CZL1%s/sApicum28ºC, identificado 

como Yunnanomyces sp., que ficou isolado e distante da sequência de mesmo gênero 

obtida no GenBank. Todos os outros isolados ficaram agrupados em seus devidos 

clados junto com sequências de ITS, referentes a diferentes espécies dos gêneros, 

obtidas no GenBank. No maior clado estão presentes o gênero Aspegillus e 

Penicilium. Os 10 isolados de Aspergillus fornecem uma alta variação de distâncias 

genética entre as sequências de mesmo gênero alinhadas. 
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5.1.2 Identificação taxonômica usando o marcador molecular β-tubulina 

Tabela 6 - Identificação de 19 isolados fúngicos de ambiente salino e classificação de espécie com base no marcador de β-tubulina. 
 

                     Gen Bank Mycobank     

Nome Identificação Gênero Filo 
Per. 

Ident (%) 

Q 
Covery 

(%) 

Per. 
Ident (%) 

Q 
Covery 

(%) 
Pb E value 

1MWL1%s/sApicum28ºC 
Trichoderma 

hazianum 
Trichoderma Ascomycota 95,41 99,00     482 0 

4MWL1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus 

pseudonominae 
Aspergillus Ascomycota 99,09 99,00 99,62 94,58 553 0 

5MWL1%s/sSalina28ºC 
 Aspergillus 

hancockii  
Aspergillus Ascomycota      90,22  99,00     541 0 

6MWL1%s/sSalina28ºC 
Penicillium 

citrinum 
Penicillium  Ascomycota 92,11 92,00 92,16 95,76 424 1E-163 

10MWL1%s/sApicum28ºC 
Scedosporium 
ellipsoideum  

Scedosporium Ascomycota      97,79  100,00    583 0 

11MWL1%s/sApicum28ºC 
Trichoderma 
agressivuum 

Trichoderma Ascomycota      95,32  89,00     529 0 

14MWL1%s/sApicum28ºC Aspergillus tritici Aspergillus Ascomycota      88,76  100,00     406 1E-137 

17MWL1%s/sApicum28ºC 
Metarhizium 
anisopliae 

Metarhizum Ascomycota      97,49  99,00     442 0 

19MWL1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus 

terreus ou hortae  
Aspergillus Ascomycota      97,25  100,00 99,43 97,00 545 0 

20MWL1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus 

pulverulentus ou 
sp. 

Aspergillus Ascomycota      98,69  98,00 99,79 91,91 519 0 

1MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC 
Aspergillus 

citrinoterreus  
Aspergillus Ascomycota      90,08  96,00     533 0 
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2MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC Diplodia cortícola Diplodia  Ascomycota      96,05  99,00     484 0 

6MWL0,1%+11%sSalina28ºC 
Phaeosphaeria 

nodorum 
Phaeosphaeria Ascomycota      91,63  100,00     348 1E-131 

9MWL0,1%+11%sSalina28ºC 
Zymoseptoria 

tritici 
Zymoseptoria  Ascomycota      99,00  90,76     481 1E-178 

1M9L1%s/sApicum37ºC 
Aspergillus 
furmigatus 

Aspergillus Ascomycota    100,00  91,00 100,00 97,00 529 0 

4M9L1%s4,5%Apicum37ºC 
Aspergillus 

pseudonominae 
Aspergillus Ascomycota      98,00  99,00 98,27 94,56 551 0 

4CZL1%s/sApicum28ºC 
Alternaria 
ventricos 

Alternaria  Ascomycota      93,23  98,00     482 1E-178 

7CZL1%s/sApicum28ºC 
Caliciopsis 
orientalis  

Caliciopsis Ascomycota 86,90 100,00     536 7E-167 

*1CZL1%s/sApicumSalina28ºC 
Scedosporium 
angustum ou 

boydii 
Scedosporium Ascomycota      97,20  81,00 100,00 87,72 570 0 

*Nome de cada isolado = número, meio de isolamento (MW = Mandel’s & Weber, M9 e CZ = CZAPEK), porcentagem de lignina Kraft Sigma do meio de 
isolamento (1 % ou 0,1 % m/v), porcentagem de NaCl do meio de isolamento (s/s = 0 %, 4,5 % e 11 % m/v), liteira proveniente (Apicum ou Salina) e temperatura 
de isolamento (28 ºC ou 37 ºC). 
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De toda coleção testada, foram obtidos 25 amplicons utilizando o marcador de 

β-tubulina (Anexo 5) que foram enviados para sequenciamento. Os isolados que os 

amplicons não obtiveram sinal ou que a resolução não permitiu a construção do contig 

a partir das sequencias dos primers foward e reverse foram: 

8MWL0,1%+11%sSalina28ºC, 15MWL1%s/sApicum28ºC, 7M9L1%s/sSalina37ºC, 

18MWL1%s/sApicum28ºC, 29MWL1%s/sApicum28ºC e 

10CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC. Os fragmentos sequenciados dos primers forward e 

reverse foram então combinados em 19 contigs (Anexo 7). Após comparação com os 

bancos de dados MycoBank e GenBank foram identificadas 19 espécies. A tabela de 

identificação dos isolados (Tabela 6) mostra 10 gêneros encontrados, alguns em 

relação a identificação pela região ITS se alteraram, no caso 4CZL1%s/sApicum28ºC 

(Alternaria ventricos), 2MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC (Diplodia corticola) e 

7CZL1%s/sApicum28ºC (Caliciopsis orientalis). Os gêneros encontrados foram: 

Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Metarhizium, Alternaria, Diplodia, Caliciopsis, 

Scedosporium, Phaeosphaeria e Zymoseptoria. Houve 4 isolados que apresentaram 

E value diferente de 0 que foram: 6MWL1%s/sSalina28ºC (Penicillium citrinum), 

14MWL1%s/sApicum28ºC (Aspergillus tritici), 6MWL0,1%+11%sSalina28ºC 

(Phaeosphaeria nodorum), 9MWL0,1%+11%sSalina28ºC, 4CZL1%s/sApicum28ºC e 

7CZL1%s/sApicum28ºC. O isolado 9MWL0,1%+11%sSalina28ºC que não foi 

identificado usando a região ITS se aproximou mais da sequência de Zymoseptoria 

tritici na identificação por β-tubulina. 



 

63 

 

 
Figura 18 - Árvore filogenética dos 19 isolados fúngicos de ambiente salino baseada na sequência do 
marcador β-tubulina construída pelo método Neighbour Joining gerada no Mega 11.0 após alinhamento 
MUSCLE de sequências de β-tubulina. Marcação com círculo em vermelho identifica os isolados da 
coleção identificados e círculo verde o outgroup (Gigaspora polymorphira). Os valores nos nós 
representam os suportes de bootstrap obtidos a partir de 1.000 repetições. 

Na árvore filogenética (Figura 18) construída utilizando o marcador de β-

tubulina, apenas o gênero Penicillium ficou agrupado em um único clado, para os 

outros gêneros ocorreram divisões. Alguns isolados ficaram bem distantes das 

sequencias pegas no GenBank, como: Caliciopsis orientalis 

(7CZL1%s/sApicum28ºC), Zymoseptoria tritici (9MWL0,1%+s11%Salina28ºC), 

Alternaria ventricos (4CZL1%s/sApicum28ºC), Diplodia corticola 
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(2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC) e Phaeosphaeria nodorum 

(6MWL0,1%+11%sSalina28ºC).
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5.1.3 Identificação taxonômica usando o marcador molecular calmodulina 

Tabela 7 - Identificação de 8 isolados fúngicos de ambiente salino e classificação de espécie com base no marcador calmodulina. 

                       Gen Bank        Mycobank     

  Nome Identificação Gênero Filo 
Per. Ident 

(%) 
Q Cover 

(%) 
Per. 

Ident (%) 
Q Cover 

(%) 
pb 

E 
value 

1 4MWL1%s/sApicum28ºC 

Aspergillus 
pseudonominae 

ou 
pseudonominus 

Aspergillus Ascomycota 99,66 99,00 99,65 96,75 584 0 

2 5MWL1%s/sSalina28ºC 

Aspergillus 
pseudonominae 

ou 
pseudonominus 

Aspergillus Ascomycota 98,63 100,00 99,28 95,68 579 0 

3 8MWL1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus 
hortae ou 

furmigatus 
Aspergillus Ascomycota 99,47 99,00 97,70 99,30 568 0 

4 14MWL1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus 

neoniger 
Aspergillus Ascomycota 97,00 97,98 - - 581 0 

5 20MWL1%s/sApicum28ºC 
Aspergillus 

neoniger 
Aspergillus Ascomycota 99,00 97,58 - - 584 0 

6 1MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC Aspergillus 
sydowii  

Aspergillus Ascomycota 99,05 99,00 99,23 95,98 423 0 

7 1M9L1%s/sApicum37ºC 
Aspergillus 

furmigatus ou 
parafelis 

Aspergillus Ascomycota 100,00 99,14 90,44 97,07 581 0 

8 4M9L1%s4,5%Apicum37ºC 

Aspergillus 
pseudonominae 

ou 
pseudonominus 

Aspergillus Ascomycota 100,00 99,66 99, 82 99,58 585 0 

*Nome de cada isolado = número, meio de isolamento (MW = Mandel’s & Weber, M9 e CZ = Czapek), porcentagem de lignina Kraft Sigma do meio de 
isolamento (1 % ou 0,1 % m/v), porcentagem de NaCl do meio de isolamento (s/s = 0 %, 4,5 % e 11 % m/v), liteira proveniente (Apicum ou Salina) e temperatura 
de isolamento (28 ºC ou 37 ºC). 
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Após amplificação por PCR de 14 amplicons utilizando o marcador de calmodulina (Anexo 5) de todos isolados dos gêneros 

Aspergillus e Trichoderma, que possuem alto grau de polimorfismo, foram obtidas 8 sequências via sequenciamento pelo método 

Sanger. Os isolados para os quais não foi possível obter amplicons ou que a resolução não permitiu a construção do contig a partir 

das sequências dos primers forward e reverse foram: *1M9L1%s/sApicum28ºC, 19MWL1%s/sApicum28ºC, 

11MWL1%s/sApicum28ºC, 1MWL1%s/sApicum28ºC, 13MWL1%s/sApicum28ºC e 7M9L1%s/sSalina37ºC. Os fragmentos 

sequenciados dos primers forward e reverse foram então combinados em 8 contigs (Anexo 8). Após comparação com os bancos de 

dados MicoBank e GenBank foram identificados quanto a espécie pelo marcador molecular de calmodulina (Tabela 7) 8 isolados de 

Aspergillus. Houve uma prevalência da espécie A. pseudonominae ou pseudonominus, com 3 isolados, em relação a nomenclatura 

da espécie ambas são correspondentes. Não foi possível a identificação de espécie correspondente para os isolados 

14MWL1%s/sApicum28ºC e 20MWL1%s/sApicum28ºC pelo MycoBank, pois as sequências de mais similaridade estavam com 

identificações restritas.   
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Figura 19 - Árvore filogenética dos 8 isolados fúngicos de ambiente salino baseada na sequência do marcador calmodulina construída pelo método Neighbour 
Joining gerada no Mega 11.0 após alinhamento MUSCLE de sequências de calmodulina. Marcação com círculo em vermelho identifica os isolados da coleção 
identificados e círculo verde o outgroup (Diaporthe rudis). A escala de distância da árvore (0,050) representa o número de diferenças de nucleotídeos entre as 
sequências de DNA. Os valores nos nós representam os suportes de bootstrap obtidos a partir de 1.000 repetições. 

A árvore filogenética (Figura 19) mostra proximidade genética entre os isolados de A. pseudonomiae, os identificados com A. 

neoniger também ficaram próximos. O mais distante foi o isolado identificado como A. sydowii (1MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC). 
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5.2 Crescimento em ligninas industriais       
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Figura 20 - Heatmap do crescimento de 35 diferentes isolados fúngicos provenientes de ambiente 
hipersalinos em meio Mandel’s & Weber contendo 1 % (m/v) de três diferentes ligninas (kraft da Sigma, 
kraft industrial e organosolv industrial) e na ausência de NaCl a 28 ºC. Aos diferentes níveis de 
crescimento foram atribuídas notas de 0 (sem crescimento: cor branca) a 5 (crescimento máximo: cor 
vinho), de acordo com a área da placa ocupada pelos fungos testados aos 7, 15 e 30 dias.  

O heatmap (Figura 20) mostra que a maior parte dos isolados fúngicos testados 

possuem aptidão para crescer em ligninas industriais na concentração de 1% (m/v) 

sem adição de sal.  O crescimento dos isolados foi mais acelerado em ligninas 

industriais em comparação a lignina com alto grau de pureza (Sigma). 

Interessantemente, alguns isolados fúngicos testados apresentaram aspecto mais 

robusto nas ligninas industriais que na lignina da Sigma, como 

9MWL1%s/sSalina28ºC (Cladosporium oxysporum), *1M9L1%s/sApicum28ºC 

(Aspergillus elongatus) e 29MWL1%s/sApicum28ºC (Fusarium caeruleum). Os 

isolados que mais se destacaram, crescendo mais robustamente desde os 7 dias em 

todos os tipos de lignina foram 1MWL1%s/sApicum28ºC (Trichoderma deliquescens) 

e 2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC (Lasiodiplodia theobromae). Dois isolados 

provenientes do isolamento com 11% de NaCl não cresceram em nenhuma das 

ligninas, a saber, 2MWL0,1%+11%sSalina28ºC (Hortaea werneckii) e 

8MWL0,1%+s11%Salina28ºC (Halocryptovalsa sp.). O isolado 

6MWL0,1%+s11%Salina28ºC (Phaeosphaeria sp.) somente cresceu na lignina Kraft 

industrial. 

 
Figura 21 - Diagrama de Venn – Crescimento de 35 isolados fúngicos diferentes em ligninas industriais 
na ausência de NaCl, demonstrando a distribuição de crescimento nas 3 ligninas, considerando o 
melhor crescimento de cada isolado em 30 dias. Cultivo em meios sólido Mandel’s & Weber contendo 
1 % (m/v) de três diferentes ligninas (kraft da Sigma, kraft industrial e organosolv industrial) a 28 ºC. 
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O diagrama de Venn (Figura 21) mostrou que 10 isolados cresceram de forma 

robusta em todas as ligninas (1MWL1%s/sApicum28ºC, 2MWL1%s/sApicum28ºC, 

5MWL1%s/sSalina28ºC, 13MWL1%s/sApicum28ºC, 15MWL1%s/sApicum28ºC, 

18MWL1%s/sApicum28ºC, 2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC, 

4M9L1%s4,5%Apicum37ºC, 11MWL1%s/sApicum28ºC e *1CZL1%s/sApicum28ºC), 

3 em ambas  ligninas industriais (19MWL1%s/sApicum28ºC, 

29MWL1%s/sApicum28ºC e *1M9L1%s/sApicum28ºC), 8 exclusivamente na lignina 

Kraft industrial (3MWL1%s/sSalina28ºC, 6MWL1%s/sSalina28ºC, 

7MWL1%s/sSalina28ºC, 8MWL1%s/sApicum28ºC, 17MWL1%s/sApicum28ºC, 

24MWL1%s/sApicum28ºC, 4CZL1%s/sApicum28ºC e 6MWL0,1%+s11%Salina28ºC), 

4 na organosolv industrial (9MWL1%s/sSalina28ºC, 12MWL1%s/sApicum28ºC, 

7M9L1%s/sSalina37ºC e 7CZL1%s/sApicum28ºC), 3 exclusivamente na lignina Kraft 

da Sigma (20MWL1%s/sApicum28ºC, 1MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC e 

9MWL0,1%+11%sSalina28ºC), 3 nas ligninas Sigma e organosolv industrial 

(4MWL1%s/sSalina28ºC, 10MWL1%s/sApicum28ºC e 

10CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC), 2 na lignina Kraft Sigma e lignina Kraft industrial 

(14MWL1%s/sApicum28ºC e 1M9L1%s/sSalina37ºC) e 2 isolados não foram capazes 

de crescer em nenhuma lignina testada (2MWL0,1%+11%sSalina28ºC e 

8MWL0,1%+s11%Salina28ºC)
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Figura 22 - Heatmap do crescimento de 35 diferentes isolados fúngicos provenientes de ambiente 
hipersalinos em meio Mandel’s & Weber contendo 0,2 % (m/v) de três diferentes ligninas (kraft da 
Sigma, kraft industrial e organosolv industrial) e na presença de 2 % (m/v) de NaCl a 28 ºC. Aos 
diferentes níveis de crescimento foram atribuídas notas de 0 (sem crescimento: cor branca) a 5 
(crescimento máximo: cor vinho), de acordo com a área da placa ocupada pelos fungos testados aos 
7, 15 e 30 dias. 

O heatmap do crescimento em placa (Figura 22) de todos isolados fúngicos, 

nos períodos de 7, 15 e 30 dias, utilizando meio Mandel’s & Weber contendo as 

ligninas Kraft da Sigma e as ligninas industriais, a 0,2% (m/v), e adição de 2% (m/v) 

de NaCl, expõem crescimento para quase todos isolados, exceto para 

9MWL0,1%+s11%Salina28ºC (Zymoseptoria tritici), que não cresceu em lignina 

organosolv. Os isolados que mais se destacaram crescendo em todas ligninas com 

crescimento máximo em 30 dias foram: 1MWL1%s/sApicum28ºC (T. deliquescens), 

2MWL1%s/sApicum28ºC (Peroneutypa rubiformis), 7MWL1%s/sSalina28ºC (não 

identificado), 11MWL1%s/sApicum28ºC (Trichoderma sp.), 13MWL1%s/sApicum28ºC 

(T. harzianum) e 18MWL1%s/sApicum28ºC (Peroneutypa rubiformis). 

 
Figura 23 - Diagrama de Venn - Crescimento de 35 isolados fúngicos diferentes em ligninas industriais 
na presença de 2% (m/v) NaCl demonstrando a distribuição de crescimento nas 3 ligninas, 
considerando o melhor crescimento de cada isolado em 30 dias. Cultivo em meios sólido Mandel’s & 
Weber contendo 0,2 % (m/v) de três diferentes ligninas (kraft da Sigma, kraft industrial e organosolv 
industrial) a 28 ºC. 

