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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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CAPITULO 1

FUNGOS: BIODIVERSIDADE E BIOTECNOLOGIA, UM

Benedito R. da Silva Neto

P6s-Doutorando em Genética Molecular com
concentragcao em Protedmica e Bioinformatica.
Doutorado em Medicina Tropical e Saude Publica
pela Universidade Federal de Goias. Mestrado
em Biologia Celular e Molecular. Tem experiéncia
na area de Microbiologia Genémica, Engenharia
Genética e Quimioinformatica.

Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica —
IPTSP/UFG

dr.neto@ufg.br

INTRODUCAO

Os fungos s&o  microrganismos
eucariotos, possuem dimensdes variaveis e tem
sido utilizado pelos seres humanos na producéao
alimenticia, na degradacdo de residuos, na
producéo de produtos industriais, cosméticos
e em fins medicinais. Aplicando a descricao
boténica tradicional ja foram identificados cerca
de 120.000 espécies de fungos, contudo
por meio de analises de sequenciamento e
ciéncias da computacao sao estimadas cerca
de 4 milhdes, tornando este reino o mais
diversificado do dominio Eukarya (JANBON,
et al., 2019).

O uso de estratégias biotecnoldgicas tem
sido primordial na pesquisa com fungos. A vasta
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BREVE PANORAMA

diversidade fungica apresenta grande potencial,
sejaparaestudos de aplicagcbes biotecnoldgicas,
podendo ser utilizada no biocontrole, secrecao
de metabdlitos secundarios, micoparasitismo,
fonte de novos farmacos, fonte de enzimas de
interesse industrial, como para a descricéo e
melhoramento de novas espécies.

Sabemos que o DNA fangico esta inserido
em uma quantidade relativamente menor
nucleo da célula, sendo encontrado também
nas mitocéndrias e nos plasmideos, sendo o
genoma dos fungos o menor entre os eucariotos.
As técnicas de eletroforese permitem o estudo
do DNA fungico e a biologia molecular tem
tornado possivel a classificagdo dos fungos,
mesmo na auséncia de estruturas reprodutivas.

Encontramos nos mais variados meios
de comunicacdo diversas definicbes para a
biotecnologia. Uma definicdo ampla se refere
ao uso de microrganismos vivos ou parte deles
para a producao de bens e servicos. Nessa
definicdo encaixam-se a biotecnologia classica
e a moderna.

A biotecnologia classica envolve um
conjunto de atividades que o homem vem
desenvolvendo ha milhares de anos, como a
producéo de alimentos fermentados a exemplo
do pado e vinho. J& a biotecnologia moderna
envolve tecnologias de engenharia genética,
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DNA recombinante, cultura de células, a mais recente tecnologia de edicdo génica
CRISPR Cas9, para o desenvolvimento de produtos e processos.

O perfil da biotecnologia varia de um pais para outro, em funcédo dos recursos
naturais, econémicos e politicos, das caracteristicas das empresas envolvidas e do
papel assumido pelos setores publico e privado. O processo de busca e descoberta
biotecnoldgica em si vem sofrendo profundas alteracbes em funcéo das mudancgas de
modelos desencadeadas pelo avango da biologia molecular, genémica e bioinforméatica.

A descoberta de novos metabdlitos ativos de origem microbiana é um desafio
que pode trazer inumeros beneficios, pois os fungos séo essenciais para a saude e
prosperidade de muitos ecossistemas, sendo fundamentais para a sustentabilidade e
biodiversidade dos mesmos. Nesse contexto, & necessario enfatizar a importancia da
biotecnologia para obtencédo de novas tecnologias para beneficios da saude humana
e equilibrio ambiental.

Os fungos como eucariotos, além de reproduzirem-se rapidamente, puderam ser
usados com eficiéncia na resolu¢ao de problemas genéticos. E foi utilizando fungos
filamentosos e leveduras que se descobriu em 1941 que os genes produziam enzimas
e outras proteinas, sendo entao os fungos precursores da biotecnologia.

Os primeiros trabalhos relacionados a transformagéo genética de fungos iniciam
no final da década de 70 com a transformacéo de protoplastos de linhagens de
Saccharomyce cerevisiae e Neurospora crassa.

As vantagens das leveduras relacionam-se com sua capacidade de realizar
modifica¢des pos-traducionais, como glicosilagdes, que néo apenas contribuem para
gue as proteinas heterdlogas adquiram a conformacao correta, como também para
sua estabilidade, prolongando a meia vida enquanto agente terapéutico. Além disso,
diferente das bactérias, que precisam ser rompidas para a obtencao das proteinas de
interesse, as células de levedura sdo capazes de secretar as proteinas recombinantes,
facilitando as proximas etapas de purificacdo. Assim, a partir da comercializagao da
“Recombivax” em 1986 pela Merck, vacina contra a Hepatite B, varias outras proteinas
terepéuticas heterdlogas produzidas por Saccharomyce cerevisiae, como a insulina,
passaram a ser comercializadas.

As leveduras dos géneros Torulopsis e Candida sendo capazes de crescer
em melaco ou licor sultfitico, subprodutos da fabricacdoo de acucar e papel,
respectivamente, sdo utilizadas para o tratamento destes residuos industriais. A
biomassa microbiana formada pode ser, subsequentemente, utilizada como fonte de
proteina para a alimentacao animal.

Considerando ainda o potencial biotecnolégico das leveduras, os géneros
Saccharomyces, Kluyveromyces, e Candida sédo capazes de fermentar diferentes
agucares e etanol. E de particular importancia para o Brasil a producdo de alcool
combustivel pela fermentacdoo da sacarose do caldo da cana-de-agucar por
Saccharomyce cerevisiae, tendo em vista ser o pais, juntamente com os EUA um dos

maiores produtores de etanol do mundo.
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Os cogumelos ja eram utilizados desde os tempos mais remotos com
finalidades medicinais para combater hemorragias, feridas, asma etc. Algumas
tribos brasileiras usavam Pycnoporus sanguineus (orelha de pau vermelha) para a
cicatrizacdo. Pesquisas recentes indicam varios atributos medicinais dos cogumelos:
efeitos antivirais, antibacterianos, antitumorais, antiinflamatérios etc. O cogumelo
comestivel mais conhecido é o champgnon (Agaricus brunnescens) da Europa, no
Brasil temos o Pleurotus.

Os fungos estdo associados a tecnologia de alimentos desde os primérdios,
alimentos orientais, indigenas, processamentos de leite. Hoje ja € possivel conhecer
0s processos pelos quais os fungos modificam os alimentos, pela producéo de
micotoxinas ou contaminacao.

A partir do metabolismo dos fungos pode-se dispor de diversos compostos
naturais com atividades metabdlicas. O metabolismo dos fungos se divide em:
metabolismo primario (pequenas moléculas produzidas ao longo do crescimento
vegetativo e sdo usados em industrias alimenticias). Metabolismo secundario
(sintetizados quando o crescimento microbiano estd na fase estacionaria. Séo
frequentemente bioativos e de baixa massa molecular e muito importantes devido
as atividades antibidticas e de importancia farmacéutica, bem como atividades
imunossupressoras e toxicas.

