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Este livro traz uma coletdnea de trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa da
Dra. Maria Helena Alves abordando aspectos importantes sobre os fungos, organismos
extremamente importantes devido, dentre outros aspectos, a sua diversidade, interagdes com o
ecossistema, potencial biotecnoldgico e caracteristicas bioquimicas e fisiologicas, entre outras.

As pesquisas abordam estudos realizados com fungos isolados do ar, devido a
importancia destes microrganismos na qualidade do ar dos ambientes fechados e fungos
isolados do solo, “habitat” extremamente rico e complexo, o qual induz os espécimes a
expressarem suas “capacidades” enzimaticas, considerando sua “funcdo” de decompositores
(juntamente com as bactérias), no ciclo da matéria organica.

Assim, o conteido aqui abordado contribui significativamente para o conhecimento
cientifico sobre os fungos no Brasil além de estimular o desenvolvimento de outras pesquisas
neste contexto.

Deixo aqui os parabéns aos autores dos capitulos que abordaram o assunto de forma
clara, objetiva e com literatura atual, alcancando resultados significativos para os interessados
em estudos que envolvem os fungos do ar e do solo, enfatizando a deteccdo de enzimas.

Aos interessados por esta obra tenham uma o6tima leitura.
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Capitulo 4

Analise enzimatica de Rhizopus Ehrenb.
(Mucorales, Mucoraceae) isolado de solo em

Parnaiba, Piaui

RESUMO

Microrganismos, como fungos do género
Rhizopus, habitam o solo atuando na
decomposicdo de matéria morta, sendo as
enzimas mediadoras na decomposicao e
degradacdo de substratos especificos. As
mesmas enzimas, por sua vez, podem ser
aplicadas biotecnologicamente na produgao
de alimentos, bebidas, roupas, cosméticos e
produtos farmacéuticos. Dessa forma, esta
pesquisa objetivou a identificagdo e
triagem de espécies de Rhizopus isoladas
do solo de uma area da cidade de Parnaiba,
Piaui, para deteccao das enzimas: amilases,
lipases e proteases. A area de coleta situa-
se no Distrito Irrigado Tabuleiros
Litoraneos do Piaui (DITALPI), onde o
solo foi coletado seguindo métodos
classicos de analise do solo. O meio de
cultura, Agar Martin, foi vertido sobre o
solo em placas de Petri para o
desenvolvimento das coldnias e posterior
isolamento. A identificacdo dos isolados
seguiu-se a taxonomia classica e
molecular. Para a andlise qualitativa da
deteccao de enzimas foi adotado o meio
solido com substrato especifico. Os
resultados revelaram seis isolados de
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Rhizopus, os quais apresentaram diferencas
morfologicas. No entanto, a identificagdao por
analise molecular demonstrou que os seis
isolados corresponderam a Rhizopus arrhizus
var. arrhizus, taxon com ocorréncia no Brasil
somente para Sdo Paulo e Pernambuco. Todos
os isolados de Rhizopus arrhizus var. arrhizus
apresentaram halo de degradacao por
amilases, lipases e proteases, sendo seus
maiores halos de 8.1 mm, 8.1 mm e 8.6 mm,
respectivamente. Com este estudo, registra-se
a primeira ocorréncia de Rhizopus arrhizus
var. arrhizus para o Estado do Piaui
apresentando isolados promissores quanto a
producdo de enzimas de alto wvalor
biotecnoldgico.

PALAVRAS-CHAVE: biodiversidade
fingica; biotecnologia; fungos do solo.
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1. INTRODUCAO

O solo ¢ um dos principais habitats de microrganismos, incluindo os fungos que o
ocupam e contribuem para a manutencdo dos ecossistemas através da ciclagem de nutrientes
(CAVALCANTI et al., 2006). Entre os fungos isolados do solo encontram-se Rhizopus
Ehrenb. (Mucorales, Mucoraceae), género que acomoda 13 taxons (WIJAYAWARDENE et
al., 2020), caracterizado morfologicamente por seus esporangios apofisados, rizoides opostos
ao esporangioforo e esporangiosporos ornamentados, além de outras caracteristicas de
Mucorales. Rhizopus € ressaltado como sendo de importancia econdmica pos-colheita em
morango ¢ batata por causar doencas, bem como a relevada importancia médica devido a
propriedade patégena a humanos causando mucoromicoses (BENNY et al., 2016).

