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RESUMO

O bambu é uma planta amplamente distribuida na Amazdnia, com sete milhdes de
hectares nativos, sendo o estado do Acre detentor de 38% das florestas deste género.
Todavia, a baixa durabilidade do colmo devido ao ataque de fungos apodrecedores
dificulta sua aplicacdo na industria. Uma forma de controlar esse problema, seria pelo uso
de bioativos produzidos por fungos endofiticos associados ao bambu, visto estes albergam
uma rica fonte de moléculas ativas que podem ser utilizadas para o tratamento
preservativo. Assim, o objetivo do trabalho foi selecionar fungos endofiticos com
potencial para o tratamento preservativo de bambu (Guadua spp.). Primeiramente, foi
realizado um levantamento bibliografico entre os anos de 2009-2019 das principais
aplicacdes do bambu na Construcao Civil em quatro areas distintas: Estruturas, Materiais
de Construcdo, Hidraulica e Pavimentacdo. No total, 21 espécies foram identificadas entre
os trabalhos, sendo o0s géneros encontrados: Bambusa, Guadua, Phyllostachys,
Dendrocalamus, Gingantocloa, Neosinocalamus e Melocanna. Entre as espécies mais
utilizadas se destacaram Guadua angustifolia e Phyllostachys pubescens encontrada com
frequéncia de 13,9% cada uma. 61% dos estudos foram voltados para o reforco de
materiais de construcdo, 27,8% para estruturas e apenas 11,2% para hidraulica. Para
pavimentacdo, nenhum estudo foi identificado. A producdo de painéis a partir de fibras
de bambu foi a aplicacdo mais presente, com 8 trabalhos. Em relacdo aos testes
experimentais, foram isolados 123 fungos apodrecedores de Guadua spp., agrupados em
41 morfoespécies. Foram identificados os géneros Acremonium (14,6%), Fusarium
(12,2%), Absidia (8,9%), Trichoderma (5,7%), Cylindrocladium (2,4%), Botrytis (0,8%),
Penicillium (0,8%) e Aspergillus (0,8%) e nao identificados (53,8%). Os fungos
apodrecedores Fusarium chlamydosporum (7.3), Fusarium oxysporum (7.21) e NI sp. 3
(7.25) apresentaram 0s maiores valores para atividade celulolitica e lignolitica, sendo
selecionados para os testes de antagonismo frente aos extratos de fungos endofiticos.
Foram isolados 166 fungos endofiticos de Guadua spp. agrupados em 42 morfoespécies.
Os géneros identificados foram: Fusarium (21,1%), Xylaria (13,3%), Cladosporium
(9,6%), Botrytis (4,8%) Colletotrichum (5,4%), Penicillium (5,4%), Aspergillus (2,4%),
Verticillium (0,6%), Graphium (0,6%), Hypoxylon (0,6%) e néo identificados (36,2%).
De 42 extratos testados, 13 demostraram atividade antagbnica a pelo menos um fungo
apodrecedor testado. Dois extratos apresentaram maior espectro de antagonismo, sendo
o primeiro referente ao fungo Hypoxylon fendleri (2.5702) a qual reduziu o crescimento
das coldnias fangicas em todas as concentracdes testadas e 0 segundo NI sp. 20 (2.5767)
reduziu o crescimento variando de 250 mg.ml? a 32,25 mg.ml. Assim foi possivel
evidenciar o potencial de extratos de fungos endofiticos de Guadua spp. para inibicao in
vitro do crescimento de seus fungos apodrecedores, podendo ser uma alternativa
promissora para o tratamento preservativo de colmos de bambu.

Palavras-chaves: Enzimas lignoceluloliticas; fungos apodrecedores; extratos
metabolitos.



ABSTRACT

Bamboo is a plant widely distributed in the Amazon, with seven million native hectares,
with the state of Acre holding 38% of the native forests of this genus. However, the low
durability of the stem is caused by fungi attacks that hinder its application in the industry.
As a way of controlling this problem, it is possible to use bioactive agents used by fungi
associated with bamboo, as these contain a rich source of active molecules that can be
used for preservative treatment. Thus, the objective of the work was to select the
endophytic fungi with potential for the preservative treatment of bamboo (Guadua spp.).
First, a bibliographic survey was carried out between 2009 and 2019 of the main
applications of bamboo in civil construction in four different areas: Structures,
Construction Materials, Hydraulics and Paving. In total, 21 species were identified among
the works, with the genera found: Bambusa, Guadua, Phyllostachys, Dendrocalamus,
Gingantocloa, Neosinocalamus and Melocanna. Among the most used species, Guadua
angustifolia and Phyllostachys pubescens stand out, found with a frequency of 13.9%
each. 61% of the studies were aimed at reinforcing building materials, 27.8% for
structures and only 11.2% for hydraulics. For paving, no studies were identified. The
production of panels from bamboo fibers was applied more present, with 8 works.
Regarding the experimental tests, 123 rotting fungi of Guadua spp. Were identified,
grouped into 41 morphospecies. The genera Acremonium (14.6%), Fusarium (12.2%),
Absidia (8.9%), Trichoderma (5.7%), Cylindrocladium (2.4%), Botrytis (0.8%)
Penicillium (0.8%) and Aspergillus (0.8%) and unused (53.8%). The decaying fungi
Fusarium chlamydosporum (7.3), Fusarium oxysporum (7.21) and NI sp. 3 (7.25)
presented the highest values for cellulolytic and lignolytic activity, being selected for
antagonism tests against extracts of endophytic fungi. 166 endophytic fungi from Guadua
spp. grouped into 42 morphospecies. The genera used were: Fusarium (21.1%), Xylaria
(13.3%), Cladosporium (9.6%), Botrytis (4.8%) Colletotrichum (5.4%), Penicillium
(5.4%), Aspergillus (2.4%), Verticillium (0.6%), Graphium (0.6%), Hypoxylon (0.6%)
and not applied (36.6%). (2.5702), which reduces the growth of fungal colonies in all
tests tested and the second NI sp. 20 (2.5767) ranging from 250 mg.ml-1 to 32.25 mg.ml-
1. Thus, it was possible to demonstrate the extraction potential of endophytic fungi from
Guadua spp. for in vitro inhibition of the growth of its decaying fungi, it can be a
promising alternative for the preservative treatment of bamboo stems.

Keywords: Lignocellulolytic enzymes; decaying fungi; metabolite extracts.
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1. INTRODUCAO GERAL

O bambu é matéria prima industrial sustentavel, considerado como potencial
substituto a madeira serrada, a qual tem participacdo ativa no comercio internacional,
sendo estimado entre US$ 5 e 10 bilh@es anuais (KAUR et al., 2016). E uma planta com
crescimento acelerado, atingindo altura de 30 metros num periodo curto de 3 a 6 meses,
devido a incrementos diarios de 15-18 cm (GRATANI et al., 2008; LOU et al., 2010).
Dentre os bambus lenhosos de maior ocorréncia no Brasil, destaca-se 0 género Guadua
spp. por estar em grandes quantidades, principalmente nos estados do Acre e Para
(PEREIRA; BERALDO, 2007).

Espécies como Guadua angustifolia, Pyllostachys pubescens e Dendrocalamus
aper séo as mais utilizadas na construcéo civil, apresentando potencial para a substituicdo
de diversos materiais poluentes como o cimento e concreto armado (DINIZ et al., 2019).
Os materiais convencionais utilizados, como o cimento é responsavel pela emissdo de 5%
de CO2 numa escala mundial, referente a indUstria de processamento (FELIX; POSSAN,
2018). Além disso, problemas de despejo de toneladas de entulho de dificil degradacéo
tem promovido impactos ambientais e alteragdes na paisagem (AGOPY AN, 2013). Deste
modo 0 bambu se encaixa perfeitamente como um aliado a reducéo da poluicdo ambiental
por substituir materiais poluentes na fabricacéo de produtos utilizados nesta industria.

Apesar das inimeras vantagens, bem como a alta oferta de matéria prima natural,
o Brasil ainda possui dificuldade em alavancar essa industria. O principal problema que
tem dificultado o uso em larga escala € a baixa durabilidade do material. O bambu é um
material sujeito a deterioracdo por ser sensivel as intempéries ambientais e principalmente
a organismos xiléfagos, como fungo apodrecedores (FEI et al., 2016). Carcateristicas
como alto teor de amido nas celulas parenquimaticas, alem de agucar, proteinas e gordura,

tornam o bambu atrativo para fungos apodrecedores (SUN et al., 2011). Estes séo
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pertencentes aos aos Filos Ascomycota e Basidiomycota causando manchas escuras e
podriddo do colmo levando a perda das caracteristicas fisico-mecanicas e
consequentemente depreciacé@o do valor comercial do bambu (VENA et al., 2013).

A baixa durabilidade do bambu, acometido por biodeterioracdo, tem gerado
anualmente perdas de 10 % da producéo total (WU et al., 2019). O ataque por fungos €
o principal problema relacionado ao armazenamento e durabilidade de produtos de bambu
(VENA et al., 2013). Estima-se que 25% da producédo total seja perdida durante o
processo de estocagem, danificando o colmo em suas propriedades fisicas e mecanicas,
as tornando impréprias para uso comercial (KIM et al., 2011).

O controle quimico é o principal método utilizado para prevenir o problema,
quando se pensa em producao em larga escala. Este método esta baseado na utilizagdo de
produtos a base de arseniato de cobre cromatado (CCA tipo C), borato de crobre
cromatado (CCB), cifutrina, cipermetrina, deltametrina, fipronil entre outros (VIDAL et
al., 2015). CCA e CCB sédo os mais utilizados, no entanto, segundo a norma brasileira
NBR 10004:2004 (ABNT, 2004), sdo produtos classe 1 de toxicidade, extremamente
toxicos, por apresentarem em sua constituicdo metais pesados como arsénio e cromo.

Assim, pesquisadores tém demandado esforcos para a busca de novas tecnologias
baseadas na sustentabilidade que agreguem a indUstria de preservativos madeireiros sem
causar impactos ao homem e meio ambiente (SCHULTZ, 2014). Nesse sentido, a
utilizacdo de metabolitos microbianos € considerada uma alternativa para preservacéo do
bambu contra fungos apodrecedores (GARCIA-ORTIZ et al., 2017). Entre as
possibilidades de uso, destacam-se os bioativos produzidos por fungos endofiticos.

Estes organismos vivem no interior de tecidos vegetais, em associa¢do simbidtica
com a planta parte do seu ciclo de vida, onde metabdlitos secundarios ativos séo produtos

da associacdo endofito/planta. A literatura relata varias substancias antifdngicas
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produzidas por fungos endofiticos, como as naftaquinonas e aza-antraquinonas
produzidas por Fusarium solani (KHAN et al., 2018), e furan-2-ol e furan-2-
carbonatoproduzidos por Emericella sp. (WU et al., 2018). Além disso, em estudo
utilizando metabdlitos do fungo endofitico Phaeotheca dimorphospora no tratamento de
painéis OSB, foi possivel observar a inibicdo do crescimento micelial de fungos de
podriddo branca e parda (YANG et al., 2007) reafirmando o potencial de protecdo
bioldgica que metabdlitos de fungo endofitico podem proporcionar.

Diante desse contexto, alternativas sustentaveis, como a utilizacdo de metabdlitos
de fungos endofiticos, pode ser a chave para a reducdo no uso de conservantes quimicos
no mercado preservativo de bambu e consequentemente para a geracao de tecnologia mais
segura e amigavel ao meio ambiente. Além disso, pode ser a solugdo para baixa
durabilidade do bambu e consequentemente promover o uso em larga escala desta matéria
prima na inddstria da construcdo civil. Logo, o objetivo deste trabalho foi selecionar
fungos endofiticos de Guadua spp. com potencial para o tratamento preservativo de

bambu para fins de construcao civil.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Bambu no setor florestal

O Setor Florestal Brasileiro é um mercado que tem atuado fortemente na economia
nacional. Com uma receita bruta de 73,8 bilhdes de reais ao ano, o Brasil é lider mundial
na siderurgia pela producdo de carvdo vegetal, além de ser o0 segundo maior produtor de
celulose e papel, estando também, entre os 10 maiores produtores de painéis de madeira
do mundo (IBA, 2018). A cobertura florestal tropical nativa chega a ocupar 485,8 milhdes
de hectares, reserva superior quando comparado as florestas plantadas (7,8 milhdes/ha)
(IBA, 2016).

O comercio de produtos madeireiros de florestas tropicais participam ativamente
do desenvolvimento de 33 paises. Calcula-se que anualmente sejam comercializados
cerca de 13,2 milhdes de metros cubicos de madeira tropical (ITTO, 2014). Todavia, é
esperado que a floresta tropical, principalmente da Ameérica do Sul, continue se
exaurindo, devido ao crescimento populacional e a demanda por mais produtos florestais
(D’ANNUNZIO et al., 2015). Assim, nos ultimos anos, pesquisadores tém investido
esforcos para busca de materiais alternativos com propriedades semelhantes a madeira.
Nesse contexto, um dos principais materiais explorados tem sido o bambu (KAUR et al.,
2016).

Trata-se de uma planta pertencente a familia Poaceae e subfamilia Bambusoideae
com mais de 1200 espécies descritas. A planta ocorre naturalmente em varias regides do
mundo, desde regies de clima temperado até regides tropicais (LIU et al., 2012). O
bambu é uma das espécies florestais com crescimento mais rapido do planeta, podendo
acrescentar cerca de 10-20 colmos por ano e com incrementos diarios de 15-18 cm,

tornando seu ciclo produtivo curto (GRANI et al., 2008; LOU et al., 2010).
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O mercado mundial de bambu encontra-se principalmente em paises asiaticos.
Trata-se de uma matéria prima industrial com diversas aplica¢Ges tendo participacdo ativa
no comércio internacional estando estimado entre US$ 5 e 10 bilhdes (KAUR et al.,
2016). 57,3% do volume de exportacdo mundial esta sob comando da China, seguido por
Indonésia (14,8%), Unido Européia (3%), EUA (1,7%), Filipinas (1,6%), Tailandia (1%),
Cingapura (1%), Myanmar (0,8%) e Malasia (0,8%) (MCI, 2013). O Bambu tem
proporcionado o desenvolvimento de varios paises devido a suas potencialidades de
aplicacBes em inumeros setores como construgdo civil, combustivel, artesanatos,
alimentacéo entre outros. Cerca de 2,5 bilhdes de pessoas no mundo dependem do bambu
para sobrevivéncia e subsisténcia (INBAR, 2014).

No Brasil, 0 mercado do bambu ainda se encontra em avanco, visto que ainda nao
existem normas reguladoras referentes a este mercado, além da falta de recursos
tecnoldgicos para seu uso em larga escala (PINTO et al., 2019). Na regido Sudeste, a
empresa Sitio da Mata Bambus trabalha produzindo mudas para o plantio, e segundo a
empresa, 0s plantios existentes sdo especificos para celulose com 30.000 ha no Maranhéo
e menos de 400 ha destinados a outros usos como, construcdo, artesanato e maéveis na
regido Centro-oeste e Sul do Brasil (COLARES et al., 2017). Apesar do mercado em
desenvolvimento, o Brasil tem grande potencial de alavancar esse mercado devido a
grande oferta de matéria prima natural, podendo ser empregado principalmente em
setores da construcdo civil, substituindo ou complementando produtos como, ago,
concreto e madeira (RAHMAN et al., 2017; WEI et al., 2017).