Os fungos filamentosos sédo fungos que se destacam devido a sua grande
facilidade de cultivo, por secretarem suas enzimas diretamente no meio, ndo sendo
necessaria a ruptura da célula. Entre as enzimas fungicas importantes para a industria
alimenticia destacam-se: Amiloglicosidases produzidas por Aspergillus e Rhizopus;
Amilases que transformam amido em dextrinas e oligossacarideos isoladas por
fermentacdo de Aspergillus niger; Lipases que catalisam reversivelmente a hidrélise
te triacilglicerdis sob condicbes naturais, podendo catalisar a transesterificagdo e a
sintese esteroespecifica de ésteres em um grande numero de substratos.

A maioria dos fungos produtores de enzimas necessarias para a degradacao
de materiais lignocelulésicos pertence aos grupos de Ascomycetes, Basidiomycetes
e Deuteromycetes. Podem causar 3 tipos de degradacado: Branca (componentes da
madeira), Marron (degradam principalmente polissacarideos) e Macia (degradam
lignina e aflatixina B2, ocratoxina A, citreoviridina e 11 polissacarideos, porém em
baixa velocidade. Essas degradacbes sdo feitas geralmente por enzimas oxidativas
como lacase e peroxidase).

As enzimas produzidas por fungos possuem vantagens para a producado em larga
escala, via fermentacdo, com potencial de aplicacdo na substituicdo de processos
qguimicos convencionais de interesse industrial. Além do processo industrial, os fungos
estédo diretamente ligados a recuperacdo ambiental, tanto na reciclagem de residuos
agricolas e agroindustriais, como na biodegradacédo de materiais lignocelul6sicos
(celulose, poliose e lignina), especialmente a madeira. Como controle biolégico o
Trichoderma e Metharhizium sao usados como microerbicidas, micoinseticidas ou
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micoparasitas como controladores bioldégicos na producéo de inseticidas microbianos
gue diminuem o uso de agroquimicos.

DESENVOLVIMENTO

Fungos Endofiticos: biodiversidade e aplicac6es

Petrini (1991) define enddéfitos como sendo microrganismos que habitam o
interior das plantas, sem, aparentemente causar qualquer efeito negativo aos seis
hospedeiros.

Uma definicdo mais recente de Azevedo e Araujo (2007) diz que sdo todos
aqueles microrganismos que podem ou nao crescer em meios de cultura, e que habitam
o interior de tecidos e 6rgaos vegetais, sem causar prejuizos ao seu hospedeiro e sem
produzir estruturas externas emergindo dos vegetais. Mendes e Azevedo sugerem a
seguinte diviséo: Tipo | que ndo produzem estruturas externas a planta, e Tipo Il que
produzem estruturas externas.

A utilizacdo de microrganismos endofiticos como fonte de produtos bioativos ou
metabOllitos secundarios € uma interessante estratégia, pois esses microrganismos
habitam o interior de plantas sem causar nenhuma doenca. Dados mostram que
fungos patogénicos e fungos do solo produzem menos metabdlitos secundarios,
quando comparados aos endofiticos. Assim esses fungos sdo potencialmente Uteis
na agricultura e industria alimenticia e farmacéutica. Podem ser também usados como
vetores, agentes inibidores, fontes de metabdlitos primarios e secundarios como o
Taxol que € um anticancerigeno.

A maior biomassa viva do planeta € formada por comunidades microbianas,
responsaveis por muitos dos processos essenciais a vida. E estimado que possa
existir mais de um milhdo de diferentes espécies de fungos, mas apenas 80-100 mil
ja foram descritas. Os fungos endofiticos representam uma rica fonte de diversidade
genética e de espécies ainda ndo descritas e, normalmente, um novo microrganismo
esta associado a um novo produto natural ou biomolécula.

Os fungos endofiticos tem atraido a tengcé@o por dois motivos: 1) sdo isolados
de praticamente todas as plantas; 2) possuem interacdo mutualistica com a planta
hospedeira que proporciona nutrientes e protecdo para o fungo, recebendo em
troca compostos quimicos. O Brasil possui um grande potencial a ser explorado,
considerando cerrado, caatinga, mangue, floresta tropical e Amazdnia.

Varios papeis tem sido atribuidos aos fungos endofiticos, incluindo a protecéo
contra insetos herbivoros, nematoides, parasitas de plantas e microrganismos
fitopatogénicos. Existem pesquisas recentes voltadas para a influencia econémica
benéfica ou prejudicial dentro da producéao e colheita e culturas, assim como ao estudo
de metabdlitos secundarios, principalmente para descobrir moléculas ou compostos
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bioativos.
Controle biolégico

O efeito negativo de fungos endofiticos sobre insetos herbivoros esta associado
a producao de metabdlitos ou toxinas pelo fungo, embora fatores ambientais e a
presenga de micorrizas e nutrientes possam influenciar o resultado da associacgéo.

Vegaetal., (2008) em revisdo investigaram o modo de acdo dos fungos endofiticos
contra insetos, descartando o controle por agéo direta de infeccéo ou desenvolvimento
de micose no inseto, sugerindo que a acéo do fungo esta associada a producao de
metabdlitos e toxinas. Recente estudo indica que B. bassiana, coloniza endofiticamente
banana no controle do inseto Cosmopolites sordidus (Akello et al., 2008).

Fungos endofiticos habitam um nicho ecologico semelhante aquele ocupado por
fitopatdgenos, podendo, assim, se tornar uma ferramenta poderosa no controle desses
patdbgenos por competicdo aos nutrientes, producdo de substancias antagénicas,
parasitismo ou induzindo resisténcia na planta.

O uso de estratégias de controle biolégico de fitopatégenos, envolvendo endéfitos
vem crescendo cada vez mais e, com o0 acumulo de informagcdes a respeito da
diversidade, modo de ac&o e biologia, pode-se vislumbrar um controle que minimize o
uso de agentes quimicos, a exemplo da doenca “vassoura-de-bruxa” na qual o agente
€ o fungo Moniciopathora perniciosa, o género endofitico Gliocladium catenulatum
reduz a incidéncia em até 70% nas mudas de cacau (Runini et al., 2005).

Da mesma forma também tem sido comprovado que Fusarium oxysporum é um
antagonista de nematoides, demonstrando que os metabdlitos produzidos por esse
fungo causam a morte dos parasitas. Raizes de tomate colonizadas endofiticamente
por F. oxysporum mostraram reducéo de 60% em relacéo ao nematoide Meloidogyne
incégnita, pelos metabdlitos secundarios produzidos. Nematoides sdo um dos principais
problemas em culturas de banana. O controle geralmente é feito com nematicidas
carbamatos e organofosforados. Entretanto a biodegradacéao e selecdao de espécies
resistentes torna-se um problema (Hallmann; Sikora, 1994)

Produtos naturais e biomoléculas produzidas por fungos endofiticos

Historicamente, de todos os microrganismos estudados, os actinomicetos e os
fungos tem sido os maiores produtores de metabodlitos secundarios. Sugere-se ainda
que os fungos sdo fundamentais a saude e a prosperidade de muitos ecossistemas
terrestres, sendo essenciais para a sustentabilidade e diversidade do mesmo.