Rhizopus arrhizus foi descrito por Fischer em 1892, no entanto, Scholer (1970),
baseado na semelhanca morfologica, tornou R. arrhizus sindbnimo de Rhizopus oryzae Went
& Prinsen Geerl. Como a descricao de R. arrhizus possuia poucas informacdes de forma
resumida, sem figuras, a maioria dos autores deram preferéncia a R. oryzae (WALTHER;
WAGNER; KURZALI, 2019). Em 1985, Ellis designou um isolado ex-nedtipo legitimando R.
arrhizus. Por ser R. arrhizus a denominacdo mais antiga, esta possui prioridade e,
consequentemente, R. oryzae tornou-se sindnimo de R. arrhizus (DOLATABADI et al., 2014).

Os trabalhos de Kockova-Kratochvilova e Palkoska (1958), Schipper (1984) e
Schipper e Stalpers (1984) apresentam a classificagdo do género Rhizopus por taxonomia
classica baseando-se em caracteristicas morfoldgicas, como crescimento das coldnias,
tamanho dos esporangios e ramificacdo dos rizoides. Schipper e Stalpers (1984) organizaram
Rhizopus em trés grupos: R. microsporus, R. oryzae e R. stolonifer. O estudo filogenético
molecular realizado por Abe et al. (2006) consolida a organizagio deste género nos trés grupos.

Zheng et al. (2007) reconhecem trés variedades em R. arrhizus: var. arrhizus, var.
delemar e var. fonkinensis. A var. tonkinensis nao foi suportada pelo estudo molecular de
Dolatabadi et al. (2014). Rhizopus arrhizus var. delemar se diferencia de R. arrhizus var.
arrhizus morfologicamente e, principalmente, pela dilatacdo no esporangioforo, bastante
comum na metade superior ou logo abaixo da hipofise, e esporangiosporos variando em
forma e tamanho (ZHENG et al., 2007). O termo variedade é empregado na classificacao
para diferenciar individuos que se diferenciam dentro da espécie (ABE; ASANO; SONE, 2010).

Estudos filogenéticos moleculares separam as variedades de Rhizopus arrhizus em
dois clados, R. arrhizus var. arrhizus e R. arrhizus var. delemar. A auséncia do gene lactase
desidrogenase A em R. arrhizus var. delemar ¢ um dos fatores que fundamentam esta

separacdao. Porém, a formacao de zigosporos entre individuos dessas variedades, falta de
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diferenga na ecologia, epidemiologia e distribuicdo geografica levam a continuidade das
duas variedades em R. arrhizus (WALTHER; WAGNER; KURZALI, 2019). Outros estudos,
como de Gryganskyi et al. (2018) adotam a classificagdo com os clados R. arrhizus e R.
delemar. Tomando por base o estudo taxondmico de Mucorales realizado por Walther,
Wagner e Kurzai (2019), foi adotado R. arrhizus var. arrhizus neste estudo.

Estudos sobre a classificacdo especifica do género Rhizopus apresentam
contradi¢oes. Em 2007, Zheng et al., considerando os aspectos morfologicos e a sistematica
molecular, sinonimizaram e excluiram taxons culminando dez espécies e sete variedades no
género Rhizopus. Em estudo posterior, Dolatabadi et al. (2014), baseados em analise
molecular, morfologica e fisioldgica, tornaram sinonimia todas as variedades de R.
microsporus apresentadas por Abe et al. (2006) e Zheng et al. (2007). Apesar de ser um
género de ampla distribuicdo e prevaléncia, a evolu¢dao das espécies de Rhizopus ainda ¢
pouco esclarecida (GRYGANSKYT et al., 2018).