No Brasil, existem 258 espécies de bambus, aos quais estdo divididos em 35
géneros, sendo 20% do total de espécies de bambu no mundo. Destes, 165 espécies sao
de bambus lenhosos, onde Chusquea, Merostachys e Guadua sd@o o0s géneros mais

ocorrentes (DRUMOND; WIEDMAN, 2017). Na regido amazbnica, Guadua spp.
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domina 7 milhGes de hectares, sendo o Acre detentor de 38% das florestas com ocorréncia
natural deste género (PEREIRA; BERALDO, 2007).

Apesar da rica oferta de matéria prima, alguns entraves ainda permeiam a cadeia
produtiva do bambu (PINTO et al., 2019). O bambu possui baixa durabilidade, quando
comparado a outras espécies madeireiras, dificultando aplicagdes de bambu como
material de construgdo, encurtando sua vida util (SUN et al., 2011). O ataque de fungos
apodrecedores € o principal fator de desvalorizacdo, a qual afeta as propriedades fisicas,

mecanicas e estéticas reduzindo seu valor comercial (MOHANAN, 1997).

1.2 Fungos apodrecedores

Semelhante a madeira, o bambu é um material orgéanico, higroscépico e
heterogénio, susceptivel a biodeterioracdo devido sua composicdo quimica complexa,
onde a estrutura da célula vegetal é composta por celulose, hemicelulose e lignina
(ROWELL, 2012).

A celulose forma a parede celular vegetal podendo chegar a 50 % do total de
substancias que compdem a célula vegetal. Trata-se de um polimero com alto grau de
polimerizagdo com regides amorfas cristalinas com ligagdes do tipo B-D-glucopiranose
associadas entre si por ligagdes B-1,4 glicosidicas, a qual celobiose € a unidade que repete
na molécula polimérica (SCHWARZE, 2007).

A lignina é um polimero aromatico constituido de unidades fenilpropanicas,
encontrado em 20 a 30 % do total de substancias, estando grande parte presente na lamela
média (JORDAN et al., 2012).

As hemiceluloses sao polissacarideos, que representam 20 a 25% das substancias
celulares, principalmente xilanas e mananas (JORDAN et al., 2012). A resisténcia da

biomassa vegetal deve-se a presenca da lignina, ao grau de cristalinidade da celulose, ao
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grau de polimerizacdo dos polissacarideos, a area de superficie disponivel e ao teor de
umidade (SANCHEZ, 2009).

Além da constituicdo basica, o bambu apresenta 45 a 55% das células
parenquimaticas ricas em amido, agUcar, proteina e gordura (SUN et al., 2011). Tal fato
torna o bambu altamente susceptivel a degradacao por agentes xiléfagos. Na natureza os
organismos capazes de degradar essa matéria vegetal sdo predominantemente fungos
(TOMAK, et al., 2013).

Os fungos apodrecedores, geralmente pertencem aos Filos Basidiomycota e
Ascomycota causando manchas escuras e podriddo do colmo (SHEVCHENKO et al.,
2013). A decomposicao se inicia quando esporos ou fragmentos de micélio se aderem a
superficie da madeira desencadeando o processo de germinacdo, e fatores como umidade
e temperatura s@o importantes para o desenvolvimento desses fungos de decomposicao
(ALVES; MENDES, 2002).

A podridao € classificada em trés tipos: branca, parda e mole. A podridao branca
é considerada das trés a mais severa, causada por fungos do filo Basidiomycota
(SHEVCHENKO et al., 2013). Este filo é considerado o mais diversificado
compreendendo mais de 30.000 espécies, distribuidas em 1.428 géneros. Das espécies
descritas, aproximadamente 9 mil podem ser encontradas no Brasil, tendo como
representantes os basidiomicetos conhecidos popularmente como cogumelos, boletos,
estrelas da terra, orelhas-de-pau, ferrugens e carvoes (WEBSTER; WEBER, 2007).

Fungos do Filo Basidiomycota tém a capacidade de degradar lignina, celulose e
polissacaridios, a qual carboidratos e lignina sdo degradados simultaneamente
(SHARMA et al., 2015). Assim, pode ser observada erosdo progressiva da parede celular
no sentido limen-lamela média, reduzindo a espessura e deixando a superficie da madeira

de cor esbranquicada, devido a descoloracao da celulose (ABDEL-HAMID et al., 2013).
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Entre as espécies fungicas relacionadas a este tipo de podridao pode ser citado Pleurotus
ostreatus, Trametes versicolor, Ganoderma lucidum, entre outros (ASGHER et al., 2012;
MANAVALAN et al., 2013; EL-BATAL et al., 2015).

Em relacdo aos fungos de podriddo parda, ambos degradam celulose e
hemicelulose, porém, modificam parcialmente a lignina devido a desmetoxilacdo, a
principal reacdo ocorrida (MANAVALAN et al., 2015). Devido a oxidagdo da cadeia
lateral, a madeira atacada por fungos de podridao parda se mostra com uma descoloracéo
marrom, rachaduras e encolhimento da madeira removendo quase 100% dos carboidratos
da madeira (ABDEL-HAMID et al., 2013). A perda é substancialmente aumentada em
estagios mais avancados de degradacdo, devido a liberagdo de metanol resultados das
reacdes de desmetoxilacdo (MACHUCA; FERRAZ, 2001).

Os fungos de podriddo-mole, por sua vez, sdo menos agressivos a madeira quando
comparados aos fungos de podridao branca e parda, pois ndo séo capazes de degradar
lignina (HAMED, 2013). Porém ainda assim causam danos as propriedades madeireiras
ao secretar celulases e provocar formacgdes de cavidades, levando ao rompimento do
tecido devido a rachaduras (MARTINEZ et al., 2005). Também utilizam nitrogénio fixo
presente na madeira para sintese de enzimas degradativas. Sdo geralmente encontrados
em ambientes secos e principalmente em locais onde fungos de podridao branca e parda
ndo ocorrem devido a fatores externos como, temperaturas altas, baixa aeragdo e presenca

de conservantes (ABDEL-HAMID et al., 2013).

A literatura relata uma gama de géneros fungicos associados ao decaimento de
espécies de bambu. Dendrocalamus giganteus é uma especie de bambu gigante
frequentemente acometida por esses fungos, sendo identificados fungos do género
Dokmaia, Arthirinium, Apiospora, Colletotrichum, Glomerella, Perisporiopsis, Lepiota,

Hypholoma, Phaeoacremonium, Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Talaromyces,
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Phellinus, Acremonium, Ustilaginoidea, Gliocladium, Trichoderma, Fusarium,
Pestalotiopsis entre outros (MATSUOKA, 2011). Em estudo realizado na China, 56
espécies de fungos foram identificadas em produtos de bambu de nove locais distintos,
0s mais dominantes foram Trichoderma, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria
e Botryodiplodia (MA et al., 2009). Assim é possivel inferir que ha extrema necessidade

em preservar 0s colmos de bambu, para evitar o ataque destes géneros flngicos.

2.2.1 Enzimas degradadoras de lignocelulose

Em geral, a decomposicdo é regida por enzimas oxidativas e hidroliticas
extracelulares (MANAVALAN et al., 2015). Os sistemas enzimaticos para degradagédo
de lignina mais comum entre fungos de podridao branca séo lignina peroxidase (LiP —
E.C. 1.11.1.14), manganés peroxidase (MnP — E.C. 1.11.1.13), peroxidases versateis (VP
—E.C.1.11.1.16) e lacases (E.C. 1.10.3.2) (LIU et al., 2012; PINTO et al., 2012). Todavia,
esses fungos podem produzir enzimas acessorias que também entrardo no complexo
enzimatico, como celobiose desidrogenase (CDH), glioxal oxidase (GLO), alcool arilico-
oxidase (AAO), oxalato descarboxilase (ODC), desidrogenase de formiato dependente de
NAD (FDH), monoxigenase P450, glutationa redutase, cobre radical oxidase, alcool
isoamilico oxidase, peroxirredoxinas, benzoquinona redutase, piranose 2-oxidase,
multicopper oxidase, glutationa S-transferase, glicose oxidase e superoxido dismutase de
manganés (DINIS et al., 2009; ADAV et al., 2012; CHEN et al., 2012; MANAVALAN
etal., 2012).

As LiPs sdo glicoproteinas helicoidais de estrutura globular, primeiramente
relatado pelo fungo de podriddo branca Phanerochaete chrysosporium (KIRK;
FARRELL, 1987). Além da lignina, essas enzimas sdo capazes de degradar corantes

industriais e uma grande variedade de poluentes recalcitrantes (DE OLIVEIRA et al.,
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2017). A condigdo Otima para acdo desta enzima varia no pH 2-5 e temperatura 35-55 °C
(ASGHER et al., 2008).

Em relagdo as MnPs, sdo glicoproteinas extracelulares secretadas com diferentes
isoformas e podendo variar seu peso molecular. Assim como as LiPs, MnPs também
foram relatadas primeiramente em P. chrysosporium (GLENN; GOLD, 1985). As
condicBes 6timas de funcionamento variam entre pH 4-7 e temperatura de 40-60 °C
(ASGHER et al., 2008).

As VPs sdo classificadas como peroxidase lignolitica, possui estrutura molecular
dupla a qual as enzimas LiPs e MnPs estdo combinadas. Seu primeiro relato foi com
Pleurotus eryngii (MARTINEZ et al., 1996), e é capaz de degradar compostos complexos
aromaticos fenolicos e ndo-fendlicos (MANAVALAN et al., 2015).

As lacases sdo moléculas oxidases azuis multicopper N-glicosiladas
extracelulares, sendo relatada pela primeira vez numa arvore chamada laca japonesa em
Toxidendron vernicifluum (YOSHIDA, 1883). As condicdes ideais para lacase sdo pH 2-
10 e temperatura 30-70 °C (MANAVALAN et al., 2013).

Em relacdo as celulases, existem trés enzimas principais agindo de forma sinérgica
no processo, sendo endo-1,4-B-glucanases (EG- E.C 3.2.1.4), exo-1,4-B-glucanases
(CBH- E.C 3.2.1.91) ou celobiohidrolases e B-glicosidases (BGL- E.C 3.2.1.21) (JALAK
et al., 2012). As endoglucanases (EGs) agem clivando ligacdes internas da celulose, as
chamadas ligagdes [-1,4-glicosidicas, formando moléculas menores que serdo
degradadas pelas exoglucanases (CBHs), fomando as celobioses. Em seguida serdo
novamente degradadas pelas B-glicosidases (BGLS) a glicose (OGEDA,; PETRI, 2010).
As BGLs também sdo capazes de degradar oligossacarideos constituintes da hemicelulose

liberando mondmeros de xilose, manose e galactose (RYTIOJA et al., 2014).
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Devido & acdo do arcabouco enzimatico provenientes de fungos de podridao, os
trés componentes majoritarios que constituem a célula vegetal (celulose, hemicelulose e
lignina) sdo gradualmente danificados. Assim os fungos sdo capazes de comprometer

estruturas em madeira, causando perdas econdmicas consideraveis.

2.2.2 Prejuizos por fungos apodrecedores

Os fungos apodrecedores de madeira causam grandes prejuizos, pois invadem
estruturas como paredes, telhados, tetos, aos quais muitas vezes sdo resistentes aos
fungicidas comerciais (GABRIEL; SVEC, 2017). No Brasil, ainda nio ha dados oficiais
sobre as perdas de madeira ocasionadas por esses microrganismos, todavia € uma
realidade que afeta desde o plantio, armazenamento até o produto final (PINTO et al.,
2019). Além dos danos causados em construcdes, estima-se que os fungos ocasionam
perdas de 15% a 25% do valor da arvore em campo e de 10 a 15% durante estocagem
(KELLEY et al., 2002).

Além das perdas econdmicas, a presenca de fungos em materiais de construcdo
causa inimeros problemas de saude devido a liberacdo de esporos provenientes do mofo,
podendo causar reacdes alérgicas ao ser humano, episodios de asma e problemas de
respiragdo (BOECHAT; RIQOS, 2011).

Em relacdo ao bambu, mais de 10% da producdo anual global de bambu é
danificada por causa do ataque microbiologico (WU et al., 2019). Por ser um material
rico em polissacarideos e materiais protéicos, sdo mais susceptiveis ao ataque de fungos,
sendo este o principal problema relacionado ao armazenamento e durabilidade de
produtos de bambu (VENA et al., 2013). As perdas podem chegar até 25% durante o
processo de estocagem, levando a perda de massa dos colmos, reducédo da estabilidade

dimensional e reducdo de propriedades fisicas e mecanicas (KIM et al., 2011).
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Devido a isso, métodos de preservacdo da madeira sdo amplamente empregadas
na construgdo civil, principalmente em moirdes, estacas, postes, madeiras rolicas e
serradas (VIDAL et al., 2015). Este processo torna o produto final com maior valor
agregado, proporcionando inumeras vantagens de aplica¢bes, bem como maior potencial
de consumo pelo mercado. Da mesma forma, 0 mercado de bambu tem investido nesse

ramo, devido ao aumento consideravel de sua vida atil (LIESE et al., 2015).

2.3 Tratamento preservativo do bambu

A preservacgdo dos colmos de bambu € realizada a partir de adaptagdes de métodos
utilizados para madeira. De modo geral a preservacdo da madeira pode ser definida como
um conjunto de procedimentos utilizados para proporcionar a madeira maior resisténcia
e durabilidade frente aos agentes de deterioracao, sejam eles de origem fisica, quimica ou
bioldgica (DIAS; BARREIROS, 2018). Em todo mundo, h& grande interesse no consumo
por madeira tratada, e nos Estados Unidos da América mais de 20% de toda madeira
produzida é tratada com conservantes (BARNES, 2016).

No Brasil, segundo Associagéo Brasileira de Preservadores da Madeira (ABPM),
existem cerca de 250 usinas de preservacdo, que produzem 1,2 milhdo/m?3 de madeira
tratada ao ano. Os setores de distribuicdo sdo construcdo civil (10%), setores elétricos e
ferroviarios (30%) e o restante (60%) para construgdes rurais (APRE, 2011). O principal
produto tratado tem sido moirBes, com cerca de 20 milhdes de moirbes tratados ao ano
(GERALDO, 2019). Esse mercado tem crescido, visto que a preservacgao tem permitido
a substituicdo de madeiras nativas por madeiras de rapido crescimento, que a principio
seriam menos resistentes aos biodeterioradores (VIDAL et al., 2015).

O bambu é uma das espécies de crescimento rapido que necessita de tratamento

preservativo sendo primordial para aplicacfes. Caso ndo haja nenhum tipo de tratamento,
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0 bambu tem durabilidade de 1-3 anos se estiver em contato com o solo e descoberto, 4-
6 anos em contato com o solo e local coberto e 10 a 15 anos se tiver em 6timas condi¢des
de ambientacdo (JANSSEN, 2000). Logo, apos a colheita do bambu é primordial que haja
técnicas adequadas que removam o teor de amido presente no colmo para possibilitar o
aumento de sua vida util (TIBURTINO et al., 2015).

