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APRESENTACAO

Dentre os diversos microrganismos existentes, uma classe peculiar é a dos
fungos, pois possuem uma diversidade de caracteristicas unicas que refletem em seu
modo de vida, nas suas interacdes e na sua aplicabilidade. Para se ter uma ideia ja
foram identificados cerca de 120.000 espécies de fungos das quais a grande maioria
ainda é um vasto campo de estudo para os micologistas e biotecndlogos.

Consideramos como micologia o estudo de microrganismos que possuem
aspectos leveduriformes e/ou filamentos assim denominados fungos. Trata-se
portanto de uma area de estudo ampla que atria diversos pesquisadores em diferentes
campos cientificos, tecnologicos e industriais. O Brasil € uma referéncia em se tratando
de estudos em micologia, principalmente 0 que onhecemos como micologia médica,
tanto pelos pesquisadores precursores quanto pela nova geragdo armada com as
evolucdes biotecnoldgicas e moleculares. Entre os pais da micologia médica brasileira
destacamos Adolf Lutz em 1908 seguido por Alfonso Splendore e Floriano Paulo de
Almeida na identificagcdo do Paracoccidioides brasiliensis, além de Alberto Thomaz
Londero, Olga Fischman Gompertz e principalmente o professor Carlos da Silva Lacaz
com seu “Tratado de micologia médica” de 2002.

O uso de estratégias biotecnologicas tem sido primordial na pesquisa com
fungos. A vasta diversidade fungica apresenta grande potencial, principalmente
associada a estudos de aplicagdes biotecnolégicas, como no campo ambiental,
farmacéutico, industrial, agricola, alimenticio, genémico dentre outros.

Sinto-me muito feliz por ver a obra “Principais Grupos e Aplicac6es Biotecnoldgicas
dos Fungos” publicada pela editora Atena, em primeiro lugar por saber do potencial
da micologia e em segundo por evidenciar essa area tao importante para o cenario
brasileiro e para um pais que tem inumeras possibilidade de evoluir nos estudos
biotecnoldgicos aplicados aos fungos. Como pesquisador da area desejo que esse
primeiro volume seja uma fagulha que desperte o interesse dos académicos e que
atraia pesquisadores da micologia médica e areas correlatas para publicacéao de novos
volumes com esse foco.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Fungos enddéfitos sao micro-
organismo que vivem no interior de plantas,
nao causando problemas aparentes no
funcionamento das mesmas. Esses podem
evoluir com seu hospedeiro, havendo assim
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(Euphorbia tirucalli L.)

uma associacdo que traz beneficios para
ambas as espécies. Tais fungos s&o conhecidos
por apresentar alta capacidade de producéo
de enzimas extracelulares de interesse
biotecnolégico, sendo amplamente aplicadas na
industria. Assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliaraatividade enzimaticade amilase
extracelular em isolados endofiticos de Avelos
(Euphorbia tirucalli L). Em trabalho realizado
isolados 10 fungos
endofiticos de espécimes de Avelbs na cidade
de Mossor6, Rio Grande do Norte. Os fungos
foram cultivados em meio BDA (batata dextrose

anteriormente, foram

agar) por sete dias a 28°C em camara BOD.
Posteriormente, foram retirados dois discos de
micélio com meio de 6 mm de cada isolado e
cultivado por 5 dias em meio agar amido. Em
seguida, os isolados foram submetidos ao teste
enzimatico para amilase, utilizando meio agar
amido e, para revelacéao, foi utilizado vapor de
iodo. Como resultado, foi observado que, 80%
dos isolados apresentaram acdo enzimatica,
e 20% nao. Dentre os positivos, o isolado 6
(seis) apresentou maior indice enzimatico
(IE), com média de 2,29. Os demais isolados
apresentaram IE inferior, sendo o isolado 10
(dez) o mais baixo, com IE=1,10. De acordo
com os resultados, conclui-se que isolados
de Avelés (Euphorbia tirucalli), apresentam
atividade de amilase extracelular, destacando,
assim, o grande potencial biotecnolégico do
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estudo de isolados endofitos.
PALAVRAS-CHAVE: Avelés; Enzimas; Metabolitos Fungicos.

EVALUATION OF AMILASE PRODUCTION IN ENDOPHYTIC FUNGI ISOLATED
FROM AVELOS (Euphorbia tirucalli L.)