Para o Brasil sdo conhecidas quatro espécies (Rhizopus arrhizus A. Fisch., Rhizopus
homothallicus Hesselt. & J.J. Ellis, Rhizopus microsporus Tiegh, Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.) Vuill) e duas variedades (Rhizopus arrhizus A. Fisch. var. arrhizus, Rhizopus
arrhizus var. delemar (Wehmer & Hanzawa) J.J. Ellis) isoladas de excremento (SOUZA et
al., 2017), solo, folhedo (SANTIAGO, 2015) ou morango (LOPES et al., 2010). No Estado
do Piaui ndo ha registros de ocorréncia de tdxons do género Rhizopus (SANTIAGO, 2015).

Os fungos, como fonte para a producdo de enzimas com fins biotecnoldgicos,
possuem preferéncia sobre as plantas e os animais devido a facilidade e economia do
processo (RAVEENDRAN et al., 2018). Alguns estudos tém analisado a producdo de
enzimas de interesse biotecnologico, como amilases, proteases (BENABDA et al., 2019) e
lipases (ZHAO et al., 2019) por isolados de Rhizopus. Diante da grande importancia
biotecnoldgica das enzimas, Silva et al. (2017) ressaltam que a busca por microrganismos
com potencial para a produgdo destas proteinas torna-se necessaria.

As enzimas amilases, lipases e proteases apresentam grande aplicagdo industrial,
sendo utilizadas para a producdo de alimentos laticinios e bebidas (suco, vinho, cerveja),
além de serem utilizadas no processo de panificacdo, producdo de racdo e de detergentes.
Também tém sido aplicadas na industria farmacéutica, téxtil, papel e em processos de
recuperacao ambiental (ORLANDELI et al., 2012; GUERRAND et al., 2017; RAZZAQ et al., 2019).

Amilases sdo enzimas que degradam a molécula de amido através da clivagem das
ligacdes a-glicosidicas, sendo classificadas em a-amilase, B-amilase e amiloglucosidase
(SILVA et al., 2017). J& as lipases sdo enzimas que aceleram a hidrolise de triglicerideos

(GUERRAND, 2017). Enquanto as enzimas proteases sao aquelas dotadas da capacidade de
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quebrar ligacdes peptidicas degradando proteinas (SOUZA et al., 2015) e sdo classificadas
de acordo com a posicao dos peptideos que sofrem agdo proteolitica, tipo do sitio ativo e pH
de atividade (PIRES; FONSECA; SERUDO, 2019).

Dessa forma, esta pesquisa objetivou a identificacdo e triagem de espécies de
Rhizopus isoladas do solo de uma area da cidade de Parnaiba, Piaui, para detec¢do das

enzimas: amilases, lipases e proteases.

2. METODOLOGIA

2.1. Coleta e isolamento

A éarea de estudo estd localizada no Distrito Irrigado Tabuleiros Litoraneos do Piaui
(DITALPI), na cidade de Parnaiba, Estado do Piaui, (3°01°49.91’S 41°46°17.09”0) (Figura 1). A
area possui solo do tipo latossolo amarelo, argissolo vermelho amarelo e neossolo quartzarénico
(SANTOS et al., 2013). Os sistemas de irrigacdo utilizados no perimetro da area sdo: micro-
aspersao (47,35%), gotejamento (34,05%) e pivo-central (18,60%) (DENOCS, 1998).

As amostras de solo foram coletadas em pontos aleatorios, tanto nas areas
preservadas como de plantio de acerola e coco. Trés Amostras de solo foram retiradas da
superficie do solo e também a profundidade de 20 cm durante os periodos chuvosos (janeiro
a marco) de 2013. O solo foi coletado com auxilio de espatula/colher previamente
esterilizada em alcool 70° GL e armazenado em sacos plasticos etiquetados contendo os
dados de coleta, como superficie ou a 20 cm do solo, data e local de coleta. Apds
procedimentos de coleta, as amostras de solo foram transportadas para o laboratorio de
Botanica do Campus Ministro Reis Velloso, Parnaiba, da Universidade Federal do Piaui
(UFPI), atual Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar).