Diversos estudos demonstram o potencial dos fungos endofiticos para a producéo
de moléculas bioativas, como acido coletotrico do fungo Colletotrichum gloeosporioides,
isolado da Artemisia mongdlica, que apresenta atividade antimicrobiana contra Bacillus
subtilis, S. aureus e contra o fungo Helminthosporium sativum.

Sebastianes et al., (2008) isolaram fungos endofiticos das espécies vegetais
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Rhizophora mangle encontrada em manguezais do litoral de Sdo Paulo, com o objetivo
de selecionar endéfitos capazes de produzir agentes microbianos para controle de
bactérias patogénicas humanas E. colie S. aureus. Gliocladium flavofuscum apresentou
6timos resultados.

O Taxol, um diterpenoide produzido pela planta Taxus brevifolia, e largamente
utilizado no tratamento do cancer mamario e de Utero, é também produzido pelo fungo
endofitico Taxomyces andreanae isolado de T. Brevifolia. Alguns compostos de origem
vegetal também séo produzidos por fungos que habitam vegetais, indicando haver
uma transposicao de genes entre plantas e fungos, seria uma espécie de engenharia
genética in vivo. Nao somente o Taxol, mas outros compostos com ag¢ao antitumoral
sao descritos como produzidos por fungos endofiticos, exemplo, F. oxysporum isolado
de Catharanthus roseus tem a capacidade de produzir vincristine. Kurasi et al., (2009)
isolaram, identificaram e caracterizaram o endofitico Aspergillus fumigatus, isolado
de Juniperus communis, como novo produtor de deoxypodophyllotoxin, precursor de
drogas no combate ao cancer.

Gliocladium roseum isolado de Eucryphia cordifolia produz uma série de
hidrocarbonetos volateis e derivados em meio de cultura aveia (Strobel, 2008).
Substancias volateis com alto valor energético sdo alternativas para novas fontes de
combustiveis.

Deste modo destacamos aqui que o0 entendimento das interacOes
fungo endofitico/planta hospedeira, pode abrir novas perspectivas ao potencial
biotecnoldgico desses microrganismos. Assim, o incremento na bioprospec¢do de
moléculas biologicamente ativas e endofiticos abre novas perspectivas e alternativas
para contribuir com o desenvolvimento de novas tecnologias e estratégias na area
médica, farmacéutica e agricola.

Enzimas Lignoliticas

A maioria dos fungos produtores de enzimas necessarias a degradacéo
de materiais lignocelulésicos (madeira, casca, palha etc) pertencem aos grupos
Ascomycetos, Basidiomycetos e Deuteromycetos. Essas degradagdes branca, marron
e macia, em geral séo feitas por enzimas oxidativas.

A biodegradacéo de lignina esta relacionada principalmente aos fungos de
degradacdo branca. E uma degradac&o mais rapida, entretanto o substrato para o seu
desenvolvimento ndo é somente a lignina, mas também a hemicelulose e a celulose.
O crescimento dos fungos em geral diminui em ocasides de caréncia de nitrogénio e
carbono, e as atividades lignoliticas aparecem como uma forma metabdlica secundaria.
Devido a natureza e ao tamanho da lignina, as enzimas responsaveis pelo ataque
inicial sdo moléculas extracelulares e néo especificas que, em alguns casos, sé&o
chamados sideroforos.

Tendo em vista o impacto ambiental causado pelos efluentes, esforcos tem sido

Principais Grupos e Aplicagdes Biotecnologias dos Fungos Capitulo 1



feitos no sentido de reduzir ou eliminar o uso de compostos clorados nas etapas de
branqueamento. Os fungos de decomposi¢cédo branca possuem um sistema enzimatico
extracelular e intracelular capaz de tolerar altas concentragcdes de poluentes
toxicos. Essas enzimas estao envolvidas na degradacao de lignina e celulose pelo
fungo de degradacao branca o P. Chrysosporium. A utilizacdo de fungos objetiva a
descontaminacdo desses ambientes (efluentes do processo de obtencdo de polpas
celuldsicas).

A eficiéncia do processo estad diretamente relacionada com a capacidade
do fungo em degradar a lignina. Enzimas como a lignina peroxidase e manganés
peroxidase sao produzidas por esses fungos como resposta a baixa concentracéo de
carbono e nitrogénio. Essas enzimas mineralizam a grande quantidade de compostos
aromaticos recalcitrantes, e a imobilizacdo dessas enzimas em ceramicas porosas ou
resinas nao afeta negativamente as propriedades das enzimas oxidativas e mostra
bom potencial na aplicagao ambiental.

Atirosinase, que catalisa a hidroxilagao de fenoéis e desidrogenacgao de o-difenois,
em sua forma imobilizada apresenta excelente remocao de fendis. Alacase por sua vez
€ capaz de eliminar fenois por meio da polimerizagao, mas na presenca de mediadores
como o 1-hidrobenzotriazol, além de outros, degradando por processo oxidativo.

Enzimas Hidroliticas

Enzimas sdo biocatalizadores, sao proteinas produzidas pelas células com a
finalidade de acelerar as reagdes quimicas do metabolismo, sendo especificas quanto
a sua funcéo.

As enzimas hidroliticas por sua vez, constituem uma grande classe de enzimas
responsaveis pela catalise de reacdes de hidrélise de diversos substratos como
proteinas, acidos nucleicos, polissacarideos, lipidios, além de biomoléculas. Uma
grande variedade de enzimas hidroliticas podem ser produzidas por fungos, proteases
e endonucleases podem ser detectadas em todas as espécies, outras como as
carboidrases podem ser excretadas por algumas espécies quando o fungo esta em
ambiente deficiente de agucar.

As hidrolases comerciais podem ser obtidas de microrganismos, tecidos vegetais
e animais. Entretanto, atualmente quase todas as preparacdes vem da fermentacgao.
Nesse processo, um microrganismo selecionado € inoculado em um biorreator
contendo meio nutriente adequado onde, sob condic¢des fisico-quimicas, bioquimicas
e operacionais especificas ocorre a produgao do tipo de enzima desejada. No caso de
obtenc&o de enzima por fungo filamentoso, & um fator delicado, uma vez que grande
massa micelial formada pode prejudicar a difusdo do oxigénio em culturas submersas
ou ser morfologicamente afetada pelo sistema de aeracéo.