O tipo de método de preservagdo escolhido pode ser influenciado por fatores como
quantidade de material a ser tratada, dimensdes do material, métodos utilizados, tipo de
produto, finalidade e se 0os colmos estdo verdes ou maduros (LIESE, 2004). Existem
basicamente duas formas do tratamento do bambu: tradicional e quimica. Os métodos
tradicionais sdo usados ha milhares de anos, por serem de facil execu¢do e baixo custo
para realizacdo. Este método abrange vérias técnicas como cozimento em forno,
utilizacdo de corantes, vernizes e tintas de origem natural, lavagem em cal, método
Boucherie, imersdo quente frio, tratamento a presséo, entre outros (LIESE et al., 2015).

No entanto, quando se pensa em madeira tratada em escala industrial, o principal
método utilizado é a preservacdo quimica. No Brasil, o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) permite 0 uso de varios
produtos quimicos, como arseniato de cobre cromatado (CCA tipo C), borato de cobre
cromatado (CCB), ciflutrina, cipermetrina, deltametrina, fipronil, IPBC, creosoto, tanino,
tribromofenol, quinolinolato de cobre-8, cardendazin, prochloraz, boratos, fluor, além dos
preservativos a base de cobre e azole (IBAMA, 2017). Todavia, 0s preservantes mais
utilizados sdo CCA e CCB, representando 90% dos produtos utilizados em industrias de
preservacao de madeira (VIDAL et al., 2015).

Em relacdo ao bambu, os tratamentos quimicos também tém sido utilizados.
Geralmente a mistura utilizada para conservar os colmos é composta por acido borico e

borax (CCB), formando o octaborato dissodico, a qual é solubilizada em agua numa



26

concentracdo de 3 a 10%. Além desses, o cloreto de zinco e sulfato de cobre podem ser
utilizados como sais simples para protecdo e bambu. Entretanto, os colmos tratados ndo
devem estar expostos a chuva ou em contato direto com o solo devido ao elevado risco
de lixiviacdo de seus componentes (TANG; LIESE, 2011; SILVA, 2013; LIESE et al.,
2015).

Apesar da eficiéncia dos produtos quimicos, nos Gltimos anos tem havido interesse
em introduzir modificagfes na tecnologia de tratamento. Em geral, esse fato deve-se a
dois fatores: preocupagdes ambientais, no que diz respeito aos efeitos que esses produtos
podem causar em organismos ndo-alvos, como animais e seres humanos, e a crise
energeética, devido esses produtos serem a base de 6leo (SCHULTZ, 2014).

Segundo a norma brasileira NBR 10004:2004 (ABNT, 2004) o CCA e CCB séo
produtos classe toxicoldgica 1, considerados extremamente toxicos, por terem em sua
constituicdo metais pesados como arsénio e cromo. Do mesmo modo, sdo susceptiveis a
lixiviagdo e volatilizagdo dos elementos, provocando risco de contaminagdo ao meio
ambiente, devido ao descarte de produtos ao final da vida util. Em paises como Alemanha,
Japdo, Indonésia, Suécia e nos Estados Unidos, existem restricGes quanto ao uso desses
componentes (REMADE, 2006).

Nesse contexto, a industria tem demandado esforgos em pesquisas para a busca
de produtos naturais que possam reduzir o uso desses produtos no mercado,
principalmente na inddstria de madeira tratada (SINGH; SINGH, 2012a). Desta forma, a
utilizacdo de metabolitos microbianos é considerada uma alternativa para preservacao do
bambu contra fungos apodrecedores, visto serem fonte de biomoléculas ativas que
proporcionam toxicidade ao organismo alvo e ndo produzem residuos ambientais

(GARCIA-ORTIZ et al., 2017).
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Entre os microrganismos produtores de substancias de interesse industrial e que
podem ser utilizados para a preservacdo do bambu destacam-se fungos endofiticos. Esses
fungos protegem naturalmente a planta em ambiente natural, dificultando o ataque de
fungos causadores de injurias, como fitopatdgenos ou xil6fagos (KUMAR; KAUSHIK,
2012). Essa protecdo natural pode ser transformada em tratamento para os colmos de
bambu, por meio da selecdo de fungos endofiticos produtores de bioativos capazes de

controlar fungos aprodrecedores (SINGH; SINGH, 2012a).

2.4 Fungos endofiticos

Fungos endofiticos habitam simbioticamente a regido interna dos tecidos vegetais,
sem causar danos aparentes ao hospedeiro, vivendo parte do seu ciclo de vida em
associacdo com a planta (SONG et al.,, 2017). A relacdo pode ser considerada um
equilibrio entre viruléncia dos fungos e defesa da planta hospedeira (CHANDRA, 2012).
Os fungos se beneficiam do abrigo e nutrientes fornecidos pela planta, enquanto as plantas
se beneficiam pelas substancias ativas produzidas pelos endéfitos, que atuam diretamente
no crescimento, sobrevivéncia, e competitividade do hospedeiro (LI et al., 2018).

As substancias produzidas sdo conhecidas como metabdlitos secundarios,
produtos da relagdo endofito/planta e atuam principalmente na resisténcia contra pragas,
herbivoros e fitopatdgenos do hospedeiro, sendo considerada uma rica fonte de moléculas
para producéo de biopesticidas (KUMAR; KAUSHIK, 2012). Podem ser constituidos por
alcaldides, terpendides, esterdides, quinonas, isocumarinas, lignanas, fendis entre outros
(YU et al., 2010). Em relacdo a protecdo contra o ataque de fungos, a literatura relata

varios metabolitos de fungos endofiticos com atividade antifugica (Quadro 1).
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Quadro 1. Metabdlitos secundarios de fungos endofiticos com atividade antifungica.

Planta Endofito Substancia Referéncia
Tripterygium Cryptosporiopsis cf. . . Strobel et al.
wilfordii Hook. f. quercine Criptocina (1999)
. . 6-isoprenilindole-3- Lu etal.
Artemisia annua L. Colletotrichum sp. scido carboxilico (2000)
Crvotocarva cis-4-hidroxi-6-
ypt y Colletotrichum deoxiscitalona; Inécio et al.
mandioccana g, L .
Mei gloeosporioides 4,8-di-hidroxi-a- (2006)
eisn.
tetralona
Gossvoium Epoxicitochalasina H; Fu et al
OSSYp Phomopsis sp. Citocalasina N; '
hirsutum L. . . (2011)
Citocalasina H
. ChaetomugilinaD, .
Ginkgo biloba L. Chﬁ)eggzjl;m Chaetomugilina A, Q('zn()%tg‘;l'
g Chaetoglobosinas A
Lycium intricatum . : . Siddiqui
Boiss. Microdiplodia sp. 1,4-o0xazapan-7-one etal. (2011)
()-(1R,4R)-14-(2,3)
-indolmetano-1-metil- Zhena et al
Crocus sativus L. | Penicillium vinaceum 2,4- di-hidro- 1H- g '
. (2012)
pirazino- [2,1-b ] -
quinazolina-3,6-diona
Panax notoginseng Emericella s furan-2-ol; Wu et al.
(Burk.) F.H. Chen P- furan-2-carbonato (2017)
Cassia alata L. Fusarium solani Naftaqum(_)nas; Khan et l.
aza-antraquinonas (2018)

Os metabolitos de fungos endofiticos podem ser alternativa chave na protecao

bioldgica dentro da industria de preservativos de madeira. Porém, ainda ha poucos

estudos na literatura, sendo encontrado somente um trabalho referente a este tema. Nesse

estudo, metabolitos do fungo endofitico Phaeotheca dimorphospora, originalmente

isolado de ulmeiro, foi utilizado para o tratamento de paineis OSB, onde foi possivel

observar a inibicdo do crescimento micelial de todos os fungos apodrecedores testados,

incluindo os de podriddo branca e parda (YANG et al., 2007).
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Em relacdo ao bambu, ainda ndo ha relatos na literatura utilizando extratos
provenientes de seus fungos endofiticos para preservacdo do colmo. Todavia, existem
estudos a cerca da diversidade endofitica fungica em bambus do género Phyllostachys sp.
e Sasa sp. (MORAKOTKARN et al., 2007), e das espécies Phyllostachys edulis (SHEN
et al., 2014) e Phyllostachys heteroclada (ZHOU et al., 2017).

Diante do exposto, espera-se que substancias produzidas por fungos endofiticos
possam vir a ser uma solugdo para 0 uso de conservantes quimicos em madeiras, onde
poderdo reduzir os impactos ao meio ambiente proveniente dessa industria. Além disso,
0 uso de uma nova tecnologia de tratamento poderia contribuir para o crescimento do
mercado do bambu no Brasil, por ser uma alternativa promissora para o tratamento do
colmo contra fungos apodrecedores, que é o principal problema relacionado a

durabilidade desta matéria prima.
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4. OBJETIVOS

Geral
Selecionar fungos endofiticos de Guadua spp. com potencial para o tratamento
preservativo de bambu para fins de Construcédo Civil.
Especificos
1. ldentificar espécies de bambu utilizadas na Construgdo Civil.
2. Identificar fungos apodrecedores de Guadua spp.
3. Auvaliar atividade celulolitica e lignolitica de fungos apodrecedores de Guadua
Spp-;
4. Identificar fungos endofiticos de Guadua spp.;
5. Selecionar fungos endofiticos controladores de fungos apodrecedores de Guadua
Spp-;
6. Determinar concentracdo inibitéria minima (CIM) de extratos de fungos

endofiticos frente aos fungos apodrecedores.
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RESUMO

O bambu é um material sustentavel promissor a ser integrado em varias areas da industria
da construcédo civil, podendo ser utilizado para o reforco ou substituicdo de materiais
poluentes comumente utilizados. As caracteristicas fisico-mecéanicas variaveis do bambu
tém demostrado diferentes aptiddes para serem empregadas na construcao civil. Assim, o
estudo teve como objetivo realizar uma revis@o sistematica de trabalhos publicados entre
2009-2019 com aplicacbes de bambu em quatro areas da construcdo civil: Estruturas,
Materiais de Construcao, Hidraulica e Pavimentacdo. Para tanto, utilizou-se quatro bases
para busca de artigos, sendo Science Direct, Scielo, Springer e Google Académico. Foram
utilizados os seguintes descritores: bamboo in civil construction, bamboo structures, fibers,
sustainable materials e biocomposites. Os critérios de exclusdo foram artigos que nao
citavam a espécie, aplicacfes em éareas distintas e estudos biolégicos. O programa Excel
foi utilizado para analise das informacdes obtidas e 30 artigos foram incluidos nesta revisao.
No total 21 espécies foram identificadas entre os trabalhos, sendo os géneros encontrados:
Bambusa, Guadua, Phyllostachys, Dendrocalamus, Gingantocloa, Neosinocalamus e
Melocanna. Entre as espécies mais utilizadas se destacaram Guadua angustifolia e
Phyllostachys pubescens encontrada com frequéncia de 13,9% cada uma. 61% dos
estudos foram voltados para a refor¢o de materiais de construgéo, 27,8% para estruturas e
apenas 11,2% para hidraulica. Para Pavimentacdo, nenhum estudo foi identificado.
Producédo de painéis a partir de fibras de bambu foram mais abordados. Assim, as duas
espécies com maior aplicacdo na construcao civil sdo Guadua angustifolia e Phyllostachys
pubescens, sendo o principal uso para a producao de materiais de construcao.

Palavras chaves: Materiais sustentaveis, Guadua angustifolia e Phyllostachys pubescens.

ABSTRACT

Bamboo is a promising material sustainable for the various areas of the construction industry
and can be used for reinforcement or replacement of commonly used pollutants. The
variable physical-mechanical characteristics of bamboo are demonstrated in the skills for
the same ones employed in construction. The study aimed to carry out a systematic review
of works between 2009-2019 with bamboo applications in four areas of construction:
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Structures, Construction Materials, Hydraulics and Paving. For this, four bases were used
to search for articles, being Science Direct, Scielo, Springer and Google Scholar. The
following descriptors were used: bamboo in construction, bamboo structures, fibers,
sustainable materials and biocomposites. Exclusion criteria were those that were not cited,
but were applied in distinct areas and biological studies. The Excel program was used to
analyze the survey information and 30 maps were followed up in this review. In total, two
types of works were found: Bambusa, Guadua, Phyllostachys, Dendrocalamus,
Gingantocloa, Neosinocalamus, and Melocanna. Among the most used species were:
Guadua angustifolia and Phyllostachys pubescens found a frequency of 13.9% each. 61%
of the studies were voltage for building materials construction, 27.8% for structures and only
11.2% for hydraulics. For Paving, none study was identified. Production of wood fiber panels
were more addressed. Thus, as two species with greater application in the civil construction
are Guadua angustifolia and Phyllostachys pubescens, being the main use for the
production of building materials.

Keywords: Sustainable materials, Guadua angustifolia and Phyllostachys pubescens

A industria da construgdo civil € um dos setores mais importantes para o
desenvolvimento econémico e social de um pais. A contribuicdo para economia varia de 8
a 10%, sendo responsavel principalmente pela oferta de empregos e por alavancar o
crescimento de outras industrias que se inter-relacionam a essa atividade (DIXIT et al.,
2017). Estima-se que o mercado global da construcdo cresca 3,6% ao ano entre 2019 e
2022. Em termos de valores deverd subir para US $ 12,9 trilhGes até 2022, acima dos US
$ 10,8 trilhdes em 2017. Tal crescimento é impulsionado principalmente pela Asia-Pacifico,
Africa e Oriente Médio (GLOBAL DATA, 2018).

Aliado ao crescente desenvolvimento deste mercado, aumenta-se a producao de
residuos que consequentemente promove impactos ambientais (ESCAMILLA; HABERT,
2014). Um dos mais importantes € a emissao de COzocasionado pela producao de cimento,
a qual é responsavel por cerca de 5% das emissdes no mundo (FELIX; POSSAN, 2018).
Os impactos ambientais que envolvem a fabricagdo do cimento se iniciam desde a extragao
de minérios, causando alteracdes na paisagem, passando por emissdes de gases de efeito
estufa pela fase de clinquerizagdo, processo que leva a queima da matéria-prima como:
calcario, argila, 6xidos de ferro e aluminio (MAURY; BLUMENSCHEIN, 2012). Além disso,
estima-se que para cada pessoa, sdo produzidos 500 quilos de entulhos, totalizando 3,5
milhdes de toneladas/ano (AGOPYAN, 2013).

