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Obtenção de extratos brutos bioativos a partir do cultivo de fungos endofíticos 48 

associados a espécies de Piperaceae  49 

 50 

  51 

RESUMO 52 

 53 
Este trabalho descreve a obtenção de sete filtrados de fungos endofíticos 54 

associados à Piper tuberculatum. As cepas endofíticas foram cultivadas em 200mL de 55 

meio de batata dextrose (MDB) e mantidos estáticos  em temperatura ambiente  por  25  56 

dias, após este período, os caldos foram separados dos micélios  por filtração a vácuo 57 

obtendo-se os filtrados. Posteriormente, foram pipetados 1mL de cada filtrado para um 58 

frasco de vidro e levados ao banho-maria e dessecador até a secagem total dos filtrados. 59 

Após estarem secos, os filtrados foram submetidos aos bioensaios frente a larvas de 60 

Aedes aegypti e Mycobacterium tuberculosis. Para o ensaio inseticida, o 61 

acompanhamento foi feito durante 72h após aplicação dos filtrados, para o ensaio 62 

antimicrobiano utilizou-se microplaca com Alamar Blue como indicador de proliferação 63 

celular. Os sete filtrados mostraram-se inativos nos dois ensaios.  64 

Palavras-chave: Bioensaios, filtrados, Piper tuberculatum. 65 
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Obtaining of bioative extracts rude endophytic fungi´s cultivation associated from 75 

species of Piperaceae.  76 

 77 

ABSTRACT 78 

This work describes the obtaining of seven endophytic fungi filtrates associated to Piper 79 

tuberculatum. The stumps were cultivated in 200mL of liquid medium cultivation 80 

potato dextrose (PDB), and maintained static under temperature 30 °C for 25 days, after 81 

this period, broths were separated of mycelium for vacuum filtration obtained the 82 

filtrate. It was take out 1mL of each filtrate to flask and put in desiccators and warm 83 

water until the total drying of filtrates. After they were dry, filtrates were submitted to 84 

bioensaios front to larvas of Aedes aegypti and Mycobacterium tuberculosis. For the 85 

insecticide bioessay, the attendance was made during 72:00 after filtrates application, 86 

for the antimicrobial assay, was used Microplate with Alamar Blue as an indicator of 87 

cell proliferation. The seven filtrates were shown inactive in two bioessays. 88 

Key-words: Bioessay, filtrates, Piper tuberculatum. 89 

 90 

 91 

1. INTRODUÇÃO 92 

A natureza de um modo geral é responsável pela produção da maioria das 93 

substâncias orgânicas bioativas conhecidas. Os microorganismos nesse sentido vêm 94 

recebendo atenção especial por parte da indústria e dos pesquisadores da área de 95 

produtos naturais, por ser uma potencial fonte de substâncias bioativas com padrões 96 

moleculares novos e originais, com aplicações que incluem antibióticos, tratamento 97 

anticâncer, controle biológico e outros (Viegas et al. 2006; Abrahão et al. 2013).  98 

  Por milhares de anos, as plantas medicinais tiveram um papel significante no 99 

tratamento de uma gama extensiva de condições médicas, como por exemplo, as 100 
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doenças infecciosas. Os efeitos complexos dessas drogas de origem natural na saúde são 101 

causados através de interações múltiplas entre enzima e o receptor do organismo além 102 

da complexa mistura de metabólitos bioativos no produto natural extraído (Gonda et al. 103 

2013).  104 

  Até recentemente, acreditava-se que a variabilidade de metabólitos encontrados 105 

nas plantas medicinais vinha apenas do metabolismo vegetal, a contribuição 106 

microbiológica era pouco investigada (Gutierrez et al. 2012). Porém, nas últimas 107 

décadas vários estudos têm mostrado o potencial dos metabólitos secundários bioativos 108 

obtidos de culturas microbiológicas endofíticas (Radic e Strukelj, 2012). 109 

 Os microrganismos endofíticos nesse âmbito se referem às bactérias e fungos 110 

que podem ser detectados em um determinado momento vivendo dentro do tecido da 111 

planta hospedeira (Sun et al. 2011; Gutierrez et al. 2012). 112 

Os fungos endofíticos são em sua grande maioria fungos filamentosos, 113 

heterotróficos e sua relação ecológica com a respectiva planta hospedeira é complexa 114 