O diagrama de Venn (Figura 23) mostrou que 9 isolados cresceram de forma 

robusta em todas as ligninas (1MWL1%s/sApicum28ºC, 2MWL1%s/sApicum28ºC, 

6MWL1%s/sSalina28ºC, 7MWL1%s/sSalina28ºC, 9MWL1%s/sSalina28ºC, 

11MWL1%s/sApicum28ºC, 13MWL1%s/sApicum28ºC, 4CZL1%s/sApicum28ºC e 

18MWL1%s/sApicum28ºC), 14 nas ligninas industriais (4MWL1%s/sSalina28ºC, 

5MWL1%s/sSalina28ºC, 8MWL1%s/sApicum28ºC, 10MWL1%s/sApicum28ºC, 
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24MWL1%s/sApicum28ºC, 29MWL1%s/sApicum28ºC, 

2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC, 17MWL1%s/sApicum28ºC, 

2MWL0,1%+11%sSalina28ºC, 1M9L1%s/sSalina37ºC, 4M9L1%s4,5%Apicum37ºC, 

*1M9L1%s/sApicum28ºC, 7CZL1%s/sApicum28ºC e*1CZL1%s/sApicum28ºC ), 8 na 

Kraft industrial (3MWL1%s/sSalina28ºC, 12MWL1%s/sApicum28ºC, 

14MWL1%s/sApicum28ºC, 15MWL1%s/sApicum28ºC, 20MWL1%s/sApicum28ºC, 

19MWL1%s/sApicum28ºC, 6MWL0,1%+s11%Salina28ºC e 

9MWL0,1%+11%sSalina28ºC), 1 na organosolv (8MWL0,1%+s11%Salina28ºC), 2 na 

Kraft da Sigma (7M9L1%s/sSalina37ºC e 10CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC) e 1 na 

Kraft Sigma e Kraft industrial (1MWL0,1%+4,5%sSalina28ºC).  

 
Figura 24 - Número de isolados considerando o melhor crescimento de cada em 30 dias. Cultivo em 
meios sólido Mandel’s & weber utilizando como fonte de carbono 3 tipos de ligninas (kraft da Sigma, 
kraft industrial e organosolv industrial), na presença ou ausência de 2% (m/v) NaCl a 28 ºC. Barras em 
azul representando a lignina kraft Sigma, em verde a lignina kraft industrial e em rosa escuro organosolv 
industrial. 

A maior parte dos fungos atingiu o melhor crescimento em lignina Kraft 

industrial (Figura 24). Em ambas as condições de cultivo o crescimento em ligninas 

industriais se mostrou melhor que na lignina da Sigma Aldrich 471003. Com a adição 

de NaCl o melhor crescimento de isolados na lignina Kraft industrial foi mais que o 

dobro da Sigma, o mesmo ocorreu comparando a organosolv com a lignina da Sigma. 

A adição de NaCl e redução de lignina levou a um crescimento melhor dor isolados 

utilizando ligninas industriais. 
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5.3 Crescimento em compostos fenólico 

 
Figura 25 - Heatmap do crescimento dos isolados fúngicos de ambiente salino em compostos fenólicos. Os compostos fenólicos avaliados foram ácido vanílico, 
ácido 4 hidroxibenzóico e catecol, com ou sem suplementação de de 2% (m/v) de NaCl. Avaliação do crescimento foi feita com atribuição de notas de 0 (sem 
crescimento) a 5 (crescimento máximo) nos dias 7, 15 e 30 em placas contendo meio de cultura Mandel’s & Weber incubadas a 28 ºC. 
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O heatmap (Figura 25) mostra uma maior quantidade de isolados crescendo de 

forma robusta no meio de cultura contendo os ácidos vanilico e 4 hidroxibenzóico, 

sendo que em 7 dias a maior parte destes já tinham crescimento com atribuições de 

notas 4 e 5. Em catecol, a maior parte dos isolados não foi capaz de crescer no período 

de 30 dias, principalmente na condição com adição de NaCl. A maior parte dos 

isolados crescidos em compostos fenólicos pertenciam aos gêneros Aspergillus e 

Trichoderma. Os isolados que mais se destacaram crescendo em todos os meios 

foram: os de A. neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC e 14MWL1%s/sApicum28ºC) e 

um A. pseudonomiae (4MWL1%s/sSalina28ºC). 

 

 
Figura 26 - Número de isolados que cresceram no meio sólido Mandel’s & Weber a 28 ºC suplementado 
com 20 mM (m/v) de compostos fenólicos (ácido vanílico, ácido 4 hidroxibenzóico e catecol), na 
presença ou ausência de 2% (m/v) de NaCl no período de 30 dias. Barras em preto representado o 
ácido vanílico, em cinza o ácido 4 hidroxibenzóico e em cinza claro o catecol. 

A figura 26 mostra um menor número de isolados fúngicos que conseguiram 

crescer aos 30 dias quando o meio de cultivo Madel’s & Weber teve adição de 2 % de 

NaCl (m/v), além da presença dos compostos fenólicos ácido vanílico e catecol. Já 
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para o meio suplementado com ácido 4 hidroxidobenzóico, houve um número igual de 

isolados fúngicos que cresceram aos 30 dias na presença e ausência de NaCl no meio 

de cultivo.  Importante notar também que o ácido 4 hidroxidobenzóico foi o composto 

que favoreceu um maior número de isolados a crescerem, 29.  O composto onde 

houve o segundo maior número de isolados que cresceram em compostos fenólicos 

foi ácido vanílico, 26 isolados; este número caindo para 23 com a adição de NaCl. Nas 

placas contendo catecol apenas 11 isolados cresceram aos 30 dias e com adição de 

NaCl este número de isolados se reduziu para 6. 

 

5.4 Atividade enzimática de lacase utilizando 2,6-DMP 

 Dos 35 isolados de fungos de ambiente salino testados, a maior parte dos 

cultivos visualmente produziram uma quantidade significativa de biomassa. Entretanto 

a atividade de lacase, calculada após a subtração do valor de absorbância dos 

controles negativos (sobrenadantes fervidos) de cada isolado, foi detectada apenas 

para 5 isolados: *1CZL1%s/sApicum28ºC (Scedosporium ellipsoideum), 

4CZL1%s/sApicum28ºC (Alfoldia vorosii), 8MWL0,1%+s11%Salina28ºC 

(Halocryptovalsa sp.), 15MWL1%s/sApicum28ºC (Massarina sp.), 

18MWL1%s/sApicum28ºC (Peroneutypa rubiformis). Destes, apenas dois 

apresentaram uma absorbância mais expressiva, *1CZL1%s/sApicum28ºC 

(Scedosporium ellipsoideum) e 4CZL1%s/sApicum28ºC (Alfoldia vorosii). Nos outros 

foi possível ver leves alterações de coloração nas placas de testes em relação aos 

controles negativos (sobrenadantes fervidos). E quando realizado os cálculos, os 

valores de absorbância foram bem baixos, refletindo em atividades enzimáticas quase 

inexistentes (Tabela 8). 

Tabela 8 - Atividade lacase de extratos brutos de fungos de ambiente salino usando 2,6-dimetoxifenol 

(DMP) como substrato em 10, 15, 20, 25 e 30 dias. 

*Controle diluído em 20 vezes. Controle (Pleurotus ostreatus), *1CZL1%s/sApicum28ºC 
(Scedosporium ellipsoideum), 4CZL1%s/sApicum28ºC (Alfoldia vorosii), 
8MWL0,1%+s11%Salina28ºC (Halocryptovalsa sp.), 15MWL1%s/sApicum28ºC (Massarina sp.), 
18MWL1%s/sApicum28ºC (Peroneutypa rubiformis). 

Dos 5 isolados que apresentaram atividade lacase (Tabela 8), o isolado 

4CZL1%s/sApicum28ºC (Alfoldia vorosii) foi o melhor resultado, 0,08269 UI/ mL em 
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30 dias de cultivo. Os outros isolados que também apresentaram atividade lacase 

foram: *1CZL1%s/sApicum28ºC (Scedosporium ellipsoideum) com 0,1786 UI/ mL em 

20 dias, 18MWL1%s/sApicum28ºC (Peroneutypa rubiformis) com 0,0091839 UI/ mL 

em 10 dias, 15MWL1%s/sApicum28ºC com 0,005879 uI/ mL em 25 dias e 

8MWL0,1%+s11%Salina28ºC (Halocryptovalsa sp.) com 0,008729 UI/ mL em 15 dias. 

A atividade do controle positivo (enzima lacase de Pleurotus ostreatus), levando em 

consideração a diluição em 20 vezes, foi superior à de todos isolados, com média de 

0,051405 UI/ mL ou 1,028095 (valor multiplicado por 20) UI/ mL. 

 
Figura 27 – Gráfico da atividade lacase de extratos brutos de fungos de ambiente salino usando 2,6-
dimetoxifenol (DMP) como substrato em 10, 15, 20, 20 e 30 dias. *Controle diluído em 20 vezes. C+ 
= controle (Pleurotus ostreatus), 1 = *1CZL1%s/sApicum28ºC (Scedosporium ellipsoideum), 2 = 
4CZL1%s/sApicum28ºC (Alfoldia vorosii), 3 = 8MWL0,1%+s11%Salina28ºC (Halocryptovalsa sp.), 
4 = 15MWL1%s/sApicum28ºC (Massarina sp.), 5 = 18MWL1%s/sApicum28ºC (Peroneutypa 
rubiformis). 

A Figura 27 evidencia que o isolado 4CZL1%s/sApicum28ºC (Alfoldia vorosii), 

o qual apresentou maior atividade, estava aumentando a atividade enzimática ao 

decorrer de 30 dias. A produção de lacase pelos isolados foi bem abaixo do controle 

positivo (lacase de Pleurotus ostreatus) que foi diluído em 20 vezes para os testes. 

Os outros isolados se portaram de forma diversa em relação ao período de melhor 

atividade. 
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5.5 Análise cromatogramas 

 
Figura 28 - Cromatograma de UPLC a 210 nm. Solventes utilizados na fase móvel: água deionizada com 0,05% (v/v) de TFA e acetonitrila grau UPLC com 
0,05% (v/v) de TFA. Análise dos sobrenadantes de Scedosporium ellipsoideum (*1CZL1%s/sApicum28ºC), Lasiodiplodia thermobrae 
(2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC), Alfoldia vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC), Trichoderma harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC), Massarina sp. 
(15MWL1%s/sApicum28ºC), Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC), Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) e controle 
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negativo. Isolados cultivados em meio líquido Mandel’s & Weber contendo 0,5% (m/v) de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, em shaker a 28 °C e 200 rpm 
a- Crescimento de 7 dias; b- Crescimento de 15 dias; c- Crescimento de 30 dias; d- Crescimento de 45 dias. Setas azuis indicando compostos presentes no 
meio e seta amarela indicando pico dos oligômeros de lignina.  

Os perfis cromatográficos (Figura 28) dos sobrenadantes fúngicos — cultivados em meio de Mandel & Weber contendo 0,5% 

(m/v) de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, a 28 °C e 200 rpm — permitem a comparação entre diferentes tempos de crescimento 

e gêneros dos isolados. Observa-se que alguns apresentaram redução significativa dos oligômeros de lignina, indicados pela seta 

amarela, como no caso de Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC). Em todos, o controle contendo apenas meio de cultura 

com lignina Kraft apresentava picos, indicados pelas setas azuis, não presentes nos isolados. Isso pode ser devido aos isolados 

fúngicos estarem utilizando a lignina e compostos do meio no seu metabolismo. Alguns picos não presentes no controle negativo 

também foram encontrados no isolados de S. ellipsoideum (*1CZL1%s/sApicum28ºC), L. theobromae 

(2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC), A. vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC) e T. harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC). 
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5.5.1 Scedosporium ellipsoideum (*1CZL1%s/sApicum28ºC) 

 
Figura 29 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC-PDA a 210 nm. Isolado cultivado em meio líquido Mandel’s & Weber contendo 0,5% (m/v) 
de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, em shaker a 28 °C e 200 rpm. Solventes utilizados na fase móvel: água deionizada com 0,05% (v/v) de TFA e acetonitrila 
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grau UPLC com 0,05% (v/v) de TFA. Análise dos sobrenadantes de Scedosporium ellipsoideum (*1CZL1%s/sApicum28ºC, cromatograma preto) e controle 
negativo (cromatograma vermelho). a- Crescimento de 7 dias; b- Crescimento de 15 dias; c- Crescimento de 30 dias; d- Crescimento de 45 dias. Seta em 
verde indicando pico presente no isolado, mas não no controle. 

Tabela 9 - Características do tempo de retenção e área dos picos presentes no cromatograma de UPLC-PDA do sobrenadante de Scedosporium 
ellipsoideum (*1CZL1%s/sApicum28ºC) crescido por 7, 15, 30 e 45 dias em meio Mandel’s & Weber contendo lignina kraft a 28 °C a 200 rpm. 

 

O cromatograma (Figura 29), obtido por UPLC-PDA dos sobrenadantes de Scedosporium ellipsoideum 

(1CZL1%s/sApicum28ºC) — cultivado em meio de Mandel & Weber contendo 0,5% (m/v) de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, a 

28 °C e 200 rpm — revela um pico (seta verde), presente em todos os dias avaliados e ausente no controle negativo. O tempo de 

retenção observado (≈ 2,1 min; Tabela 9) sugere tratar-se de um composto de natureza polar. A área foi maior em 7 dias, ou seja, a 

concentração foi diminuindo, porém em 45 dias aumentou novamente. Em relação aos oligômeros de lignina ao longo do período é 

perceptível alterações em relação ao controle. Na análise de 15 dias, o pico do isolado fúngico foi bem superior quando comparado 

ao controle. Isso pode ser uma consequência de alterações de estrutura que resultaram na maior emissão ou solubilização da parte 

insolúvel de lignina presente no meio e em 45 dias o pico ficou abaixo do controle, indicando possível consumo. 
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5.5.2 Lasiodiplodia theobromae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC) 

 
Figura 30 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC-PDA a 210 nm. Isolado cultivado em meio líquido Mandel’s & Weber contendo 0,5% (m/v) 
de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, em shaker a 28 °C e 200 rpm. Solventes utilizados na fase móvel: água deionizada com 0,05% (v/v) de TFA e acetonitrila 
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grau UPLC com 0,05% (v/v) de TFA. Análise dos sobrenadantes de Lasiodiplodia theobromae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC, cromatograma preto) e 
controle negativo (cromatograma vermelho) a- Crescimento de 7 dias; b- Crescimento de 15 dias; c- Crescimento de 30 dias; d- Crescimento de 45 dias. 
Seta em verde indicando pico presente no isolado, mas não no controle. 

Tabela 10 - Características do tempo de retenção e área dos picos presentes no cromatograma de UPLC-PDA do sobrenadante de Lasiodiplodia theobromae 
(2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC) crescido por 7, 15, 30 e 45 dias em meio Mandel’s & Weber contendo lignina kraft a 28 °C a 200 rpm. 

 

O cromatograma (Figura 30), obtido por UPLC-PDA dos sobrenadantes de cultura de Lasiodiplodia theobromae 

(2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC) — cultivada em meio de Mandel & Weber contendo 0,5% (m/v) de lignina kraft e 0,5% (m/v) de 

glicose, a 28 °C e 200 rpm — revela dois picos adicionais, denominados A e B (setas verdes), observados no isolado e ausentes no 

controle. Ambos somente estão presentes até a avaliação de 15 dias, o que pode indicar produção de composto para utilização no 

próprio metabolismo. O pico A é um composto polar com tempo de retenção de ± 1,99 min (Tabela 10), enquanto o pico B 

possivelmente mais apolar com tempo ± 10,5 min. A área para ambos foi maior em 7 dias e depois de 15 dias diminuiu de forma a 

não ser mais visível em 30 dias. Em relação aos oligômeros de lignina, ao longo do período estes se mantiveram próximo aos do 

controle negativo, entretanto, em 45 dias diminuíram de forma mais significante. 
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5.5.3 Alfoldia vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC) 

 
Figura 31 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC a 210 nm. Isolado cultivado em meio líquido Mandel’s & Weber contendo 0,5% (m/v) de 
lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, em shaker a 28 °C e 200 rpm. Solventes utilizados na fase móvel: água deionizada com 0,05% (v/v) de TFA e acetonitrila 
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grau UPLC com 0,05% (v/v) de TFA. Análise dos sobrenadantes de Alfoldia vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC, cromatograma preto) e controle negativo 
(cromatograma vermelho). a- Crescimento de 7 dias; b- Crescimento de 15 dias; c- Crescimento de 30 dias; d- Crescimento de 45 dias. Seta em verde 
indicando pico presente no isolado, mas não no controle. 

Tabela 11- Características do tempo de retenção e área dos picos presentes no cromatograma de UPLC-PDA do sobrenadante de Alfoldia vorosii 
(4CZL1%s/sApicum28ºC) crescido por 7, 15, 30 e 45 dias em meio Mandel’s & Weber contendo lignina kraft a 28 °C a 200 rpm. 

 

O cromatograma (Figura 31) da análise de UPLC-PDA dos sobrenadantes de Alfoldia vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC) — 

cultivado em meio de Mandel & Weber contendo 0,5% (m/v) de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, a 28 °C e 200 rpm — indica um 

pico representado pela seta verde presente até a avaliação de 30 dias que não está no controle negativo, com tempo de retenção ± 

1,98 min (Tabela 11), o que significa que é um composto polar. A área foi maior em 30 dias e depois diminuiu até não ser possível 

notar em 45 dias, então possivelmente o composto foi utilizado no metabolismo. Os oligômeros de lignina do isolado ao longo do 

período foram sofrendo modificações em relação ao controle, sendo que em 7, 15 e 45 dias ficaram abaixo e só na avaliação de 30 

o cromatograma ficou acima do controle negativo. 
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5.5.4 Trichoderma harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC) 

 
Figura 32 – Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC a 210 nm. Solventes utilizados na fase móvel: água deionizada com 0,05% (v/v) de TFA 
e acetonitrila grau UPLC com 0,05% (v/v) de TFA. Isolado cultivado em meio líquido Mandel’s & Weber contendo 0,5% (m/v) de lignina kraft e 0,5% (m/v) de 
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glicose, em shaker a 28 °C e 200 rpm. Análise dos sobrenadantes de Trichoderma harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC, cromatograma preto) e controle 
negativo (cromatograma vermelho). a- Crescimento de 7 dias; b- Crescimento de 15 dias; c- Crescimento de 30 dias; d- Crescimento de 45 dias. Setas em 
verde indicando pico presentes no isolado, mas não no controle. 

Tabela 12 - Características do tempo de retenção e área dos picos presentes no cromatograma de UPLC-PDA do sobrenadante de Trichoderma harzianum 
(7M9L1%s/sSalina37ºC) crescido por 7, 15, 30 e 45 dias em meio Mandel’s & Weber contendo lignina kraft a 28 °C a 200 rpm. 