Nos ultimos anos a construcao civil tém tido o desafio de conduzir suas atividades

com base na sustentabilidade (XU et al., 2017). Ha uma intensa busca por insumos néo
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poluentes, que possam ser inseridos no processo de fabricagdo dos materiais de
construcdo, reduzindo o gasto de energia investido na producdo e também melhorando
suas propriedades fisicas e mecanicas (MARTINEZ; KHARISSOVA; KHARISOV, 2018).
Nesse contexto, as fibras vegetais tém despertado interesse da industria, sendo
consideradas promissoras substitutas aos materiais prejudiciais a saude, como cimento,
assim como pelo desenvolvimento de materiais reforgados (FAN; FU, 2016). Materiais
reforcados com fibras possuem inUmeras vantagens, como: baixa massa especifica,
isolamento térmico e acustico, biodegradabilidade, aspectos estéticos, baixo custo e
principalmente por ser um material ndo toxico ao ambiente (MARTINEZ; KHARISSOVA;
KHARISOV, 2018).

Entre as fibras vegetais utilizadas no mercado destaca-se o bambu. Em todo mundo
h& crescente interesse em produtos de bambu, por ser um recurso com propriedades fisico-
mecanicas de relevancia para a construcdo civil (ATANDA, 2015). A estrutura anatdémica
do bambu é composta por colmos formados por nés e entrends, composta por fibras
celulésicas unidirecionadas no eixo longitudinal inserido na matriz de lignina (FEI et al.,
2016). O volume da fibra aumenta com a altura, fornecendo forca e rigidez a planta
(RIBEIRO et al., 2016).

Estudos com o bambu comprovam 6timas propriedades fisico-mecéanicas, como alta
resisténcia a compressao e a tracdo (MOTA et al., 2017). Caracteristicas essas que se
apresentam melhores do que muitos materiais de constru¢cdo, como algumas espécies
madeireiras, concreto, tijolo, além de sua resisténcia a tracdo comparavel a do aco
(AWOYERA; UGWU, 2016). Também, possui valores satisfatorios quanto a densidade e
estabilidade dimensional (PEREIRA; BERALDO, 2007). Devido a isso, ha uma infinidade
de aplicagbes do bambu na construcéo civil voltada para reforco do concreto, construgcéo
de pontes, coberturas, andaimes, fabricagdo de laminados e biocompdsitos (XIAO; ZHOU;
SHAN, 2009; RAHMAN et al., 2017; WEI et al., 2017).

Além disso, o bambu € uma espécie florestal com a maior taxa de crescimento em
comparacao com espécies madeireiras convencionais. A planta pode atingir 30 metros de
altura num periodo de 3 a 6 meses, portanto com ciclo de vida curto, acelerando seu
consumo na cadeia produtiva (LOU et al.,, 2010). Outra vantagem interessante é a
capacidade de rebrota de espécies de bambu devido a parte subterranea do caule, o que
denota que a retirada dos colmos em florestas nativas ou plantada nao significam a morte

da planta, fato que se diferencia em relacao as outras espécies madeireiras (OSTAPIV;



43

SALAMON; GONCALVES, 2008). Assim, 0 bambu é uma planta promissora para a reducao
da pressao sobre espécies florestais.

Sabe-se que atualmente existem mais de 1200 espécies de bambu descritas na
literatura, todavia ha variacdes nas propriedades fisicas e mecanicas entre as especies,
sendo algumas mais propensas as aplicacfes estruturais que demandam maior resisténcia
e rigidez, e outras com caracteristicas inferiores que podem compor materiais compositos
(MAHDAVI; CLOUSTON; ARWADE, 2010).

Sabendo-se da infinidade de aplicacdes e com aptiddes diferenciadas entre as
espécies de bambu, esta revisdo teve como objetivo reunir trabalhos dos ultimos 10 anos
com aplicagcbes de bambu em quatro grandes areas da construcdo civil: Estruturas,
Materiais de Construcdo, Hidraulica e Pavimentagéo, destacando-se a espécie utilizada,

aplicacéo e teste experimental.

Trata-se de uma revisao sistematica sobre as principais aplicacdes do bambu na
construgédo civil, a qual foi redigida com base nas diretrizes propostas no guia Preferred
Reporting Intems for Systematic Reviews and MetaAnlyses (PRISMA) (MOHER et al., 2015;
SHAMSEER et al., 2015).

A busca pelos artigos se deu em quatro bases distintas: Science Direct, Scientific
Eletronic Library Online (Scielo), Springer e Google Académico, os quais foram identificados
pelos seguintes descritores: bamboo in civil construction, bamboo structures, fibers,
sustainable materials e biocomposites. Artigos publicados em inglés, espanhol e portugués
entre os anos de 2009 a 2019 foram utilizados nesta reviséao.

Os critérios de inclusdo dos artigos foram estudos com aplicagcbes de bambu em
quatro areas do campo de estudo da construcao civil: Estruturas, materiais de construcao,
hidraulica e pavimentacdo. Quanto aos critérios de exclusdo, os artigos considerados
inadequados foram aqueles que néo citavam a espécie estudada, aplicacdes de bambu em
areas distintas as mencionadas e estudos biol6gicos o bambu.

Os artigos foram sistematizados no programa Excel, para separar informagdes quanto
a espécie, aplicacao, teste experimental e autor/ano da publicacdo. Posteriormente essas
informacfes foram organizadas em tabelas e figuras com o intuito de obter uma andlise

comparativa.
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3.1 RESULTADOS

Apbés a busca dos artigos utilizando os descritores apresentados, foram obtidos um
total de 5239 registros, distribuidos da seguinte forma: 1445 na base Springer, 47 na Scielo,
1360 na Science Direct e 2387 no Google Académico. Entre os registros encontrados, foi
realizada a leitura dos titulos bem como a identificacdo de duplicidade de trabalhos, sendo
obtido 629 artigos. Todos os trabalhos que mencionavam o bambu com aplicagcbes em
areas distintas a construcao civil foram excluidos, sendo selecionados 127 artigos. Dos 127
artigos somente 30 continham todas as informacdes requeridas (espécie de bambu, tipo de

aplicacao e teste experimental), sendo assim incluidos na revisao de literatura (Figura 1).

Estudos identificados: Descritores:
Springer n = 1445 Bamboo in civil construction, bamboo
Scielon =47 structures, fibers, sustainable materials e
Science direct n =1360 biocomposites.
Schoolar Google n = 2387

Total: n = 5239

'

Estudos selecionados apos leitura de titulos e deteccio de duplicidade: n = 629

'

Estudos selecionados apos a leitura dos resumos: n = 127

v

Estudos com aplicacdes de bambu em quatro areas do campo de estudo da
construcdo civil (Estruturas, Materiais de construcio, Hidraulica e Pavimentacéo)
entre os anos de 2009 —2019.

IDENTIFICACAO

SELECAO

ELEGIBILIDADE

.

Estudos incluidos na revisio:n= 30

INCLUIDOS

Figura 1. Fluxograma de selecéo dos artigos para reviséao de literatura sobre aplicacoes
de bambu na construgéo civil.

Apo6s andlise dos 30 artigos incluidos na revisdo, foi observada uma grande
variedade de espécies de bambu que sdo foco de pesquisa na area da construgao civil.

No total, 21 espécies foram identificadas entre os trabalhos, os quais 0s géneros
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encontrados foram Bambusa (6 espécies), Guadua (4 espécies), Phyllostachys (4

espécies), Dendrocalamus (3 espécies), Gingantocloa (2 espécies), Neosinocalamus (1

espécie) e Melocanna (1 espécie). Entre as espécies mais utilizadas se destacaram

Guadua angustifolia encontrada com a frequéncia de 13,9% e Phyllostachys pubescens

também com 13,9%, seguido de Dendrocalamus asper (11,1%), D. giganteus (5,6%),

Gigantocloa atroviolacea (5,6%) e Bambusa vulgaris (5,6%) (Figura 2).

Pavimentagado

Hidraulica

Materiais de construgdes

Estrutural

20

40

T

60

Artigos (% )

80

1
100

Guadua angustifolia
Guadua aculeata

Guadua amplexifolia
Guadua velutina
Dendrocalamus asper
Dendrocalamus farinosus
Dendrocalamus giganteus
Phyllostachys aurea
Phyllostachys bambusoides
Phyllostachys pubescens
Phyllostachys heterocycla
Gigantochloa atroviolacea
Gigantochloa apus
Bambusa tuldoides
Bambusa vulgaris
Bambusa vulgaris var. vittata
Bambusa balcoa
Bambusa bambus
Bambusa arundinacea
Neosinocalamus affinins
Melocanna bambusoides

Figura 2. Frequéncia de espécies de bambu utilizadas em diferentes areas da construcao

civil.

Entre as quatro grandes areas estudadas, 61% dos estudos foram voltados para a

reforco de materiais de construcdo, como: laminados, concreto, cimento, esquadrias,

compoésitos termoplasticos e painéis do tipo aglomerado e “scrimber”. Na area de

Estruturas, 27,8% dos estudos foram aplicacfes para a construcdo de paredes de concreto

reforcado com bambu, vigas, pilares, lajes, trelicas, além da construcdo completa de uma

escola utilizando somente bambu na forma bruta (colmos). Apenas 11,2% dos trabalhos

estavam direcionados para aplicacdo na area de hidraulica, sendo identificados abordagens

referentes a tratamento de esgoto utilizando sistema de alagados e sistema de distribuigdo

de agua. Para Pavimentacdo, nenhum estudo foi identificado (Figura 2).
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Dentro de cada area, observou-se uma tendéncia maior para alguns tipos de usos.

Na area estrutural, por exemplo, o bambu tem sido aplicado frequentemente em vigas e

também na composicdo do concreto para constru¢cdo de paredes, sendo detectados 2

trabalhos para cada uma das aplicacdes mencionadas. Em relacdo a fabricacdo de

materiais de construcdo, se observou que os painéis fabricados com as fibras ou laminas

de bambu tem apresentado grande foco em pesquisas da engenharia de materiais

sustentaveis. No total foram econtrados 8 trabalhos, nos quais 4 estudos foram voltados

para painéis laminados, 3 para painéis aglomerados e apenas 1 para fabricacdo de painéis

“scrimber” (Figura 3). Por fim, para area Hidraulica foram encontrados somente 2 trabalhos

sendo um para distribuicdo de agua e outro para tratamento de esgoto (Figura 3). Todos os

trabalhos se valeram de testes fisicos e/ou mecanicos para comprovacao das aptiddes de

cada espécie, como mencionados na Tabela 1.

N° de artigos

30

20 -

1fR R

Forma bruta (colmo)
Colunas

Vigas

Construcao de uma escola
Laje

Parede de concreto
Trelicas

Pilares

Distribui¢éo de agua
Tratamento de esgoto
Painéis (scrimber, aglomerados e laminados)
Colmo reforgado com epoxi
Cimento

Biocompdsitos

Concreto

Esquadrias

Figura 3. Tipos de aplicacBes de bambu dentro de trés grandes areas da construcao civil.
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Tabela 1. Aplicacdes de bambu quanto a espécie, aplicacao e teste experimental.

Espécie

Aplicacao

Teste experimental

Referéncia

Guadua angustifélia

Materiais: painéis laminados

Compresséo, tragdo, corte e dobra

L6pez; Correal, 2009

Guadua angustifélia

Materiais: compoésitos
termoplasticos

Teor de umidade, densidade, absorgéo,
inchago

Léon et al., 2016

Guadua angustifélia

Materiais:
painéis aglomerados

Densidade, capacidade de absorcéo,
porcentagem de intumescimento, tragao,
compressao e resisténcia a flexdo

Séanchez; Morales; Caicedo, 2017

Guadua angustifélia

Estrutural: trelicas

Carga estatica monotonica

Villegas; Moran; Garcia, 2019

Guadua angustifolia,
Phyllostachys aurea

Hidraulica: tratamento de
esgoto

Demanda quimica e oxigénio (DQO),
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), teor

Quege; Almeida; Ucker, 2013

Phyllostachys bambusoides de nitrogénio amoniacal e teor de fosfato

Guadua aculeata Guadua

amplexifélia Guadua velutina Materiais: Compresséo, cisalhamento, flexdo, médulo de

Ordéfiez-Candelaria; Barcenas-Pazos, 2014

forma bruta (colmo)

elasticidade, médulo de ruptura.

Guadua amplexifélia

Estrutural:
forma bruta (colmo)

Compressao, e tenséo de cisalhamento
paralelo para o gréo e flexdo

Medrano; Mdjica; Gutierrez, 2016

Phyllostachys pubescens

Estrutural:
forma bruta (colmo)

Flex&o na diregéo axial; resisténcias a
compresséo nas diregdes axial e transversal.

Dixon; Gibson, 2014

Phyllostachys pubescens

Materiais: Laminados

Testes de tensdo, compresséao,
cisalhamento e flexao

Sharma et al., 2015

Materiais: ) . .
Phyllostachys pubescens painis laminados Propriedades de impacto Liu etal., 2017
Phyllostachys pubescens Estrutural: Teste de compresséo axial Lietal., 2017
Colunas de concreto
Phyllostachys pubescens Materiais: compdsitos Compresséo dinamica e quase-estatica Huetal, 2018

Dendrocalamus asper

Materiais: concreto

Teste de tracdo e compressao

Javadian et al., 2016

Dendrocalamus asper

Materiais: bambu refor¢gado

com epoxi para concreto

Testes de tragéo e anélises microestruturais

Rahman et al., 2017

Dendrocalamus asper

Estrutural:
laje

Teste de carga flexural

Wibowo; Wijatmiko; Nainggolan, 2017

Dendrocalamus asper

Estrutural: Paredes de
concreto

Resisténcia e ductibilidade

Leelatanon; Srivaro; Matan, 2010

Dendrocalamus giganteus

Materiais: concreto

Ensaio de flexdo

Limaet al., 2014

Dendrocalamus giganteus

Materiais: esquadrias

Umidade, densidade, cisalhamento na lamina
de cola, teste de flexdo estatica, resisténcia
ao esforco horizontal, resisténcia a flexao.