No laboratdrio, as amostras do solo foram homogeneizadas e distribuidas em placas
de Petri seguindo o método placa de solo de Warcup (1950), sendo carreado em triplicata.
Seguindo este método, 1g do solo foi depositado em placa de Petri esterilizada e vertido 15
mL do meio de cultura Agar Martin (MARTIN, 1950) para cada placa.

O crescimento das coldnias foi acompanhado por 72 horas a temperatura de 28+2°C ¢
luminosidade ambientes. O isolamento e posterior purificacdo dos isolados, fragmentos das
colonias de Rhizopus, foram transferidos separadamente para o meio Agar Extrato de Malte
(MEA) contido em placa de Petri e, apés confirmada pureza, armazenado em tubos de ensaio

contendo Agar Batata Dextrose (BDA) (LACAZ et al., 2002) para posterior identificagio.
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Figura 1 - Mapa de localizag@o da area de coleta do solo.
Fonte: Os autores

2.2. Identificagdo morfolégica dos isolados

A identificacdo classica dos isolados foi realizada em culturas com cinco dias de
desenvolvimento em MEA, sob temperatura (28+2°C) e Iluminosidade ambientes.
Caracteristicas macromorfolégicas, como tamanho, cor e textura das colonias foram
analisadas. Na analise micromorfologica, como forma, coloracdo e tamanho das
microestruturas de esporangidforos, esporangios e esporangiosporos foram observados com
auxilio de um microscopio de luz Leica DM2000 usando objetiva de 40X, 80X e 100X. Azul
de lactofenol foi usado em algumas observagdes para evidéncia das microestruturas. Os
espécimes foram identificados seguindo as chaves de identificacdo e informacdes contidas
na literatura pertinente ao género Rhizopus, como: Kockova-Kratochvilovd e Palkoska
(1958), Schipper (1984) e Zheng et al. (2007).

2.3. Identificagdo molecular dos isolados
2.3.1. Extracdo do DNA, amplificacdo e sequenciamento

A extracdo do DNA foi realizada a partir da transferéncia de fragmentos de micélio

de culturas puras para microtubos de 2 ml, acrescentado 0,5 g de pérolas de vidro para
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trituracdo do micélio, por meio de agitagdo em alta velocidade, em vortex. Apos a trituragdo
do micélio, o DNA foi extraido seguindo a metodologia de Goes-Neto et al. (2005). A regido
ITS do rDNA foi amplificado utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4 (SANTIAGO et al.,
2013). Os resultantes amplificados foram purificados com PureLink — PCR Purification Kit
(Invitrogen). As amostras foram enviadas para a Universidade Estadual de Sao Paulo
(UNESP), Campus de Rio Claro, para o sequenciamento. As sequéncias foram alinhadas no
CLUSTALX (LARKIN et al.,, 2007), editadas no software BioEdit (HALL, 1999) e

comparadas com dados depositados no CBS Database (Fungal Biodiversity Centre).

2.4. Caracterizacdo enzimatica

Para a determinagdo do potencial enzimatico dos isolados em estudo, utilizou-se o
método qualitativo que consiste em cultivar os fungos em meio sélido especifico para a
producao da enzima e mensuragdo do halo quando formado.

As amostras fungicas foram inoculadas em placas de Petri contendo BDA (LACAZ
et al., 2002) para realizagdo do cultivo monosporico, segundo metodologia proposta por
Santos (2009). Apos a obtencdo da cultura monospdrica, o micélio foi lavado com agua
destilada esterilizada e a suspensao assepticamente depositada em tubo de ensaio. Aliquota
dessa suspensdo foi removida para contagem em cadmara de Newbauer sob microscopio
Optico obtendo-se uma suspensdo de 10° esporos/mL.

Para a verificagdo enzimatica, uma aliquota da solucao de esporos (50 ul) foi
transferida para pocos de aproximadamente 5 mm nas placas contendo meios especificos
para deteccao das atividades enzimaticas tendo por base a metodologia abordada por Alves et al.
(2002). As amostras foram armazenadas sob temperatura (28+2°C) e luminosidade ambientes.