Recentemente muitos estudos tem procurado métodos alternativos para a
producao de enzimas por fungos baseado em processo semi-soélido ou em células
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imobilizadas. Particularmente nos ultimos anos tem crescido o interesse pelos
processos de fermentacdo em estado sélido. Nesse processo o fungo filamentoso
desenvolve-se em substrato soélido natural ou suportes inertes embebidos no meio de
cultura, com teores baixos de agua livre. As principais vantagens seriam a utilizacéo de
rejeitos agricolas como substrato, alto rendimento, melhoramento das caracteristicas
do produto final e facilidade na recuperagcdao do produto com baixo rendimento de
energia.

Pigmentos fungicos

Apesar do grande interesse por pigmentos naturais, o0 conhecimento a cerca de
sua distribuicéo, disponibilidade e propriedades € muito limitado. Muitos trabalhos ja
foram publicados sobre o risco dos pigmentos artificiais, o que torna extremamente
viavel a producéao destes de forma sustentavel.

Pigmentos caracteristicos sdo obtidos por uma grande variedade de fungos
como Aspegillun glaucus e Fusarium culmorum. A industria dos corantes sofre com
0 aumento dos custos das matérias-primas e energia para a sintese, assim como a
necessidade de diminuir os danos ao ambiente. Logo, as industrias estdo buscando
vias mais econdmicas por ferramentas biotecnologicas, haja vista o isolamento de
antraquinonas de Trichoderma, Aspegillus e Curvularia.

Os pigmentos também sdo ativos contra bactérias, leveduras e protozoarios. A
atividade citotdxica de naftoquinonas por exemplo contra leucemia em ratos e células
HelLa tem sido descrito. Os pigmentos produzidos como metabdlitos secundarios por
varios isolados de Monascus tem sido usado de forma tradicional como corante em
alimentos orientais, entretanto, estudos recentes indicaram que um dos metabdlitos
secundarios produzidos tem estruura idéntica a micotoxina citrina.

A producédo de pigmentos fungicos € uma nova area em expansao e apresenta um
potencial biotecnoldgico muito atraente. Acredita-se que apos estudos toxicologicos e
comparac¢ao com os pigmentos sintéticos, os novos pigmentos fungicos possam ser
aceitos naturalmente.

CONCLUSAO

Os avancos tecnologicos séo de fundamental importancia para o avango social e
econbémico de uma nacao. Grande parte desses avancos sao frutos da pesquisa béasica
desenvolvida em diversas instituicbes de ensino superior do pais. A microbiologia
como grande area da saude tem influenciado diretamente nesse ambito, haja vista
os diferentes estudos e descobertas relevantes em trabalhos com virus, bactérias e
fungos.

A biotecnologia € um campo vasto para desenvolvimento e avancos. Aliada
a microrganismos leveduriformes ou filamentosos (como é o caso dos fungos que
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aqui apresentamos) torna-se promissora e capaz de solucionar problemas no campo
ambiental, farmacéutico, alimenticio etc.

Essa breve revisdo é apenas a ponta o iceberg quando comparada as inumeras
aplicacbes da micologia. Sabemos que no campo da micologia médica o Brasil
€ uma referencia com nomes que sustentaram e evidenciaram os estudos desses
microrganismos. Assim ha de fato uma responsabilidade aos novos micologistas,
seja no campo médico, ambiental, alimentar, farmacéutico em dar continuidade ao
desenvolvimento desta ciéncia aplicada, uma vez que o estudo vai muito além dos
produtos, biomoléculas e técnicas biotecnolbgicas aqui apresentadas.
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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

Principais Grupos e Aplicagdes Biotecnologias dos Fungos Capitulo 2




(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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CAPITULO 3
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RESUMO: O aumento das atividades agricolas
tem intensificado a contaminagcédo ambiental,
promovendo a disposicdo inadequada de
diferentes compostos quimicos, entre eles os
herbicidas, que podem também causar alguns
efeitos colaterais indesejaveis, implicando na
contaminagdo do solo, ar, recursos hidricos
superficiais e subterraneos. Dentre as
tecnologias mais utilizadas na recuperacao
de areas contaminadas, destaca-se a
biorremediacéo, que dispde principalmente de
microrganismos como agentes recuperadores.
O (¢lifosato (N-Fosfonometilglicina) é o
ingrediente ativodo Roundup,umdosherbicidas
mais populares e utilizados n&o apenas na
agricultura, mas também em areas residenciais.
Fungos basidiomicetos, popularmente
conhecidos como cogumelos e orelhas-de-pau,
sé@o capazes de metabolizar diversos tipos de
moléculas, incluindo os xenobibticos, como os
pesticidas. Portanto, o objetivo deste trabalho é
observar atolerancia desses fungos ao herbicida
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glifosato.  Phanerochaete  chrysosporium,
Pleurotus pulmonarius e Ganoderma lucidum
foram cultivados em um meio contendo solo
contaminados artificialmente com diferentes
concentracbes de herbicida glifosato e o
crescimento micelial foi avaliado. Os resultados
mostraram que todos os fungos testados foram
tolerantes as concentracbes de 2, 5 e 10 mg
de glifosato/kg de solo. Também foi observado
que o herbicida estimulou o crescimento de
P. chryososporium nas concentragbes de 50,
100 e 200 mg/kg de solo. Contudo, quando o
cultivo foi realizado na presenca de glifosato
como unica fonte de nitrogénio ou fosforo em
meio liquido, tal efeito ndo foi observado. Em
vista disso, & provavel que P. chrysosporium
transforme o glifosato por um processo chamado
de co-metabolismo, onde ha a necessidade de
outros nutrientes para suportar o crescimento e
metabolismo primario do fungo.
PALAVRAS-CHAVE: degradadas;
Descontaminante. Fungo; Poluentes; Solo.

Areas

TOLERANCE EVALUATION OF
BASIDIOMYCETE FUNGI TO HERBICIDE
GLYPHOSATE

ABSTRACT: The increase in farm activities has
intensified environmental pollution, promoting
the improper disposal of different chemicals
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among them herbicides, which can also cause some unwanted side effects, resulting
in the contamination of soil, air, surface and underground water resources. Among
the most used technologies in the recovery of contaminated areas, stands out
bioremediation, this has as recovery agents primarily microorganisms. Glyphosate
(N-phosphonomethyl glycine) is the active ingredient of Roundup, one of the most
popular herbicides and used not only in agriculture but also in residential areas. The
Basiodiomycete fungi are able to metabolize various types of chemicals, including
xenobiotics, such as pesticides. Therefore, the objective of this work is to observe
the tolerance of Basidiomycetes fungi to the glyphosate herbicide. Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus pulmonarius and Ganoderma lucidum were cultivated on
solid medium with artificially contaminated soil with different glyphosate concentrations
and evaluated mycelial growth. The results showed that all the fungi tested were tolerant
to the concentrations of 2, 5 and 10 mg glyphosate/kg soil. It was also observed that
the herbicide stimulated the growth of P. chryosporium at the concentrations of 50, 100
and 200 mg/kg of soil. However, this process was not observed when the fungus was
cultivated in the presence of glyphosate as the only source of nitrogen or phosphorus
in liquid medium. It is possible that P. chrysosporium transforms the glyphosate hercide
by the cometabolism process, which needs the addition of other nutrients to support
the growth and primary metabolism of the fungi.