Azambuja; Affonso, 2015
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Médulo de elasticidade, médulo de ruptura,

Dendrocalamus farinosus Materiais: resisténcia horizontal ao cisalhamento, .
o " PN = BN Qietal., 2015
Phyllostachys heterocycla painéis laminados resisténcia a tragédo e resisténcia a
compressao
. ) X Teor de umidade, gravidade especifica,
Gngar}tochloa atroviolacea Est(utural. inchaco, médulo de elasticidade e ruptura, Cahyono et al., 2014
Gigantochloa apus vigas

ligag&o interna, dureza trangencial e axial

Andlise estrutural (software Structural

Gigantochloa atroviolacea Estrutural: construgao de uma Analy§|s Progr?m 2090 v11); custo _de Taufani; Nugroho, 2014
escola utilizando colmos construgdo (Padrdo Nacional de Madeira na
Indonésia)
Bambusa vulgaris Materiais: cimento Teste de Chapelle e 0 método da cal saturada Rodier et al., 2016
Bambusa vulgaris Materiais: Forca, resisténcia a flexdo e carga deflexdo Karthik; Rao; Awoyera,
concreto 2017
) . Hidraulica: sistema de Massa especifica, as resisténcias a
Bambusa vulgaris var. vittata distribuicéo de agua compresséo, a tracéo e a flexao Mota et al., 2017
Materiais: Andlise de custo; avaliagdo de impacto
Bambusa balcéo painéis ’ ambiental; teste de flex&o; cinzas volantes. Puri et al., 2017

Teor de umidade, massa especifica

. iais: observada, absorgdo d’agua e inchamento em .
Bambusa tuldoides . ’_Materlals . rgao dag Morais et al., 2015
painéis aglomerados espessura; flexdo estatica, arrancamento de

parafusos e ligagdo interna

Bambusa bambus Estrutural: Teste de flexdo Ganesan, Indira; Himasree,
parede de concreto 2018.
Estrutural: Caracteristicas de carga-deformagéo,
Bambusa arundinacea laje : capacidade de absorgéo de energia, trincas Mali; Datta, 2018

padrdes e modos de falha

. . Materiais: Absorcéo de agua, estabilidade dimensional,
Neosinocalamus affinins e " ~ . Yu et al.,, 2017
painéis "Scrimber teste de flexdo e cisalhamento
Melocanna bambusoides ) Estrutulral: Teste de tragéo, carga ax!al, carga transversal Agarwal; Nanda; Maity, 2014
vigas e pilares e carga de dois pontos

3.2 DISCUSSAO

O bambu é pertencente a familia Poaceae, subfamilia Bambusoideae e tribo
Bambuseae. Com mais de 1200 espécies identificadas, trata-se de uma planta bastante
adaptada aos diversos climas desde montanhas frias até regides tropicais quentes (LIU et
al., 2012). Cerca de 64% dos plantios se encontram no sudeste da Asia, 33% na América
do Sul e restante na Africa e Oceania (MASTAI, 2013). Aliado & sua ampla disponibilidade

bem como suas caracteristicas de crescimento acelerado e boa
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trabalhabilidade, o bambu se tornou um dos principais matérias-primas de interesse em
regides de desenvolvimento (KAUR et al., 2016).

Assim ao se deparar com as vantagens da utilizacdo desse recurso, sendo
alternativa sustentavel para engenharia, pesquisadores tem demandado esforcos para
caracterizacdo da capacidade estrutural dessa matéria prima bem como sua
trabalhabilidade (ARCHILA et al., 2018). A reviséo sistematica permitiu expor as principais
espécies que estdo sendo utilizadas em pesquisas nas diferentes areas da construcgéo.
Com base nisso, foi observado que Guadua angustifolia e Phyllostachys pubescens foram
as espécies de bambu mais frequentemente utilizadas, com principais aplicagces para
laminados, compdsitos termoplasticos e em estado bruto para construcao de trelicas e
tratamento de esgoto.

Em relacdo a G. angustifolia, 0 maior numero de trabalhos pode estar relacionado a
ocorréncia natural de espécies de Guadua na América do Sul, a qual segundo o Projeto
Radam, foi possivel identificar uma mancha de 7 milhées de hectares de bambus nativos
no bioma Amazobnico, sendo Guadua o principal género de ocorréncia (PEREIRA;
BERALDO, 2007). A espécie G. angustifolia tem ocorréncia em paises como Colémbia,
Venezuela, Equador, México, Costa Rica e Brasil. Nesses paises a principal aplicacdo € na
construcdo estrutural vernacular. G. angustifolia € um bambu gigante e produto laminado
dessa espécie tém demonstrado propriedades melhores que madeira serrada (BARRETO,
2003; DURAN, 2003; LOPEZ; CORREAL, 2009).

Tal fato ocorre devido as caracteristicas anatbmicas de G. angustifolia como a
distribuicdo das fibras de forma axial, uma vez que é determinante para as propriedades
mecanicas de laminados (LOPEZ; CORREAL, 2009). Além disso, G. angustifolia se
mostrou altamente adaptavel a ambientes contaminados, conseguindo crescer e
principalmente promover o tratamento de aguas residuérias, diminuindo a carga poluidora
e melhorando os atributos fisicos e quimicos da agua (QUEGE; ALMEIDA; UCKER 2013).
Outras espécies de Guadua, como G. aculeata, G. velutina e G. amplexifolia foram
utilizadas em estruturas e materiais de construgdo em sua forma bruta (somente colmo).
Ambas sado empregadas em construgdes simples, em paredes e cruzamentos de casas,
utilizados tanto na forma bruta como desdobrados em tabuas (CORTES, 2006). Essas
espécies possuem poucos relatos na literatura, tendo uso empirico devido as informacdes
tecnoldgicas limitadas quando comparado a G. angustifolia. Porém, em estudo avaliando
propriedades de G. aculeata, como: densidade bésica, umidade, contracdes totais, teste

deflexao, corte, compresséao e tenséo paralela a fibra se mostraram semelhantes a G.
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angustifolia (ZARAGOZA-HERNANDEZ et al., 2015). Se tratando de G. velutina, foi
avaliada sua condutividade térmica para o emprego em constru¢cdes, porém apresentou
baixa difusividade térmica em relacdes a outros materiais (GALLEGOS-VILLELA et al.,
2016).

Assim como Guadua, o género Phyllostachys também obteve destaque. A espécie
P. pubescens teve 13,9% (Figura 2) de frequéncia entre os trabalhos. Phyllostachys
pubescens é uma planta de origem chinesa, introduzida na Europa, Coréia, Vietna, Japao,
EUA e outros paises (AKINLABI; ANANE-FENIN; AKWADA, 2017). Conhecido como
bambu mosso, trata-se de uma espécie alastrante caracteristica de clima subtropical, a qual
é utilizada desde alimentacéo (brotos) até como matéria prima industrial (LIESE; WELLING;
TANG, 2015). Tém sua producédo destacada em paises como China e Japdo. Na China, 0s
bambuzais de mosso chegam a ocupar 70% das florestas nativas e plantadas de bambu
com quase 3,1 milhdes de hectares (FU, 2001).

Além desta, outras trés espécies de Phyllostachys foram encontradas nos estudos:
P. aurea, P. bambusoides e P. heterocycla. Espécies desse género foram empregadas nos
trabalhos tanto na forma bruta, como beneficiados no caso de: laminados, compdsitos,
elementos estruturais e no tratamento de aguas residuarias. A anatomia do colmo desse
género, formam feixes vasculares distribuidos de forma crescente da parte interna para
parte externa ao longo da direcdo radial. Além disso, as fibras do esclerénquima sao
determinantes para as propriedades de tragcdo do bambu mosso (SHAO et al., 2010).

Outro género de bambu com crescente demanda na indastria bambuzeira é
Dendrocalamus. Este bambu é caracteristico de clima frio, suportando temperaturas
minimas de -2 ° C e altitudes de 700-2000 m, porém também pode crescer em clima tropical
(BANIK, 2016). Sua distribuicdo geografica estd em paises como Bangladesh, Butao,
Mynamar, China, india, Indonésia, Japdo, Kampuchea, Laos, Malésia, entre outros, e
possui diametro variavel de 10 a 20 cm (PEREIRA; BERALDO, 2007).

As espécies D. giganteus, D. asper e D. farinosus tiveram aplicacdes voltadas
principalmente na area estrutural, como reforco de concreto, paredes, lajes, esquadrias e
em materiais de constru¢cdo como os laminados. Na literatura, pesquisas com espécies de
Dendrocalamus estdo em sua maioria voltada para servigos pesados na construgao como
estruturas de edificios, reforcos de concreto, andaimes, telhas, podendo também ser
utiizada na alimentacdo (AKINLABI; ANANE-FENIN; AKWADA, 2017). Aspecto como

espessura da parede do colmo e linearidade ao longo do fuste, além da
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produtividade florestal faz com que Dendrocalamus se destague na industria favorecendo
0 aumento de pesquisas envolvendo este bambu (OSTAPIV, 2011).

Assim como as espécies de Dendrocalamus, Gigantochloa atroviolacea e Bambusa
vulgaris se destacaram com 5,6 % (Figura 2) de frequéncia cada, entre os trabalhos.
Atualmente, o género Gingantochloa compreende cerca de 55 espécies, com maior
abundancia em regides tropicais (BANIK, 2016). G. atroviolacea juntamente com G. apus
constituem as espécies de bambu mais importantes economicamente na Indonésia,
empregadas principalmente em materiais de construgdes, tubulacdes de agua, moveis,
artesanatos e instrumentos musicais (BANIK, 2016).

Entre os trabalhos selecionados, Gingantochloa foi aplicado puramente na area
estrutural, como vigas construidas a partir de G. apus e construcdo de uma escola
inteiramente com colmos da espécie G. atroviolacea. Esse tipo de aplicacdo estrutural
utilizando somente colmo em substituicdo a madeira € uma tendéncia que pode dar certo.
Tal fato se da devido as propriedades de tracdo do bambu, a qual € duas vezes maior que
a madeira bruta convencional e as propriedades de compressao, chegam a 1,5 vezes
maiores que madeira. Além disso, a relagdo forca/peso é maior que madeira e comparavel
ao aco (RASSIAH; AHMAD, 2013).

Ja espécies de Bambusa sdo de médio a grande porte possuindo colmos espessos
e rigidos conferindo forca e rigidez a planta. E tipica de regido tropical, podendo crescer
também em climas subtropicais. E naturalmente encontrada em paises como Austrélia,
Bangladesh, But&o, Birmania, Paquistdo, China, india, Jap&o, Indonésia, Vietna, Malasia e
outros (BANIK, 2016). Dentro da revisdo, a espécie Bambusa vulgaris fez parte de 5,6%
(Figura 2) dos trabalhos relatados, além disso, foi o0 género com maior nimero de espécies
com pesquisas para construcao civil, sendo: B. vulgaris, B. bambus, B. arundinacea, B.
balcoa, B. tuldoides e B. vulgaris var. vittata.

Bambusa vulgaris é relatada frequentemente para uma infinidade de usos como,
celulose e papel, combustivel, artesanato, placas, compadsitos, méveis, além da construcéo
civil (GUIMARAES; NOVACK; BOTARO, 2010; GUARNETTI, 2013). Trata-se de uma das
mais fortes espécies de bambu para fins da construcéo, utilizado principalmente para
construcdo de andaimes, obras estruturais de casas na india e Bangladesh. Além disso,
pode ser utilizado em objetos mais simples como mdveis, cercas, brinquedos e
implementos agricolas (BANIK, 2016). Devido as propriedades de flexdo e cisalhamento,
espécies de Bambusa tem se destacado por ter sua capacidade de carga melhorada

guando comparada a vigas nao reforcadas (MAHZUZ et al., 2015).
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Outras espécies de bambu foram citadas entre os trabalhos, porém em menor
guantidade. Foi encontrado apenas um trabalho com Neosinocalamus sendo da espécie N.
affinins, assim como Melocanna com a espécie M. bambusoides. Neosinocalamus € nativo
da China, empregado em construcfes, mobiliario e artesanato. Na revisdo essa espécie foi
utilizada como material de construcdo em laminados tipo “scrimber”. Porém trata-se de um
bambu com caracteristicas anatdmicas inferiores aos outros por ter parede do colmo mais
fina e menor diametro, resultando em baixo rendimento na sua producéo (XIE, 2017).

Da mesma forma, o género Melocanna tem paredes finas, porém possui maior
durabilidade e tem vantagem de ser retilinea e com pequenos nés. A planta tem ocorréncia
em paises como india, Bangladesh e Myanmar, nos quais sdo empregados em construcdes
rurais como casas, galpdes e celeiros (WATSON; DALLOWITZ, 1992; BANIK, 2000). No
entanto, o principal uso tem sido para a producao de celulose, com cerca de 15 a 50 milhdes
de colmos produzidos por ano. Entretanto, sdo também comumente utilizados na
alimentacédo pelo consumo dos brotos (BANIK, 2016).

Assim foi possivel observar que as 6timas propriedades fisicas e mecéanicas de uma
gama de espécies de bambu tém garantido o desenvolvimento de produtos da engenharia
de alto desempenho, garantindo uma nova tendéncia de mercado da constru¢do baseado

em produtos renovaveis sustentaveis (VERMA, 2017).

Essa revisdo mostrou o uso de materiais alternativos para a construcao civil como
parte de materiais de construcao, estrutural e hidraulico. Por isso, tem sido foco de estudos
e aplicacdes nos ultimos anos, principalmente devido ao impacto ambiental causado por
materiais convencionais, como o cimento, 0 aco e as madeiras nativas, principalmente do
bioma amazonico.

Sendo assim, o bambu se destaca como uma alternativa interessante, devido as
suas excelentes caracteristicas fisico-mecanicas e por ser um recurso renovavel, com alta
capacidade de sequestro de carbono que pode substituir, além da madeira, outros materiais

sélidos na construcéo civil.


https://link.springer.com/article/10.1007/s11676-015-0099-8#CR29
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Os principais estudos para utilizacdo tém sido das propriedades fisico-mecanicas,
porém o bambu como material bioldégico deve se ter a preocupacao do estudo de sua
resisténcia aos microrganismos xil6fagos e as intempéries.

Por fim, se verificou a partir dessa revisdo que as duas espécies de bambu com
maior aplicagcdo na construgao civil sdo Guadua angustifolia e Phyllostachys pubescens,

sendo o principal uso para a producédo de materiais de construcao.
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RESUMO

Fungos apodrecedores sdo a principal causa da baixa durabilidade do bambu,
dificultando o seu uso pelo mercado. Nesse contexto, metabdlitos de fungos endofiticos
pode ser uma alternativa sustentavel eficaz para preservacdo do colmo. Assim, 0
objetivo deste trabalho foi selecionar extratos de fungos endofiticos de Guadua spp.
com potencial para preservagdo do colmo de bambu. Para tanto, foram coletadas seis
varas de colmo de bambu para o isolamento de fungos apodrecedores e amostras de
folhas e colmos de seis individuos distintos para o isolamento de fungos endofiticos. Os
fungos apodrecedores e endofiticos isolados foram caracterizados macro e
microfologicamente. Os fungos apodrecedores foram avaliados quanto sua atividade
celulolitica e lignolitica e os trés fungos com maiores atividades enzimaticos foram
selecionados para teste de antagonismo frente aos extratos de fungos endofiticos. Os
extratos metabdlitos flngicos com maior inibicdo de crescimento dos trés fungos
apodrecedores testados foram selecionados para a producdo em larga escala e avaliagcéo
da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). Fungos envolvidos no teste de CIM foram
selecionados para identificacdo molecular. Foram isolados 123 fungos apodrecedores
de Guadua spp., agrupados em 41 morfoespécies. Foram identificados 0s géneros
Acremonium (14,6%), Fusarium (12,2%), Absidia (8,9%), Trichoderma (5,7%),
Cylindrocladium (2,4%), Botrytis (0,8%), Penicillium (0,8%) e Aspergillus (0,8%) e ndo
identificados (53,8%). Os fungos apodrecedores Fusarium chlamydosporum (7.3),
Fusarium oxysporum (7.21) e NI sp. 3 (7.25) apresentaram 0s maiores valores para
atividade celulolitica e lignolitica, sendo selecionados para os testes de antagonismo
frente aos extratos de fungos endofiticos. Foram isolados 166 fungos endofiticos de
Guadua spp. agrupados em 42 morfoespécies, pertencentes aos géneros Fusarium
(21,1%), Xylaria (13,3%), Cladosporium (9,6%), Botrytis (4,8%) Colletotrichum
(5,4%), Penicillium (5,4%), Aspergillus (2,4%), Verticillium (0,6%), Graphium (0,6%),
Hypoxylon (0,6%) e ndo identificados (36,2%). De 42 extratos testados, 13 demostraram
atividade antagbnica a pelo menos um fungo apodrecedor testado. Dois extratos
apresentaram maior espectro de antagonismo, sendo o primeiro referente ao fungo
Hypoxylon fendleri (2.5702) a qual reduziu o crescimento das col6nias fungicas em
todas as concentracOes testadas e o segundo NI sp. 20 (2.5767) que reduziu nas
concentracdes variando de 250 mg.ml*a 32,25 mg.ml™. Assim foi possivel evidenciar
o potencial de extratos de fungos endofiticos de Guadua spp. podendo ser uma
alternativa promissora para o tratamento preservativo de colmos de bambu.