 

O cromatograma (Figura 32) obtido por UPLC-PDA dos sobrenadantes de cultura de Trichoderma harzianum (amostra 

7M9L1%s/sSalina37ºC) — cultivado em meio de Mandel & Weber contendo 0,5% (m/v) de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, a 28 

°C e 200 rpm — revela dois picos, denominados A e B (setas verdes), presentes no isolado e ausentes no controle. Ambos estão 

presentes até a avaliação de 45 dias, o que pode indicar produção de composto não utilizado no metabolismo. O pico A é um 

composto polar com tempo de retenção de ± 3,04 min (Tabela 12), enquanto o pico B possivelmente mais apolar com tempo ± 10,94 

min. A área do pico A foi maior em 45 dias e do pico B em 15 dias, depois diminuiu e subiu novamente em 45 dias. Os oligômeros 

de lignina apresentaram pico maior que os do controle negativo em 45 dias, indicando modificações que possivelmente geraram 

sinal maior ou solubilização da parte insolúvel de lignina presente no meio. 
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5.5.5 Massarina sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC) 

 
Figura 33 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC-PDA a 210 nm. Isolado cultivado em meio líquido Mandel’s & Weber contendo 0,5% (m/v) 
de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, em shaker a 28 °C e 200 rpm. Solventes utilizados na fase móvel: água deionizada com 0,05% (v/v) de TFA e acetonitrila 
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grau UPLC com 0,05% (v/v) de TFA. Análise dos sobrenadantes de Massarina sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC, cromatograma preto) e controle negativo 
(cromatograma vermelho). a- Crescimento de 7 dias; b- Crescimento de 15 dias; c- Crescimento de 30 dias; d- Crescimento de 45 dias. 

No cromatograma (Figura 33) da análise de UPLC-PDA dos sobrenadantes de Massarina sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC) não 

foi possível notar picos presentes no isolado que se diferenciassem do controle. Em 45 dias, o pico dos oligômeros de lignina foi 

maior em relação ao controle, indicando modificações que possivelmente geraram sinal maior ou solubilização da parte insolúvel de 

lignina presente no meio. 
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5.5.6 Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC) 

 
Figura 34 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC-PDA a 210 nm. Isolado cultivado em meio líquido Mandel’s & Weber contendo 0,5% (m/v) 
de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, em shaker a 28 °C e 200 rpm. Solventes utilizados na fase móvel: água deionizada com 0,05% (v/v) de TFA e acetonitrila 
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grau UPLC com 0,05% (v/v) de TFA. Análise dos sobrenadantes de Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC, cromatograma preto) e controle 
negativo (cromatograma vermelho). a- Crescimento de 7 dias; b- Crescimento de 15 dias; c- Crescimento de 30 dias; d- Crescimento de 45 dias. 

No cromatograma (Figura 34) da análise de UPLC-PDA dos sobrenadantes de Peroneutypa rubiformis 

(18MWL1%s/sApicum28ºC) — cultivado em meio de Mandel & Weber contendo 0,5% (m/v) de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, 

a 28 °C e 200 rpm — não foi possível notar picos presentes no isolado que se diferenciassem do controle. Em 45 dias, o pico dos 

oligômeros estava menor em relação ao controle, entretanto próximo.   
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5.5.7 Cromatograma Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) 

 
Figura 35 - Cromatograma de extratos fúngicos analisados em UPLC-PDA a 210 nm. Isolado cultivado em meio líquido Mandel’s & Weber contendo 0,5% (m/v) 
de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, em shaker a 28 °C e 200 rpm. Solventes utilizados na fase móvel: água deionizada com 0,05% (v/v) de TFA e acetonitrila 
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grau UPLC com 0,05% (v/v) de TFA. Análise dos sobrenadantes de Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC, cromatograma preto) e controle 
negativo (cromatograma vermelho). a- Crescimento de 7 dias; b- Crescimento de 15 dias; c- Crescimento de 30 dias; d- Crescimento de 45 dias.

No cromatograma (Figura 35) de Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) — cultivado em meio de Mandel & Weber 

contendo 0,5% (m/v) de lignina kraft e 0,5% (m/v) de glicose, a 28 °C e 200 rpm — não foi possível notar picos presentes no isolado 

que se diferenciassem do controle, sinalizando utilização apenas para o metabolismo. O pico dos oligômeros se mostrou bem menor 

em relação ao controle já em 7 e permaneceu assim até 45 dias, indicando consumo.  
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5.6 Produção de fitohormônios 

Nos experimentos utilizando o UPLC-MS Xevo TQD para quantificação de 

fitohormônios AIA e moléculas reguladoras do metabolismo vegetal, foi detectada a 

produção dos ácidos: indol-3-ácetico, 1-metil-3-indolácetico, 5-Metoxi-3-indolácetico, 

5-Metoxi-2-metil-3-indolácetico, 2-metil-3-indolácetico e salicílico (Anexo 10).  

 

5.6.1 Análise de ácido indol-3-ácetico (AIA)  

 

 

Figura 36 - Quantificação de ácido indol-3-ácetico (g/mL) no sobrenadante de fungos de ambiente 
hipersalino crescidos em meio Mandel’s & Weber com 0,5 % (m/v) de lignina Kraft Sigma a temperatura 
28°C por 7, 15, 30 e 45 dias por espectrometria de massas. 1 = Scedosporium ellipsoideum 
(*1CZL1%s/sApicum28ºC), 2 = Lasiodiplodia thermobrae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC), 3 = Alfoldia 
vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC), 4 = Trichoderma harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC), 5 = Massarina 
sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC), 6 = Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC), 7 = 
Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) e 8 = controle negativo. 

Os isolados que produziram AIA (Figura 36) foram o de T. harzianum 

(7M9L1%s/sSalina37ºC) em 7 dias, Massarina sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC) em 7, 

15 e 30 dias e Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC) em 7 dias. A maior 

produção de AIA foi observada para o sobrenadante do cultivo de T. harzianum 

(7M9L1%s/sSalina37ºC) 0,1868 µg/mL, 7 dias. 
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5.6.2 Análise de ácido 1-metil-3-indolácetico 

 

Figura 37 - Quantificação de ácido indol-3-ácetico (g/mL) no sobrenadante de fungos de ambiente 
hipersalino crescidos em meio Mandel’s & Weber com 0,5 % (m/v) de lignina Kraft Sigma a temperatura 
28°C por 7, 15, 30 e 45 dias por espectrometria de massas. 1 = Scedosporium ellipsoideum 
(*1CZL1%s/sApicum28ºC), 2 = Lasiodiplodia thermobrae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC), 3 = Alfoldia 
vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC), 4 = Trichoderma harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC), 5 = Massarina 
sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC), 6 = Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC), 7 = 
Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) e 8 = controle negativo. 

Segundo a Figura 37, os isolados que produziram ácido 1-metil-3-indolácetico 

(1M3IA) foram o de Alfoldia vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC) em 15 dias, Massarina 

sp. em 7, 15 dias e Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC) e Aspergillus 

neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) em 30 dias. A maior produção foi de Massarina 

sp. com 0,0196 µg/mL e a segunda de Alfoldia vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC) com 

0,0192 µg/mL, ambos em 15 dias. 
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5.6.3 Análise de ácido 5-Metoxi-3-indolácetico 

 

Figura 38 - Quantificação de ácido 5-Metoxi-3-indolácetico (g/mL) no sobrenadante de fungos de 
ambiente hipersalino crescidos em meio Mandel’s & Weber com 0,5 % (m/v) de lignina Kraft Sigma a 
temperatura 28°C por 7, 15, 30 e 45 dias por espectrometria de massas. 1 = Scedosporium ellipsoideum 
(*1CZL1%s/sApicum28ºC), 2 = Lasiodiplodia thermobrae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC), 3 = Alfoldia 
vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC), 4 = Trichoderma harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC), 5 = Massarina 
sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC), 6 = Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC), 7 = 
Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) e 8 = controle negativo. 

De acordo a Figura 38, os isolados que produziram ácido 5-metoxi-3-

indolácetico (5M3IA) foram o de T. harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC) em 7 e 30 dias, 

Massarina sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC) em 15 dias e Peroneutypa rubiformis 

(18MWL1%s/sApicum28ºC) em 45 dias. A maior produção foi de Massarina sp. 

(15MWL1%s/sApicum28ºC) com 0,0304 µg/mL em 15 dias. 
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5.6.4 Análise de ácido 5-Metoxi-2-metil-3-indolácetico 

 

Figura 39 - Quantificação de ácido 5-Metoxi-2-metil-3-indolácetico (g/mL) no sobrenadante de fungos 
de ambiente hipersalino crescidos em meio Mandel’s & Weber com 0,5 % (m/v) de lignina Kraft Sigma 
a temperatura 28°C por 7, 15, 30 e 45 dias por espectrometria de massas. 1 = Scedosporium 
ellipsoideum (*1CZL1%s/sApicum28ºC), 2 = Lasiodiplodia thermobrae 
(2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC), 3 = Alfoldia vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC), 4 = Trichoderma 
harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC), 5 = Massarina sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC), 6 = Peroneutypa 
rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC), 7 = Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) e 8 = 
controle negativo. 

A Figura 39 mostrou produção de ácido 5-Metoxi-2-metil-3-indolácetico 

(5M2M3IA) apenas no cultivo de 7 dias do isolado de A. neoniger 

(20MWL1%s/sApicum28ºC), que produziu 0,0772 µg/mL.  
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5.6.5 Análise de ácido 2-metil-3-indolácetico 

 

Figura 40 - Quantificação de ácido 2-metil-3-indolácetico (g/mL) no sobrenadante de fungos de 
ambiente hipersalino crescidos em meio Mandel’s & Weber com 0,5 % (m/v) de lignina Kraft Sigma a 
temperatura 28°C por 7, 15, 30 e 45 dias por espectrometria de massas. 1 = Scedosporium ellipsoideum 
(*1CZL1%s/sApicum28ºC), 2 = Lasiodiplodia thermobrae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC), 3 = Alfoldia 
vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC), 4 = Trichoderma harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC), 5 = Massarina 
sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC), 6 = Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC), 7 = 
Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) e 8 = controle negativo. 

De acordo com a Figura 40, os isolados que produziram ácido 2-metil-3-

indolácetico (2M3IA) foram o de L. thermobrae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC) em 

7 e 30 dias, Massarina sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC) em 45 dias e Peroneutypa 

rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC), em 30 dias. A maior produção foi de 

Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC) com 0,0644 µg/mL, a segunda 

maior foi L. thermobrae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC) com 0,062 µg/mL, ambas 

em 30 dias. 

 

5.6.6  Análise de ácido salicílico 
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Figura 41 - Quantificação de ácido salicílico (g/mL) no sobrenadante de fungos de ambiente 
hipersalino crescidos em meio Mandel’s & Weber com 0,5 % (m/v) de lignina Kraft Sigma a temperatura 
28°C por 7, 15, 30 e 45 dias por espectrometria de massas. 1 = Scedosporium ellipsoideum 
(*1CZL1%s/sApicum28ºC), 2 = Lasiodiplodia thermobrae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC), 3 = Alfoldia 
vorosii (4CZL1%s/sApicum28ºC), 4 = Trichoderma harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC), 5 = Massarina 
sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC), 6 = Peroneutypa rubiformis (18MWL1%s/sApicum28ºC), 7 = 
Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) e 8 = controle negativo. 

A Figura 41 mostrou produção de ácido salicílico apenas no cultivo de 15 dias 

do isolado de A. neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC), que produziu 0,0092 µg/mL.  

 

 

6 Discussão 

 

 

6.1 Construção da coleção de fungos filamentosos provenientes de áreas 
hipersalinas isolados em meios com lignina kraft como fonte de carbono 

Não foi encontrado na literatura descrição de isolamento de fungos halófilos 

com meios com lignina como única fonte de carbono e adição de NaCl. Assim, dois 

experimentos foram realizados de forma a obter o maior número de isolados possível 

variando as porcentagens de ligninas e sal, utilizando 3 tipos de meio de cultura (M9, 

Mandel’s & Weber e CZAPEK) e duas temperaturas (28 ºC e 37 ºC). Essa estratégia 

adotada implicou em diferentes níveis de pressão seletiva.  

A realização de sucessivas passagens nos meios líquidos, no experimento de 

MENDES et al. (2021), favoreceu a estabilização das comunidades microbianas, 

então microrganismos mais capazes de sobreviver em lignina foram selecionados. A 
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estratégia de plaqueamento direto foi responsável por uma diversidade maior, visto 

que não é tão seletiva quanto a cultura de enriquecimento. A temperatura de 28 ºC 

favoreceu mais o crescimento dos isolados fúngicos, o que era esperado pois é uma 

temperatura considerada adequada para o crescimento de fungos (JANNA 

PIETIKÄINEN; PETTERSSON; BÅÅTH, 2005); temperaturas mais altas favorecem 

fungos patógenos de humanos. A utilização de 3 meios de cultivo (M9, Mandel’s & 

Weber e CZAPEK) foi importante para obtenção de uma maior diversidade, pela 

variedade das condições de crescimento. 

Os isolados fúngicos obtidos foram influenciados por diversos fatores, desde o 

local de coleta até o processamento das amostras em laboratório. Entre esses fatores, 

destaca-se o tempo de trânsito das amostras, que ultrapassou 24 horas, o que 

possivelmente levou à morte dos microrganismos mais sensíveis. Condições 

ambientais no momento da coleta, como o clima chuvoso, também podem ter 

influenciado a composição microbiana. A zona Apicum, por ser adjacente ao 

manguezal, sofre influência tanto da maré quanto da zona Salina. Esta última, por sua 

vez, é uma área de contenção antrópica que já abrigou uma salina operada pela 

Embrapa, o que pode ter deixado resíduos com impacto na microbiota local. Além 

disso, alguns microrganismos presentes nas amostras podem ter exigido condições 

de cultivo específicas, ainda desconhecidas ou incompatíveis com as utilizadas em 

laboratório, o que os torna incultiváveis. Outros microrganismos, embora tenham 

crescido inicialmente nas placas de cultivo, não foram preservados em estoque 

possivelmente por dependerem de reservas metabólicas limitadas, ou por 

necessitarem de condições distintas para manutenção do crescimento. 

O uso de lignina Kraft como única fonte de carbono impôs uma pressão seletiva 

significativa sobre os isolados. Logo, os meios com lignina e NaCl se tornam ainda 

mais restritivos e estressantes aos fungos. Então, era esperado uma redução na 

quantidade de microrganismos com adaptações suficientes para permitir a 

sobrevivência em tais condições. Os fungos isolados em Mandel’s & Weber com 0,1 

% de lignina (m/v) e com 11 % (m/v) de NaCl por plaqueamento direto apresentaram 

um crescimento mais lento, em torno de um mês, e limitado a uma pequena área da 

placa. 

A exploração de fungos provenientes de ambientes hipersalinos é 

industrialmente relevante, pois esses microrganismos podem produzir enzimas 
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termotolerantes ou halófilas com potencial para aplicações em condições extremas. 

Um exemplo é a lipase halofílica de Aspergillus niger MH079049.1, destacada por sua 

aplicação na formulação de detergentes que requerem altas concentrações de cloreto 

de sódio (ALABDALALL et al., 2021). Na indústria alimentícia, há grande demanda por 

enzimas capazes de atuar em diferentes condições e processos, incluindo maturação 

de queijos, fermentação de bebidas, processamento de frutos do mar e panificação 

(HMAD; GARGOURI, 2024). Além de aplicações diretas para a obtenção de 

bioprodutos, essas enzimas são também relevantes na biorremediação de resíduos 

industriais, frequentemente compostos por corantes e moléculas aromáticas, os quais 

podem apresentar pH e salinidade extremos (FAROUK et al., 2025). 

 

6.1.1 Identificação taxonômica usando o marcador ITS   

A identificação taxonômica de fungos ainda oferece muitos desafios. Embora 

haja extensa quantidade de sequências depositadas em bancos de dados, como o 

GenBank, em muitos casos estas sequências não são curadas (BELLEMAIN et al., 

2010). Além do Genbank, para a região ITS existem bancos de dados específicos 

como o UNITE e o Mycobank. O UNITE reúne sequências do INSDC (International 

Nucleotide Sequence Databases Collaboration) e de parceiros. Esse banco adota o 

conceito de hipótese de espécies (do inglês species hypothesis ou SH), no qual 

múltiplas sequências públicas são agrupadas e submetidas a um sistema de filtragem 

com o objetivo de identificar espécies descritas e ainda não descritas (ABARENKOV 

et al., 2024). 

A maior ocorrência de isolados de Aspergillus corrobora dados da literatura que 

apontam para uma grande biodiversidade do gênero, com espécies distribuídas por 

diferentes ambientes, principalmente o aquático (JIMÉNEZ-GOMEZ et al., 2020). 

Outros gêneros amplamente distribuídos de forma diversa são: Penicillium, 

Trichoderma e Cladosporium.  

Utilizar apenas a região ITS pode ser insuficiente para determinação 

taxonômica precisa para gêneros com alto grau de polimorfismo, como Aspergillus 

(CHEN et al., 2017) e Trichoderma (SUSCA et al. 2020). Nesses gêneros, espécies 

diferentes podem apresentar um percentual de identidade da sequência ITS muito 

próximo e uma variação de resultados entre os bancos. Dessa forma, uma abordagem 

multigênica pode ser necessária para o refinamento de resultados e uma maior 
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aproximação com a possível identidade (EZEONUEGBU et al., 2022; OLIVEIRA; 

AZEVEDO, 2022).  

Uma limitação desse estudo foi que os níveis de cobertura e identidade de 

alguns isolados fúngicos ficaram abaixo de 90% (4CZL1%s/sApicum28ºC, 

7CZL1%s/sApicum28ºC, 6MWL0,1%+s11%Salina28ºC e 

8MWL0,1%+s11%Salina28ºC). Levando-se em consideração a abrangência de 

espécies e gêneros de fungos, isto pode ter resultado em uma identificação 

taxonômica errônea em alguns casos. 

Na árvore filogenética, Yunnanomyces sp. (7CZL1%s/sApicum28ºC) está em 

um clado separado dos outros isolados e da sequência de referência Yunnanomyces 

pandanicola, obtida no GenBank. Os percentuais de identidade obtidos para o isolado, 

no GenBank de 86% e no Unite de 84%, levantam questões a respeito de uma 

possível nova espécie ou que o gênero possa ser diferente do encontrado. Como é 

um gênero recente descrito, podem existir lacunas a seu respeito. 

Entre os gêneros identificados, vários apresentam espécies endofíticas, ou seja, 

capazes de colonizar o interior dos tecidos vegetais, como Fusarium, Aspergillus, 

Massarina e Penicillium. Considerando que as amostras de liteira continham folhas 

em decomposição, era esperado encontrar fungos endofíticos (MOLINA-

MONTENEGRO et al., 2020). Esses fungos estão associados à produção de uma 

ampla diversidade de metabólitos secundários (ex.: alcalóides, flavonóides e ácidos 

fenólicos) (ALAM et al., 2021) e, em tecidos vegetais mortos, podem secretar enzimas 

que degradam a lignocelulose (MATTOO; NONZOM, 2022). O gênero Fusarium é rico 

em espécies endofíticas (AHMED et al., 2023). 

 

6.1.2 Identificação taxonômica usando o marcador β-tubulina 

O E-value se relaciona com a significância do alinhamento entre sequências 

comparadas, então, quanto mais próximo o valor for de 0, mais relação com a 

sequência comparada. Assim, as sequências que obtiveram valor diferente podem 

estar longe do resultado mais aproximado encontrado no GenBank (CHOUDHURI, 

2014). Os resultados do sequenciamento de β-tubulina se afastaram dos encontrados 

para ITS para alguns isolados fúngicos, como no caso de Yunnanomyces sp. 