KEYWORDS: Degraded areas; Decontaminant; Fungus; Pollutants; Soil.

11 INTRODUCAO

O intenso aumento da populagdo mundial gera uma busca cada vez maior
de alimentos, espaco e condi¢gdes para sobrevivéncia, fazendo com que as acdes
antrépicas ao meio ambiente sejam, ao longo do tempo, cada vez maiores (Alves,
2006). Entre estas acdes destaca-se a pratica da agricultura, que estad entre as
principais fontes responsaveis pela liberagdo de compostos perigosos no ambiente
(Harms et al., 2011). Entre estes compostos, os pesticidas (fungicidas, herbicidas,
inseticidas) tém sido usados por décadas sem nenhum controle, o que resulta em uma
séria contaminagao do solo e da agua, bem como de alimentos.

Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos tomando o posto de maior
mercado mundial de agrotéxicos. Nos ultimos dez anos, enquanto o mercado mundial
de pesticidas cresceu 93%, o mercado brasileiro cresceu 190%. Neste contexto,
existe uma concentracdo do mercado de agrotoxicos em determinadas categorias
de produtos. Como os herbicidas que sdo os mais usados, representando 45%, o0s
fungicidas 14%, os inseticidas 12% e as demais categorias de agrotoxicos 29% do total
comercializado. (Anvisa & UFPR, 2012). Assim, a maioria dos agrotdxicos utilizados
no combate as pragas € representada por herbicidas e fungicidas de dificil degradacéo
e com grande capacidade de movimentagao entre o solo e as aguas, o que facilmente
pode provocar uma variedade de efeitos toxicos.

Em func&o do uso intensivo de produtos quimicos na agricultura moderna e da
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formacéo de grandes quantidades de residuos, nos ultimos anos tem havido uma
maior preocupacao em se conhecer o comportamento e destino dos pesticidas, nos
diversos ecossistemas (Araudjo, 2002). Os pesticidas possuem as finalidades de
aumento da produtividade e garantia da producao de alimentos para a humanidade
gue se encontra em continuo crescimento.

Atualmente, sitios contaminados sao amplamente reconhecidos como
potenciais ameacas a saude humana, o que tem gerado grandes esforcos na
remediacdo destes ambientes. Algumas tecnologias que tém sido usadas sé&o a
incineracao a altas temperaturas e varios tipos de decomposi¢cao quimica, como a
oxidacao por luz ultravioleta. Apesar de serem efetivas na reducdo dos niveis de
contaminantes, estas técnicas possuem varias desvantagens, como os altos custos de
aplicacao, altos riscos ambientais e alta probabilidade de exposicao de trabalhadores
aos contaminantes. Portanto, & necessaria a remoc¢ao destes compostos do ambiente
através do desenvolvimento de técnicas eficientes, ecoldgicas e financeiramente
viaveis. Neste aspecto a biorremediacdo é uma estratégia atrativa que consiste na
aplicacao de sistemas biol6gicos, como plantas, bactérias, fungos e enzimas para
remover compostos quimicos perigosos no ambiente (Vidali, 2001). Por ser uma
forma natural de degradacdo de compostos quimicos, a biorremediacdo promove
um tratamento adequado, tendo um impacto ambiental desprezivel e baixo custo
(Ruggaber et al., 2001).

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de fungos basidiomicetos em estratégias de
biorremediacao tem sido crescente nas pesquisas. Isso se deve, pelo menos em
parte, a habilidade destes fungos de degradar uma grande variedade de poluentes
ambientais por meio de enzimas extracelulares de ampla especificidade. Entre os
basidiomicetos mais utilizados estdo os que causam a podriddo branca da madeira.
Estes fungos apresentam uma ampla atividade de degradacéo, pois produzem uma
grande diversidade de enzimas extracelulares, o que os torna capazes de metabolizar
0s mais diversos tipos de moléculas, incluindo compostos quimicos estranhos lancados
no ambiente (xenobibticos), como os pesticidas. Os fungos da podridao branca séo
capazes de degradar todos os polimeros da madeira, incluindo a lignina, por isso sao
conhecidos como fungos ligninoliticos (Barr & Aust 1994).

As enzimas extracelulares microbianas mais importantes nos processos de
biorremediacédo sdo a lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase. A natureza
inespecifica do processo de degradacao permite que essas enzimas sejam utilizadas
na degradacao de poluentes ambientais. Contudo, em alguns casos a degradacéo
de xenobidticos por estes micro-organismos pode proceder intracelularmente, através
do complexo enziméatico citocromo P450 (Harms et al., 2011). Logo, a diversidade
metabdlica dos fungos e suas caracteristicas particulares de crescimento (Ex.: rapidez
relativa de colonizacdo de substratos) indicam que eles sdo bem adequados para
biorremediacao de solos.

Os estudos referentes a degradacao de poluentes por fungos basidiomicetos
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tiveram inicio em 1980 com linhagens de Phanerochaete chrysosporium. Desde
entéo, varios autores evidenciaram a capacidade desse organismo em degradar, além
da lignina, um amplo espectro de poluentes como DDT [1,1-bis (4clorofenol)-2,2,2-
tricloetano], lindano (hexaclorociclohexano), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAH), dioxinas (Cameron et al., 2000) e outros poluentes orgéanicos clorados (Zouari
etal., 2002). O sucesso desta espécie de basidiomiceto tem estimulado estudos sobre
outros fungos ligninoliticos com potencial para a biorremediac&o. E o caso de Pleurotus
pulmonarius, Coriolus versicolore Tremetes versicolor (Masaphy et al., 1996, Hiratsuka
et al., 2001, Uhnakova et al., 2009).

O Glifosato (N-Fosfonometilglicina) € o ingrediente ativo do Roundup, um dos
herbicidas mais populares e utilizados ndo apenas na agricultura, mas também em
areas residenciais. Ele causainibi¢ao enzimatica da via metabdlica do acido chiquimico,
resultando em deplecdo de aminoacidos aromaticos essenciais necessarios para o
crescimento e sobrevivéncia da planta (Andrea et al., 2003). A meia-vida do glifosato
no solo varia de alguns dias até 3 meses, porém ha relatos de periodos maiores de
persisténcia, que variam de 100 a 1.000 dias (Andrea et al., 2003).

O ¢lifosato € metabolizado por plantas via duas rotas semelhantes e presentes
em micro-organismos (Fig. 1). Uma destas rotas envolve a quebra da ligagao carbono-
nitrogénio (C-N) para producdo de acido aminometilfosfénico (AMPA), e a outra
quebra a ligacao carbono-fésforo (C-P) por uma C-P liase para gerar o N-metilglicina
(sarcosina) (REDDY et al., 2004).

OH ?I)
/I\/N P—OH
o= | T~
H OH
/ Glifosato \
o I
H.N
H.C— OH
3 OH
Sarcosina AMPA

Figura 1 — Rota de metabolizacéo do Glifosato.
Fonte: AMARANTE JR., 2002.