Palavras-chaves: Enzimas lignoceluloliticas; fungos apodrecedores; extratos
metabolitos
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ABSTRACT

Rotting fungi are the main cause of bamboo's low durability, making it difficult for the
market to use it. In this context, metabolites of endophytic fungi can be an effective
sustainable alternative for stem preservation. Thus, the objective of this work was to select
extracts of endophytic fungi from Guadua spp. with potential for preserving the bamboo
stalk. For that, six bamboo stalk sticks were collected for the isolation of decaying fungi
and samples of leaves and stems of six different individuals for the isolation of endophytic
fungi. The decaying and endophytic fungi isolated were characterized macro and
microfologically. The decaying fungi were evaluated for their cellulolytic and lignolytic
activity and the three fungi with the highest enzymatic activities were selected for
antagonism testing against extracts of endophytic fungi. The fungal metabolite extracts
with greater growth inhibition of the three rotting fungi tested were selected for large-
scale production and evaluation of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Fungi
involved in the MIC test were selected for molecular identification. 123 rotting fungi of
Guadua spp. Were isolated, grouped into 41 morphospecies. The genera Acremonium
(14.6%), Fusarium (12.2%), Absidia (8.9%), Trichoderma (5.7%), Cylindrocladium
(2.4%), Botrytis (0.8%) were identified ), Penicillium (0.8%) and Aspergillus (0.8%) and
unidentified (53.8%). The decaying fungi Fusarium chlamydosporum (7.3), Fusarium
oxysporum (7.21) and NI sp. 3 (7.25) showed the highest values for cellulolytic and
lignolytic activity, being selected for antagonism tests against extracts of endophytic
fungi. 166 endophytic fungi from Guadua spp. grouped into 42 morphospecies, belonging
to the genera Fusarium (21.1%), Xylaria (13.3%), Cladosporium (9.6%), Botrytis (4.8%)
Colletotrichum (5.4%), Penicillium (5,4%), Aspergillus (2.4%), Verticillium (0.6%),
Graphium (0.6%), Hypoxylon (0.6%) and unidentified (36.2%). Of 42 extracts tested, 13
demonstrated antagonistic activity to at least one tested rotting fungus. Two extracts
showed a greater spectrum of antagonism, the first referring to the fungus Hypoxylon
fendleri (2.5702) which reduced the growth of fungal colonies in all tested concentrations
and the second NI sp. 20 (2.5767), which decreased in concentrations ranging from 250
mg.ml to 32.25 mg.ml. Thus, it was possible to evidence the potential of extracts of
endophytic fungi from Guadua spp. it can be a promising alternative for the preservative
treatment of bamboo stems.

Keywords: Lignocellulolytic enzymes; decaying fungi; metabolite extracts

Introducéo

O bambu é uma planta amplamente distribuida na Amazonia, especialmente no
estado do Acre, onde possui sete milhdes de hectares de bambus nativos, sendo Guadua
spp. a principal espécie relatada (PEREIRA; BERALDO, 2007). Devido ao seu
crescimento acelerado e 6timas caracteristicas fisico-mecénicas, o bambu é uma espécie

que tem despertado interesse no setor econdémico de produtos florestais, principalmente
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por ser uma alternativa a reducdo da presséo de espécies madeireiras comerciais e ser um
material potencial a ser empregado na construgédo civil (AWOYERA; UGWU, 2016;
GEISS; DAMAS, 2017).

Entretanto, por se tratar de um material biolégico vegetal, o bambu esta sujeito a
deterioracdo causada por organismos xilofagos (GARCIA-ORTIZ; BENITEZ-ROCHA,
2017). Dentre estes, destacam-se os fungos apodrecedores, causadores de manchas
escuras e podriddo do colmo, resultando na perda das caracteristicas fisico-mecanicas e
depreciacao do valor comercial do bambu (SHEVCHENKO et al., 2013).

Devido a isso, métodos quimicos de preservacdo de madeira vém sendo
amplamente empregados para a preservacdo do colmo, todavia geram impactos ao meio
ambiente devido a toxicidade ao homem e animais, pela presenca de metais pesados
(SCHULTZ, 2014). Assim, alternativas sustentaveis, como a utilizagdo de produtos
menos nocivos ao ambiente sdo primordiais para o desenvolvimento de novas tecnologias
de tratamento (SINGH; SINGH, 2012a).

Neste sentido, metabdlitos microbianos provenientes de fungos endofiticos sdo
uma alternativa sustentavel eficaz para a preservacdo do colmo do bambu. Os endoéfitos
vivem em associacdo com a planta na natureza, resultando na producdo de substancias
ativas, aos quais atuam principalmente na defesa da planta contra fitopatdgenos
(KUMAR; KAUSHIK, 2012). Assim, 0 objetivo deste trabalho foi selecionar fungos

endofiticos de Guadua spp. para a preservacao do colmo de bambu.

Material e Métodos
Isolamento dos fungos apodrecedores de Guadua sp.
Amostras de bambu do género Guadua spp. foram coletados no Parque

Zoobotanico da Universidade Federal do Acre (UFAC) tendo como coordenada
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9°57°29.0” S 67°52°25.0” W (Rio Branco — AC).

O isolamento de fungos apodrecedores foi realizado a partir de colmos de Guadua
spp. com comprimento e largura de 2 x 2 cm. Para isso, seis amostras de colmo foram
enterradas por 16 semanas no campo experimental da UFAC. O isolamento dos fungos
apodrecedores foi realizado utilizando duas técnicas. A primeira consistiu na
desinfestacdo dos corpos de prova em solucdo de hipoclorito de sédio na concentragéo de
2,5 % por 15 segundos e lavagem em &gua destilada esterilizada por duas vezes. Os
fragmentos foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura malte e agar
(20:15 g.LY) suplementado com antibidtico cloranfenicol (100 mg.L™), sendo um corpo
de prova por placa de Petri e incubadas a 28 °C (ARAUJO et al., 2010). Ap6s crescimento,
os fungos foram purificados utilizando o método de estria por esgotamento (ALFENAS;
MAFIA, 2007) (Figura 4).

O segundo método utilizado consistiu em armazenar as amostras em camara
Umida, onde semanalmente foram examinadas quanto a presenca de estruturas fangicas
com auxilio de um microscopio estereoscopico. As estruturas foram retiradas com uma
agulha e transferidas para placas contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) e
purificadas por repique de trés pontos (SHEARER et al., 2004). Ap6s a obtencdo da

colonia pura, foram armazenadas em tubos com meio BDA (Figura 4).

Figura 4. Isolamento de fungos apodrecedores de bambu Guadua spp.; A. Método de
Shearer et al., (2004); B. Método de Araujo et al., (2010).
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Atividade celulolitica e lignolitica de fungos apodrecedores de Guadua sp.

Para o teste de degradacéo de celulose, os fungos foram inoculados em meio BDA
e incubados a 28 °C por 7 dias, sendo retirados plugs de 5 mm, que foram cultivados em
meio agar carboximetilcelulose (CMC) (carboximetilcelulose 10 g, &gar, 20g por litro).
Apos a incubagdo por 7 dias a 28 °C, as placas foram coradas com 10 mL de corante iodo
de gram por 10 min para a observacdo e mensuracdo do halo de degradacdo. Foi
determinado o indice enzimatico (IE), mediante a razdo entre o diametro médio do halo
de degradagdo e o didmetro médio da colénia (MEDDEB-MOUELHI et al., 2014) (Figura
5).

O ensaio enzimatico para degradacao de lignina foi conduzido conforme Silva &
Oliveira, (2004). Os fungos que apresentarem atividade positiva para celulase
foramanalisados no teste de degradagdo de lignina. Os fungos foram previamente
crescidos em meios liquidos indutores com 4,5g farelo de trigo, 1,5g extrato de levedura,
1g glicose, 0,59 cloreto de amonia, 100 mL solucgéo de sais (6g NaNOs; 5g KCO; 1,5 g
KH2POy4; 0,5 g MgS04.7H20; tragos de ZnSOs; tracos de FeSOa; 10g de dextrose; 159 de
agar; pH ajustado para 6,4) e acréscimo de 900 mL de &gua destilada. Os cultivos foram
incubados durante 7 dias a 30 °C sem agitacdo e posteriormente foram filtrados e
utilizados para determinacdo das atividades manganés peroxidase e lacase (enzimas
degradativas da lignina).

Para manganés peroxidase foi medida a 610 nm ("™g10= 4460M* cm™). A mistura
reativa (1 mL) continha meio de cultivo (500 pL); vermelho de fenol (100 pL); lactato de
sodio 250mM (100 pL); albumina bovina 0,5% (200 pL); sulfato de manganés 2mM (50
mL) e peroxido de hidrogénio 2mM (50 mL) preparado em tampéo succinato de sodio
20mM, pH 4,0. As reacdes ocorreram a 30 °C, durante 5 minutos e foram interrompidas

pela adicdo de NaOH 2N (40uL) (Figura 5).
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A atividade da lacase foi realizada por espectrofotometria, com a oxidagéo da
odianisidina a 525nm (™s5= 65,000M™* cm™). A mistura reativa continha em 1 mL,
tampéo citrato-fosfato 0,5M pH 5,0 (200 pL); solugdo 1mM de o-dianisidina (100 pL),
meio de cultivo (600 pL) e perdxido de hidrogénio 1mM (100 pL).

Para o célculo das atividades lignoliticas utilizou-se a seguinte férmula:

Ul/z,:ﬂxm6

EXRXxt
Onde:
AADbs = absorbancia (Abs final —Abs inicial)
€ = coeficiente de absor¢ao molar
R = quantidade de solucdo da amostra
t = tempo de reagdo em minutos
UI/L = Unidade Internacional, onde internacional significa pmol min
Coeficientes de absor¢do molar: € 460nm = 29400 L. Mt cm™ £ 525nm = 65000 L.M™,

cm™ € 610nm = 44600 L. Mt.cm™
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Figura 5. Atividade lignocelulolitica de fungos apodrecedores isolados de bambu
Guadua sp.; A. Atividade celulolitica positiva com formagéo de halo de degradacédo em
meio Agar-carboximetilcelulose; B. Atividade lignolitica positiva para enzima Manganés
Peroxidase (MnP) pela oxidacdo do vermelho de fenol.
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Isolamento de fungos endofiticos de Guadua spp.

Para a realizagdo do isolamento foram coletados seis varas de Guadua spp. sendo
retirado trés folhas e trés colmos de cada para realizacdo da desinfeccao superficial. O
processo de desinfeccdo foi realizado por lavagem em etanol por 1 min, lavagem em
hipoclorito de sédio com 2,5 % de cloro ativo (v/v) por 2-4 min, lavagem em alcool 70%

por 1 min e, duas lavagens em agua destilada esterelizada e cortadas em segmentos de
aproximadamente 5x5 mm (ARAUJO et al., 2010). Apés a desinfeccdo superficial, 5

fragmentos foram transferidos para placas contendo meio BDA suplementado com
antibidtico cloranfenicol (100 mg.L?). Foram realizadas duas repeticdes para cada tecido
vegetal e posteriormente as placas foram incubadas por até 30 dias a 28 ° C. A eficacia
do processo de desinfeccao superficial foi avaliada por meio da retirada de 200 uL da
Gltima agua de lavagem em placas com meio BDA para controle da assepsia pela
observacéo de desenvolvimento fingico (ARAUJO et al., 2010) (Figura 6)

As colbnias fungicas com caracteristicas distintas de acordo com observagoes
macroscopicas (coloragdo e caracteristicas de crescimento em meio de cultura) foram
purificadas utilizando a técnica de estrias de esgotamento em placas de Petri contendo o
meio de cultura BDA, e incubadas por 48 h. Apds, confirmada a pureza das col6nias, 0s
isolados foram inoculados em tubos contendo meio BDA inclinado (AZEVEDO; MELO,
1998), e realizada a preservagdo dos fungos em agua destilada (CASTELLANI, 1963),
6leo mineral (BUELL; WESTON, 1947) e glicerol (WOLFE; BRYANT, 2001) (Figura

6)
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Figura 6. Isolamento e caracterizacdo de fungos endofiticos de bambu Guadua spp.; A.
Isolamento de fungos endofiticos de folha de Guadua spp. em meio BDA. B. Purificacao;
C. Carcaterizacdo macromorfolégica das col6nias isoladas; D. Caracterizacdo
micromorfoldgica por meio da visualizacdo de estruturas reprodutivas.
Caracterizacdo morfoldgica

Para a caracterizacdo macromorfologica, os fungos foram agrupados em
morfoespécies de acordo com as caracteristicas da coldnia, como cor, textura e producéo
de pigmento. ApoOs o agrupamento, um representante de cada morfoespécie foi utilizado
para identificacdo micromorfoldgica. Para isso foi realizado o microcultivo, onde 0s
fungos foram inoculados em cubos de 1 cm? de BDA e meio de Aveia e cobertos com
laminula, dentro de placas de Petri. As placas foram incubadas a temperatura ambiente
por 14 dias para o crescimento micelial e posteriormente as laminulas foram coradas com

azul de lactofenol para visualizagdo de estruturas reprodutivas em microscépio 6ptico

(BARNETT: HUNTER, 1999; LACAZ et al., 1998) (Figira 6).

Extracdo de metabdlitos de fungos endofiticos

Para obtencdo dos metabolitos secundéarios de fungos endofiticos, um
representante de cada morfoespécie foi inoculado em placa de Petri contendo meio de
cultura BDA a 28 °C por 14 dias. Apos este periodo, dez discos medindo 5 mm de cada
fungo foram depositados em frascos Erlenmeyer contendo 20 mL de meio Batata-
Dextrose (BD) e incubados a 28 °C sem agitacdo por 14 dias. Ap6s incubacao, foi
realizada filtracdo, com a finalidade de separar o micélio do meio liquido contendo os

metabolitos, e o filtrado foi extraido com 1 mL de acetato de etila por parti¢do liquido-
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liquido, por duas vezes. A fase organica foi coletada e seca a 37 °C por 24 h e ap06s a
completa evaporacdo foram adicionados 300 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) (VITOLO,

2015).