(Souza, A. et al. 2004; Yong-Cheng Li e Wen-Yi Tao, 2009). Estudos que investigaram 115 

tais interações utilizaram um número limitado de plantas e espécies de fungos, no 116 

entanto os mecanismos desta relação ainda permanecem indefinidos (Mugerwa et al. 117 

2013).  118 

O que pode ser percebido nesta relação é que há um equilíbrio entre a planta e o 119 

fungo, se esse equilíbrio é perturbado sob condições de estresses ambientais essa 120 

relação pode ser alterada tornando o fungo um fitopatógeno para o seu hospedeiro 121 

(Álvarez-Loayza et al. 2011). 122 

Mais de 100 anos de pesquisas sugerem que em ecossistemas naturais a 123 

interação com fungos endofíticos e/ ou fungos micorrízicos e a planta/hospedeiro na 124 
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maioria das vezes é simbiôntica (Rodriguez et al. 2008). Este termo, simbiôntico, foi 125 

primeiramente descrita por Bary 1879, que significa: ‗o vivendo junto de organismos 126 

dissimilares‘.   127 

Nesse sentido, há evidência crescente da importância simbiôntica microbiana 128 

entre planta e micróbio que pode influenciar as comunidades ecológicas daquele 129 

ambiente, já que em um ecossistema é de vital importância as associações entre os seres 130 

vivos e estas associações simbiônticas conferem a ambos os organismos diversas 131 

vantagens de adaptações e tolerâncias ao meio abiótico e biótico em que estão inseridos 132 

(Gonda et al. 2013). 133 

Uma das vantagens dessa associação que o consenso literário indica, é que a 134 

planta hospedeira fornece abrigo e nutrientes para o fungo, enquanto que o fungo 135 

endofítico beneficia e aumenta o desempenho da sua hospedeira através da excreção de 136 

metabólitos secundários como, por exemplo, através da produção de várias classes de 137 

estruturas químicas como alcalóides, que promovem a resistência a herbivoria, 138 

esteróides, terpenóides, isocumarinas, quinonas, fenóis (Jiao et al.  2013) que  podem 139 

inibir ou matar patógenos invasores (Gilbert e Hazard, 2011; Mugerwa et al. 2013).  140 

Os fungos endofíticos possuem dois modos de transmissão, podem ser 141 

transmitidos de forma vertical, ou seja, de uma geração para outra através das sementes 142 

infectadas ou de forma horizontal através de esporos (Davitt et al. 2011; Xiang Tan et 143 

al. 2006). 144 

Dos endofíticos associados a plantas recentemente informados já se obteve um 145 

número significante de extratos ativos em diversos ensaios biológicos com centenas de 146 

classes de estruturas de produtos naturais (Guo et al. 2008; Jiao et al. 2013), que podem 147 
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ser usados direto ou indiretamente como agentes terapêuticos contra numerosas 148 

doenças. 149 

 Estudos também apontam que os fungos endofíticos são capazes de mimetizar a 150 

química de seus respectivo hospedeiros e produzir substâncias com maior bioatividade 151 

(Kusari et al. 2012), como por exemplo, Pandi et al. (2011) informaram a obtenção de  152 

taxol por cepas endofíticas Lasiodiplodia theobromae associadas a folhas da planta 153 

medicinal  Morinda citrifolia, os extratos desses endofíticos  mostraram atividade 154 

contra câncer de mama. 155 

Shweta et al. (2012), em estudos para identificar fontes alternativas de drogas 156 

inibidoras de câncer de cólon e de mama, isolaram de Miquelia dentata três espécies  de 157 

endofíticos,  identificados como Fomitopsis sp., Alternaria alternata  sp. e Phomposis 158 

sp. cujos  extratos apresentaram  atividades citotóxicas contra células cancerígenas.  159 

Jiao   et   al. (2013)  obtiveram do fungo endofítico  Penicillium  sp.,   isolado de 160 

Riccardia  multifida  (L.)  S.  Gray, dois novos compostos bioativos que mostraram 161 

inibição a germinação das sementes de  Arabidopsis   thaliana. 162 

Zhang et al.(2013), em estudo sobre a doença infecciosa foliar destrutiva do 163 

milho causado por Setosphaeria turcica, conseguiram isolar dois compostos dos 164 

extratos do endofítico Chaetomium globosum com potencial antifúgico biocontrolador 165 

para agricultura. 166 

Os estudos de Xing et al. (2011) supõem que os metabólitos de fungos 167 

endofíticos associados a espécie dendrobium  pode ser um  bactericida  em potencial, 168 

assim como Ishii et al. (2013) na qual os extratos do endofítico Trichoderma sp. 169 

exibiram atividade antimicrobiana  contra várias bactérias Gram-positivas e  Gram-170 

negativas. 171 
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Mahapatra et al. (2013) avaliaram o potencial do endofítico Fusarium solani     172 

sobre radicais livres e seus extratos mostraram significante atividade antioxidante. 173 