Devido as suas propriedades fisico-quimicas especificas, o glifosato é
fortemente adsorvido ao solo (Many & Barriuso, 2005). Na maioria dos solos, é
essencialmente imovel, mas a mobilidade varia conforme o pH do solo. O AMPA se
decompde rapidamente, e resulta na lixiviagcdo de quantidades minimas nos solos
(Solomon & Thompson, 2003).

A degradacao do glifosato por microrganismos que utilizam o produto como
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fonte de energia, foésforo, nitrogénio e carbono, se faz por meio de duas rotas
catabdlicas, produzindo o AMPA como o principal metabdlito, e sarcosina como
metabdlito intermediario na rota alternativa (Dick & Quinn, 1995). O AMPA é o produto
da biodegradacao do glifosato em sistemas naturais antes da mineralizacéo final e a
guebra do produto em complexos fosfonados (Barja & Afonso, 2005). O AMPA por sua
vez é degradado em dioxido de carbono e amoénia (Rueppel et al., 1977).

Este trabalho teve como objetivo analisar a tolerancia de fungos da podridao
branca da madeira em meios de cultivo contendo solo contaminado com o herbicida
glifosato.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do solo

O solo foi obtido de um local livre de aplicagéo recente de pesticidas, sendo
coletado nas intermediacdes do campus da Universidade Estadual de Maringa. As
amostras de solo foram coletadas e armazenadas conforme metodologia descrita
por Pramer & Bartha (1972). Detritos como pedras foram removidos manualmente e
passando o solo por uma peneira de aproximadamente 2 mm de diametro e estocado
em frascos de polietileno e armazenados sob refrigeracéo a 4°C até a realizac&o dos
estudos.

2.2 Herbicida

A solucéao estoque de glifosato foi preparada pela diluicao do herbicida comercial
Roundup Original® (360 g/l de glifosato) em agua, atingindo a concentracéo de 3,6 g/l
(21,2 mM). A solucéo foi esterilizada por filtracdo através de uma membrana Milipore
(0,45 um) e estocada a 4°C até o uso.

2.3 Micro-organismos e inoculo

Os fungos Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus pulmonarius, Ganoderma
lucidum e Trametes sp., obtidos de culturas mantidas no Laborato6rio de Bioquimica e
Fisiologia da Universidade Estadual de Maringa, que foram cultivados em meio batata-
dextrose-agar (BDA) por até duas semanas a 28°C em estufa incubadora tipo BOD.
Quando as placas de Petri estavam completamente cobertas com o micélio, discos
miceliais (18 mm de didmetro) foram feitos e usados como indculo.

2.4 Cultivos soélidos na presenca de solo e glifosato

Em um dos meios de cultivo foi utilizada uma solugdo mineral (Vogel, 1956)
suplementada com glicose (1%) e adicionada de agar (1,8%) e solo (8% p/v). O
conjunto foi autoclavado a 121 °C por 20 min. Apés resfriamento, estes meios foram
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contaminados artificialmente com diferentes concentracdes de glifosato. Em seguida
os meios foram vertidos em placas de Petri (90x15 mm) em condicbes estéreis.
Inoculou-se, no centro geométrico de cada placa de Petri, em cadmara de fluxo laminar
continuo, um disco de in6culo. As placas foram mantidas a 28 °C no escuro em
estufa incubadora tipo BOD, observando-se o desenvolvimento do micélio. Para cada
concentracao de glifosato, realizaram-se trés replicatas. Meios de cultivo sem adicéo
de herbicida foram utilizados como controle.

Os fungos foram testados em trés diferentes concentracbes de glifosato,
sendo: 2 mg de glifosato/kg de solo, 5 mg de glifosato/kg de solo e 10 mg de glifosato/
kg de solo. Posteriormente, foram testadas concentragcdes maiores de glifosato (50
mg de glifosato/kg de solo, 100 mg de glifosato/kg de solo e 200 mg de glifosato/kg de
solo) somente para o fungo P. chrysosporium.

2.5 Cultivos em meio liquido

A capacidade de P. chrysosporium de utilizar a molécula de glifosato como
nutriente foi avaliada em condi¢des liquidas estacionarias a 28°C e no escuro. Trés
discos miceliais (in6culo) foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 125 ml
contendo 25 ml de solugao mineral (Vogel, 1956) suplementada com 1% de glicose e
glifosato. Quando o herbicida foi usado como unica fonte de nitrogénio e fésforo, nitrato
de amoénia (NH,NO,) e fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) foram substituidos
por glifosato a uma concentragao final de 2mM. O controle consistiu na solugéo mineral
completa suplementada com glicose e com as concentracdes de fosforo ou nitrogénio
ajustadas segundo a quantidade fornecida por 2mM de glifosato. Os meios de cultivo
sem glifosato foram previamente esterilizados por autoclavagem a 121 °C por 15
minutos. Realizou-se a pesagem da massa seca ap0s 7 dias e 14 dias de cultivo.

2.6 Avaliacao do crescimento micelial em placas de Petri

Para avaliagdo do crescimento micelial, foram feitas medicbes com régua
milimétrica a cada 12 ou 24 h, tomadas a partir da borda do disco do in6culo até o
limite de crescimento do micélio. Em cada placa de Petri, tomaram-se quatro registros
de crescimento por leitura (um em cada quadrante), registrando-se o diametro em
milimetros das col6nias até que a placa estivesse totalmente colonizada (Fig. 2), sendo
estes valores utilizados para a determinacéo da média de crescimento fungico de cada
meio de cultivo. Amédia e o desvio padrao do crescimento do micélio foram calculados
e as diferencas determinadas pela anélise de variancia e teste de Tukey (p <0,05).
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Figura 2 - Medidas do crescimento do micélio em meio de cultivo so6lido contendo solo.

31 RESULTADOS

Todas as trés espécies de fungo testadas foram tolerantes ao herbicida glifosato
nas concentragcoes de 2 mg/kg de solo, 5mg/kg solo e 10 mg/kg solo. Isto pode ser
evidenciado pelo fato de que ndo houve alteracao significativa no crescimento fungico
quando os tratamentos foram comparados ao controle, como mostrado na figura 3
para o fungo P. pulmonarius.

Fungo Plewroius pulmonarius
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Figura 3 - Crescimento de P. pulmonarius em placa de Petri contendo solugédo mineral
suplementada com agar (1,8%) e glicose (1%) e solo (8%).
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Funge Ganoderma lucidum
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Figura 4 - Crescimento de G. lucidium em placa de Petri contendo solu¢gao mineral
suplementada com agar (1,8%) e glicose (1%) e solo (8%).

Fungo Phanerochaeie chrysosporium
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Figura 5 - Crescimento de P. chrysosporium em placa de Petri contendo solugéo mineral
suplementada com agar (1,8%) e glicose (1%) e solo (8%).