O substrato especifico para deteccdo de amilases, lipases e proteases foi 0,2% de
amido soluvel (Merck), Tween 80 e 0,4% de gelatina-leite, respectivamente (HANKING;
ANAGNOSTAKIS, 1975). A revelacao do halo de amilases ocorreu com solugdo de lugol a
5% (m/v) vertido sobre a cultura. O halo de lipases e proteases sdo revelados sem o uso de
solucdo. Com o auxilio de uma régua milimetrada, o didmetro dos halos foi mensurado em
colonias com 4 dias de desenvolvimento. Cada experimento foi carreado em triplicata.

Analise estatistica foi realizada usando o software Past (4.02).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado foram obtidos seis isolados do género Rhizopus presentes no solo de
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areas do Distrito Irrigado Tabuleiros Litordneos do Piaui (DITALPI). Os isolados foram
previamente nomeados de 01-06 e apresentaram caracteristicas morfoldgicas diferentes
entre si. O isolado 04 apresentou esporangidéforos mais curtos € o isolado 03 esporangi6foros
mais longos. Nos isolados 02 e 05 foram verificados esporangidforos de maior e menor
didmetro de largura, respectivamente. Enquanto os isolados 01 e 06 revelaram caracteristicas
semelhante e consideradas dentro do padrdo apresentado pelo taxon.

A descri¢do dos esporangioforos variaram quanto ao padrdo bifurcado e isolado, mas
a coloragdao marrom e presenca de dilatacao no esporangidforo foram caracteristicas de todos
os isolados. Os esporangiosporos pouco variaram entre os isolados, medindo (5,0 — 6,0 um X
3,0 — 3,5 um), sendo ovoides e de parede estriada. Apenas o isolado 02 apresentou
esporangio obovoide, os demais esporangios, globosos. Quanto ao tamanho, os esporangios
pouco variaram, medindo 51-146 x 51-106 um. A parede dos esporangios também diferiu
entre os isolados, sendo que os isolados 02 e 04 apresentaram parede lisa e os demais parede

espinulada (Quadro 1).
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Quadro 1. Caracteristicas morfologicas de Rhizopus isolado do solo de areas do Distrito
Irrigado Tabuleiros Litoraneos do Piaui.
Fonte: autores.
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Diante das diferencas morfologicas demonstradas pelos isolados em suas
caracteristicas, considerou-se necessaria a analise molecular dos mesmos, sendo revelado
similaridade de 100% entre os isolados analisados (Figura 2) e, quando comparados com
sequéncias moleculares em bancos de dados publicos, o CBS Database (Fungal Biodiversity

Centre) indicou similaridade com Rhizopus arrhizus Fisch. var. arrhizus.
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Figura 2. Sequéncias das amostras 01 — 06, com 100% de similaridade entre si.
Fonte: autores.

Na descrigdo morfologica apresentada por Kratochvilova e Palkoska (1958) de forma
resumida, Rhizopus arrhizus apresenta esporangiéforo com mais de 150 um de comprimento
e esporangiosporos com 5-7 um de diametro, assim como os isolados identificados neste
estudo. Além do mais, os isolados 01-06, assemelham-se com a descricdo apresentada na
Monografia de Rhizopus por Zhen et al. (2007), que descrevem R. arrhizus var. arrhizus com
esporangioforo medindo (117-)293-950(-1740) um em comprimento e (7-)9-18(-23) um
diam. em largura, apresentando coloragdo marrom; esporangio globoso a subgloboso
medindo (47-)71-176(-224)um diam; esporangiosporos ovoides, estriados medindo (4-)
5-8(-9) x (3,5)4-7 (-8) um.

Isolados de um mesmo taxon de fungo podem variar morfologicamente dificultando
a identifica¢do por taxonomia cldssica, assim como apresentado neste trabalho. Com isso, a
analise molecular ¢ uma contribui¢cdo para esta taxonomia, sendo bastante usada nos estudos
sobre aspectos taxonomicos de fungos filamentosos, como do género Rhizopus
(GRYGANSKYTI et al., 2018).