A família Piperaceae consiste nos gêneros Piper, Peperomia, Ottonia e 174 

Pothomorphe (Koroishi et al. 2010), membros desta  família ocorrem ao longo do  175 

trópicos de ambos os hemisférios com concentrações principais na América Latina e na 176 

Malásia (Souza, L. et al. 2009). 177 

A quantidade de metabólitos biologicamente ativos descritos na literatura, no 178 

que se refere à família Piperaceae, são fenilpropanóides, lignanas/neolignanas, pironas, 179 

amidas, alífáticas e aromáticas, alcalóides, policetídeos e cromenos, além de outros 180 

metabólitos de biossíntese mista (Baldoqui et al. 2009; Alves et al. 2010; Koroishi et al. 181 

2010). 182 

Pesquisas de Junior-Araujo et al. (1997) sobre Piper tuberculatum, 183 

popularmente como pimenta de d'arda, isolaram  piperidinas, piperdardinas. Esta 184 

espécie é bastante utilizada no estado Paraíba como um sedativo e antídoto para 185 

mordida de cobra.    186 

Esses estudos têm mostrado que a produção de metabólitos dos fungos 187 

endofíticos provenientes dessas relações simbionticas podem resultar em diversas 188 

moléculas (Wijeratne et al. 2008) com propriedades terapêuticas anticânceres, 189 

bactericidas e antifúngicas (Sá et al. 2009) e tantas outras (Guo et al. 2008; Borges et al. 190 

2009).   191 

No que se refere aos agentes antimicrobianos, há uma necessidade na busca 192 

desses novos compostos químicos, visto que as doenças infecciosas ainda são um 193 

problema global em razão do desenvolvimento da resistência contínua dos 194 

microrganismos patógenos aos métodos tradicionais de tratamento (Wiyakrutta et al. 195 
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2004).  196 

Infecções bacterianas são comuns em partes tropicais do mundo, mais 197 

especificamente as que têm o mais impacto médico nos trópicos são as doenças 198 

bacterianas causadas por membros do gênero Mycobacterium (Lupi et al. 2006). A 199 

Organização Mundial da Saúde considera a tuberculose (causado por Mycobacterium 200 

tuberculosis) um dos maiores problemas de saúde pública, especialmente quando 201 

associada com doenças que promovem deficiência de imunidade, tais como AIDS, neste 202 

contexto, a busca por novos agentes terapêuticos para o tratamento da tuberculose tem 203 

chamado bastante atenção dos pesquisadores (Gandolfi et al. 2010).  204 

A tuberculose é causado principalmente pelo Mycobacterium tuberculosis que 205 

normalmente infecta os indivíduos pelo tecido da mucosa da área respiratória por 206 

inalação de gotas infecciosas (Gandolfi et al. 2010). 207 

Pelo menos um terço da população mundial está infectado com tuberculose de 208 

M. tuberculosis, ou 10% destes contrairão a doença em algum ponto das suas vidas 209 

(Rongbao et al. 2000). Junto com HIV/AIDS e malária, tuberculose permanece entre 210 

três principais doenças fatais infecciosas globais (Hall et al. 2009). 211 

 Atualmente o a única vacina autorizada contra tuberculose é o Bacilo Calmette-212 

Guérin (BCG), por isso, pesquisas em todo mundo vem se empenhando no 213 

desenvolvimento de estratégias que possibilitem o controle da tuberculose. 214 

Estudos de Rukachaisirikul et al. (2008) com o fungo endofítico Phomopsis sp. 215 