Phanerochaete chrysosporium é considerado um fungo modelo em estudos de
biorremediacao e os testes mostraram um crescimento mais rapido do que os outros
fungos testados, este fato pode ser demostrado, visto que apds 24 horas de cultivo ja
foi possivel realizar as medi¢cées do micélio (figura 5), enquanto que para G. lucidum,
figura 4, e P. pulmonarius, figura 3, a primeira medida péde ser realizada somente
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apo6s 48 horas. Por este motivo, P. chrysosporium foi escolhido para experimentos
subsequentes com glifosato. Em um deles, as concentracbes do herbicida foram
aumentadas para 50 mg/kg de solo, 100 mg/kg de solo e 200 mg/kg de solo. O
crescimento do fungo nao foi inibido por estas concentrac¢des de glifosato, o que sugere
que este fungo pode facilmente crescer em um meio suplementado com o herbicida
sem sofrer nenhum efeito toxico. Surpreendentemente, o crescimento foi estimulado
pela adicdo do herbicida (Tabela 1). Enquanto que o controle atingiu a borda da placa de
Petri apds 60 horas, os cultivos contendo glifosato cresceram rapidamente, atingindo
o0 mesmo nivel ap6s 48 horas (50 mg/kg de solo) e 36 horas (100 e 200 mg/kg de
solo). Adicionalmente, no tempo de 24 horas é possivel observar que na presenca de
glifosato o crescimento foi cerca de 3,5 vezes maior comparado ao controle.

Crescimento micelial (mm)

Glifosato/kg de solo

24 hs 36 hs 48 hs 60 hs
0 (controle) 8,56+2,0 ND 44 +3,1 67,1 £ 3,1
50 mg 27,6 £0,7 46,0 +0,5 64,112 >
100 mg 325+34 56,8 + 4,2 > o
200 mg 25,5+4,9 59,2 +1,0 > **

Tabela 1. Crescimento de P. chryososporium em meio sélido contendo diferentes concentragbes
de glifosato

Asterisco sobrescrito indica os tratamentos de diferem significativamente do controle (P < 0,05) quando
analisados pelo teste de Tukey.

ND: nao determinado

** Nao determinado devido ao micélio ja ter atingido o limite da placa de Petri.

A possivel utilizacdo de glifosato como unica fonte de fésforo ou nitrogénio por P.
chrysosporium também foi analisada em meios liquido sem adicéo de solo. O cultivo
controle apresentou um ligeiro crescimento, atingindo uma biomassa seca de 60 mg
ap06s 7 dias de cultivo, a qual praticamente nao se alterou ap6s 14 dias de cultivo.
Contrariamente, na presenca de glifosato como Unica fonte de nitrogénio ou fésforo,o
fungo P. chrysosporium nao apresentou nenhum desenvolvimento micelial.

4 | DISCUSSAO

A toleréncia in vitro de fungos da podriddo branca a pesticidas potencialmente
toxicos tem sido reportada com frequéncia na literatura (Fratila-apachitei et al., 1999,
Torres-Duarte et al., 2009; Coelho et al., 2010). Contudo, estudos envolvendo o solo
adicionado aos meios de cultivo sdo escassos, porém nao menos importantes, visto
que permitem a extrapolacéo do potencial de crescimento fungico em determinados
ambientes, sendo este um dos requisitos para a biorremediacao de sitios contaminados.
Sucessivas aplica¢des de glifosato na mesma area diminui o potencial de degradacéo
dos micro-organismos nativos do solo, resultando em poluicéo devido a uma dificuldade
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de metabolizar a molécula (Andrea et al., 2003).

Neste estudo foi possivel demonstrar a toleréncia de trés espécies de fungos
ligninoliticos (Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus pulmonarius € Ganoderma
lucidum) ao herbicida glifosato adicionado aos meios de cultivo contendo solo, com o
objetivo de se aproximar o maximo do ambiente natural onde estes fungos poderiam
ser utilizados como agentes de biorremediagéo.

Grande parte dos trabalhos evidencia a degradacéo de glifosato por bactérias
(Kryuchkova et. al., 2014, Sharifi et. al., 2015), sendo a utilizagcao de fungos em estudos
muito escassa. Contudo alguns trabalhos demonstraram a utilizacédo de fungos, na
maioria das vezes em cultivos liquidos, ndo envolvendo meios adicionados de solo
(Eman et. al., 2013).

Araujo et al. (2003) observaram que solos tratados constantemente com glifosato
(2,16 mg/kg de solo) tém sua populacéo de fungos aumentada. Os resultados com
P. chrysosporium mostraram que o crescimento micelial é estimulado na presenca
de glifosato, o que também est4 de acordo com estudos realizados com os fungos
Trichoderma viridae, Aspergillus niger e Fusarium oxysporum em cultivos liquidos sob
agitacao (Adelowo et al., 2014). Uma possivel razado para isto pode ser a utilizagao do
glifosato como fonte de nutrientes, como fosforo e nitrogénio, como ja demonstrado
em estudos com fungos filamentosos (Adelowo et al., 2014) e a bactéria Enterobacter
cloacae, que utiliza glifosato como fonte de fosforo (Kryuchkova et al., 2014). Um dos
caminhos possiveis para realizar este processo é pela quebra da ligagcdo C-P ou C-N
da molécula do herbicida pelo micro-organismo.

Nos experimentos em liquido, onde se utilizou a molécula de glifosato como
unica fonte de fésforo ou nitrogénio, nao houve crescimento de P. chrysosporium,
demonstrando que a molécula do herbicida ndo pode ser primariamente catabolizada
pelo fungo. A partir destes resultados, parece provavel que esteja ocorrendo
um processo de degradacdo muito comum entre micro-organismos, no qual a
biotransformacdo de uma molécula depende da presenca de substratos capazes de
suportar o crescimento microbiano, processo chamado de cometabolismo. Caso nédo
haja o substrato principal, a degradacdo mediada pelos micro-organismos nao ocorre
para uma dada molécula, neste caso, o herbicida. Por outro lado, na presenca destas
fontes, a metabolizacdo do substrato primario podera gerar enzimas capazes de atuar
na degradacéo do contaminante de interesse. Em comunidades microbianas no solo, o
produto da quebra por cometabolismo pode ser utilizado por outras espécies, levando
a uma completa degradacéo (mineralizacdo) do composto (Vidali, 2001).