ABSTRACT: Endophytic fungi are microorganisms that live inside plants, causing
no apparent problems in their functioning. These fungi can evolve with their host,
consenquently having an association that brings benefits to both species. Such fungi
are known for their capacity in producing a high amount of extracellular enzymes
of biotechnological interest, being widely applied in the industry. Thus, the present
study aimed to evaluate the enzymatic activity of extracellular amylase in endophytic
isolates of Avelos (Euphorbia tirucalli L). In previous work, 10 endophytic fungi of
Avelds specimens were isolated in the city of Mossorod, Rio Grande do Norte. The fungi
were grown in BDA (potato dextrose agar) medium for seven days at 28°C in a BOD
chamber. Subsequently, two mycelial discs with 6 mm size of each isolate were cultured
and cultured for 5 days in starch agar medium. Then, the isolates were submitted
to enzymatic testing for amylase, using starch agar medium and, for development,
iodine vapor was used. As a result, it was observed that, 80% of the isolates presented
enzymatic action, and 20% did not. Among the positives, isolate 6 (six) had a higher
enzymatic index (El), with an average of 2.28. The remaining isolates had lower El, with
the isolate 10 (ten) the lowest, with El = 1.10. According to the results, it is concluded
that isolates from Avelds (Euphorbia tirucalli) show extracellular amylase activity, thus
highlighting the great biotechnological potential of the study of endophyte isolates.
KEYWORDS: Avelés; Enzymes; Fungal Metabolites.

11 INTRODUGCAO

Organismos vegetais, como plantas, tendem a viver em relacées de mutualismo
com microrganismos presentes nos solos, ou mesmo que colonizem seus tecidos, tais
relagdes, consideradas de simbiose, podem ocorrer durante uma fase do ciclo de vida
desta planta ou mesmo durante todo ele. Dentro desta ultima classe de organismos
capazes de colonizar tecidos vegetais vivos se encontram os fungos endofiticos, que
sao0 microrganismos que exibem uma interacdo complexa com a planta hospedeira
(CLAY; SCHARDL, 2002). Tal interagdo, pode ser chamada de mutualismo, uma
vez que essa relacao traz mais beneficios que maleficios para ambos (SCHARDL,;
LEUTCHMAN; SPIERING, 2004). Fungos endofiticos se tornam fontes de metabolitos
secundarios para a planta e esta, em consequéncia, fornece nutrientes e protecao
para os fungos (KELLER; TURNER; BENNET, 2005).

Fungos enddfitos sdo microrganismo que vivem no interior de plantas, ndo
causando problemas aparentes no funcionamento desse organismo hospedeiro,
eles podem ser encontrados nas partes aéreas da planta, como caules e folhas
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(BERNARDI-WENZEL et al., 2012). Tais fungos podem evoluir com seu hospedeiro,
havendo assim uma associacdo que traz beneficios para ambas espécies, como:
controle biolégico de pragas e producao de biofadrmacos. Esses microrganismos sao
conhecidos por apresentar alta capacidade de producéo de enzimas extracelulares de
interesse biotecnoldgico, sendo amplamente aplicado na industria téxtil, de alimentos
e farmacos (SAIKKONEN et al., 2004).

A Euphorbia ftirucalli L. (Figura 1), é uma planta pertencente a familia
Euphorbiaceae, nativa do continente Africano, que foi trazida por imigrantes para
paises de clima tropical, como o Brasil, onde se adaptou facilmente ao clima
semiarido, sendo amplamente encontrada em estados da regido Nordeste como,
Paraiba, Sergipe, Ceara e Rio Grande do Norte. Ela é popularmente conhecida como
aveloz, labirinto, mata-verruga, cachorro-pelado, dentre outros (COSTA, LUCIANA
SOBRINHA MEDEIROS, 2011).

Figura 1 — Aspecto geral de Euphorbia tirucalli L.

O amido é um complexo de moléculas de glicose formado por ligagdes a-1,4 e
a-1,6. A amilopectina, molécula com cerca de 6000 unidades de glicose adjuntas por
ligacbes a-1,4, e a amilose, contendo ligagdes a-1,4 entre as moléculas de glicose
e a-1,6 nos pontos de ramificacdo, sdo os componentes desta estrutura. Para que
o amido seja assimilado, € necessaria a atuacéo de diversas enzimas do grupo das
amilases. Estastém a capacidade de hidrolisar o amido, resultando em oligossacarideos
menores, como as maltoses e as dextrinas (MYERS et al., 2000; HAKI; RAKSHIT,
2003). Sendo categorizadas de acordo com seu modo de acado, as amilases podem
ser definidas como endoamilases e exoamilases. As endoamilases reagem em uma
porcéo aleatoria do interior da cadeia do amido. Em contrapartida, as exoamilases
atuam nas por¢cdes das extremidades das mesmas, resultando em compostos finais
menores (GUPTA et al., 2002).