PSU-D15, por exemplo, isolaram metabólitos bioativos na qual seus exibiram moderada 216 

atividade antibacteriana in vitro contra Mycobacterium tuberculosis H37Ra. 217 

 Lima et al. (2011) investigaram  a influência de filtrados da cultura de fungos 218 

endofíticos  isolados de  P. aduncum  L. no crescimento de M. tuberculosis. Estes 219 
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produtos metabólicos mostraram potencial para ser usado como antimicrobiano ou 220 

como futuro agente no combate a tuberculose. 221 

Flores et al. (2013) em estudos sobre o isolamento de metabólitos secundários de 222 

microrganismos endofíticos informaram também a extração de um potente agente 223 

inibidor de Mycobacterium tuberculosis do fungo  endofítico  Phomopsis longicolla.  224 

Todos esses exemplos de resultados evidenciam a importância dos produtos do 225 

metabolismo secundário oriundos de microrganismos na descoberta e desenvolvimento 226 

de medicamentos para o tratamento da tuberculose (Gandolfi et al. 2010). 227 

As doenças transmitidas por vetores também constituem, ainda hoje, importante 228 

causa de morbidade no Brasil e no Mundo. A dengue nesse âmbito é considerada a 229 

principal doença reemergente nos países tropicais e subtropicais (Tauil, 2002) em 230 

virtude de sua circulação nos cinco continentes e do grande potencial para assumir 231 

formas graves e letais (Simas et al. 2004). 232 

Dengue é uma arbovirose causada por um vírus da família Flaviviridae 233 

transmitido pelo mosquito Aedes aegypti (Culicidae) que ocorre na Ásia, África, 234 

América Central e América do Sul (Sen-Sung et al. 2003). Quatro sorotipos de vírus da 235 

dengue reconhecidos em regiões mundiais diferentes conhecidos como: DENV-1, 236 

DENV-2, DENV-3 e DENV-4. É responsável por 50 a 100 milhões de infecções e um 237 

milhão de hospitalizações e 22,000 mortes cada ano (Knowlton et al. 2009). Estima-se 238 

que 2,5 a 3,0 bilhões de pessoas residam em áreas onde existe transmissão dos vírus da 239 

dengue e que, a cada ano, ocorram 50 milhões de infecções com 500.000 casos de 240 

dengue hemorrágica e 12.000 mortes em todo o mundo. 241 

Vários produtos sintéticos foram projetados e dispositivos para combater 242 

resistência desenvolvida por várias espécies de mosquito, a maioria dos programas de 243 
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controle destes mosquitos foca na fase larval nos locais de procriação podendo reduzir 244 

só a população dos adultos temporariamente (Ali et al. 2012). 245 

Além disso, com o surgimento de formas resistentes do mosquito aos inseticidas 246 

convencionais utilizados, tem crescido a procura por extratos vegetais e substâncias 247 

naturais que sejam efetivas no combate ao mosquito adulto e/ou à larva de Aedes 248 

aegypti e que sejam isentas de toxicidade para o meio ambiente (Simas et al. 2004). 249 

Dando continuidade ao estudo com fungos endofíticos, cepas associadas à 250 

espécie Piper tuberculatum foram cultivadas em meio líquido e submetidos à filtração a 251 

vácuo, obtendo-se filtrados que foram avaliados nos bioensaios frente à dengue e 252 

tuberculose.  253 

2. MATERIAIS E MÉTODOS   254 

 2.1 Condições de cultura e obtenção dos filtrados 255 

Os sete fungos endofíticos (Figura 1) foram repicados dos preservados em tubo 256 

inclinado para duas placas de Petri (duas placas para cada fungo) contendo BDA (batata 257 

dextrose ágar) e incubados a 30 °C por oito e dez dias respectivamente de acordo com o 258 

período de crescimento de cada fungo.  259 

Após este período cada fungo foi inoculado em Erlenmeyers de 500 mL com 260 

200mL de meio de cultivo líquido batata dextrose  (MDB)  e  mantidos estáticos  sob  261 

temperatura  de  30°C  por  25   dias. 262 

Em seguida, os caldos dos fungos foram separados do micélio por filtração a 263 

vácuo, fornecendo os filtrados (Figuras 2 e 3). 264 

Pipetou-se  1mL de cada filtrado para frascos de vidro previamente pesados e 265 

tampados com um pequeno pedaço de papel alumínio com furos, para auxiliar na 266 

secagem, posteriormente os frascos de vidro foram colocados em banho-maria e 267 
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dessecador, alternadamente até que os filtrados estivessem secos, isto foi feito por um 268 

período de 7 a 9 dias (Figura 4).  269 

Ao fim desse processo os vidros com as amostras secas foram pesados 270 

novamente para se obter a biomassa produzida pelos endofíticos.  271 

2.2 Ensaios para determinação da atividade larvicida frente à Aedes aegypti 272 

A atividade larvicida foi avaliada por Seletividade.  Os testes foram realizados 273 

em laboratórios especiais chamados ―insetários‖ (Figura 5), no Laboratório de Malária e 274 

Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), empregando-se larvas 275 

de A. aegypti do terceiro estádio (Figura 6). O Laboratório de Malária e Dengue 276 

disponibilizou toda a infraestrutura para a realização dos testes, bem como todo o seu 277 

corpo técnico para assegurar o completo desenvolvimento dos testes.  278 

As larvas de A. aegypti necessárias para o desenvolvimento dos bioensaios 279 

foram obtidas a partir da colônia do referido Laboratório. Para a manutenção desta 280 

colônia, as fêmeas de A. aegypti realizaram o repasto sanguíneo em hamster 281 

(Mesocricetus auratus). 282 

Após a oviposição e eclosão dos ovos, as larvas foram mantidas em cubas até 283 

atingirem o terceiro estádio, quando então foram utilizadas para a montagem dos 284 

bioensaios. 285 

 As colônias foram mantidas no ―insetário‖ sob condições controladas com 286 

temperatura média de 28 ± 2ºC, umidade relativa em torno de 85% - 90%, com fotofase 287 

de 12 horas. As larvas foram mantidas com alimentação utilizadas para peixes de 288 

aquário – Tetramin. 289 

Para cada filtrado seco foi preparado uma solução estoque (0,002mg/mL), que em 290 

seguida foram diluídos para dois copos plásticos: o primeiro copo com 1,0 μL da  291 
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solução estoque (concentração de 0,2 ppm) o segundo copo plástico com 5,0 μL 292 

(concentração de 1,0 ppm), além de 10 mL de água destilada, alimento tetramin e  10 293 

larvas de terceiro estádio em cada copo (Figura 7). 294 

Após todas as amostras estarem preparadas, uma réplica sem filtrado foi feita 295 

também com 10 larvas para o controle negativo. Após a aplicação dos filtrados secos e 296 

nas suas devidas concentrações, leituras foram feitas durante as 72 horas onde foram 297 

contadas as larvas mortas. Este procedimento possibilitou obter o percentual da 298 

mortalidade dos indivíduos e selecionar aqueles filtrados dos endofíticos que matarem 299 

50% ou mais das larvas existentes em cada copo de teste.  300 

 2.3 Detecção de atividade inibitória Mycobacterium tuberculosis 301 

A técnica utilizada para verificação da atividade inibitória dos filtrados teve 302 

como base a metodologia adaptada do trabalho produzido por Franzblau et al. (1998). 303 

Utilizou-se Alamar Blue, um corante com baixa toxicidade, sem efeito carcinogênico e 304 

indicador de uma oxido-redução ambiental pela mudança de cor, bastante utilizado na 305 

detecção de proliferação celular e em análises de citotoxidade.  306 

As cepas padrões de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) foram 307 

cedidas pelo Laboratório de Micobacteriologia/CPCS/INPA.  308 

Para a realização dos bioensaios frente à Mycobacterium tuberculosis, foram 309 

adicionados os filtrados aos poços das microplacas, com auxilio de micropipetas 310 

multicanal. O procedimento adotado foi na seguinte ordem de adição: 311 

1. Água deionizada estéril  200 L nos poços das colunas 1 e 12, nas fileiras A e 312 

H; 100 L nos poços da coluna 2, nas fileiras de B a G; 313 

2. Meio de cultivo: Middlebrook 7H9CG, para M. tuberculosis; 314 

3. Filtrado de teste  100 L nos poços das colunas 2 e 3, nas fileiras de B a G. 315 
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4. Diluições sucessivas dos filtrados de testes  Após homogeneização do 316 

conteúdo dos poços da coluna 3, fileiras de B a G, foram transferidos 100L 317 

para os poços laterais da direita e sucessivamente repetidas até os poços da 318 

coluna 10, fileiras de B a G. Os 100 L retirados dos poços da coluna 10, fileiras 319 

de B a G foram desprezados. 320 

5. Inoculo microbiano  100 L nos poços das colunas 3 a 11, nas fileiras de B a 321 

G. 322 

As microplacas preparadas foram incubadas utilizando a cepa H37Rv por 5 dias 323 

a 37 ºC  .Após esse período foram adicionados 50 L da solução reveladora Alamar 324 

