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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 5

Caracterizacio enzimatica de taxons de
Mucoromycota e Mortierellomycota

(Mucoromyceta) isolados do solo no Piaui

RESUMO

O solo ¢ o principal reservatorio da
biodiversidade, sendo um dos habitats de
fungos do Mucoromycota ¢ Mortierellomycota
(Sub-reino Mucoromyceta), taxons basais que
apresentam  grande  importancia  como
decompositores e na aplicagdo biotecnoldgica
onde o homem ¢ beneficiado pela ampla
aplicacdo dos microrganismos desses grupos
na producdo de varios produtos. Entre as
substancias excretadas pelos fungos durante
seu metabolismo, tem-se as enzimas
amilases, lipases e proteases, enzimas essas
de grande relevancia no uso industrial. O
objetivo deste estudo foi isolar e identificar
fungos de Mucoromycota ¢ Mortierellomycota
do solo em areas da regido Norte do Piaui,
bem como realizar a caracterizacdao
enzimatica quanto a producdo de amilases,
lipases e proteases. Amostras do solo foram
coletadas e o isolamento dos fungos
realizado de acordo com a metodologia
classica em microbiologia do solo. Para a
identificacdo dos isolados foi adotado a
taxonomia classica e posteriormente realizado
a andlise qualitativa da producdo de

Cruz, Costa & Alves

Mateus Oliveira da Cruz
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enzimas. Como resultado, foram identificados
Lichtheimia ramosa, Cunninghamella
echinulata, Rhizopus arrhizus, Mucor plumbeus,
Syncephalastrum racemosum, Mortierella sp. 1 e
Mortierella sp. 2. Dentre os sete tdxons, cinco
ao nivel especifico foram submetidos a
detec¢do enzimatica e todos sinalizaram
positivos para a produ¢do de ao menos duas
enzimas. O isolado de R. arrhizus apresentou
halo de degradacdo para amido, lipidio e
proteina, sendo os mesmos maiores que 0s
formados pelos demais. O presente estudo
corrobora  com o conhecimento da
diversidade de fungos no estado do Piaui,
apresentando cinco tdxons promissores para
aplicacdo industrial. Entretanto, se faz
necessario estudos posteriores para maior
exploracdo enzimadtica destes fungos.

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia de
fungos; Fungos zigosporicos; Microbiologia
do solo.
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1. INTRODUCAO

O solo, principal reservatorio da diversidade bioldgica na biosfera, ¢ um sistema
heterogéneo, complexo e dindmico, tendo os microrganismos a sua fragdo viva
desempenhando processos essenciais a sua manutencao e funcionalidade. Tais caracteristicas
do solo o proporciona a formac¢ao de micro-habitats que variam em funcdo das propriedades
quimicas, fisicas e da disponibilidade de nutrientes. A formagdo destes micro-habitats esta
intrinsicamente relacionada a agregados do solo que consiste em um complexo de areia,
argila, silte e matéria organica que favorece suporte fisico de aderéncia aos microrganismos
(CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Entre os microrganismos disponiveis no solo encontram-se os fungos, fundamentais
na decomposi¢do de matéria organica e ciclagem de nutrientes (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). A micobiota do solo ¢ amplamente representada pelos filos Deuteromycota,
Mucoromycota ¢ Mortierellomycota, sendo que os dois ultimos fazem parte do Sub-reino
Mucoromyceta Tedersoo et al., os quais sdo caracterizados pela formacdo de zigosporos
produzidos na reproducdo sexuada por conjugacdo gametangial e por apresentarem
esporangio, esporangiolo, esporangiosporos e clamidosporos, estruturas especializadas na
reproducdo assexuada. Estes fungos apresentam hifas irregularmente septadas e hifas
especializadas, como rizoides e estoloes, que atuam na absorcao de nutrientes e dispersao de
estruturas reprodutivas, respectivamente (KIRK et al., 2008).

Mucoromycota acomoda Mucorales Fries, a mais diversa ordem de Mucoromyceta,
constituida de 55 géneros (WIJAYAWARDENE et al., 2020). Os géneros Absidia Tieghem,
Lichtheimia Vuillemin, Mucor Fresen, Rhizopus Ehrenberg e Syncephalastrum J. Schroter
sdo os mais comuns em estudos sobre Mucoromycota (LIMA; SANTIAGO; SOUZA-
MOTTA, 2015; LIMA et al., 2018). Representantes de Mucorales, em sua maioria, sao
considerados saprofitos, mas também podem ser parasitas de outros fungos, patdogenos de
plantas e causadores de doencas infecciosas a humanos, as mucoromicoses (HOFFMANN et al., 2013).