(7CZL1%s/sApicum28ºC) que de acordo com o marcador β-tubulina seria classificado 

como Caliciopsis orientalis. Isso pode estar relacionado com o fato de que a região 
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ITS é mais estabelecida para identificação taxonômica molecular de fungos, com 

bancos que possuem mais dados disponíveis. Então gêneros recentes, como Alfoldia 

e Halcryptovalsa, podem não dispor de dados suficientes para uma identificação mais 

precisa. Para gêneros mais abundantes, como Aspergillus e Penicillium, a 

identificação taxonômica conta com maior disponibilidade de sequências de referência 

do marcador β-tubulina. Consequentemente, os resultados baseados no marcador β-

tubulina apresentaram maior concordância com aqueles obtidos por meio da região 

ITS. Em alguns casos, a sequência do marcador β-tubulina contribuíram para uma 

delimitação mais precisa da espécie fúngica. Um exemplo disso é o isolado 

19MWL1%s/sApicum28ௗ°C de Aspergillus, que havia sido identificado como A. terreus 

ou A. hortae com base em ITS, mas foi definido como A. hortae com maior segurança 

pelo maracado β-tubulina. 

 

6.1.3 Identificação taxonômica usando o marcador calmodulina 

Devido ao elevado número de isolados pertencentes ao gênero Aspergillus — 

que apresenta numerosas espécies, muitas delas geneticamente e morfologicamente 

muito próximas — foi necessária a utilização do marcador de calmodulina para 

garantir maior precisão na identificação dos isolados (SAMSON et al., 2014). A árvore 

filogenética (Figura 19) construída para o gênero Aspergillus baseada no marcador 

calmodulina permite dar enfoque que dentro do gênero há uma diversidade 

considerável em que algumas espécies se distanciam bastante de outras como A. 

sydowii (1MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC) e A. pseudonominae 

(4MWL1%s/sSalina28ºC, 5MWL1%s/sSalina28ºC e 4M9L1%s4,5%Apicum37ºC).  

 

6.1.4 Revisão da literatura para os gêneros dos isolados identificados   

  

6.1.4.1 Alfoldia 

Até o momento, não há registros sobre a produção de biomoléculas por 

espécies desse gênero. As informações disponíveis referem-se apenas a estudos 

taxonômicos recentes. Duas espécies foram descritas: A. vorosii, isolada de Juniperus 

communis, uma espécie de arbusto (CROUS et al., 2019), e A. lenyadriensis, isolada 

do intestino do besouro Platynotus sp. (CROUS et al., 2024). Esse inseto é detritívoro 

e se alimenta de matéria orgânica, como folhas e madeira (VELASQUEZ et al., 2025). 
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O gênero apresenta relação filogenética com Massarina. Ambos pertencem à ordem 

Pleosporales, uma das maiores da classe Dothideomycetes (YU; ZHANG; LIU, 2022). 

 

6.1.4.2 Aspergillus   

Fungos do gênero Aspergillus são naturalmente encontrados em vários 

ambientes, principalmente aquáticos (ORFALI et al., 2021). Algumas espécies 

aquáticas podem produzir interessantes metabólitos com propriedades 

antimicrobianas, como a fumagilina isolada de Aspergillus fumigatus H22 (LI; FU; 

SONG, 2023).   

Alguns são conhecidos por serem patógenos oportunistas, como Aspergillus 

fumigatus. Este está entre os patógenos mais prevalentes em ambientes hospitalares 

e causa aspergilose em pessoas com sistema imunocomprometido, como pacientes 

transplantados (KANAUJIA; SINGH; RUDRAMURTHY, 2023). O sistema imune de 

pessoas imunocompetentes facilmente elimina os conídios de Aspergillus fumigatus 

que estão presentes no ar, uma vez que as imunidades inata e adaptativa atuam de 

forma eficiente (LATGÉ, 1999; GU et al., 2021; SZALEWSKI et al., 2018).   

Na literatura, o gênero vem sendo explorado quanto ao potencial lignocelulítico 

há algumas décadas (DUARTE; FERREIRA, 1994; MILSTEIN et al., 1984). Indícios 

sugerem que algumas espécies podem estar envolvidas com a desconstrução desse 

polímero aromático. A exemplo do Aspergillus flavus que apresenta atividade de 

enzimas lignocelulósicas como lacase e LiP (LI et al., 2020).  

 

6.1.4.3 Cladosporium 

Gênero com uma distribuição ubíqua, algumas espécies podem ser patógenas 

de plantas ou de humanos, outras contaminantes laboratoriais, mas também podem 

ser exploradas de forma a propiciar benefícios à sociedade pela produção de 

metabólitos bioativos (MOHAMED; IBRAHIM, 2021), como macrolídeos com 

propriedades antimicrobianas (WANG et al., 2020). Outras aplicações também são 

interessantes, como degradação de polietileno de baixa densidade por C. 

sphaerospermum. Também foram encontradas atividades de lacase, Lip e MnP 

(SATHIYABAMA et al., 2024). Uma cepa de Cladosporium, nomeada BF-F, foi isolada 

das raízes de S. portulacastrum e apresentou influência no estímulo do crescimento 
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da planta. A análise genômica do isolado levou à identificação de genes ligados a 

biossíntese de triptofano (YANG et al., 2023). 

 

6.1.4.4 Fusarium  

Espécies do gênero causam a patogênese fusariose que pode afetar pessoas 

imunocomprometidas, animais e plantas (BATISTA et al., 2020). Em contraste a esse 

aspecto negativo, também são produtores de biomoléculas de valor agregado. Como 

pigmentos com aplicações medicas, ex. bicaverina produzida por F. oxysporum que 

demonstrou atividade antioxidante (PESSÔA et al., 2017), e metabólitos secundários 

bioativos, ex. o composto Fusaramin produzido por Fusarium sp. FKI-7550 com 

atividade antimicrobiana (AMUZU et al., 2024).    

 

6.1.4.5 Halocryptovalsa 

O gênero é recente e inclui espécies isoladas de plantas e folhas mortas em 

ambientes salinos. Entre as espécies descritas, destaca-se H. endophytica, isolada 

de tecidos da planta halófita Salicornia patula (DELGADO; NAU; MACIÁ-VICENTE, 

2023). Outro exemplo é H. avicenniae, isolada de Avicennia marina (ABDEL-WAHAB 

et al., 2017). 

 

6.1.4.6 Hortaea 

Gênero composto por leveduras negras, encontradas em condições extremas, 

como H. acidophila isolada na presença de ácidos húmicos e fúlvicos em pH 0,6 

(HÖLKER et al., 2004) e H. werneckii geralmente encontrada em ambientes 

hipersalinos (NISHIMURA & MIYAJ, 1984). Esta é um microrganismo dimórfico que 

dependendo da salinidade pode alterar para a forma micelial ou leveduriforme. Nesta 

última, pode causar a patologia Tinia nigra (RIZK; MAGDY, 2022), uma dermatomicose 

rara, que se manifesta na camada mais superficial da pele através de microlesões, 

caracterizando-se pela presença de manchas hiperpigmentadas, normalmente na 

palma das mãos e planta dos pés (SÁNCHEZ-ROMERO et al., 2025). Ela consegue 

resistir a concentrações altas de salinidade devido ao acúmulo de glicerol e outros 

compostos orgânicos por alterações na membrana e presença de melanina na parede 

celular (KEJŽAR et al., 2013). A melanina produzida por H. werneckii tem sido 

explorada quanto a potenciais aplicações em diferentes áreas em busca de uma 
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opção mais econômica que o uso de melanina sintética. A exemplo de um estudo em 

foram testadas atividades antifúngica e antimicrobiana, com melhores resultados na 

inibição de A. niger e bactérias gram positivas (ELSAYIS et al., 2022). Também foi 

avaliado o potencial de biorremediação pela adsorção de metais pesados, com bons 

resultados em Ni 2+, Pb 2+ e Cd 2+ (ELSAYIS et al., 2022).  

 

6.1.4.7 Lasiodiplodia  

A Lasiodiplodia theobromae é um fitopatógeno comum em regiões tropicais, 

que causa a podridão de raiz em uma ampla variedade de espécies de plantas, a 

exemplo do abacateiro e da mandioca e está associado a prejuízos na agricultura no 

país (OLIVEIRA et al., 2013). Porém, estudos relatam que este fungo, quando crescido 

em bagaço de cana de açúcar, formam polímero, o Lasiodiplodan que é uma β-

glucana que possui propriedades terapêuticas, como melhora na cicatrização e 

antioxidantes (ABDESHAHIAN et al., 2021). CAO et al. (2020) relataram a degradação 

de benzo(a)pireno por Lasiodiplodia theobromae, isolado de um solo contaminado por 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos na China. A presença de enzimas 

lignocelulolíticas, especialmente a lignina peroxidase (LiP), desempenhou um papel 

importante nesse processo. 

 

6.1.4.8 Massarina  

Várias espécies de Massarina sp. foram encontradas em ambientes aquáticos, 

principalmente em mangues e pântanos (KHYDE, 1989; DEVADATHA et al., 2019). 

ABDEL-WAHAB et al. (2007) encontrou dois novos metabólitos produzidos pelo 

isolado Massarina sp. (strain CNT-019), spiromassaritone e massariphenone. O 

primeiro apresentou efeito citotóxico em testes utilizando as linhagens celulares: LO2, 

HepG2 e MCF7 (UZMA et al., 2018) e outro exibiu uma pequena atividade 

antimicrobiana (YOU et al., 2009). A literatura para ambos ainda é limitada e requer 

mais estudos.  

 

6.1.4.9 Metarhizium  

O gênero apresenta grande diversidade de espécies que habitam o solo e é 

reconhecido por seu papel como entomopatógeno, sendo amplamente utilizado no 

Brasil no controle de cigarrinhas que causam danos às plantações de cana-de-açúcar 
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(IWANICKI et al., 2019). Além do uso no controle biológico, sua aplicação como 

bioinoculante tem crescido, uma vez que espécies como M. robertsii, M. brunneum e 

M. humberi demonstraram capacidade de estimular o crescimento vegetal (Mesquita 

et al., 2023). Estudos conduzidos em cultivos de café e tomate, por meio da irrigação 

do solo, bem como na inoculação de sementes de feijão, evidenciaram efeitos 

positivos sobre o desenvolvimento das plantas (MESQUITA et al., 2023). Em 

determinadas condições, tais efeitos foram acompanhados pela proteção contra 

fitopatógenos, incluindo Leucoptera coffeella (FRANZIN et al., 2022). Ademais, um 

estudo conduzido por Siqueira et al. (2020) detectou a produção do fitohormônio ácido 

indol-3-acético (AIA), tanto na presença quanto na ausência de triptofano, sendo que, 

em alguns casos, os níveis produzidos foram superiores ao controle positivo 

(Trichoderma harzianum). 

 

6.1.4.10 Penicillium  

Gênero com grande diversidade que é facilmente encontrado na natureza. É 

conhecido principalmente devido à descoberta do antibiótico penicilina por Alexander 

Fleming em 1928 (GAYES, 2017). As espécies de Penicillium possuem grande 

potencial biotecnológico, como o Penicillium citrinum que produz bioativos 

farmacêuticos (LINDSAY; KINGHORN; RAKOTONDRAIBE, 2023). Além disso, 

algumas espécies como P. mallochii, P. simplicissimum e P. ochrochloron, produzirem 

enzimas que podem ser utilizadas em indústrias têxteis, como lacases, xilanases e 

lignina peroxidases (SINGH; KHAJURIA, 2018; MORSY; CLECKLER; ARMUELLES-

MILLICAN, 2020). 

 

6.1.4.11 Peroneutypa 

Algumas espécies do gênero foram isoladas a partir de madeira em 

decomposição, podem causar prejuízos em plantações, há relato do crescimento em 

figueiras no Irã, causando lesões nas plantas (GHAEDI; BOLBOLI; 

MOSTOWFIZADEH, 2023). A literatura sobre bioprodutos é restrita, entretanto, há a 

descrição de uma lacase de Peuroneutypa scoparia que foi utilizada na descoloração 

de corantes de couro por PANDI et al. (2019) e também no branqueamento de 

madeiras (PANDI; GOWTHAMAN; KAMINI, 2021). 
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6.1.4.12 Phaeosphaeria 

Apesar de muitas espécies do gênero serem patógenas de plantas e causarem 

pragas, como a mancha branca do milho pela Phaeosphaeria maydis, com casos em 

plantações no Brasil (COSTA, 2013), e mancha gluma no trigo, eles despertam 

interesse quanto a produção de biomoléculas. Um estudo de revisão conduzido por 

El-Demerdash (2018) sistematizou a ocorrência de 71 metabólitos microbianos com 

atividades biológicas distintas, incluindo compostos citotóxicos e antifúngicos. Entre 

aqueles com potencial citotóxico, destacam-se o Pyranospartinol (ELSEBAIA et al., 

2015), o Spartinol C (ELSEBAIA et al., 2009) e a série de Phaeosphaerins A–F (Li et 

al., 2012). Alguns metabólitos com atividade antifúngica descritos foram o 

Phaeofungin (SINGH et al., 2013) e a Rousselianone A (XIAO et al., 1993). A literatura 

relacionando fungos do gênero com diretamente com desconstrução de lignina não 

dispõe de muito conteúdo, há um artigo com Phaesphaeria spartinicola atuando no 

afinamento da parede celular rica em lignocelulose de uma gramínea marinha 

(NEWELL; PORTER; LINGLE, 1996). 

 

6.1.4.13 Pseudallescheria ou Scedosporium 

Anteriormente Pseudallescheria e Scedosporium eram agrupados juntamente, 

sendo o primeiro a forma sexuada o outro assexuada, depois ocorreu uma separação 

taxonômica em dois gêneros distintos. Entretanto, em 2014, todas espécies de 

Pseudallescheria passaram a ser consideradas Scedosporium e a nomenclatura 

anterior caiu em desuso (LACKNER et al., 2014). Fungos deste gênero podem ser 

encontrados no solo e em ambiente aquático. São causadores de patogênese em 

humanos, afetando pessoas com o sistema imune não competente, como 

Scedosporium boydii que pode ser facilmente encontrado nas vias aéreas de 

pacientes com fibrose cística (GHAMRAWI et al., 2015). Em um estudo recente, foi 

apontado o envolvimento do gênero com a desconstrução de biomassa 

lignocelulósica, com detecção das atividades de peroxidases e oxidases. O cultivo em 

meio com lignina se provou um indutor melhor que aquele utilizando glicose como 

fonte de carbono (POIRIER; BOUCHARA; GIRAUD, 2023). Também foi realizada uma 

análise do genoma quanto à expressão das enzimas e resultados de qPCR revelaram 

uma expressão maior dos genes relacionados às enzimas na presença de lignina no 

meio de cultivo (POIRIER; BOUCHARA; GIRAUD, 2023). 



 

109 

 

  

6.1.4.14 Trichoderma  

Fungos do gênero Trichoderma são empregados no controle biológico 

protegendo plantas de patógenos como nematoides e outros fungos. Podem também 

ser benéficos agindo como biomoduladores para o crescimento de plantas pela 

produção de fitohormônios, como auxina e giberelina, e indução de resistência a 

patógenos (YAO et al., 2023; MARTINEZ et al., 2023). A interação positiva entre o 

Trichoderma e a planta contribui para uma agricultura mais sustentável com a redução 

de utilização de agrotóxicos (WOO et al., 2023). 

 Fungos do gênero têm demonstrado potencial em aplicações relacionadas a 

desconstrução de lignina (RYAZANOVA; CHUPROVA; LUNEVA, 2015). A exemplo de 

um trabalho em que cepas de Trichoderma, isoladas de compostos a partir de 

biomassa lignocelulosicos, foram empregadas no tratamento de resíduos industriais 

da precipitação de lignina com hidróxido de sódio e ácido sulfúrico (BOHACZ; 

KORNIŁŁOWICZ-KOWALSKA, 2020). Os resultados demostraram eficiência na 

descoloração dos efluentes residuais, atividade enzimática de superóxido dismutase 

(SOD) e xilanase, além da produção de compostos de baixo peso molecular, como 

ácido vanílico e siringaldeído (BOHACZ; KORNIŁŁOWICZ-KOWALSKA, 2020).  

 

6.1.4.15 Yunnanomyces 

Há na literatura apenas artigos com descrições taxonômicas e descrição sobre 

isolamentos, havendo 7 espécies descritas, em grande parte provenientes de tecidos 

de plantas. A primeira espécie foi descrita em 2018, Yunnanomyces pandanicola 

(TIBPROMMA et al., 2018), e as últimas em 2024, Y. panamaensis (CROUS et al., 

2024), Y. hagahagaensis (CROUS, WINGFIELD et al., 2024), Y. mangrovei (ZHANG 

et al., 2014) e Y. sexualis (ZHANG et al., 2024). 

 

6.1.4.16 Zymoseptoria 

O gênero pode causar patogênese em plantas, como trigo, levando a mancha 

Septoria tritici, ou mancha salpicada, que se caracteriza por manchas cloróticas em 

folhas jovens (STUKENBROCK et aI., 2012). A espécie Z. tritici é a mais conhecida 

do gênero, responsável por prejuízos consideráveis em plantações na Europa. Este é 
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um fungo dimórfico que, dependendo das condições, pode assumir forma 

leveduriforme ou filamentosa (FRANCISCO et al., 2019). 

 

6.2 Ligninas industriais 

Ligninas industriais possuem composição variável, diferentemente da lignina 

Kraft Sigma que é pura. Logo, o crescimento mais robusto nelas pode sugerir que os 

fungos estão utilizando outras fontes de carbono além da lignina, no caso algum 

contaminante presente na lignina industrial (ex.: compostos fenólicos simples, como 

ácido 4-hidroxibenzoico, e açúcares residuais). Visando aplicações reais em 

condições industriais, em que a lignina vai estar em um estado mais bruto, e que a 

cada processo a composição pode mudar. A capacidade dos isolados de crescerem 

em ligninas industriais é um indicativo positivo nesse sentido. 

Os fungos isolados com meio com 11% de NaCl (m/v) e 0,1% (m/v) de lignina 

apresentaram uma limitação quanto ao crescimento em uma porcentagem maior de 

lignina, alguns, como Halocryptovalsa sp., não cresceram em nenhum dos meios com 

1% (m/v) de lignina em 30 dias. Isso possivelmente tenha relação com as condições 

de isolamento, então talvez precisem de sal para crescer ou não suportem uma 

concentração maior de lignina no meio. 

Analisando os dados dos crescimentos com e sem adição de NaCl e a variação 

de lignina algumas questões são levantadas, como todos os fungos terem crescido 

em todos os meios com a adição de sal, se isso poderia ser relacionado a 

halofilicidade de alguns isolados. Outro ponto foi o aumento no número de fungos que 

cresceram melhor em apenas ligninas indústrias que subiu de 10 para 14. Eles podem 

talvez estarem usando as impurezas das ligninas indústrias no metabolismo frente a 

salinidade do meio. 