Blue/Tween 80 ao poço da coluna 11, fileira B, e a microplaca re-incubada por mais 24 325 

horas, visando confirmação de multiplicação microbiana.  326 

3. RESULTADOS  327 

 Obteve-se pela primeira vez o sete filtrados de fungos endofíticos  associados a 328 

Piper tuberculatum . 329 

Os filtrados mostraram-se inativos frente às larvas de Aedes aegypti do terceiro 330 

estádio. 331 

 O resultado do ensaio antimicrobiano não indicou positividade antagônica 332 

ao  crescimento de M. tuberculosis.  333 

 334 

4. DISCUSSÃO 335 

 A inatividade dos filtrados no ensaio inseticida pode ser explicado devido a 336 

utilização de uma baixa concentração de filtrado (0,2 e 1,0 ppm ou 0,2 e 1,0 µg/mL) em 337 

comparação as utilizadas com extratos de plantas. Pois, não há relatos na literatura de 338 
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bioensaios de filtrados de fungos endofíticos frente à larvas do Aedes aegypti do terceiro 339 

estádio, para termos uma concentração bioativa de referência. 340 

Em extratos de plantas Cheng et al. (2013) investigaram óleos essenciais e extratos 341 

de Cunninghamia konishii e as concentrações que apresentaram atividade larvicida 342 

significativa foram 35,8, 69,4, 71,9 e 74,1 ppm. 343 

Kanis et al. (2013) também investigaram extratos da raiz de Piper ovatum e as 344 

concentrações que mostraram atividades larvicida foram de 2,1 e 4,1 ppm 345 

respectivamente, outras concentrações de extratos referentes ao gênero Piper estão entre 346 

0,04 a 35,0 ppm (Garcez et al. 2013). 347 

Nos ensaios em M. tuberculosis utilizou-se 2000 ppm, Lima et al. (2011) encontrou  348 

atividade nas concentrações  37,5 ppm, abaixo do que foi utilizado no presente trabalho. 349 

        Flores et al. (2013) em estudos sobre o isolamento de metabólitos secundários de 350 

microrganismos endofíticos informaram também a extração de um potente agente 351 

inibidor de Mycobacterium tuberculosis na concentração 50 ppm do fungo  endofítico  352 

Phomopsis longicolla.  353 

Apesar dos filtrados não terem apresentado nenhuma atividade nos ensaios 354 

propostos, estes estudos ainda possuem valor científico, já que se trata de um trabalho 355 

inédito. Ademais, poderão ser realizados outros ensaios biológicos, inclusive os que já 356 

foram feitos. 357 
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FIGURAS 602 

 603 
Figura 1. a) Fungos endofíticos de Piper tuberculatum inoculados em meio BDA por 604 

oito e dez dias respectivamente. Fonte: Gondim, 2013. 605 

 606 

 607 
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 609 

 610 

 611 

 612 

 613 
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 615 

 616 
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 618 
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 620 

 621 

 622 
Figura 2. . Filtração a vácuo para obtenção dos filtrados dos fungos endofíticos de 623 

Piper tuberculatum. Fonte: Gondim, 2013. 624 
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 625 
 626 
Figura 3.  Filtrados obtidos dos fungos endofíticos associados a Piper tuberculatum. 627 

Fonte: Gondim, 2013.  628 

 629 

 630 

 631 

 632 
Figura 4.  Filtrados dos fungos endofíticos associados à Piper tuberculatum sendo 633 

secos em dessecadores. Fonte:  Gondim, 2013.  634 
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 635 

 636 

 637 
Figura 5.  Bioensaios em dengue sendo realizados no ―insetário‖ do Laboratório de 638 

Malária e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA). Fonte: 639 

Gondim, 2013.  640 

 641 

 642 

 643 
 644 

Figura 6.  A seta em destaque indica as 10 larvas do terceiro estádio sendo utilizadas 645 

nos bioensaios dos filtrados secos dos fungos endofíticos associados à Piper 646 

tuberculatum. Fonte: Gondim, 2013.  647 
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 648 

 649 

 650 
 651 

Figura 7.  Bioensaios em dengue nas concentrações 0,2 e 1,0 ppm dos filtrados secos 652 

dos fungos endofíticos associados a Piper tuberculatum. Fonte: Gondim, 2013.  653 
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