Em Mortierellomycota tem-se Mortierellales Cavalier-Smith, ordem que apresenta
Mortierella Coemans, taxon tipo € o mais conhecido deste filo. Representado atualmente por
112 espécies descritas (WIJAYAWARDENE et al.,, 2020), sendo caracterizado por
apresentar esporangioforo simples ou de ramificagdo variada, com esporangio em sua parte
terminal podendo acompanhar uma vesicula na base. Os esporangios sao globosos com um
unico esporangiosporo ou multiplos. Representantes deste género sdo frequentemente
isolados do solo (NGUYEN et al., 2019).

No Brasil, alguns estudos tém sido realizados a fim de se conhecer a diversidade de
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Mucoromycota isolados a partir de amostras do solo da Reserva Ecologica de Dois Irmaos.
Como Mortierellales era acomodada em Mucoromycotina (HIBBETT et al., 2007), tais
estudos consideram taxons de Mortierella.

Fungos da ordem Mucorales e Mortierellales t€ém sido explorados quanto a produgado
de compostos aplicados biotecnologicamente (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010). Mucor
circinelloides Tieghem e Mucor hiemalis Wehmer sdo apresentadas como produtoras de
biossurfactantes, substdncias de grande aplicacdo comercial (MARQUES et al., 2019;
FERREIRA et al., 2020). Enquanto Lichtheimia hyalospora (Saito) Kerst. Hoffman, Walther
& K. Voigt e Mucor subtilissimus Oudemans tém sido promissoras na producdao de
quitosana, polimeros aplicados em diversas areas (SOUZA et al., 2020). Mortierella alliacea
Linnemann ¢ mencionada como produtora de glucosidase, importante enzima que degrada
polissacarideos (TANAKA et al., 2002). Outras espécies tém sido exploradas também na
producdo de antimicrobianos, lipidios, enzimas e na fermentagcdo de alimentos (BENTO et
al., 2009; HUANG et al., 2016; SATARI; KARIMI, 2017).

Entre as enzimas produzidas por fungos tem-se as amilases, lipases, proteases, dentre
outras. As amilases sdo enzimas especializadas em quebrar amido formando dextrina e
glicose (GUPTA et al., 2003). Lipases sdo enzimas que atuam na hidrolise de triacilglicerois
liberando acidos graxos e glicerol (GUERRAND, 2017). Ja as proteases, também
denominadas enzimas proteoliticas, degradam proteinas quebrando ligacdes peptidicas
(SOUZA et al., 2015). Tais enzimas apresentam grande aplicacdo biotecnoldgica na
producao de medicamentos, papel, bebidas, alimentos, racdo animal, produtos quimicos,
biodiesel e detergentes. Adicionalmente, possuem aplicacdo na industria téxtil e no
tratamento de efluentes (SINGH et al., 2016).

Estudos tém apresentado os fungos de Mucoromycota e Mortierellomycota como
promissores para producdo das citadas enzimas. Assim, o consecutivo estudo realizando a
triagem de microrganismos para producdo de enzimas ¢ fundamental para o delineamento de
isolados fingicos com maior potencial biotecnoldgico (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi isolar e identificar fungos de
Mucoromycota e Mortierellomycota do solo em areas da regido Norte do Piaui, bem como

realizar a caracterizagdo enzimatica quanto a producdo de amilases, lipases e proteases.

2. METODOLOGIA

Amostras de solo foram coletadas durante o periodo de Outubro de 2012 a Maio de
2013 em area de Mangue, no Municipio de Luiz Correia, PI (2°53°45.32”’S 41°40.20° 717°0),

Cruz, Costa & Alves Enzimas por fungos zigosporicos 73



na Embrapa Meio Norte/UEP de Parnaiba (3°04'49 S 41°46°50" O) e em areas do Distrito
Irrigado Tabuleiros Litoraneos do Piaui - DITALPI (3°01°49.91”°S 41°46°17.09”°0) (Figura
1). As coletas foram efetuadas com o auxilio de espatula/colher previamente esterilizada em
alcool (70° GL) e as amostras acondicionadas em sacos plasticos para transporte.

Em laboratério, 0.1g de solo foi depositada em placas de Petri esterilizadas e sobre a
mesma foi vertido o meio de cultivo Agar Martin pré-aquecido, segundo método adotado por
Warcup (1950). As placas foram armazenadas sob luminosidade e temperatura (28+2°C)
ambientes. Apos 48 horas de armazenamento, o desenvolvimento das culturas fingicas
foram acompanhados e, quando desenvolvidas, transferidas para o meio de cultura Agar
Batata Dextrose (BDA) segundo metodologia empregada por Lacaz et al. (2002).