 

6.3 Crescimento em compostos fenólicos 

A forma como ocorre o transporte de compostos fenólicos para o interior celular 

fúngico não é totalmente descrita, existem evidências da possível utilização de 

transportadores pertencentes a Major Facilitator Superfamily (Superfamília dos 

Principais Facilitadores) (CILLINGOVÁ, et al. 2017, LERICHE-GRANDCHAMP et al., 

2020). Essa superfamília transportadora é formada por proteínas de membrana que 

realizam transporte ativo secundário ou agem como facilitadores passivos (VARELA 
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et al., 2023). O crescimento da maior parte dos isolados fúngicos nos ácidos vanílico 

e 4-hidroxibenzóico é um resultado importante quando se visa a desconstrução de 

lignina, pois são compostos que podem ser gerados no processo, então a 

metabolização deles pode ser necessária. Os ácidos vanílico e 4 hidroxidobenzoico 

podem ser precursores do ácido protocatecuico, este depois pode ser transformado 

em catecol (KUTRAITE; AUGUSTINIENE; MALYS, 2025), que está localizado mais 

próximo do metabolismo central da lignina. O menor crescimento dos isolados 

fúngicos de ambiente hipersalino na presença de catecol pode ter sido causado por 

esse composto ser tóxico para microrganismos, atuando rompendo a membrana 

plasmática (XIE et al., 2024). Entretanto, alguns microrganismos possuem as enzimas 

necessárias para degrada-lo, sendo a desconstrução desse composto importante para 

o aproveitamento da lignina. Os dados mostram que talvez a maior parte dos isolados 

consigam atuar mais no início da desconstrução de lignina, exceto para todos isolados 

de Aspergillus que conseguiram obter um bom crescimento em catecol.  

 

 

6.4 Ensaios enzimáticos de lacase 

Por ser a lignina uma macromolécula complexa, os fungos precisam secretar 

enzimas extracelulares para convertê-la em moléculas menores. A avaliação da 

atividade de enzimas ligninolíticas é importante para identificar microrganismos 

capazes de modificar a estrutura da lignina e, consequentemente, produzir 

bioprodutos que podem ser caracterizados por UPLC (CHRISTOPHER; YAO; JI 

2014). Nesse contexto, testes para medir a atividade de lacase são amplamente 

utilizados em fungos associados à desconstrução da lignina, uma vez que altas 

atividades enzimáticas geralmente estão relacionadas a uma maior eficiência nesse 

processo (CHRISTOPHER; YAO; JI 2014; LEONOWICZ et al., 2001; BRIJWANI; 

RIGDON; VADLANI, 2010). 

Durante os cultivos de micélio em meio líquido para os ensaios enzimáticos, 

alguns fungos cresceram de forma robusta e alteraram o meio, como os isolados de 

Aspergillus, principalmente A. neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC), que visualmente 

ficou com cor mais límpida em comparação ao controle negativo, este composto por 

meio Mandel’s & weber com 0,5 % (m/v) de lignina Kraft sem inóculo (Figura 42). Outro 

aspecto notado foi que os sobrenadantes dos isolados 4CZL1%s/sApicum28ºC 



 

112 

 

(Alfoldia vorosii) e 10CZL0,1%+4,5%sApicum28 ºC (não identificado) exalaram um 

odor semelhante ao petricor, o cheiro associado quando a água da chuva umedece o 

solo seco, levando à liberação de compostos voláteis, como a geosmina, devido a 

processos metabólicos de microrganismos (ROUSSEAUX et al., 2014).  

A tabela e o gráfico apontam dias diferentes de maior produção de lacase para 

cada isolado fúngico, o que pode estar relacionado a cada um pertencer a um gênero 

diferente. O controle positivo usado foi a enzima concentrada de Pleurotus ostreatus, 

conhecidamente produtor de lacase, logo, era esperado que esta atividade fosse ser 

bem superior àquela dos isolados. Recentemente foi feito um estudo explorando 

enzimas lignolíticas e Scedosporium, com detecção da atividade de lacase (POIRIER; 

BOUCHARA; GIRAUD, 2023). 

Considerando a diversidade de gêneros encontrada, as condições que 

favorecem a produção de lacase vão ser heterogêneas. Portanto, seria necessário 

experimentos mais amplos para se determinar as condições que maximizam a 

produção de lacases. 

 
Figura 42 - Aspergillus neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) e controle negativo sem inóculo (foto da 

direita) em meio Mandel’s & Weber com 0,5% (m/v) de lignina Kraft e 0,5% (m/v) de glicose. 24 h de 

crescimento em shaker a 28 ºC e 200 rpm (Foto: autoria própria, 2025). 

Os isolados de A. neoniger (14MWL1%s/sApicum28ºC e 

20MWL1%s/sApicum28ºC) alteraram o meio de cultura de forma significativa, com 24 

horas o meio originalmente de cor opaca marrom em uma cor clara translúcida (Figura 

24). Embora estes não tenham apresentado atividade de lacase, a lignina presente no 

meio pode ter sido quebrada por outras enzimas lignolíticas. Em um trabalho com A. 

niger, foi demonstrado o potencial deste na despolimerização de lignina devido ao 
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gene que codifica a enzima vanilina desidrogenase (VhdA) (LUBERS et al., 2024). 

Este ao ser inativado no estudo levou à diminuição no crescimento dos fungos em 

aldeídos aromáticos relacionados a despolimerização de lignina (LUBERS et al., 

2024). 

 

6.5 Análises UPLC-PDA e UPLC- MS Xevo TQD 

Por limitações de tempo e equipamento, um total de 7 isolados fúngicos de 

ambiente salino foram escolhidos para análise de metabólitos. Os critérios utilizados 

para a escolha desses 7 isolados foram diversos: (i) resultados positivos de atividade 

de lacase; (ii) alteração da coloração de meio de cultivo líquido contendo lignina, 

sugerindo modificação química ou consumo do polímero; (iii) crescimento robusto em 

ligninas industriais, indicando potencial para aplicação biotecnológica; (iv) evidências 

na literatura de que outras espécies do mesmo gênero são capazes de desconstruir 

lignocelulose; e (v) pertencimento a um gênero com informações limitadas disponíveis 

na literatura quanto a usos potenciais. Especificamente, foram selecionados três 

isolados fúngicos que apresentaram os melhores resultados nos testes enzimáticos 

de lacase: 4CZL1%s/sApicum28ºC (Alfoldia vorosii), *1CZL1%s/sApicum28ºC 

(Scedosporium ellipsoideum) e 18MWL1%s/sApicum28ºC (Peroneutypa rubiformis). 

Um isolado do gênero Aspergillus (20MWL1%s/sApicum28ºC) também foi incluído por 

ter promovido alteração na coloração do meio durante os crescimentos para os testes 

enzimáticos (Figura 42), indicando possível consumo ou modificação da lignina. O 

isolado 2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC (Lasiodiplodia theobromae) foi escolhido por 

apresentar crescimento robusto em placas contendo meio sólido Mandel’s & Weber 

com ligninas industriais (Figura 20 e Figura 21). Além disso, foi incluído um isolado 

pertencente ao gênero Trichoderma, amplamente descrito na literatura por sua 

capacidade de desconstruir lignocelulose: T. harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC). Por 

fim, também foi escolhido o isolado fúngico 15MWL1%s/sApicum28ºC (Massarina 

sp.), este pertencente a gênero cuja literatura disponível aborda alguns metabólitos 

secundários produzidos, mas de forma limitada e alguns estudos foram publicados a 

mais de 20 anos atrás. 

 
Nesse trabalho foi utilizada a técnica cromatográfica com abordagem 

untargeted UHPLC-PAD, para obter o perfil cromatográfico dos sobrenadantes 
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fúngicos selecionados em seus respectivos meios de cultivo e a abordagem 

denominada targeted UHPLC-MS com detector triplo quadrupolo Xevo TQD para 

detectar e quantificar os compostos presentes nas misturas fúngicas complexas. 

Na primeira abordagem, dita “não direcionada”, o objetivo é conhecer o perfil 

químico das amostras investigadas (sobrenadante da cultura fúngica versus controle 

negativo não inoculado). Neste caso, se compara os cromatogramas obtidos com o 

UHPLC-PAD, buscando picos que sejam diferentes entre as amostras e o controle. 

Esta técnica, por si só, não permite a identificação de compostos desconhecidos 

presentes na matriz biológica analisada, mas oferece a possibilidade de inferir a 

classe química dos metabólitos presentes nas amostras por meio da análise dos 

espectros de absorção na região do ultravioleta visível (200-400 nm) dos picos 

selecionados.  

Na segunda abordagem, a “direcionada”, o objetivo é a identificação de 

compostos analisados, no caso os fitormônios (ex.: auxina, ácido giberélico e ácido 

abscísico) ou moléculas reguladoras de defesa vegetal (ex.: ácido salicílico), entre 

outros. Nesse caso, o espectrômetro de massas requer a preparação de curvas de 

calibração com os padrões analíticos de referência numa faixa de concentrações 

previamente definida visando a quantificação dos compostos de interesse. A detecção 

é realizada em modos de ionização seletivos, com foco em razões massa/carga (m/z), 

tempo de retenção e cromatogramas já conhecidos, de forma a revelar a presença 

e/ou ausência dos fitormônios nas amostras (LI; JIAN; LIU et al., 2022). 

 

6.6 Análises dos sobrenadantes fúngicos por UPLC-PDA 

Nenhum isolado apresentou os picos indicados por setas azuis, na Figura 28, 

que estavam presentes no controle, representando possivelmente unidades de lignina 

liberadas da estrutura principal. Logo, os fungos podem estar consumindo estes 

metabólitos representado pelos picos para funções metabólicas.  

Lasiodiplodia theobromae (2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC) e Alfoldia vorossi 

(4CZL1%s/sApicum28ºC) aparentam produzir o mesmo pico com tempo de retenção 

de ± 1,98 min e antes de 45 dias param de produzir, o que possivelmente indica que 

o composto pode estar sendo utilizado para manter o metabolismo. O isolado de T. 

harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC) foi o que mais apresentou picos que se 

mantiveram por 45 dias, o que pode indicar possíveis compostos produzidos a partir 
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de lignina, logo, pode estar de acordo com a literatura que indica a capacidade de 

utilização de biomassa ligninocelulósica pelo gênero (BOHACZ; KORNIŁŁOWICZ-

KOWALSKA, 2020). 

A ligação direta da espécie A. neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) com 

desconstrução de linina não está bem reportada na literatura, mas existem trabalhos 

envolvendo outras espécies do gênero, como Aspergillus niger que é bem aproximado 

geneticamente. Um artigo de revisão sobre o gênero Aspergillus, cita um experimento 

em que foi crescido A. niger em meio de cultura com 1% (m/v) de lignina Kraft 

comercial e com 6 dias de cultivo quase toda lignina do meio foi removida, foi 

levantada a hipótese de adsorção pelos micélios (DUARTE; FERREIRA, 1994). 

Portanto, a capacidade do isolado de A. neoniger (20MWL1%s/sApicum28ºC) em 

relação à utilização dos oligômeros de lignina abre espaço para possíveis aplicações 

na biorremediação de compostos poluentes, como corantes e compostos aromáticos. 

 

6.7 Análise de fitohormônios UPLC-MS Xevo TQD 

Uma abordagem direcionada (targeted) foi usada nos experimentos de UPLC-

MS Xevo TQD para quantificação de fitohormônios e molécula reguladoras no 

metabolismo de plantas (ácido salicílico).  

Os controles negativos contendo apenas meio de cultura sem inóculo fúngico 

apresentaram resultados positivos para as seguintes análises: AIA, em todos 

controles, 1M3IA, nos controles de 7, 30 e 45 dias, 5M3IA, 2M3IA, ambos apenas no 

controle negativo de 7 dias, e 5M2M3IA, nos controles de 30 e 45 dias. Então, para 

os isolados que obtiveram produção desses fitohormônios, foi realizada a subtração 

pelo valor do controle correspondente ao fitohôrmonio e período de avaliação. 

Algumas possibilidades podem ser levantadas, como contaminação cruzada da 

lignina utilizada como fonte de carbono, pois fitohormônios estão presentes em 

plantas e a lignina é extraída destas. Também pode ser algum outro metabólito com 

composição parecida ou algum erro durante a operação do equipamento. 

A maior produção de AIA por T. harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC) vai de 

acordo com a literatura envolvendo diferentes espécies do gênero a produção de AIA 

(OLIVEIRA et al., 2012; CHAGAS; CHAGAS JUNIOR; CASTRO, 2017). O potencial 

de produção de AIA por isolados da coleção pode ser testado em experimentos mais 



 

116 

 

direcionados com condições propicias, como adição de triptofano ao meio, utilização 

de todos Trichoderma isolados e condições de cultivo mais especificas. 

Os fitohormônios 1M3IA, 5M3IA são derivados de AIA, então a maior produção 

por Massarina sp. (15MWL1%s/sApicum28ºC) é uma adição a literatura do fungo, que 

não tem relatada qualquer envolvimento com a produção de tal composto. 5M2M3IA 

e 2M3IA são análogos estruturais de AIA, então possuem estrutura semelhantes, 

porém com algumas mudanças em alguns grupos, existe reportado a produção de AIA 

para A. niger, quanto ao gênero Peroneutypa não há dados relatados (BİLKAY; 

KARAKOÇ; AKSÖZ, 2010). A detecção de ácido salicílico possivelmente está 

relacionada com a produção para utilização em vias metabólicas de A. neoniger, um 

estudo faz a relação de utilização desse composto para produção de catecol e este 

em ácido cis, cis -mucônico (LUBBERS et al., 2021).  

 

 

7 Conclusões 

 

 

A utilização da lignina Kraft como única fonte de carbono, aliada à variação da 

salinidade nos meios de cultivo, permitiu a seleção de 35 isolados fúngicos com 

potencial biotecnológico, capazes de sobreviver e se adaptar às pressões seletivas 

impostas pelas condições experimentais. Mesmo que a maior parte dos fungos tenha 

sido isolada em meio Mandel’s & Weber com 1% (m/v) de lignina Kraft e ausência de 

NaCl, em experimentos posteriores todos fungos cresceram em condições 

hipersalinas e grande parte deles com aspecto robusto.  

O meio de cultivo Mandel’s & Weber, associado à temperatura de 28 °C, 

mostrou-se adequado para o crescimento da maioria dos isolados obtidos. A formação 

de uma coleção fúngica sob essas condições aumenta a probabilidade de identificar 

microrganismos com potencial para transformar a lignina, resultando em biomoléculas 

de interesse industrial. Além disso, os isolados tolerantes a altas concentrações 

salinas podem ser aplicados tanto em processos industriais sob condições extremas 

quanto no desenvolvimento de bioinsumos voltados ao aumento da tolerância à 

salinidade em plantas. 
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Frente aos desafios da identificação molecular as análises mais amplas 

realizadas com marcadores secundários (β-tubulina e calmodulina) pode auxiliar no 

refinamento de resultados obtidos no sequênciamento primário utilizando ITS. A 

definição final quanto a espécie para cada isolado foi realizada levando em 

consideração o conjunto de análises, as árvores filogenéticas, marcadores em que a 

qualidade estava melhor e para alguns em que o percentual de identidade ou 

cobertura não foram considerados suficientes se optou por manter uma identificação 

apenas quanto a gênero, como Yunnanomyces sp. Então quanto a espécie foram 

identificados 27 isolados fúngicos e para 5 se optou para a identificação apenas a 

nível de gênero. 

A diversidade de gêneros observada refletiu, em parte, a complexidade da 

microbiota, mesmo sob condições restritivas, nas quais a lignina Kraft foi utilizada 

como única fonte de carbono e, em alguns casos, associada à hipersalinidade do 

meio. A identificação de espécies sem associação direta previamente descrita com a 

desconstrução da lignina, mas que ainda assim apresentaram crescimento nesse 

substrato, aponta para novas perspectivas de investigação. Tais achados podem 

contribuir para o avanço do entendimento dos mecanismos de degradação da lignina 

por microrganismos pouco explorados. Além disso, o presente trabalho enriquece o 

conhecimento sobre gêneros recentemente descritos, como Alfoldia, Yunnanomyces 

e Halocryptovalsa. 

O experimento de crescimento dos isolados fúngicos provenientes de ambiente 

salino em ligninas industriais e compostos fenólicos apresentou resultados 

interessantes, indicando o seu potencial para aplicação biotecnológica. O uso de 

ligninas industriais nos experimentos realizados aproxima esses resultados de 

contextos reais de aplicação, ampliando sua relevância para processos industriais.  

O crescimento de isolados de Aspergillus, como A. neoniger 

(20MWL1%s/sApicum28ºC), em catecol sugere seu potencial uso em estratégias de 

biorremediação. Além disso, o crescimento robusto da maioria dos isolados fúngicos 

em meio de cultivo suplementado com os ácidos vanílico e 4-hidroxibenzóico pode 

indicar sua capacidade de atuar na desconstrução de monômeros provenientes da 

lignina.  Isso reforça o potencial desses microrganismos na desconstrução desse 

polímero recalcitrante e na geração de produtos de valor agregado.  
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    A avaliação da atividade lignolítica de isolados fúngicos provenientes de 

ambientes salinos, pertencentes a uma coleção composta por gêneros distintos, 

incluindo alguns recentemente descritos e ainda pouco estudados, representa uma 

contribuição relevante para a literatura científica. Esses resultados podem incentivar 

futuros estudos mais direcionados a cada gênero. Embora apenas alguns fungos 

tenham demonstrado atividade lacase, o potencial biotecnológico da coleção não deve 

ser subestimado, uma vez que cada microrganismo apresenta um metabolismo 

singular. É possível que alguns isolados apresentem atividade lacase, mas que esta 

não tenha sido devidamente induzida nas condições experimentais utilizadas. Fatores 

como agitação, temperatura e composição do meio de cultivo podem influenciar 

significativamente a expressão dos genes associados à produção de enzimas 

lignolíticas. Assim, a presença desses genes em um isolado fúngico não garante sua 

expressão em todas as condições de cultivo. Além disso, a escassez de dados na 

literatura relacionando a maioria dos isolados à produção de enzimas lignolíticas 

representa uma limitação para a utilização de condições de ensaio direcionadas. 

Notavelmente, a detecção de atividade lacase em Alfoldia vorosii constitui uma 

contribuição inédita deste trabalho, uma vez que até aqui os estudos sobre esse 

gênero são de natureza taxonômica. 

As análises dos cromatogramas de UPLC permitiram verificar que os fungos 

estão utilizando e modificando a lignina presente no meio. Os picos encontrados 

instigam buscas futuras a respeito das suas possíveis identidades. Nessa exploração, 

os isolados de T. harzianum (7M9L1%s/sSalina37ºC) e A. neoniger 

(20MWL1%s/sApicum28ºC) obtiveram mais destaque: o primeiro por apresentar picos 

diferentes do controle, em todas amostras analisadas, e o outro por ter diminuído os 

picos referentes aos oligômeros de lignina de forma significante.  