Ensaio de antagonismo e sele¢éo de fungos endofiticos

Os metabolitos fungicos foram submetidos a técnica de cup plate para o ensaio de
antagonismo frente aos fungos apodrecedores (GAVIN, 1957). Foi inoculado na regido
central de placas de Petri contendo meio BDA, o inoculo de 8 mm de fungos
apodrecedores, com 0s maiores indices enzimaticos, e na periferia dessas placas foram
feitas trés perfuracdes formando pocos circulares de 6 mm, aos quais foram adicionados
30 uL de extrato metabdlito dos fungos endofiticos. As placas foram incubadas a 28 °C
por 7 dias e posteriormente o crescimento fungico foi avaliado por meio da mensuracgéo
do raio da colénia em milimetros. O controle negativo foi realizado com o indculo do
fungo apodrecedor na auséncia do extrato. Todo o ensaio foi realizado em triplicata. Os
trés extratos que apresentaram melhores resultados de atividade antagbnica foram

selecionados para o crescimento em larga escala.

Producéo dos extratos de fungos endofiticos em larga escala

Os extratos de fungos endofiticos que produziram maior inibi¢ao de crescimento
fangico dos fungos apodrecedores (ensaio de antagonismo), foram novamente cultivados
para a producdo do extrato em maior quantidade. Para tanto, cada fungo selecionado foi
crescido em 6 litros de meio BD (Batata-Dextrose) com 10% de in6culo do volume total.
Os fungos foram incubados a 28 °C por 14 dias. Apés a incubacdo os extratos foram
filtrados e extraidos com 200 mL de acetato de etila por parti¢do liquido-liquido. A fase
orgénica foi coletada apos a completa evaporacdo do acetato de etila com auxilio do

rotaevaporador. Apos completa secagem, pesou-se a fase orgénica e acrescentou-se um
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volume igual de dimetilsulfoxido (1:1) (VITOLO, 2015) (Figura 7).

Figura 7. Producdo em larga escala de extratos metabdlitos de fungos endofiticos de
bambu Guadua spp.; A. Crescimento dos fungos endofiticos em meio liquido BD por 14
dias; B. Filtragem dos extratos para separacdo do micélio fungico; C. Particdo liquido-
liquido com acetato de etila; D. Extratos metabolitos na concentracédo 1:1.
Ensaio de Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos contra
os fungos apodrecedores estes foram testados em seis concentragfes (1000; 500; 250;
125; 62,5 e 32,25 mg.ml™). Para isso, os trés fungos apodrecedores com maiores indices
enzimaticos foram previamente crescidos em meio BDA a 28 °C por 7 dias.
Posteriormente, retirou um disco fungico de 5 mm, os quais foram inoculados na regido
central em placas de Petri contendo meio BDA. Foram perfurados seis po¢os de 6 mm
equidistantes do inoculo central para inoculacéo de 30 pL de extrato nas concentracdes
pré-estabelecidas. O ensaio foi realizado em duplicata e as placas foram incubadas a 28

°C por sete dias. A avaliacdo do teste consistiu na mensuracdo, em milimetros, do raio de

crescimento da colonia do fungo apodrecedor (ANDREWS, 2001).
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Figura 8. Esquema do ensaio de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM); A. Diluicéo
seriada dos extratos metabolitos em seis concentrac@es distintas; B. Ensaio de CIM com
inoculacdo do fungo apodrecedor na regido central da placa e nas periferias pocos de
inoculcao para os extratos nas diferentes concentracdes.
Identificacdo molecular de fungos apodrecedores e fungos endofiticos de Guadua spp.
Os trés fungos apodrecedores com maiores resultados para atividade
lignocelulolitica bem como os dois fungos endofiticos com os melhores resultados no
teste de antagonismo, foram submetidas a extragao de acido desoxirribonucleico (DNA)
utilizando o kit comercial Fungal/Bacterial Miniprep — Zymo Research (SOUZA et al.,
2017). Os produtos obtidos na extracdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, para confirmacéo da extracdo do DNA. Para amplificacdo foi utilizada a
técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) com os primers ITS-1 e 4, denominados (5’
TCCGTAGGTGAACCTGCGG’) e (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC”)
respectivamente, especificos para a regido fungica universal rRNA 1TS1-5.8S-ITS2
(White, A amplificacéo foi realizada em um termociclador com a seguinte programacao:
94 °C por 2 min, 35 ciclosa 94 °C por 20 s, 57 °C por 30 s, 72 °C por 2 min, seguido por

uma etapa de extensdo de 10 mina 72 °C.

Analise filogenética
As sequéncias de DNA obtidas foram analisadas e editadas no Bioedit 7.0.9.1,
depositadas nas bases de dados do GenBank, com auxilio do software MEGA 6.0.As

analises filogenéticas também foram construidas usando o software MEGA 6.0 com um
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alinhamento das sequéncias preparadas usando o software MUSCLE (TAMURA et al.,

2007).

Analise estatistica

Foi analisada a diversidade de fungos endofiticos pelo indice de Shannon-Wiener
(H’) utilizando a formula: H> = Y'pi(logpi). Na qual: pi = ni/N; N = nimero total de
individuos amostrados; ni = nimero de individuos amostrados do grupo taxondmico i; In
= logaritmo neperiano (SHANNON; WEAVER, 1949). Para o calculo de dominancia de
espécies, o indice de Simpson (D) foi utilizado, sendo obtido pela formula D =X(n/N)2,
onde n é 0 numero total de organismos de uma mesma espéecie e N 0 nimero total de
organismos de todas as espécies (BROWER; ZARR, 1984). Todos os indices foram
calculados utilizando o programa computacional PAST 1.90 (HAMMER et al., 2001).

Os valores médios do ensaio de antagonismo foram analisados estatisticamente
conforme a normalidade. Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste
de Tukey para dados paramétricos para a comparacao entre as medias multivariadas, com
auxilio do programa BioEstat 5.3®. Para confeccdo de graficos e figuras foi utilizado o

programa GraphPad Prism 5.0.

Resultados
Isolamento de fungos apodrecedores de Guadua spp.

Foram isolados um total de 123 fungos apodrecedores de seis amostras de colmo
de bambu, sendo 34 isolados utilizando a técnica 1, de fragmentacdo de Araujo et al.
(2010) e 89 utilizando a técnica 2, de esporulacdo de Shearer et al., (2004). Apés a
caracterizagdo morfologica, os fungos isolados por meio de ambas técnicas foram

agrupados em 41 morfoespécies. A partir dessa classificagdo, foram identificados oito


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942219303140#bib33
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942219303140#bib33
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géneros fangicos, sendo Acremonium (14,6%), Fusarium (12,2%) (com maior nimero de
morfoespécies), Absidia (8,9%), Trichoderma (5,7%), Cylindrocladium (2,4%), Botrytis
(0,8%), Penicillium (0,8%) e Aspergillus (0,8%) (Figura 4). Os fungos que ndo possuiram
estrutura reprodutiva foram classificados como micélio esteéril, totalizando 53,8 %. De 41
morofespécies, apenas sete cresceram nas duas técnicas de isolamento utilizadas, sendo
NI sp. 1, NI sp. 5, NI sp. 8, Acremonium sp. 2, Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2 e

Trichoderma sp. 1 (Figura 4).
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Figura 9. Frequéncia de fungos apodrecedores isolados de Guadua spp. de acordo com a
técnica de isolamento utilizada.
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Ensaio enzimatico para degradacéo de celulose e lignina de fungos apodrecedores de
Guadua spp.

Dos 41 fungos analisados, 25 morfoespécies formaram halo de degradagédo
demonstrando atividade celulolitica (Tabela 2). Entres os maiores produtores de celulase,
se destacaram o fungo NI sp. 20 (7.34) e Cylindrocladium sp. 2 (7.20) (Tablea 2). As
morfoespécies com atividade celulolitica foram avaliadas quanto a producéo de enzimas
lignoliticas. Todos os fungos testados demonstraram producdo de lacase e manganés
peroxidase. Para lacase os valores variaram de 0,09 a 5,00 pmol.min 2, sendo o fungo NI
sp. 15 (7.48) o maior produtor. Para manganés peroxidase os valores variaram de 0,015 a
8,94 umol.min %, sendo Trichoderma sp. 1 o maior produtor. Na selecdo dos fungos
apodrecedores para o teste frente aos extratos metabdlitos de fungos endofiticos, foram
selecionados os trés fungos com maiores valores para as trés enzimas analisadas, sendo
estes os fungos Fusarium chlamydosporum (7.3), Fusarium oxysporum (7.21) e NI sp. 3
(7.25). E importante ressaltar que os demais fungos em marcagao verde sio potenciais
produtores de enzimas lignoceluloliticas, podendo ser avaliados em posteriores estudos

(Tabela 2).
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Tabela 2. Producgéo de enzimas lignoceluloliticas por fungos apodrecedores de Guadua
spp.

Atividade enzimatica
Identificacéo Celulase Lacase Manganés peroxidase
IE mol.min mol.min!

[N

* F. chlamydosporum

* F. oxysporum

Fusarium sp. 2

Fusarium sp. 4

Fusarium sp. 5

Fusarium sp. 6

Fusarium sp. 7

Acremonium sp. 1

Acremonium sp. 2

Cylindrocladium sp. 1

Cylindrocladium sp. 2

Trichoderma sp. 1

Botrytis

NI sp. 2 (7.72)

*NI sp. 3 (7.25)

NI sp. 4 (7.61)

NI sp. 7 (7.58)

NI sp. 11 (7.36)

NI sp. 12 (7.5)

NI sp. 13 (7.22)

NI sp. 14 (7.12)

NI sp. 15 (7.48)

NI sp. 16 (7.49)

NI sp. 18 (7.19)

NI sp. 20 (7.34)
Fungos selecionados*; IE: Indice enzimatico; NI: N&o identificado. Coloracio verde para valores
considerados bons (Celulase: IE > ou = 3; Lacase: > ou = 2 umol.min?; Manganés peroxidase:
> ou = 5 umol.min). Coloracéo vermelha para valores considerados ruins (abaixo dos valores
mencionados).

Isolamento de fungos endofiticos de Guadua spp.

Foram isolados um total de 166 fungos endofiticos de Guadua spp., sendo
agrupados de acordo com a caracterizagdo morfologica em 42 morfoespécies. 9 foram
observados nos dois tecidos vegetais utilizados para isolamento de Guadua spp., enquanto
21 foram especificos para folhas e 12 para colmos (Figura 5). Entre os isolados, 0 género
Fusarium foi a morfoespécie mais frequente com (21,1%), seguido de Xylaria (13,3%),
Cladosporium (9,6%), Botrytis (4,8%) Colletotrichum (5,4%), Penicillium (5,4%),

Aspergillus (2,4%), Verticillium (0,6%), Graphium (0,6%), Hypoxylon (0,6%) e néo
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identificados (36,2%). Além disso, a diversidade e dominancia de espécies de fungos
endofiticos de Guadua spp. foi avaliada pelo indice de Shannon e Simpson,
respectivamente, demosntrando maior diversidade (3,05) e maior dominancia de espécies

(0,93) em folhas (Tabela 3).

Tabela 3. indices de diversidade para fungos endofiticos isolados de folhas e colmos de
Guadua spp.

Tecido Abundancia Riqueza Shannon Simpson
Folha 100 30 3,05 0,93
Colmo 66 21 2,30 0,83
Folha Colmo

Figura 10. Diagrama de Venn mostrando as morfoespécies de fungos endofiticos
isolados de folha e colmo de Guadua spp.
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Figura 11. Frequéncia de fungos endofiticos isolados de Guadua spp. de acordo com o
tecido vegetal.
Teste de anatagonismo de extratos de fungos endofiticos de Guadua spp. contra fungos
apodrecedores

Dentre os 42 extratos fungicos testados contra os fungos apodrecedores Fusarium
chlamydosporum (7.3), Fusarium oxysporum (7.21) e NI sp. 3 (7.25), 13 extratos
diferiram estatisticamente do controle, apresentando reducdo do crescimento micelial
para pelo menos um fungo apodrecedor testado. Entre os fungos endofiticos que
promoveram atividade antagonica estdo os géneros Xylaria, Fusarium , Aspergillus,

Graphium e fungos sem identificacdo (Tabela 4) . Os endéfitos que apresentaram maior
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espectro de acdo foram Hypoxylon fendleri (2. 5702), NI sp. 20 (2.5767), Fusarium sp.
12 (2. 5841) e Aspergillus sp. 2 (2.5793) (Tabela 4). Entre os fungos analisados, foram
selecionados dois fungos endofiticos com maior atividade antag6nica para producéo em
larga escala e ensaio de CIM, sendo estes os fungos H. fendleri (2. 5702), NI sp. 20

(2.5767) (Tabela 4).

Tabela 4. Média de crescimento em milimetros de fungos apodrecedores de Guadua spp.
frente aos extratos de fungos endofiticos de Guadua spp.

Fungos apodrecedores
Extratos Identificacao Fusarium NI sp. 3 Fusarium
chlamydosporum OXysporum

Controle Dimetilsulfoxido
2. 5676 NI sp. 3
2.5720 NI sp. 5
2.5760 NI sp. 9
2.5780 NI sp. 13

* Hypoxylon

fenglgri ’ NI'sp. 15

2. 5681 NI sp. 16
*2.5767 NI sp. 20

2. 5827 NI sp. 21

2. 5694 Xylaria sp. 1
2. 5839 Xylaria sp. 6
2.5841 Fusarium sp. 12
2.5793 Aspergillus sp. 2
2.5830 Graphium sp.

*Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si em nivel de 1% de significancia (p
>0,01). Coloragao verde para valores que diferiram do controle; Coloracéo vermelha para valores que ndo
diferiram do controle.

Identificacdo molecular e ensaio de concentragéo inibitéria minima (CIM)

Com base no gene ITS rDNA, trés dos cinco fungos presentes no teste de CIM
foram identificados a nivel de espécie, sendo dois fungos apodrecedores Fusarium
chlamydosporum (7.3) Fusarium oxysporum (7.21) e um fungo endofitico Hypoxylon
fendleri (2.5702). O primer ITS nao amplificou os demais fungos, fazendo-se necessario
novas analises para posterior identificacdo destes. As sequéncias foram depositadas no

Genbank e gerado nimeros de acesso, como mostra a Tabela 5.
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Tabela 5. Identificacdo molecular de fungos apodrecedores e endofiticos de Guadua spp.

N° do fungo Espécie mais proxima no GenBank Porcentagem de
identidade (%0)
7.03 Fusarium chlamydosporum (MT032393) 99,01
7.21 Fusarium oxysporum (MN929041) 99,59
2.5702 Hypoxylon fendleri (MN056423) 95,31

Os resultados demostraram maior sensibilidade dos fungos apodrecedores frente
ao extrato Hypoxylon fendleri (2. 5702), a qual apresentou reducdo do crescimento da
colbnia fungica em todas as concentracOes testadas. No entanto, o extrato do fungo NI sp.
20 (2.5767), frente ao fungo apodrecedor Fusarium oxysporum (7.21) foi sensivel até a
concentracio de 250 mg.ml?, para NI sp. 3 (7.25) o crescimento foi inibido até a
concentragéo 32,25 mg.ml e para ao fungo Fusarium chlamydosporum (7.3) ndo causou
nenhum efeito sobre seu crescimento (Tabela 6).