Rhizopus arrihzus var. arrihzus esta entre os tdxons com maior nimero de isolados
identificados segundo bancos de dados, como Westerdijk Fungal Biodiversity Institute,
GenBank e PubMed (GRYGANSKYT et al., 2018). No Brasil, este taxon tem sido isolado de
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folhedo (SCHOENLEIN-CRUSIUS; MILANEZ, 1997), solo (SANTIAGO; SANTOS;
MAIA, 2013) e excremento (SOUZA et al., 2017). No que se refere a distribui¢do geografica
para o Brasil, o referido taxon apresenta ocorréncia somente para Sao Paulo (Sudeste) e
Pernambuco (Nordeste) (SANTIAGO, 2015).

Quanto a caracterizagdo enzimatica, tabela 1, todos os isolados apresentaram halo de
degradacao por amilases, lipases e proteases. Os maiores halos de amilases foram
apresentados pelos isolados 03 (8.1 mm diam.), 06 (7.9 mm diam.) e 04 (7.4 mm diam.).
Alguns dos resultados para amilases diferenciaram entre si estatisticamente. Os maiores
halos de degradagdo por proteases foram apresentados pelos isolados 01, 04 (8.1 mm diam.)
e 03 (8.0 mm didm.). Os resultados para proteases também ndo apresentaram diferenca
segundo o teste Tukey. Quanto a deteccao da producdo de lipases, os isolados 03, 04 ¢ 06
apresentaram os maiores halos (8.6 mm didam., 8.2 mm didm. e 7.8 mm diam.,

respectivamente).

Tabela 1 - Caracterizacdo enzimatica do halo em milimetro (mm) de Rhizopus arrhizus

TAXON ISOLADO ATIVIDADE ENZIMATICA
AMILASES PROTEASES LIPASES

Rhizopus 1 5.0b 81la 6.6 be
arrhizus var. 2 7.3a 78a 55 ¢
arhizus 3 81la 80a 86a

4 7.6a 81la 2a

5 6.6 ab 7.0a 58c

6 79a 74a 7.8 ab

Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si.

Fonte: autores.

No estudo sobre producdo de enzimas extracelular por Rhizopus e Mucor, de
Thompson e Eribo (1984), o isolado de R. arrhizus ndo apresentou halo de degradagdo por
amilases e proteases, diferindo dos isolados aqui testados que formaram halo por estas
enzimas. O isolado de Thompson e Eribo (1984) apresentou producdo de lipases com halo
menor (1-2,5 mm) que os formados pelos isolados deste estudo, sendo considerada baixa
producao pelos mesmos autores.

A andlise qualitativa sobre a producdo de enzimas, que corresponde a deteccdo da
formacdo de halo enzimdtico, ¢ pouco explorada. No entanto, a andlise qualitativa ¢
primordial para a selecdo de produtores de enzimas promissores para consequente analise
quantitativa. Estudos quantitativos sobre bioprospeccdo de Rhizopus utilizando residuos

industriais e alternancia entre fonte de carbono tem apresentado a producdo de amilases
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(FREITAS et al., 2014), lipases (KOTOGAN et al., 2014) ¢ proteases (KUMAR et al., 2005).

Fungos do género Rhizopus sao pouco explorados com relacdo a deteccao de enzimas
extracelulares. No entanto, a facilidade de manipulagdo desses fungos e o rapido
desenvolvimento dos mesmos sdo aspectos promissores para maior exploragdo dos mesmos

quanto a producdo de enzimas de interesse biotecnologico.

4. CONCLUSAO

Um taxon de Mucorales ja conhecido para a ciéncia, Rhizopus arrhizus var. arrhizus,
¢ registrado pela primeira vez para o estado do Piaui, contribuindo para o conhecimento da
diversidade de fungos para o estado, assim como para o Brasil. A formacdo de halo de
degradacao por amilases, lipases e proteases produzida por R. arrhizus var. arrhizus vem
contribuir para o conhecimento do potencial biotecnoldgico de fungos filamentosos.
Enquanto a andlise qualitativa da deteccdo de enzimas por R. arrhizus var. arrhizus
demonstrou que os isolados sdo promissores para que haja posteriores estudos quantitativos e

de purificacdo enzimatica.
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