Por fim, investigações quanto à produção de biomoléculas a partir de lignina 

pelos isolados encontrados acrescentam positivamente a literatura. A detecção da 

produção de alguns fitormônios, como AIA e compostos derivados, mesmo que em 

quantidades pequenas, amplia as possibilidades de aplicações da coleção de fungos 

provenientes de ambiente salino como bioinsumos agrícolas. 
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8 Perspectivas Futuras 

 

 

Para delineamentos experimentais mais eficientes é necessário a conclusão da 

identificação por ITS dos isolados: 10CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC, 

9MWL0,1%+11%sSalina28ºC, 7MWL1%s/sSalina28ºC e 12MWL1%s/sApicum28ºC. 

Assim como, identificação complementar com outros primers, como translation 

elongation factor 1α (EF-1α) e RNA Polymerase ll (RPB2), para uma aproximação 

maior da identidade dos isolados: 4CZL1%s/sApicum28ºC, 7CZL1%s/sApicum28ºC, 

8MWL0,1%+s11%Salina28ºC, 6MWL0,1%+s11%Salina28ºC, 

15MWL1%s/sApicum28ºC e 11MWL1%s/sApicum28ºC.  

Na busca por atividades ligninolíticas, recomenda-se a realização de 

experimentos em condições de cultivo heterogêneas, considerando a literatura 

específica de cada gênero. Além disso, testes para a detecção de outras enzimas, 

como manganês peroxidase e lignina peroxidase, são igualmente relevantes. Até o 

momento, não há publicações que relacionem espécies do gênero Alfoldia à atividade 

de lacase; portanto, o resultado obtido com o isolado 4CZL1%s/sApicum28 °C 

(Alfoldia vorosii), que mais se destacou no experimento, evidencia a necessidade de 

investigações adicionais quanto ao potencial de outras enzimas ligninolíticas. Outro 

aspecto promissor envolve a avaliação da capacidade desses fungos crescerem em 

bio-óleos provenientes de processos industriais de extração de lignina, bem como em 

derivados como o licor negro, além da mensuração de sua capacidade de 

descoloração da lignina em cultivos líquidos. 

Um planejamento com o cultivo dos isolados fúngicos restantes para análises 

por UPLC se faz necessário. Talvez a alteração das condições de cultivo e meio de 

cultura, como adição de triptofano, possam estimular melhor a desconstrução de 

lignina, assim como a geração de bioprodutos.  
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ANEXOS 

  

  

ANEXO 1 - M9, CZAPEK, Meio Mandels & Weber (MANDELS, M.; WEBER, 1969) e 

Elementos Traços (DEANGELIS et al., 2010)  

  

Meios M9 1 L  

200 mL de solução de sais M9 5x  

2 mL de MgSO4 1M  

100 uL de CaCl2 1M 

6 mL de elementos traços 170X 

22 g de ágar  

Autoclavar o meio e adicionar elementos traços 170X estéril.  

  

CZAPEK 1L  

NaNO2 .....………………………………....... 2,0 g 

MgSO4 •7 H2O …………………................. 0,5 g 

K2HPO4 .………………………………......... 1,0 g 

Ágar ……………………………………….... 20,0 g 

KCl …………………..................................... 0,5 g 

10 mL da solução 100x de sulfato ferroso (FeSO4) 

Autoclavar o meio e adicionar 10 mL da solução de sulfato ferroso 100 X estéril.  

  

MANDELS & WEBER 1 L  

KH2PO4 ………............................................... 2,0 g 

(NH4)2SO4 …….............................................. 1,4 g 

MgSO4 •7 H2O ……....................................... 0,30 g 

FeSO4 •7 H2O ………..................................... 5,00 mg 

MnSO4 • H2O …….......................................... 1,56 mg 

ZnSO4 • 7 H2O ……….................................... 1,40 mg 

CoCl2 ………................................................... 2,00 mg 

CaCl2 ……...................................................... 0,40 g 
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Completar o volume com água destilada e autoclavar o meio   

 

Elementos Traço 1 L  

C6H9NO6 ..................................................................... 15,0 g 

MgSO4 •7 H2O ............................................................. 30,0 g 

MnSO4• H2O ................................................................. 5,0 g 

NaCl .............................................................................10,0 g 

FeCl2 ............................................................................. 0,7 g 

CoSO4 ........................................................................... 1,0 g 

CaCl2 ..............................................................................1,0 g 

ZnSO4 • 7H2O ................................................................. 1,0 g 

CuSO4 • 5H2O ............................................................... 0,1 g 

ALK(SO4)2 • 12H2O ........................................................ 0,1 g 

Ajustar pH para 6,4, completar com água ultrapura e filtrar com membrana de 0,22 µL 

dentro do fluxo laminar.  

  

Anexo 2 - Tampão de extração de DNA fúngico 0,1 L  

Tris-HCl 1M pH 8,0 ………..................................... 20,0 mL  

NaCl 5M ………….................................................... 5,0 mL  

EDTA 0,5M pH 8,0 ……........................................... 5,0 mL  

SDS 10% …………................................................ 10,0 mL  

H2O ultrapura ……................................................ 60,0 mL  

Usar todos os componentes estéreis.  

 

Anexo 3 - Tampão Mcllvaine pH 5 a 50 mM de ácido cítrico e 100 mM de 

fosfato de hidrogênio dissódico 0,1 L 

Fosfato de hidrogênio dissódico 1,462 g  

Ácido cítrico .......................................................... 1,019 g 

Diluir em 100 ml de água ultrapura estéril, ajustar o pH para 5 com HCl ou NaOH e 

autoclavar. 

 

Anexo 4 - Solução estoque de 2,6 dimetoxifenol (DMP) 0,1 L 

2,6 DMP ........................................0,3854 g 
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Diluir em 100 mL em água ultrapura estéril. 

  

Anexo 5 – PCR β tubulina e Calmodulina 

 

 

 

 



 

151 

 

 

 

 

  

Anexo 6 – Contigs de ITS 

 

> 1MWL1%s/sApicum28ºC 

TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACC
AGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
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CAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGG
ACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCG
CGGGTTTTTTTACTATCTGAGCCATCTCGGCGCCCCTCGTGGGCGTTTCGAA
AATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGA
GCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGC
CCTTTACGGGGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTC
CTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCC
GTTAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCC
GCTGAACTTAAGCATATCAATAACGGAGGAA  

> 2MWL1%s/sApicum28ºC 

CGGAGGATGAGCGCAGGCGGGGAGGGCGGATTGCCCTGGGACGTAGCTAC
CATGCCGAGTTACCCTGTCGAGTTGCCCAGATGTCCTGCCCTGTAGCCTGCC
CGCCGGCGGCCAACCTAAGCTCTGTTTTATTGTGGCCTTCTGAGGATTATTGT
AAATGAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCCATCGATGAAG
AACGCACAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCTCGAATCT
TTGAACGCACATTGCGCCCATTAATATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CATTTCACCATCAAGCCCTATTTGCTTGGCTTGGGAGACTTGGCCCGGCCTG
CAGCTCCTGAATAGATCGGCGGAGTCGGCGACCCTCACGTAAATTCTCCGCT
TTAGTGTCGGCGCTGGCGTTTACCGAAACCCCTATTTTTTAGTCTTGACCTCG
GGATCGGGAA  

> 3MWL1%s/sSalina28ºC 

TCTTGGTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC
GGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTG
TTTTCCGAACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACGGCCGCCGGGGGG
CTTCCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCTGTGAACGCTGTCTG
AAGTTGCAGTCTGAGAAACTAGCTAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTA
TTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTT
GTGTGTTGGGCCCCCGCCCCCCCGCGCTGGGGGGGCGGGCCCGAAAGGC
AGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGC
TCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCCTCAATCTATTTTTTCAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
GAGGAA   

> 4MWL1%s/sSalina28ºC  

TCTTGGTCANTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
CTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCA
CCCGTGTTTSCTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCAAGGCCGCC
GGGGGGCATCCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCT
GAACGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAA
CAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
CTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGC
GCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCAT
CAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCTCCGGGGGGGGACG
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GGCCCTAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGC
TTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAAACAAC
CATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAATACGGAGA   

> 5MWL1%s/sSalina28ºC 

TCTTGGTCATTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCT
GCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCAC
CCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCAAGGCCGCCG
GGGGGCATCCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTG
AACGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAAC
AATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAC
TAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCG
CCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATC
AAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCTCCGGGGGGGGACGG
GCCCTAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCTAGCGTATGGGGCTTTGT
CACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAAACAACCATTC
TTTCCAGGTTGACCTCGGATCARGTANGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGAA  

> 6MWL1%s/sSalina28ºC 

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTGTAACAACGGTTTCCGTGGTGAACCT
GCGGAAGGATCATTACCGAGCGGGCCCCTCGGGGCCCAACCTCCCACCCGT
GTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGACGGCCC
CCCTGAACGCTGTCTGAAGNTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGTTAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACG
CACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGC
TGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCCGGGGGG
GACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATG
GGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCA
ACCTTTAATTATCTCAGTTGACCTCGATCAGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAC
ATATCAATAAGAGA   

> 8MWL1%s/sApicum28ºC 

CTGCCAAGGCACACAGGGGATAGGAGGATAGGCTTTTGGCCCAACCTCCCA
CCCGTGACTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGCTGGC
CGCCGGGGGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAAC
ATGAACCCTGTTCTGAAAGCTTGCAGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTT
AAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCATTGAATCATCGAGTCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT
TGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCTCGTCCCCCGGCTCCCG
GGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCG
TATGGGGCTTCTTCTTTCCGCTCC    

> 9MWL1%s/sSalina28ºC 

TTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGG
GATCATTACAAGTGACCCCGGTCTAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTT
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GTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCG
GGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAATTTAATTAAT
AAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCG
TCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGT
GCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTAT
TCGCTAAAGGGTGCTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAAACCCATTTCTAAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG
G 

> 10MWL1%s/sApicum28ºC  

AGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTAC
AGAGTTACTACTCCAAACCCATTGTGAACCTTACCTATGTTCTGTTGCCTCGG
CGGCGTGGTCAGCGCCCCCTCTGAAAAGAGGACGATGCCCTCCCGCCGGC
AGCACCAAACTCTTTGAATTTTACAGCGGATTACAGTTCTGATTTGAAAACAAA
AAACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGGCAGTAATCTGCCGGGCATGCCTGTCCG
AGCGTCATTTCAACCCTCGAACCTCCGTTTCCTCAGGGAAGCTCAGGGTCG
GTGTTGGGGCGCTACGGCGAGTCTTCGCGACCCTCCGTAGGCCCTGAAATA
CAGTGGCGGTCCCGCCGCGGTTGCCTTCTGCGTAGTAAGTCTCTTTTGCAA
GCTCGCATTGGGTCCCGGCGGAGGCCTGCCGTCAAACCACCTATAACTCCA
GATGGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGTTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
T 

> 11MWL1%s/sApicum28ºC 

TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACC
AGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGG
ACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTTTTGTATACCCCCTCG
CGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAA
ATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGA
GCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGC
CCTCCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAG
CCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCA
CAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAANCGGANGAA   

> 13MWL1%s/sApicum28ºC  

TCTTGGTCBBBTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAAC
CAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTA
CCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATNTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCG
GACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTC
GCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGA
AAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
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ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCG
AGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGG
CCCTCCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCA
GCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCC
ACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGAA   

> 14MWL1%s/sApicum28ºC 

TTCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
CTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATAA
GTGTNTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGNTTGTCGGCCGCCG
GGGGGGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACAC
GAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAA
CTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGC
TGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGG
GACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATG
GGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCA
ACCATTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAATACGGAGNAAA   

> 15MWL1%s/sApicum28ºC 

TCTTGGTCTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCT
GCGGAAGGATCATTACCGTTGGGGGTCAAACTCCAATCGGGATAGACACCCT
TGCCTTTGAGTACCTTTTCGTTTCCTCGGCGGGCTCGCCCGCCGGTGGACAT
CCAAAAAAACCCCTTGTAATAGCAGTATCTTCTGAATAAAAAGCAAATAGTCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCTTCGGTATTCCGTTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTG
AAAATTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGTGCTTGTCCCCCCCCTTCCGCGGC
GGGACTCACCTCAAATGCATTGGCGGCCGGCATGTTGGCTTCGAGCGCAGT
AGAAACGCGCCCGGCGTCTGGACGTGCCCGGTCTTCCACGAAGCCCACTTC
TAACGCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
TAAGGCGGGAGGAA   

> 17MWL1%s/sApicum28ºC 

AGTATATACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTG
GTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGA
ATCATACCTTTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCA
AACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAATGAATCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTAC
GCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTT
TCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTC
TGCGCAGTAGTAAAGCACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGT
AAAACCCCCCAACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTG
AACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGACTGAGA  
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> 18MWL1%s/sApicum28ºC 

TCTTGGTCATTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACC
AGCGGAGGGATCATTAATGAGTTTTCTAAACTCCAAACCCTTGAGAACATACC
TAGTTGCCTCGGCGGACTTGCCCTGGGACGACCTACCCTGCAGCGAGTTAC
CCTGTAACGAGTTGCCCTGTAGAGACCTGCCCTGTAGCCTGCCCGCCGGCG
GCCAACCTAAACTCTGTTTTATTGTGGCACTTCTGAGGATTATTCTAAATGAAT
TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATT
TCAACCATCAAGCCCTATTTGCTTGGCGTTGGGAGACTTGTAGGCCCGGCCT
GCAAGCTCCTGAAATAGATCGGCGGAGTCGTGGCGACCCTCAGCGTAGTAAT
TCTTCTCGCTTTAGGTGTCGGCGCTGGCGTTTAGCCGTTAAACCCCCTATTTT
TTTTAGTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGACTGAGACTGCCAAGGCACACAGGATAGGA   

> 19MWL1%s/sApicum28ºC  

TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACC
TGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCTTTATGGCCCAACCTCCCACCCG
TGACTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGCTGGCCGCC
GGGGGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACATGAA
CCCTGTTCTGAAAGCTTGCAKTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTTAAAAC
TTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCT
GCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCTCGTCCCCCGGCTCCCGGGG
GACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATG
GGGCTTCGTCTTCCGCTCCGTAGGCCCGGCCGGCGCCCGCCGACGCATTT
GTTTGCAACTTGTTTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGC
TGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA    

> 20MWL1%s/sApicum28ºC 

TCTTGGTTTAGAGGAAGTAAAAGTCTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC
GGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGT
CTATTATACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGG
GGCGCCTTTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACA
CTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTC
AACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATT
GCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCC
TCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGG
GCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCT
TTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAACCAT
TTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAATAAAGGAA  

> 24MWL1%s/sApicum28ºC 

TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACC
AGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATCATACC
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TTTAATTGTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAAT
TTTTTAATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGT
CCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGC
CGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGT
AAAGCACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTAAAACCCCCCA
ACTTTTTATAGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAATAAGCGGAGGAA   

> 29MWL1%s/sApicum28ºC 

TCTTGGTCTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCA
GCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTT
ATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCGGTAAAACGGGAMGGCCCGC
CAGAGGACCCAAACTCTATTGTATTTTAGTGTATCTTCTGAGTAACACAAAACA
AATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGA
GCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAG
TGTTCCTTCTGGGACCAGCCGGCCCCGAAATCTAGTGGCGGTCTCGCTGCA
GCCTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAACGCGGCGCGGCCA
AGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACC
CGCTGAACTTAAGCATATCATAAA   

> 1MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC 

AGACAGTATATACTTGGTCATTTAGAGGTTGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCG
TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGCGGGCTGCCTCCGGGCGC
CCAACCTCCCACCCGTGAATACCTAACACTGTTGCTTCGGCGGGGAGCTCCC
TCGGGGGCGAGCCGCCGGGGACTACTGAACTTCATGCCTGAGAGTGATGCA
GTCTGAGTCTGAATATAAAATCAGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTT
CCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCG
GGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATCAAGCCCGGCTTGTGT
GTTGGGTCGTCGTCCCCCCCGGGGGAMGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGC
ACCGTGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTATCACCCGCTCGACTAGGG
CCGGCCGGGCGCCAGCCGACGTCTCCAACCATTTTTCTTCAGGTTGACCTC
GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT 

> 2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC 

TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACC
TGCGGAAGGATCATTACCGAGTTTTCGAGCTCCGGCTCGACTCTCCCACCCT
TTGTGAACGTACCTCTGTTGCTTTGGCGGCTCCGGCCGCCAAAGGACCTTCA
AACTCCAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCTTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCC
TCAAGCTCTGCTTGGAATTGGGCACCGTCCTCACTGCGGACGCGCCTCAAA
GACCTCGGCGGTGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTAGAATACACCTCGCTT



 

158 

 

TGGAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGACGAACCTTCTGAACTTTTCTCAAGG
TTGACCTCGGATCAGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAACGGA
GGAA   

> 6MWL0,1%+s11%Salina28ºC 

GAAGTCTCATCTCCCCCTGTCTCGCCCCCGAGACTATGAGCAGGCGCCCTG
GCCGAACCCTTGATTTTCTGTGTACCTTGTTTCCTCGGCGAGCTCGCTCGTC
GCTAGGACTCATCAACAACCTTTTTTAAATACTCAATCAGCGTCTGAACAAAAC
TTAATATTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGA
GCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGCGTTGGGTGTTTATCCTAGCCTT
TGCGCCCGGATTCACCTCAAAGAAATTGGCAGCCGGCATATTGGTTCTGAAG
CGCAGCACATTTTGCGGCTTTAACTGGTATAAGTTGGCGTCCATGAAGCTATA
TTTTTCACGCTTGACCTCGGATCAGGTAAGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAATAAGCGGAGGACTGAGACTGCCAAGGCACACAGGGGATAGGA   

> 8MWL0,1%+s11%Salina28ºC 

TCCCAAGGTAACCAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGG
GATCATTACAGAGTTATCTAACTCCCAAAACCATGTGAACTTACCTATGTTGCC
TCGGCAGGGGGCTGACCCTAGGCATGCTTACCCTGGAGTGAGCTACCCTGG
AGTCCAGCAGCATCTCCTGCCGGCGGACCTCCAAACTCTTGTTTATACGTGG
GCAATTCTGAGAATTATACATAATACGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTA
GTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCTAATTGCTTGG
TGTTGGGAGCTTATCTCGCCATAGCTGATAACTCCTGAAAGTCMTCGTCGGT
GTCGTGACGACCCCTAAGTGTAGTAATTTGTTCTCGCTTCTGGTGTGTTGTCG
CTGGCATCCGGCCGCTAAATCTCTTATTTTTTCTAGTGGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGAATACCCTTTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA   