Dentre as principais amilases, tem-se as a-amilases, 3-amilases e glicoamilases.
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As a- amilases sdo endoamilases que agem de forma aleat6ria no nas ligagées a-1,4
no interior das amiloses e amilopectinas, liberando compostos menores, como glicose,
maltose e dextrina. As 3-amilases s&o caracterizadas como exoamilases, hidrolisando
na penultima ligacdo a-1,4, liberando moléculas de maltose. Ja as glicoamilases
pertencem ao grupo das exoamilases, sendo capazes de romper tanto as ligacoes
a-1,4 quanto as ligagdes a-1,6 do amido, resultando na liberacéo de glicose (GUPTA
et al., 2002).

Amilases sdo enzimas de extrema importancia para o mercado industrial,
podendo ser aplicadas nos mais diversos ambitos, como na industria cervejeira e de
bebidas destiladas, quimica, farmacéutica, detergentes, dentre outros (GUPTA et al.,
2003; PANDEY et al., 2005).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a agdo enzimatica,
quanto a producéao de amilase extracelular em isolados endofitos de Avelds (Euphorbia
tirucalli L.).

2 | MATERIAIS E METODOS

Foram previamente isolados 10 fungos endofiticos de Aveldés na cidade de
Mossord, Rio Grande do Norte, e cultivados em BDA a 28°C (denominados de EET1
a EET10) em camara BOD para crescimento por sete dias. Para o teste de atividade
amilolitica, seguiu-se a metodologia definida por Hankin e Anagnostakis (1975)
adaptada, na qual retirou-se dois discos de micélio de 6mm de cada isolado e cultivou-
se por 5 dias em meio agar amido(1,8% de agar e 1% de amido diluidos em tampé&o
citrato fosfato a 0,1 M com pH 5,0). Para revelagéo do halo a tampa da placa de cultivo
foi preenchida com grédos de iodo e a base contendo o meio foi disposta de forma
invertida sobre os graos, entao esperou-se 60 segundos para os vapores dos sais de
iodo corarem o0 meio. Os resultados positivos foram analisados a partir da formacéao
de um halo translucido ao redor da colénia e dimensionados os didmetros da colbnia.
O didametro da colbénia e os halos de degradacao foram medidos para determinar o
indice enzimatico (IE = didmetro da colbnia / didametro da colénia mais a area do halo
de degradacéao). Os testes enzimatico foram realizados em quatro repeti¢oes.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos dez isolados, oito (80%) apresentaram acao enzimatica, sendo que o0s
isolados EET7 e EET8 ndo apresentaram atividade amilolitica. Dentre os que
apresentaram a formacao de halo de degradacao, todos foram estatisticamente
diferentes, o isolado EET6 apresentou maior indice enzimatico, com média de 2,29;
0 segundo maior indice de degradacéao avaliado foi do isolado EET3 com um IE=1,78
e o isolado 10 (dez) o mais baixo, com |IE=1,10 (Tabela 1).
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Isolados Média IE

EETS 0,00 a*
EET7 0,00 a
EET10 1,10 b
EET2 1,12 ¢
EETO 121 d
EET4 143 e
EET5 1,45 f
EET1 146 g
EET3 1,78 h
EET6 2,29 i

Tabela 1 — Médias dos indices enzimaticos (IE) para amilase dos isolados de Euphorbia tirucalli L.

*Médias seguidas por letras iguais nédo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 2 — Aspecto do halo de degradacéo de amido pelo isolado EET6.

Fernandes (2009) analisou a atividade amilolitica de 71 fungos isolados de
diferentes fontes, como café, solo, amendoim, pao, além de outros substratos, e
observou a atividade amilolitica de 31 isolados, na qual apenas cinco puderam ser
considerados bons produtores (IE = 2,0). Pereira (2012) realizou trabalho semelhante
utilizando 60 isolados de substratos distintos, dentre eles café, batata e inhame,
porém nao obtiveram nenhum resultado positivo para a producdo de amilase. O
presente trabalho difere dos anteriormente citados, pois apesar de 80% dos isolados
apresentarem atividade amilolitica apenas um dos isolados se mostrou bom produtor
de amilase (IE = 2,0).

41 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados pelo estudo, conclui-se que isolados
de Avel6s (Euphorbia tirucalli L.), apresentam atividade de amilase extracelular,
com halos de degradacéo significativos, destacando assim, o grande potencial
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biotecnoldgico do estudo de isolados endofitos e sua importancia para a industria.
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