A identificacdo dos isolados foi realizada em culturas com cinco dias de
desenvolvimento em Agar Batata Dextrose sob luminosidade e temperatura (28+2°C)
ambientes. Caracteristicas macromorfoldgicas, como cor, textura das colonias e tamanho
foram analisadas. Na andlise micromorfologica, como forma, coloragdo e tamanho dos
esporangioforos, esporangios e esporangiosporos foram observados com auxilio de um
microscopio de luz. Para melhor visualizagdo das microestruturas usou-se azul de lactofenol.
Apds o levantamento das caracteristicas, estas foram comparadas com as da literatura
especializada, como: Hesseltine e Ellis (1964), Trufem e Viriato (1985), Schipper (1978,
1984), Schipper e Stalpers (1983, 1984), Zheng e Chen (2001) e Alves et al. (2002a), dentre outras.
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Figura 1. Locais de coleta das amostras de solo.
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A caracterizagdo enzimadtica foi realizada de forma qualitativa, que consiste da
observacao de halos enzimaticos formados ao redor das coldnias em meio de cultivo solido
especifico.

Amostras fangicas foram inoculadas em placas de Petri contendo Agar Batata
Dextrose para obtencao de cultura monospoérica. O micélio esporulado desta cultura foi
lavado com agua destilada esterilizada e a suspensdo de esporos depositada em tubo de
ensaio. A contagem dos esporos foi realizada com o auxilio da cdmara de Newbauer sob
microscOpio dptico e a suspensdo de 10° esporos/mL obtida.

Os meios de cultivo solido especifico para deteccdo de amilases, lipases e proteases
foram 0,2% de amido soluvel (Merck), Tween 80 e 0,4% de gelatina-leite, respectivamente, de
acordo com Hanking e Anagnostakis (1975). No meio de cultivo em placas de Petri medindo
12 cm em diametro, foi realizado uma perfuracao central de cinco milimetros, onde foram
depositados 50 plL. da suspensdo 107 esporos/mL. As amostras foram incubadas sob
luminosidade e temperatura (284+2°C) ambientes. Todas as analises foram carreadas em
triplicata. Apds 96 horas de incubagao, a presencga de halos ao redor das colonias foi observado
e, quando presentes, mensurados com auxilio de uma régua milimetrada. Para revelagdo do
halo de degradacgdo por amilases, foi vertido uma solucao de lugol a 5% (m/v) sobre a cultura.

Os halos formados por lipases e proteases foram visualizados sem o uso de solucao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das amostras de solo coletadas, foram identificados sete taxons de
Mucoromyceta. Destes, cinco pertencentes a ordem Mucorales, Mucoromycota, como segue:
Lichtheimia ramosa (Zopf) Vuill. (Embrapa Meio Norte), Cunninghamella echinulata
(Thaxter) Thaxter, Rhizopus arrhizus A. Fisch, Mucor plumbeus Bonord e Syncephalastrum
racemosum Cohn (Tabuleiros Litoraneos) e dois taxons, da ordem Mortierellales,
Mortierellomycota, identificados ao nivel de género, denominados de Mortierella sp. 1 e
Mortierella sp. 2 (Mangue).

Cunninghamella echinulata foi previamente isolada do solo por Schoenlein-Crusius
et al. (1996) assim como no presente estudo. Schoenlein-Crusius e Milanez (1997) isolaram
sete espécies de Mucorales do solo da Mata atlantica da reserva bioldgica do Alto da Serra
de Paranapiacaba, Santo André. Entre as espécies isoladas pelos citados autores, somente
Syncephalastrum racemosum foi ocorrente no presente trabalho. Schoenlein-Crusius et al.
(2006) também isolaram, a partir de amostras do solo de Cubatdo - Sdo Paulo, um Unico

taxon em colaboragdo a este estudo, a espécie C. echinulata. Cavalcanti et al. (2006), ao
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estudarem fungos filamentosos do solo da regido Xing0, isolaram apenas Lichtheimia
ramosa em comum aos fungos identificados neste estudo.

Syncephalastrum racemosum foi isolado do solo de mineracao de cobre por Santiago
e Souza-Motta (2006), adicionalmente, por Oliveira et al. (2013), em estudos sobre a
diversidade de fungos filamentosos no solo do Parque Nacional do Vale do Catimbau,
Pernambuco. Rhizopus arrhizus tem sido isolado de solo contaminado com metais toxicos no
estado de Sao Paulo (SOUZA; SCHOENLEIN-CRUSIUS; OLIVEIRA, 2008).

No estudo dos Mucorales no solo do semiarido de Pernambuco desenvolvido por
Santiago, Santos e Maia (2013), 19 taxons foram catalogados entre os quais, em
concordancia com o presente trabalho, esteve presente Cunninghamella echinulata, Rhizopus
arrizus € Syncephalastrum racemosum. Lima, Santiago e Souza-Motta (2015) mencionaram
C. echinulata, L. ramosa, R. arrhizus ¢ S. racemosum isolados de solo do Parque Nacional
do Catimbau, Pernambuco, corroborando com a ocorréncia destas espécies neste trabalho.
As espécies Rhizopus arrhizus e Syncephalastrum racemosum tém sido apresentadas como
ocorrentes no solo de Mata Atlantica (LIMA et al., 2018). Enquanto Mucor plumbeus nao
tem sido reportado nos trabalhos apresentados, no entanto, esta espécie tem sido catalogada
para os estados de Pernambuco, Minas Gerais ¢ Sao Paulo, isolados do solo de dominio
fitogeografico, Mata Atlantica (SANTIAGO, 2015).