> 1M9L1%s/sSalina37ºC 

TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACC
TGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCC
GTGTCTATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTCGACGGCCGCC
GGGGAGGCCTTGCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCAACATGA
ACGCTGTTCTGAAAGTATGCAGTCTGAGTTGATTATCGTAATCAGTTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCC
CTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCTCTCCCGGGGGACG
GGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGC
TTTGTCACCTGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACACCCAACTTTAT
TTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAAT  

> 4M9L1%s4,5%Apicum37ºC 

TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACC
TGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGGGTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCAC
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CCGTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCAAGGCCGCCG
GGGGGCATCCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTG
AACGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAAC
AATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAC
TAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCG
CCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCATC
AAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCTCCGGGGGGGGACGG
GCCCTAAAGGCAGCGGCGSCCCCGC   

> 7M9L1%s/sSalina37ºC 

TCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTCCGTTGGTGAACCA
GCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAAACTGTTGCCTCGGCGGGATTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA
CCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGC
GGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAA
ATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCARAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCANATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCNAN
CGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCNTTGGGNAACGNCC
TCCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATANNNTGGCGGTCTCGCCGCANCC
TCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACA
GCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGAA   

> *1M9L1%s/sApicum28ºC 

CTGCCAAGGCACACAGGGGATAGGAGGATAGGCTTTTGGCCCAACCTCCCA
CCCGTGACTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGCGTTGCTGGC
CGCCGGGGGGCGACTCGCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAAC
ATGAACCCTGTTCTGAAAGCTTGCAGTCTGAGTGTGATTCTTTGCAATCAGTT
AAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCATTGAATCATCGAGTCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCAT
TGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCTCGTCCCCCGGCTCCCG
GGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCG
TATGGGGCTTCTTCTTTCCGCTCC   

> 4CZL1%s/sApicum28ºC 

TTCTTGGTCATTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACC
TGCGGAAGGATCATTATCGTAGGGCCTCTGGCCCTGTCGAGATAGCGTCCTT
GCCTATTTTTTTGGAGCACCCTCCGTTTCCTCAGCAGGTCCGCCTGCTACCG
GGGACACACGAAACTCTTTGCAATCAGCAACCGTCTGAAGCAACTACAAAAA
ATCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAG
CAAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCTTAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TACAACCATCAAGCGCGGCTTGTTGTTGGGCGCCTGTCCCGCCTCCGGCGC
GGACTCGCCTCGAATCGATTGGCGGCCCCTCCCGGCGGCTCGGAGCGCAG
CAGAATTGCGACTCTACCCGCGGGGACGGCGGCACCCAGAAGCCTTTCCTT
CATAATCGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AACGGAGGAA  
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> 7CZL1%s/sApicum28ºC 

CAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGCGAGATATATATTTTT
GGGCTTTTGTCCGAAGAATCTCCCGTCCTCATGTCATTTTGTGAAGTGGTTGC
TTTCGGCGGAGGCGTTGGCCCTTTTTTTGGGTTGACCGCCGTCGGTGGTTTT
TATTCTCTGAATATATTTGAAGATGGATTTTCAGTAAGATGGAATTAGTACAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATCAGTGAATCATCGAGTTTTTGAACGCA
CATTGCGCCTCCTGGCATTCCGGGAGGCACGCCTGTTCGAGCGCCATTTCG
ACCTCCAAGCTTTGCTTGATGTTGGACCGTGTTTGTTGCAACTGGTCTGAAA
CGTGTCGGCGTCCGACGACGACCCGCGAACGTAGCAAGAACAAAGGAATCT
ATTTCGTTTGCGCCGTGTCCGTCTTTCGGTTCTGCCTACTTATGTTGTTTGGT
ATGGTTGGCCTCGGATCAGGTGGGGATACCCGCTGAA  

> *1CZL1%s/sApicum28ºC 

AGTATATACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTG
GTGAACCAGCGGAGGGATCATTACAGAGTTACTACTCCAAACCCATTGTGCC
CAGGGGATAGGATTCTGTTGCCTCGGCGGCGTGGTCTGCTCTGAAAAGAGG
ACGATGCCCTCCCGCCGGCAGCACCAAACTCTTTGAATTTTACAGCGGATTA
CAGTTCTGATTTGAAAACAAAAAACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGGCAGTAAT
CTGCCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCTCCGTTTCC
TCAGGGAAGCTCAGGGTCGGTGTTGGGGCGCTACGGCGAGTCTTCGCGAC
CCTCCGTAGGCCCTGAAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCGGTTGCCTTCTGC
GTAGTAAGTCTCTTTTGCAAGCTCGCATTGGGTCCCGGCGGAGGCCTGCCG
TCAAACCACCTATAACTCCAGATGGTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGTTACCC
GCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCG  

> 2MWL0,1%+11%sSalina28ºC 

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCT
GCGGAAGGATCATTACCGTTGGGGGTCAAACTCCAATCGGGATAGACACCCT
TGCCTTTGAGTACCTTTTCGTTTCCTCGGCGGGCTCGCCCGCCGGTGGACA
GCCAAAAAAACCCCTTGTAATAGCAGTATCTTCTGAATAAAAAGCAAATAGTCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCTTCGGTATTCCGTTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTT
GAAAATTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGTGCTTGTCCCCCCCCCTTCCGCG
GCGGGACTCACCTCAAATGCATTGGCGGCCGGCATGTTGGCTTCGAGCGCA
GTAGAAACGCGCCCGGCGTCTGGACGTGCCCGGTCTTCCACGAAGCCCACT
TCTAACGCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
AATAAGCGGAGGA   

  

Anexo 7 – Contigs de β-tubulina 

> 4MWL1%s/sSalina28ºC 

TGGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGCCTCGATGCCCCCGAGTCAA
TATGCTTTGGACGTAGGGCCTCAGCAGAAACATGAGCTCGGATATATCATTCT
CGTGTCTGACACGTGTTTGCTAATACCTTTGCAGGCAGACCATCTCCGGGGA
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GCACGGCCTCGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAACCCGTGTACACCTCGAA
CGAACGACGACCAGATGGCATTGGAAGAGTTTCGGATGGGTCTGACAGGAA
GGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTAC
TTCAACGAGGTGCGTACCTCAAATTTTTCAGCCGCTATAAAAACGCTTTGCAA
GTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGT
CCTCGTCGATCTTGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTT
CGGTCAGCTGTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGCTGG
TAACAACTGGSCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTAA  

> 5MWL1%s/sSalina28ºC 

TTCCGTCTCCACTTCTTCATGGTCGGCTTCGCTCCCTGACCAGCCGTGGCGC
CCACTCTTTCCGTGCCGTCTCCGTTCCTGAGTTGACCCAGCAGATGTTCGAC
CCTAAGAACATGATGGCTGCTTCTGACTTCCGCAACGGCCGTTACCTCACCT
GCTCTGCCATCTTGTACGTGGCCATATTTTTATTTGTTCTTCCCTCTTTTGTTCT
AAAACTGACCCTTGTTTTTTAGCCGCGGAAAGGTCTCCATGAAGGAGGTTGA
GGACCAGATGCGCAACATCCAGAGCAAGAACCAGACCTACTTCGTTGAGTG
GATCCCCAACAACATCCAGACCGCCCTGTGCTCCATTCCTCCCCGTGGTCTC
AAGATGTCCTCCACCTTCATCGGAAACTCCACCTCCATCCAGGAGCTCTTTCA
AGCGTGTCGGCGACCAGATCAGTGCTATGTTCCGTCGCAGGCTTTCTTGCAT
TGGTACACTGGTGAAGGTAAGGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCTGAGTCA
ACATGAACAATCTCGTCAA  

> 10MWL1%s/sApicum28ºC 

AAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTGCGTACATTATTCCCGACGACGCGCGATCG
AGAAACGGATGCGAGAATATAATTCTTCTGTTCGAGATATTTCTATTTGATGGAT
AGAGTACTTATCGTATTTTTAGGCAAACCATTTCTGGCGAGCACGGTCTTGATA
GCAACGGAGTGTACGGAACCCCCTCATCCCTCCCCCCCAAATGCCAGTCAC
ATCGACTGGTGCTGCTCTCACTTTCACGGCAGACACTGATTGTCCCTTATACG
TCAAAGTTACAATGGCACTTCTGAACTTCAGCTTGAGCGCATGAGCGTTTACT
TCAACGAGGTAAGTTTTTGGTTCAAACCACGGGCTGGTTGGTGTGGTGTCAT
CCAGCCTCCGTTGCGGAAAATACTAACGTATTGGTTACCTCCACATTATAGGC
TTCGGGCAACAAATATGTTCCTCGCGCTGTCCTTGTAGATCTCGAGCCCGGT
ACCATGGACGCCGTCCGTGCTGGTCCCTTCGGCCAACTTTTCCGTCCCGAC
AACTTCGTCTTTGGCCAGTCCGGTGCCGGCMACAACTGGSCCAAGGGTCAC
TAAACT  

> 19MWL1%s/sApicum28ºC 

TCGGTGCTGCTTTCTGGTACGTCTGGAATCAACCTGGGGAATGCTGGCTCTC
GTGGGATGCAGAGTCCTACGGACATGCGTCCTCGGGCTAAAAAGGGTTCCG
TGGTGGCATGATGCTGACAACTGTACAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACG
GCCTTGATGGCTCCGGTGTGTAAGTGTCACCGACGCCCGCTCAATGGGCTC
CCATAATGGAGAATTACACGACGATGGACGATTCTGATGGAAAACAGCTTCAA
TGGCTCCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTA
CGTTCCCTTCCTACACCATCCTGTGATAGATTCTCCACGCCTCCAAAGACCTC
GACACTAATTTCCGACCCCCTTTAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTTCCTCGT
GCCGTCCTCGTTGACCTTGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGT
CCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTG
CCGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACT  

> 20MWL1%s/sApicum28ºC 
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CTGCTTTCTGGTACGTATTCACTGCCACTGGATTGGGGATGGAACATCATCTC
TCAAGCTATCTTAGCTTGAGTTCAGATGTTATCCATCGGGTATATAGCTATCGG
GTTAAGAACACGTCTAACAACTCAACAGGCAGACCATCTCTGGCGAGCACGG
CCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAACTTTTTCACACCTCTCAATTGGTCA
ACAATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTACAATGGCAC
CTCCGACCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTTAGATCA
CACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAATGTCCTGACCACTTCAG
CAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTCCCCCGTGCCGTCCTCGTCGATCTCGAGC
CCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCCAGCTCTTCCGTC
CCGACACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCC  

>14MWL1%s/sApicum28ºC   

CGGCTTCGCTCCTCTGACCAGCCGCGGCGCCTACTCCTTCCGTGCCGTCAC
CGTTCCCGAGTTGACCCAGCAGATGTTCGACCCCAAGAACATGATGGCTGCC
TCTGACTTCCGCAACGGCCGCTACCTCACCTGCTCCGCCATCTTGTGAGTTT
TTCTTCCTGCATTGATTGCATTGCGCCAGCTAACAAGTATTTAGCCGTGGACG
TGTCTCCATGAAGGAGGTTGAGGACCAGATGCGCAACATCCAGAGCAAGAA
CCAGACCTACTTCGTCGAGTGGATCCCCAACAACATCCAGACCGCCCTGTGC
TCCATTCCTCCCCGTGGTCTCAAGATGTCCTCTACCTTCATCGGTAACTCCAC
CTCCATCCAGGAGCTCTTCAAGCGTGTCGGTGATCAGTTCAC   

> 1MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC 

TTTCCCCGTCCTCACTTCTTCATGGTCGGCTTTGCTCCTCTGACCAGCCGTG
GCGCCTACTCCTTCCGCGCCGTCTCCGTTCCTGAATTGACCCAGCAGATGTT
CGACCCCAAGAACATGATGGCTGCTTCTGACTTCCGTAACGGCCGTTACCTC
ACCTGCTCCGCTATCTTGTATGTGTGCCTGAATATGTTATTTGTGACTTTGGCT
AATTTATTTTCAGCCGTGGACGCGTCTCCATGAAGGAGGTTGAGGACCAGAT
GCGCAACATCCAGAGCAAGAACCAGTCCTACTTCGTTGAGTGGATCCCCAAC
AACATCCAGACCGCTCTCTGCTCCATTCCCCCCCGTGGCCTCAAGATGTCCT
CCACCTTCATTGGAAACTCCACCTCCATCCAGGAACTCTTCAAGCGTGTCGG
TGATCAGTTCACTGCTATGTTCCGTCGCAAGGCTTTCTTGCACTGGTACACTG
GTGAGGGTATGGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCTGAGTTCAACATGAACGA
ATCCTCGTCA  

> 1M9L1%s/sSalina37ºC 

GTGCTGCTTTCTGGTATGTCTTGACCTCAAAGCTTGGATGACGGGTGATTGG
GATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCATGGGTTCAGCCTCACTGTCATGGGT
ATCAGCTAACAAATCTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCATGGCCTTGACG
GCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTATATCCTCCCAATTGAGAAAGCGGCGGAA
ACACGGAAAACAAGGAAGAAGCGGACGCGTGTCTGATGGGAAATAATAGCTA
CAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAG
GTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGGCAACATCTCACGATCTGA
CTCGCTACTAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGA
TCTCGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCGAGCT
ATTCCGTCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGG
GCCAAGG  

> 4M9L1%s4,5%Apicum37ºC 

TGGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGCCTCGATGCCCCCGAGTCAA
TATGCTTTGGACGTAGGGCCTCAGCAGAAACATGAGCTCGGATATATCATTCT



 

163 

 

CGTGTCTGACACGTGTTTGCTAATACCTTTGCAGGCAGACCATCTCCGGGGA
GCACGGCCTCGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAACCCGTGTACACCTCGAA
CGAACGACGACCAGATGGCATTGGAAGAGTTTCGGATGGGTCTGACAGGAA
GGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGCATGAACGTCTAC
TTCAACGAGGTGCGTACCTCAAATTTTTCAGCCGCTATAAAAACGCTTTGCAA
GTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTWTGTCCCTCGTGCCGT
CCTCGTCGATCTTGAGCCCGGYACCACGTCCCCTCCGTGCCGGTCCCTTCG
GTCAGCTGTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAA
CAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGTAA  

> 4CZL1%s/sApicum28ºC 

TTTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATGGTTGGCTTCGCTCCTCTTACCAGCCGTG
GCGCCCACTCCTTCCGCGCAGTCTCCGTTCCTGAGCTCACTCAGCAGATGTT
CGACCCTAAGAACATGATGGCTGCCTCTGACTTCCGCAATGGCCGCTACCTG
ACCTGCTCTGCCATCTTCCGTGGCAAGGTCTCCATGAAGGAGGTCGAGGATC
AGATGCGCAATGTCCAGAACAAGAACTCTTCCTACTTTGTTGAGTGGATCCCC
AACAACGTCCAGACCGCCCTCTGCTCTATTCCCCCACGTGGCCTCAAGATGT
CCTCCACCTTCGTCGGCAATTCAACCTCCATCCAGGAGCTCTTCAAGCGTGT
CGGTGACCAGTTCACTGCCATGTTCAGGCGCAAGGCTTTCTTGCATTGGTAC
ACTGGCGAGGGTATGGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCCGAGTTCAACATG
AACGATCTCGTCA  

> *1CZL1%s/sApicum28ºC 

TCCCACTTCTTCATGGTCGGCTTTGCCCCGCTTACTAGCCGTGGTGCTCACT
CTTTCCGTGCTGTCACCGTGCCCGAGTTGACCCAGCAGATGTTCGATCCCAA
GAACATGATGGCCGCCTCCGACTTCCGCAACGGCCGATACCTCACCTGCTCT
GCCATCTTGTAAGTTTTATTCTACCCCAAACCCTACGCTCTCTGTCGAGAGTTT
CTCTCTCCTTGTGAGGAATCTCTGCTAACAAGGAGTTTTCTCTCTTTCACAGC
CGTGGTAAGCTTGCCATGAAGGAGGTCGAGGACCAGATGCGCAACGTCCAG
AGCAAGAACTCGTCGTACTTCGTCGAGTGGATCCCCAACAACGTTCAGACCG
CTCTTTGCTCTATTCCTCCCCGTGGCCTTAAGATGTCGTCGACCTTCCTGGGT
AACTCGACGGCGATCCAGGAGCTCTTCAAGCGTATCGGCGAGCAGTTCACT
CTCATGTTCCGTCGCAAGGCTTTCTTGCATTGGTACACTGGCGAGGGCATGG
ACGAGATGGAGTTCACTGAGGCCGAGTTCAACATGAACGATCTCGTCA  

> 1MWL1%s/sApicum28ºC 

TTTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATGGTGGGCTTTGCGCCTCTTACCAGCCCT
GGCGCACACTCTTTCCGCGCTGTTTCCGTTCCTGAGTTGACCCAGCAGATGC
TGGATCCTAAGAACATGATGGCTGCCTCTGATTTCCGCAATGGCCGCTACCT
GACCTGCTCCACCATCTTCCGTGGAAAGGTTGCCATGAAGGAGGTTGAGGA
CCAGATGCGCAGCATCCAGAACAAGAACTCCACCTACTTCGTTGAGTGGATT
CCCAACAACATTCAGACCGCCCTCTGCTCTATCCCCCCCAAGGGCCTTAAGA
TCTCCTCCACCTTTGTCGGTAACTCTACCGCCATCCAGGAGATTTTCCGCCGT
GTTGGTGAGCAATTCACTGCCATGTTCCGACGCAAGGCTTTCTTGCATTGGT
ACACTAGCGAGGGTATGGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCTGAGTTCAACAT
GAACGATCTCGTCA  

> 6MWL1%s/sSalina28ºC 

AGCATACTGACCAATTCTTAGCAAACCATTGCTGTAAGGGCGGCTTGATGGC
GATGGACAGTTGTTCTTTCGACAAATTTTGTTTACGTTTTTTCGAGAATGGTTT
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TCTGATATTTTTGGGCARCTACCGAACCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGCATG
AACGTCTACTTCACCCACGTAAGTGATACTGACCCCAATGCCATTGGAATCTT
ATCTAACCACTTTGTTTGTTTTATCAATAGGCTTCAGTGACGTATGTTCCCCGT
GCCGTCCTGGTCSACTTGACCCGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCTGGTCC
CTTCGGCAAGCTTTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGTCAATCCGGTGCT
GGTAACAACTGGSCCAAGGGTCACTAACTGAGGGTAA 