Tabela 6. Média de crescimento em milimetros de fungos apodrecedores de Guadua spp.
frente aos extratos metabdlitos dos fungos H. fendleri (2. 5702) e NI sp. 20 (2.5767), nas
concentracdes de 1000, 500, 250, 125 62,5 e 31,25 mg.ml™.

Extrato FA Concentragéo do extrato (mg.ml?)

1000 500 250 125 62,5 31,25 Controle
Fc 211 211 145 %25 150 19+2 24 2 20,73
H fendleri FO 145+15 185+15 225+25 245+15 285+05 24+1 40,7+19
725 14505 155+15 16,505 16,5%05 19+1 19+£2 33,113
Fc 29+3  235+35 p45+05 305+55 42+2 yo95+05 20,7%3
25767  Fo  36+1 35415 38+2 40525 42+2 405+05 40,7+19
725 231 211 21 +1 260 3153 285205 331+13
FA: Fungo apodrecedor; Fc: Fusarium chlamydosporum; Fo: Fusarium oxysporum; 7.25: NI sp.
3
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Figura 12. Ensaio de Concentracéo Inibitoria Minima; Al, A2 e A3. Placas controle para
os fungos apodrecedores F. chlamydosporum, F. oxysporum e 7.25 respectivamente; B1,
B2 e B3. Fungos apodrecedeores F. chlamydosporum, F. oxysporum e 7.25
respectivamente, frente ao extrato de H. fendleri 5702; C1, C2 e C3. Fungos
apodrecedeores F. chlamydosporum, F. oxysporum e 7.25 respectivamente frente ao
extrato 2.5767.
Discussao

No presente estudo, foi observada uma variedade de géneros envolvidos na
deterioracdo do colmo de bambu, sendo eles Acremonium, Absidia, Fusarium
Trichoderma, Cylindrocladium, Botrytis, Penicillium e Aspergillus. A técnica 2 de
isolamento proporcionou uma maior quantidade de isolados e variedades de
morfoespécies, tal fato esta relacionado a contaminacéo por bactérias na técnica 1, a qual
limitou o crescimento de alguns fungos.

Na literatura existem relatos comprovando a existéncia de alguns desses géneros
fangicos associados a degradacdo do colmo. Em estudo envolvendo produtos de bambu,

56 espécies de fungos foram identificadas, sendo os mais frequentes Trichoderma,

Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria e Botryodiplodia (MA et al., 2009).
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Trichoderma, Aspergillus e Penicillium sdo considerados fungos manchadores e
emboloradores podendo atuar de forma superficial ou profunda no colmo. Esses fungos
atuam logo apds a derrubada da arvore, e perdura até a secagem, podendo afetar a parede
celular, em estagios avancados, desencadeando podriddo mole (ZIGLIO et al., 2010).
Apesar de seus esporos atuarem na superficie, o corpo micelial penetra no colmo, sendo
resistentes a varios tipos de preservativos de madeira (REMADE, 2013).

Em relagéo aos géneros Acremonium e Fusarium foram relatados na literatura
associados como pragas de bambu. Normalmente fungos destes géneros atuam ainda em
campo, onde causam a morte prematura das bainhas dos colmos e colapso das regides
apicais (MOHANAN, 2002). Além disso, podem causar manchas necraticas nos entrenos,
se espalhando gradualmente por toda planta (MOHANAN, 2002).

Fusarium chlamydosporum e F. oxysporum foram a duas espécies de fungos
apodrecedores identificadas. Estudos similares realizados com isolamento de fungos
emboloradores de espécies florestais também relataram a presenca de espécies de
Fusarium como F. oxysporum e F. solani (CAMPOS et al., 2013; LAZAROTTO et al.,
2016). Tal fato esta relacionado com a presenca de micotoxinas desse género, como
fumonisinas e tricotecenos, responsaveis por pelo menos 20 doencas diferentes, relatados
em mais de 120 espécies vegetais (LAZAROTTO et al., 2016).

Em relacdo ao Cylindrocladium, Absidia e Botrytis ndo ha relatos de
apodrecimento sobre o colmo de bambu, entretanto sdo fungos saprofiticos comumente
encontrados no meio ambiente podendo se associar ao decaimento de materiais bioldgicos
como o bambu (BORGES et al., 2011).

25 morfoespécies demonstraram producdo de celulases e lignases, sendo estes
fungos do género Cylindrocladium, Fusarium, Acremonium, Botrytis e Trichoderma. Na

literatura, grande parte dos trabalhos tem demonstrado atividade lignocelulolitica in vitro,
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em fungos de podriddo branca, como Pleurotus ostreatus (ERGUN; UREK, 2017),
Trametes trogii (LEVIN et al., 2008), Sporotrichum pulverulentum e Bjerkandera adusta
(TIRADO-GONZALEZ et al., 2016). Fungos de podridio parda como Postia placenta e
Coniophora puteana (ZHANG et al., 2016; BRISCHKE; MEYER-VELTRUP, 2016) e
fungos de podriddo mole, como Fusarium oxysporum (ALI et al., 2016), e Trichoderma
reesei, sendo considerado como “rei das celulases” por Gusakov (2011), e o preferido na
escolha para producdo em larga escala de celulases (PANCHAPAKESAN; SHANKAR,
2016).

Neste trabalho, foi evidenciado a producgéo de lacase e manganés peroxidase por
fungos apodrecedores de Guadua spp., enzimas comumente relatadas na literatura
envolvidas na degradacdo da molécula de lignina e em vérias aplica¢Ges biotecnoldgicas
(UPADHYAY et al., 2016). Embora essas enzimas sejam, em sua maioria, relatadas em
basidiomicetos, os ascomicetos também sdo capazes de produzi-las.

Em ascomicetos isolados do solo, dos géneros Aspergillus, Curvularia e
Penicillium também foi possivel detectar a producdo de lacase (BANERJEE; VOHRA,
1991; RODRIGUEZ, 1996; SCHERER; FISCHER, 1998), bem como cepas de
Trichoderma exibindo um nivel de producdo consideravel desta enzima (HOLKER,
2002).

Neste trabalho a producdo de lacase variou entre 0,09 a 5,00 pmol.min . Em
estudo envolvendo producdo de enzimas lignoliticas de basidiomicetos, foi observado
producao de lacase inferior, variando de 0,299 a 0,699 pmol.min-! (SILVA et al., 2004),
todavia em outro estudo também utilizando basidiomicetos houve variacao de 2,55 a 5,53
umol.min ! (ARORA et al., 2002). Com Fusarium solani, um ascomiceto, foi obtido uma
atividade maxima de lacase de 159,78 pmol.min {(WU; NIAN, 2014).

A variacdo na producdo de lacase pode ocorrer por diversos fatores como,
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composicdo nutricional do meio, tempo de cultivo, pH, relagdo Carbono/Nitrogenio,
temperatura, aeracdo entre outros (FORTINA et al., 1996; COUTO et al., 2002). Em
geral, a principal fonte produtora de lacase ainda sdo os fungos, possuindo importante
fungdes bioldgicas sobre seu crescimento celular, esporulacdo e absorgdo de nutrientes
(ASSAVANIG, 1992; HOLKER, 2002).

Da mesma forma, os fungos demonstraram a presenca de manganés peroxidase
com maiores valores, quando comprados & producdo de lacase. Houve variagdo entre
0,015 a 8,94 umol.min"1. Na literatura a producéo de MnP é em sua maioria relatada em
basidiomicetos, todavia em estudo com as espécies de ascomicetos Coniochaeta ligniaria
(5,8a111,5 U.mL™), Phialophora decumbens (101,1 U.mL™Y e Phialophora fasciculatus
(44,5 U.mL™1) sendo verificado altas concentragdes da enzima (LOPEZ et al., 2007). As
MnPs sdo importantes para o0 complexo de degradagdo da lignina, visto que as LiPs
degradam estruturas ndo-fendlicas muitas vezes de maneira ineficiente. Assim, as MnPs
produzem oxidantes fortes conseguindo penetrar no substrato (HAMMEL; CULLEN,
2008).

Neste trabalho, Trichoderma sp.1 destacou-se por se 0 maior produtor de MnP
com 8,94 pmol.mint. Apesar do fungo Trichoderma ndo estar inserido no filo
Basidiomycota, a qual pertence os maiores produtores de enzimas lignoceluloliticas,
inimeros trabalhos na literatura tém relacionado este género a degradacdo de compostos
recalcitrantes como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs) de alto e baixo peso
molecular (SOWMYA et al., 2014; ZAFRA; CORTES-ESPINOSA, 2015; HE et al.,
2018). Estes por sua vez, sdo degradados por meio de sistemas enzimaticos secretados
como lacases e as peroxidases (ZAFRA; CORTES-ESPINOSA, 2015). Tais enzimas s&o
de grande valia quando se pensa na degradacdo de poluentes e compotos xenobidticos,

sendo um género fangico com importantes aplicacdes biotecnoldgicas (SINGH; SINGH,
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2012h).

Portanto, as enzimas lignoceluloliticas sdo consideradas por muitos pesquisadores
as mais importantes no meio ambiente, principalmente pela degradacdo de residuos
ambientais. Embora esses fungos atuem como agentes biodeterioradores, essas enzimas
proporcionam produtos de interesse industrial, principalmente na industria energética,
téxtil e papel (PANCHAPAKESAN; SHANKAR, 2016). Do mesmo modo, tem sido
aplicada na biorremediagdo devido ao potencial de conversdo de residuos
lignoceluldsicos, aos quais bilhdes de toneladas sdo descartados anualmente (BAYER et
al., 2007).

Em relacdo ao isolamento de fungos endofiticos do bambu Guadua spp., foi
verificada uma maior variedade de géneros no tecido da folha. A literatura relata que
devido anatomia da foliar (presenca de estdmatos e hidatddios) ha maior favorecimento
a entrada dos esporos fungicos (SAIKKONEN et al., 2004)

Foi observado a presenca dos géneros Fusarium, Xylaria, Cladosporium, Botrytis,
Colletotrichum, Penicillium, Aspergillus, Verticillium, Graphium e Hypoxylon. Em
bambus da espécie Phyllostachys edulis foram relatados 69 morfoespécies de fungos
endofiticos (de acordo com caracteristicas cultivaveis e a identificacdo molecular baseada
naregido ITS). Nesta espécie de bambu também foram encontrados os géneros Fusarium,
Colletotrichum, Xylaria e espécies relatadas pela primeira vez em bambus, incluindo
Leptosphaerulina, Simplicillium e Sebacina (SHEN et al., 2014). Em contraste, outra
espécie de bambu, P. heteroclada, foram isolados 127 fungos e agrupados em 50
morfoespécies, tendo como os principais géneros Arthrinium, Pestalotiopsis, Nigrospora,
Epicoccum e Cladosporium (ZHOU et al., 2017).

No presente trabalho, os extratos de fungos endofiticos de Guadua spp.

apresentaram atividade antagbnica frente aos fungos apodrecedores, destacando-se 0s
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extratos de Xylaria, Fusarium, Aspergillus, Graphium e oito fungos sem identificacao.
Tal fato esta diretamente relacionado com 0s compostos ativos que normalmente estdo
envolvidos na protecdo da planta contra fitopatdgenos e pragas na natureza, demostrando
assim o potencial do extrato metabdlito para o biocontrole (DE SILVA et al., 2019).

Neste estudo o extrato do fungo Hypoxylon fendleri apresentou resultado
significativo em relagdo aos demais. Este fungo também foi relatado como enddfito
colonizando tecidos da espécie florestal Pinnus tabulaeformis (GUO et al., 2003). E
pertencente a familia Xylariaceae a qual produz inimeros metabdlitos secundarios como:
trés terfenilquinonas (fendlerilos A e C), um terfenil (fendleril D), seis derivados de
lactona/isoindolinonas do tipo drimane e ftalida, 2-O-metilatromentina, rickenil E,
atromentina, rickenyl C e D, (p) -ramulosina e &cido O-hidroxifenilacético
(INTARAUDOM et al., 2019). Além disso, estes compostos isolados tiveram sua eficacia
comprovada para atividade atimicrobiana contra Candida albicans e Bacillus cereus
(INTARAUDOM et al., 2019).

Em estudo avaliando-se o extrato do fungo endofitico da espécie Phaeotheca
dimorphospora (isolada de ulmeiro) para proteger os painéis a base de madeira contra a
infeccdo de fungos apodrecedores, Yang et al. (2007) observaram que 0s metabdlitos
deste fungo foram capazes de inibir (in vitro) o crescimento de oito linhagens fangicas
apodrecedoras relacionados a podriddo branca e podriddo parda, além disso reduziu
significativamente o crescimento desses fungos em painéis OSB tratados com extrato.

Portanto nota-se que h& enorme potencial nos metabdlitos secundarios de fungos
endofiticos para serem empregados no desenvolvimento de tecnologias de protecdo do
bambu, baseando-se em seus compostos naturais. Assim novas oportunidades seriam
geradas com o desenvolvimento de sistemas protetivos mais sustentaveis e eficientes. No

entanto, estudos futuros sdo necessarios para entender como esses metabolitos irdo
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proteger o material no meio ambiente, para que futuramente essas substancias possam vir

a ser uma tecnologia competitiva frente aos produtos existente no mercado.

Conclusdes

Bambu do género Guadua spp. apresentou deterioragdo por fungos
apodrecedores, sendo Fusarium o fungo com maior nimero de morfoespécies
identificadas.

25 morfoespécies de fungos apodrecedores demosntraram atividade
lignocelulolitica, onde Fusarium chlamydosporum, Fusarium oxysporum e NI sp. 3 (7.25)
apresentaram as maiores atividades para celulase, lacase e manganés peroxidase.

O bambu Guadua spp. é colonizado por fungos endofiticos a qual o género
Fusarium, apresentou o maior nimero de morfoespécies.

Extratos de fungos endofiticos de Guadua spp. foram antagonistas a fungos
apodrecedores. Os extratos de Hypoxylon fendleri (2. 5702) e NI sp. 20 (2.5767)

apresentando potencial para o tratamento preservativo de colmos de bambu.
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CONCLUSOES GERAIS

O bambu é um potencial substituto a madeira serrada, sendo uma matéria prima
sustentavel com inimeras aptid6es para compor diferentes nichos de producéo e suprir as
necessidades do mercado da construgdo. Foi possivel demonstrar que as espécies Guadua
angustifolia e Phyllostachys pubescens s@o hoje as mais utilizadas na construcao civil
sendo o seu principal nicho o setor de materiais de contrucao.

Apesar de suas carcacteristicas fisico-mecanicas de interesse, a suscetibilidade
desse material aos fungos apodrecedores foram demonstrados, evidenciando ser uma
barreira para o desenvolvimento tecnolégico do bambu. Todavia metabolitos secundarios
de fungos endofiticos, desmonstrou in vitro a eficacia frente aos fungos apodrecedores.
Logo a chave para o aumento da durabilidade do bambu pode estar associada aos
compostos naturais destes microrganismos, sendo de suma importancia estudos futuros

para evidenciar a efetividade deste tratamento no material vegetal.