Corroborando com o isolamento de Mortierella neste estudo, espécies deste género
foram isoladas do solo no estado de Pernambuco por Upadhyay (1965) e Upadhyay (1970).
Adicionalmente, Schoenlein-Crusius et al. (1996) isolaram Mortierella sp. de solo no estado
de Sao Paulo.

Dentre os isolados, cinco ao nivel especifico foram submetidos a caracterizagao
enzimatica quanto a detec¢do da producao de amilases, lipases e proteases. Todos os
isolados testados apresentaram halo de degradacdo por amilases, sendo que os halos
formados por Rhizopus arrhizus e Lichtheimia ramosa foram os de maior didmetro medindo
7.0 e 6.4 cm, respectivamente. Os mesmos fungos apresentaram os maiores halos de
degradacdo por lipases, com didmetros de 8.0 e 7.3 cm, respectivamente. Quanto a detec¢ao
da producdo de proteases, R. arrhizus também apresentou maior halo, medindo 8.0 cm em
diametro, seguido de Cunninghamella echinulata e Mucor plumbeus que demonstraram
halos de 4.5 cm (Tabela 1).

O isolado de Rhizopus arrhizus usado nesta caracterizacdo enzimatica apresentou
maior potencial para producao das enzimas testadas. Tal isolado diferencia-se daquele usado
por Thompson e Eribo (1984), que apresentou halo por lipases medindo 1.0 — 2.5 mm e nio

apresentou formagdo de halo por amilases e proteases. Todos os isolados de Mucorales
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testaram positivo na deteccdo enzimatica deste estudo, apresentando halos enzimadticos

maiores que os isolados de Mucorales testados por Thompson e Eribo (1984).

Tabela 1 - Caracterizagdo enzimatica do halo em centimetro (cm) de Mucoromycota
isolado de solo de areas do Piaui.

TAXON ATIVIDADE ENZIMATICA
AMILASES LIPASES PROTEASES
Cuminghamella echimiata (Thaxt) Thaxt. 51 6.5 45
Rhizopus arrhizus A. Fisch 7.0 80 8.0
Lichrheimia ramosa (Zopf) Vuill. 654 73 0.0
Mucor plumbeus Bonord 50 0.0 45
Swncephalastrum racemosum Cohn 36 58 3.0

Fonte: Os autores.

Deteccao enzimatica da producao de amilases, lipases e proteases por Mucorales do
género Mucor foi observada por Alves et al. (2002b), corroborando com a producdo de
amilases e proteases pelo representante do género neste estudo, Mucor plumbeus. Gopinath,
Anbu e Hilda (2005) também realizaram a triagem para detec¢ao de amilases e lipases por C.
echinulata e S. racemosum que em contraste aos testes desenvolvidos neste trabalho nao
produziram amilases em meio de cultivo s6lido e somente S. racemosum demonstrou halo
lipolitico. Ainda contribuindo com o presente estudo, Santiago e Souza-Motta (2006)
mencionam a producdo de amilases por S. racemosum, isolados do solo.

Mukunda, Onkarappa e Prashith (2012) trabalharam com isolamento e triagem de
fungos isolados do solo analisando qualitativamente a producao de amilases, lipases e
proteases por Rhizopus sp. € Mucor sp. O isolado de Rhizopus sp. apresentou produgdo das
trés enzimas citadas, assim como ocorreu com R. arrihzus neste estudo. Halo lipolitico e
proteolitico ndo foram formados por Mucor sp., corroborando, quanto a lipases, com o
resultado obtido por M. plumbeus. Saleem e Ebrahim (2014) realizaram a detec¢do da
producao de amilases por fungos filamentosos isolados de vegetais e analisaram, em comum
com o presente trabalho, a formagao de halo amilolitico por C. echinulata e S. racemosum,
as quais apresentaram halos de 2.6 e 2.5 mm em didmetro, respectivamente. Sendo menores

que os halos obtidos nesse estudo aqui apresentados.

4. CONCLUSAO

Sete taxons de Mucoromyceta t€m sido reportados como ocorrentes no solo do estado
do Piaui contribuindo para o conhecimento da diversidade de fungos. Cinco destes fungos

tém sido apresentados como produtores de amilases, lipases ou proteases, assim apontando-
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0s como promissores para sucessivos estudos quantitativos de producdo enzimatica.
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