> 2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC 

TTTTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATGGTCGGGCTTCTCTCCTCTGACCAGCC
GTGGCGCCCACTCTTTCCGCGCCGTCACCGTTCCCGAGCTCACCCAGCAGA
TGTTCGACCCCAAGAACATGATGGCTGCTTCGGACTTCCGCAACGGCCGCTA
CCTTACCTGCTCCGCCATCTTCCGCGGTAAGGTCTCCATGAAGGAGGTCGAG
GACCAGATGCGCAACGTCCAGAACAAGAACTCCTCCTACTTCGTTGAGTGGA
TCCCCAACAACGTCCAGACCGCTCTCTGCTCCATTCCTCCCCGTGGTCTCAA
GATGTCTTCGACCTTCGTCGGCAACTCGACCTCGATCCAGGAGCTCTTCAAG
CGTGTCGGTGACCAGTTCACTGCTATGTTCCGTCGCAAGGCTTTCTTGCATT
GGTACACTGGTGAGGGTATGGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCTGAGTTCA
ACATGAACGATCTCGTCA  

> 17MWL1%s/sApicum28ºC 

 

GGAACATGGCAGTGAACTGCTCACCAACACGCTTGAAAAGCTCCTGGATGG
AGGTGGAGTTACCAATAGAAGTACAAGACATCTTGAGGCCACGGGGGGGGAT
GGCGCAAAGGGCGGTCTGGATATTGTTGGGGATCCATTCGACGAAGTACGA
GGAGTTCTTGTTCTGCACGTTACGCATCTGGTCCTCAACCTCCTTCATAGCAA
CCTTGCCACGGCTGGAACGGAAATTAATACAATGACCTCGTATAATATGCACAT
CATTGACGATACTTACCAGATGGCAGAGCAGGTCAGGTAGCGGCCGTTTCGG
AAGTCAAAAGCGGCCATCATGTTCTTAGGGTCGAACATCTGCTGGGTGAGCT
CAGGTACGCTGACAGCGCGGAAAGAGTGAGCACCACGGCTGGTCAGGGGG
GCGAAGCCGACCATGAAGAAGTGGAGA  

> 6MWL0,1%+s11%Salina28ºC 

CGTCTCCACTTCTTCATGGTCGGATTTGCTCCCCTCACCAGCCGTGGCGCGC
ACTCTTTCCGTGCTGTCACTGTTCCCGAGCTCACTCAGCAAATGTTCGACCC
CAAGAACATGATGGCTGCCTCTGACTTCCGCAACGGCCGCTACCTCACCTGC
TCCGCGTACTTCCGCGGTAAGGTCGCCATGAAGGAGGTTGAGGACCAGATG
CGCAACGTCCAAAACAAGAACTCGTCTTACTTCGTTGAGTGGATCCCCAACA
ACGTCCAGACCGCTCTCTGCTCGTTCCTCCCGTGGGCTCAAGATGTCCGCC
ACTCGTCGGTAATCCTCCTCCATCCAGAACTCTCCAAG  

> 11MWL1%s/sApicum28ºC 

TTCATGGGGGGCTTTGCGCCCCTTACCAGAGCCCGGGGGGGCAATTCTTTC
CGGGTGTTTTCCGTTCCCGAGGTGACCCAGCAGATGCTGGATTCCCAAGAA
ACATGATGGCTGCCTCTGACTTCCGCAATGGCCGTTACCTGACCTGCTCCAC
CATCTTCCGTGGAAAGGTTGCCATGAAGGAGGTCGAGGACCAGATGCGCAG
CATCCAGAACAAGAACTCCACCTACTTCGTCGAGTGGATTCCCAACAACATC
CAAACCGCCCTCTGGGCTCTATCCCCCCCAAGGGTCTCAAGATCTCCTCCAC
CTTTGTCGGCAACTCTACTGCTATCCAGGAAATTTTCCGCCGTGTTGGCGAG
CAGTTCAGTGCCATGTTCCGCCGCAAGGCCTTCTTGCATTGGTACACTAGCG
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AGGGTATGGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCTGAGTTCAACATGAACGATCT
CGTCAGAGGGTATGGACGAGATGGAGTTCACCGAGGCCGAGTTCCAACATG
AACGATCTCGTCA 

> 7CZL1%s/sApicum28ºC 

TTTTCCCCCGTGCTCCACTTCTTCATGGTTGGATTCGCTCCCCTCACTAGCCG
TGGCGCTCACTCTTTCCGTGCTGTTACCGTTCCAGAACTGACCCAGCAGATG
TTCGACCCCAAGAACATGATGGCGGCCTCTGACTTCCGCAACGGCCGCTAC
CTGACCTGCTCTGCCATCTTGTAAGTTCTATGACACGAAGCTTGATCTACAGA
CTGCTAACTTTATAACAGCCGCGGCAAGGTCTCCATGAAGGAGGTCGAGGAC
CAGATGCGCAACGTCCAGAACAAGAACTCGTCCTACTTCGTTGAGTGGATCC
CCAACAACGTCCAGACTGCTCTCTGCTCCATCCCACCACGCGGCCTCAAGAT
GTCGTCGACCTTCATTGGCAACTCGACCTCGATCCAGGAGCTCTTCAAGCGT
GTCGGCGATCAATTCACTGCTATGTTCCGTCGCAAGGCTTTCTTGCATTGGTA
CACTGGTGAGGGCATGGACGAGATGGAGTTCACTGAGGCCGAGTTCAACAT
GAACGAATCTCGTCA 

 

Anexo 8 – Contigs de calmodulina 

> 4MWL1%s/sSalina28ºC 

TCCGAGTACAAGGAGGCCTTCTCCCTATTCGTAAGTCATTATCATCGTTCGCG
AAAATCGGTTTTGATTAGCTTTTATTCGAACACAAGCTGACTTGGCTTTTCTTG
GGTTCCCAATAGGACAAGGATGGTGATGGTTAGTACAAGTCATTTTATTCAATC
TCTCTTCAACTTCGACCAATATCCTTTAGCCGCCATAATTTTACCCAATTTCTGT
TCGATCGGTTATAGTCTTGGCGTTGATAAATTGACATGAGATGCAGGCCAGAT
CACCACCAAGGAGTTGGGCACTGTCATGCGCTCTCTGGGCCAAAACCCCTC
TGAGTCGGAACTCCAGGACATGATTAACGAGGTTGACGCCGATAACAATGGC
ACCATTGACTTCCCTGGTACGAGACGGCTTCCGTACGATACACACATGAAATA
GTTGTTAATGTTCAATCAGAGTTCCTTACGATGATGGCGAGAAAGATGAAGGA
TACCGACTCTGAGGAGGAGATCCGGGAGGCTTTCAAGGTTTTCGACCGCGA
TAACAACGGCTTTATCTCTGCTGCCGAACTGCGCCACGTTATGACCTCTATCG
GA  

> 14MWL1%s/sApicum28ºC 

TCCGAGGGAGGCCTTCTCCCTCTTTGTGAGTGCTCCCTGAATGAACCTCCGT
TCACTCAAATCGATGACCTATCTTTCCCGGCTCATAATGCTAATGTATTTTCGA
ACTCAATAGGACAAGGATGGCGATGGTGGGTGGAATTCTGTCCCCTTCGCGT
TTTACCTGTASCGCCCGATCCGACCGCGGGATTTCGACAGCTATTTCCCCATT
CGATCTGAATCATAATACTGATGTAATCTGGAAATAGGCCAGATCACCACCAAG
GAGCTCGGCACTGTGATGCGCTCCCTCGGCCAGAACCCCTCCGAGTCTGAG
CTTCAGGACATGATCAACGAGGTTGACGCTGACAACAACGGAACGATCGACT
TCCCCGGTATGTGATAGATCTACGCCTGTAAGGCGGGAATGCCGTATGGGTT
GTGATTGACTTTTGCCGCCAGAATTCCTTACCATGATGGCTCGTAAGATGAAG
GACACCGACTCCGAGGAGGAAATTCGCGAGGCTTTCAAGGTCTTCGACCGC
GACAACAATGGTTTCATCTCCGCCGCGGAGTTGCGCCACGTTATGACCTCTA
TCGGA 

> 20MWL1%s/sApicum28ºC 
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TCCGAGTACCAAGGAGGCCTTCTCCCTCTTTGTGAGTGCTCCCTGAATGAAC
CTCCGTTCACTCAAATCGATGACCTATCTTTCCCGGCTCATAATGCTAATGTAT
TTTCGAACTCAATAGGACAAGGATGGCGATGGTGGGTGGAATTCTGTCCCCT
TCGCGTTTTACCTGTAGCGCCCGATCCGACCGCGGGATTTCGACAGCTATTT
CCCCATTCGATCTGAATCATAATACTGATGTAATCTGGAAATAGGCCAGATCAC
CACCAAGGAGCTCGGCACTGTGATGCGCTCCCTCGGCCAGAACCCCTCCGA
GTCTGAGCTTCAGGACATGATCAACGAGGTTGACGCTGACAACAACGGAAC
GATCGACTTCCCCGGTATGTGATAGATCTACGCCTGTAAGGCGGGAATGCCG
TATGGGTTGTGATTGACTTTTGCCGCCAGAATTCCTTACCATGATGGCTCGTA
AGATGAAGGACACCGACTCCGAGGAGGAAATTCGCGAGGCTTTCAAGGTCT
TCGACCGCGACAACAATGGTTTCATCTCCGCCGCGGAGTTGCGCCACGTTAT
GCCTATCGGA 

> 1MWL0,1%+4,5%sApicum28ºC 

CCTTCTCCCTATTTGTAAGTGCCATTGATTCCATCGGTATCAATTGGATGGCTT
TTCCGGGAGGGTACTAATCTATTCTGCACTTAACAGGACAAGGATGGCGATG
GTTAGTGTGCTCCCCGCGATAACTTGGTCGCATACGCCCAATGTCGACACCA
TAATTCTATGTAATTGGATATTGACACACGATCCAGGCCAGATCACTACCAAGG
AGCTCGGCACCGTGATGCGCTCGCTCGGCCAGAACCCCTCAGAGTCTGAGC
TTCAGGACATGATCAACGAAGTCGACGCTGACAACAACGGCACCATTGATTT
CCCAGGTACGTGCCTTTGCAAAAATAAGATCACCGTGAAATCGGACAACTGTT
GACTGTTAAATAGAGTTCCTCACGATGATGGCTAGAAAGATGAAGGACACCGA
CTCCGAGGAGGAAATTCGGGAGGCATTCAAGGTTTTCGACCGTGATAACAAT
GGCTTCATCTCGGCTGCCGAGCTGCGCCACGTTATGACCTCTA 

> 1M9L1%s/sSalina37ºC 

TCCGAGTACAAGGAGGCCTTCTCTCTCTTCGTAAGTGAACTGTCCAAGTCCC
TGGTCGTTGTATAGGAGGGATCTCCAGAATATTGAGGGTGTGCGCTGACACG
AGATTTGACGTATAGGACAAGGATGGTGATGGTTAGTGACCCTTTTTCCACTC
CTCGAACTTCGGCTTCCATGCGATCATGTTCAAACGCCGACTCACAATATCCG
GAAATGACCCTTCAGTACTGATAATATCTATGTTTGACTATCAGGCCAGATCAC
CACCAAGGAATTGGGCACTGTAATGCGCTCTCTGGGCCAGAACCCTTCCGA
GTCAGAGCTGCAAGATATGATCAACGAGGTGGATGCTGACAACAACGGCACC
ATCGATTTCCCCGGTATGTGATACTTTCGGTATGAACTCGGGAGGGGAGAGA
ACAMTCATTAACTTGTAATCAGAATTCCTTACCATGATGGCTCGGAAGATGAA
GGACACCGACTCCGAAGAGGAAATTCGGGCAGCTTTCAAGGTCTTCGACCG
CGACAACAACGGTTTCATCTCCGCTGCGGAGCTGCGCCACGTTATGACCTCT
ATCGGA 

> 4M9L1%s4,5%Apicum37ºC 

TCCGAGTACCAAGGAGGCCTTCTCCCTATTCGTAAGTCATTATCATCGTTCGC
GAAAATCGGTTTTGATTAGCTTTTATTCGAACACAAGCTGACTTGGCTTTTCTT
GGGTTCCCAATAGGACAAGGATGGTGATGGTTAGTACAAGTCATTTTATTCAAT
CTCTCTTCAACTTCGACCAATATCCTTTAGCCGCCATAATTTTACCCAATTTCT
GTTCGATCGGTTATAGTCTTGGCGTTGATAAATTGACATGATATGCAGGCCAG
ATCACCACCAAGGAGTTGGGCACTGTCATGCGCTCTCTGGGCCAAAACCCC
TCTGAGTCGGAACTCCAGGACATGATTAACGAGGTTGACGCCGATAACAATG
GCACCATTGACTTCCCTGGTACGAGACGGCTTCCGTACGATACACACATGAA
ATAGTTGTTAATGTTCAATCAGAGTTCCTTACGATGATGGCGAGAAAGATGAA
GGATACCGACTCTGAGGAGGAGATCCGGGAGGCTTTCAAGGTTTTCGACCG
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CGATAACAACGGCTTTATCTCTGCTGCCGAACTGCGCCACGTTATGACCTCTA
TCGGA 

 

Anexo 9 - Lista de isolados de fungos filamentosos 

 Isolado BRM Identificação Isolamento 

1 1MWL1%s/sApicum28ºC 71764 
Trichoderma 
deliquescens 

hyphal tip 

2 2MWL1%s/sApicum28ºC 71765 Peroneutypa rubiformis hyphal tip 

3 3MWL1%s/sSalina28ºC 71766 Penicillium copticola single spore 

4 4MWL1%s/sSalina28ºC 71767 
Aspergillus 

pseudonomiae 
single spore 

5 5MWL1%s/sSalina28ºC 71768 
Aspergillus 

pseudonominae 
single spore 

6 6MWL1%s/sSalina28ºC 71769 Penicillium citrinum single spore 

7 7MWL1%s/sSalina28ºC 71770 Não identificado hyphal tip 

8 8MWL1%s/sApicum28ºC 71771 Aspergillus hortae  single spore 

9 9MWL1%s/sSalina28ºC 71772 
Cladosporium 

oxysporum 
hyphal tip 

10 10MWL1%s/sApicum28ºC 71773 
Scedosporium 
ellipsoideum 

hyphal tip 

11 11MWL1%s/sApicum28ºC 71774 Trichoderma sp. hyphal tip 

12 12MWL1%s/sApicum28ºC 71775 Não identificado hyphal tip 

13 13MWL1%s/sApicum28ºC 71776 Trichoderma harzianum  hyphal tip 

14 14MWL1%s/sApicum28ºC 71777 Aspergillus neoniger single spore 

15 15MWL1%s/sApicum28ºC 71778 Massarina sp. hyphal tip 

16 17MWL1%s/sApicum28ºC 71798 Metarhizium robertsii hyphal tip 

17 18MWL1%s/sApicum28ºC 71799 Peroneutypa rubiformis hyphal tip 

18 19MWL1%s/sApicum28ºC 71800 Aspergillus hortae  single spore 

19 20MWL1%s/sApicum28ºC 71801 Aspergillus neoniger single spore 

20 24MWL1%s/sApicum28ºC 71802 Metarhizium robertsii hyphal tip 

21 29MWL1%s/sApicum28ºC 71803 Fusarium caeruleum hyphal tip 

22 1MWL0,1%+4,5%sSalina28ºC 71963 Aspergillus sydowii single spore 

23 2MWL0,1%+s4,5%Apicum28ºC 71971 
Lasiodiplodia 
theobromae  

hyphal tip 

24 2MWL0,1%+11%sSalina28ºC 71972 Hortaea werneckii hyphal tip 

25 6MWL0,1%+s11%Salina28ºC 72088 Phaeosphaeria sp.  hyphal tip 

26 8MWL0,1%+s11%Salina28ºC 71976 Halocryptovalsa sp. hyphal tip 

27 9MWL0,1%+11%sSalina28ºC 71975 Zymoseptoria tritici hyphal tip 

28 1M9L1%s/sSalina37ºC 71977 Aspergillus fumigatus single spore 
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29 4M9L1%s4,5%Apicum37ºC 71978 
Aspergillus 

pseudonominae 
single spore 

30 7M9L1%s/sSalina37ºC 71979 Trichoderma harzianum hyphal tip 

31 *1M9L1%s/sApicum28ºC 71980 Aspergillus elongatus single spore 

32 4CZL1%s/sApicum28ºC 71981 Alfoldia vorosii hyphal tip 

33 7CZL1%s/sApicum28ºC 71982 Yunnanomyces sp.  hyphal tip 

34 10CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC 71983 Não identificado hyphal tip 

35 *1CZL1%s/sApicum28ºC 71984 
Scedosporium 
ellipsoideum 

hyphal tip 

 

   

Anexo 10 – Lista de isolados de bactérias ou leveduriformes 

 
Isolados de bactérias ou 

leveriduriformes 

1 2M9s/sSalina37ºC 

2 3M9s/sSalina37ºC 

3 4M9L1%s/sSalina37ºC 

4 5M9L1%s/sSalina37ºC 

5 8M9L1%s/sApicum37ºC 

6 14M9L1%s/sSalina37ºC 

7 3M9+4,5%sApicum37ºC 

8 *2M9L1%s/sApicum37ºC 

9 1CZL1%s/sAp28ºC 

10 2CZL1%s/sAp28ºC 

11 3CZL1%s/sAp28ºC 

12 1CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC 

13 3CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

14 9CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

15 *2CZL1%s/sApicum28ºC 

16 *4CZL1%s/sApicum28ºC 

17 *5CZL1%s/sApicum28ºC 

18 *6CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC 

19 *7CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC 

20 *9CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC 

21 *11CZL0,1%+4,5%sApicum28ºC 

22 *13CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

23 *15CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

24 *1CZL0,1%s11%Salina28ºC 

25 *5M9L1%s/sApicum28ºC 

26 8CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 
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27 12CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

28 13CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

29 14CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

30 *3CZL1%s/sSalina28ºC 

31 *8CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

32 *14CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

33 *17CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

34 *22CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

35 *23CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

36 *25CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

37 *26CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

38 21MWL1%s/sApicum28ºC 

39 22MWL1%s/sApicum28ºC 

40 15M9L1%s/sApicum37ºC 

41 *3CZL0,1%4,5%sApicum28ºC 

42 *2CZL0,1%4,5%sApicum28ºC 

43 *2M9L0,1%11%sSalina37ºC 

44 *1M9L0,1%11%sSalina37ºC 

45 *3M9L0,1%11%sSalina37ºC 

46 6M9L1%s/sSalina37ºC 

47 *4CZL0,1%4,5%sApicum28ºC 

48 *4M9L1%s/sSalina37ºC 

49 *5CZL0,1%4,5%sApicum28ºC 

50 *12CZL0,1%4,5%sApicum28ºC 

51 *2M9L0,1%4,5%sApicum37ºC 

52 19M9L1%s/sSalina37ºC 

53 7CZL0,1%s4,5%Apicum28ºC 

 

Anexo 11 – Análise de fitohomônios UPLC-MS Xevo TQD 
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APÊNDICES 

 

  

Apêndice A  

Marcador 1 kb DNA Ladder Themo Scientific   

  
  

  