Um dos grandes objetivos de estudos sobre a tolerancia de micro-organismos a
poluentes presentes no solo € a aplicacéo nestes organismos natécnica bioaumentacéo,
onde ocorre um aumento da microbiota através da inoculagdo de micro-organismos
aléctones (exdégenos) no sitio contaminado (Vidali, 2001). Segundo Andrade at al.
(2010), o emprego da bioaumentagcao depende, primeiramente, da concordancia e da

autorizacao de 6rgaos governamentais e de agéncias de fiscalizacdo ambiental.
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51 CONCLUSAO

O estudo do crescimento fungico em meios contendo solo é muito importante para
a extrapolacéo do potencial de colonizacdo destes micro-organismos em ambientes
contaminados. Osresultados observados neste trabalho mostraram que Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus pulmonarius e Ganoderma lucidum foram tolerantes a faixa
de concentracédo do herbicida testado. O herbicida glifosato pode ser utilizado por P.
chryososporium como fonte de nutrientes, ja que estimulou o crescimento do fungo.
Contudo, este processo nao foi observado quando se cultivou o fungo na presencga de
glifosato como Unica fonte de nitrogénio ou fésforo. E possivel que o fungo necessite
da adicao de substratos para suportar seu crescimento e, posteriormente, transforme
glifosato por co-metabolismo. Contudo, mais experimentos devem ser realizados a fim
de confirmar estas hipoteses.

REFERENCIAS

ADELOWO, F.E.; OLU-AROTIOWA O.A, AMUDA, O.S. Biodegradation of Glyphosate by Fungi
Species. Advances in Bioscience and Bioengineering ISSN 2201-8336 v.2, n.1, 2014, p. 104-118

ALVES, M.C. Recuperacao dos solos degradados pela agricultura. In: Encontro Nacional sobre
Educacdo Ambiental na Agricultura, v.5, 2006, Campinas. Anais. Campinas: Instituto Agronémico,
2006. 1-CD-ROM.

AMARANTE JR., O. P. et al. Quimica Nova, Sao Paulo, v.25, n.3, 2002 (adaptado).

ANDRADE, J. A.; AUGUSTO, F.; JARDIM, I. C. S. F. Biorremediacao de solos contaminados por
petroleo e seus derivados. Eclética Quimica, Sao Paulo, v.35, n.3 — setembro, 2010.

ANDREA MM, PERES TB, LUCHINI LC, BAZARIN S, PAPINI S, MATALLO MB, et al. Influence
ofrepeated application of glyphosate on its persistence and soil bioactivity. PesqAgropec Bras
2003; 38:1329-35.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Agrotdxicos e toxicologia: programa de
analise de residuos de agrotéxicos em alimentos. Disponivel em: http://http://www.anvisa.gov.br/
toxicologia/residuos/resultados_PARA_2008.pdfAcesso em 17 de outubro de 2009.

ANVISA & UFPr. Seminario de mercado de agrotéxico e regulacédo. ANVISA, Brasilia, 11 abril de
2012.

ARAUJO, A. S. F. Biodegradacao, extracao e analise de glifosado em dois tipos de solos. 2002.
Dissertacao (Mestrado) Escola Superior de Agricultura de Luiz de Queiroz, Piracicaba, 2002.

ARAUJO A.S.F., MONTEIRO R.T.R, ABARKELI R.B. Effect of glyphosate on the microbial activity
of two Brazilian soils. Chemosphere 52 (2003) p. 799-804.

BARJA, B. C.; AFONSO, M. S. Aminomethylphosphonic acid and glyphosate adsorption onto
goethite: a comparative study. Enviromental Science & Technology, lowa, v.39, n.2, p.585-592,
2005.

BARR DP AND AUST SD. Mechanisms white rot fungi use to degrade pollutants (1994).
Enviroment Science Technology, v.28 n.2, p. 79-87.

Principais Grupos e Aplicagdes Biotecnologias dos Fungos Capitulo 3




CAMERON, M.D.; TIMOFEEVSKI, S.; AUST, S.D. Enzimology of Phanerochaete chrysosporium
with respect to the degradation of recalcitrant compounds and xenobiotics. Applied Microbiology
Biotechnology, v.54, p.751-758, 2000.

COELHO JS, SOUZA CGM, OLIVEIRA AL, BRACHT A, COSTA MAF, PERALTA RM. Comparative
Removal of Bentazon by Ganoderma lucidum in Liquid and Solid State Cultures. Current
Microbiology (2010) v.60 p .350-355

DICK, R. E.; QUINN, J. P. Glyphosate-degrading isolates from environmental samples:
occurrence and pathways of degradation. Applied Microbiology Biotechnology, Berlin, v.43, n.3,
p.545-550, 1995.

EMAN A, ABDEL-MEGEED A, SULIMAN AA, SADIK MW, SHOLKAMY E. Biodegradation of
Glyphosate by fungal strains isolated from herbicides polluted-soils in Riyadh area. International
Journal of Current Microbiology and Applied Science. v.2, n.8, (2013) p. 359-381

FRATILA-APACHITEI LE, HIRST JA, SIEBEL MA, GIJZEN HJ. Diuron degradation by
Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767 in synthetic and natural media. Biotechnology
Letters 1999 v.21, p. 147-154.

HARMS H, SCHLOSSER D, WICK LY. 2011. Untapped potential: exploiting fungi in
bioremediation of hazardous chemicals. Nature Reviews Microbiology, v.9 n.3, p. 177-192.

HIRATSUKA N, WARIISHI N, TANAKA H. Degradation of diphenyl ether herbicides by the lignin-
degrading basidiomycete Coriolus versicolor (2001). Applied Microbiology and Biotechnology, v.57,
p. 563-571.

INCA. Posicionamento do instituto nacional de cancer José Alencar Gomes da Silva acerca dos
agrotoxicos (2015). http://www1.inca .gov.br/inca/ Arquivos/comunicacao/posicionamento_do_inca_
sobre_os_agrotoxicos_06_abr15.pdf. Acesso em 26 de marco de 2015.

KRYUCHKOVA YV, BURYGINA GL, GOGOLEVAB NE, GOGOLEVB YV, CHERNYSHOVA MP,
MAKAROVA OE, FEDOROVA EE, TURKOVSKAYA OV. Isolation and characterization of a
dlyphosate-degrading rhizosphere strain, Enterobacter cloacae K7. Microbiological Research 169
(2014), p. 99— 105.

MANY, L.; BARRIUSO, E. Glyphosate adsorption in soil compared to herbicides replaced with
the introduction of glyphosate resistant crops. Chemosphere, Oxford, v.61, n.6, p.844-855, 2005.

MASAPHY S, LEVANON D, HENIS Y. Degradation of atrazine by the lignocellulolytic fungus
Pleurotus pulmonarius during solid-state fermentation (1996). Bioresource Technology, p. 56,
207-214.

PRAMER, D., BARTHA, R. Preparation and Processing of Soil Samples for Biodegradation
Studies (1972). Environmental Letters, v.2, p. 217-224.

REDDY, K. N.; RIMANDO, A. M.; DUKE, S. O. Aminomethylphosphonic acid, a metabolite of
glyphosate, causes injury in glyphosate-treated, glyphosate-resistant soybean. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, California, v.52, n.16, p.5139-5143, 2004.

RUEPPEL, M. L.; BRIGHTWELL, B. B.; SCHAEFER, J.; MARVEL, T. T. Metabolism and degradation
of glyphosate in soil and water. Journal of Agricultural and Food Chemistry, California, v.25, n.3,
p.517-528, 1977.

RUGGABER TM, ASCE M, TALLEY JW. Enhancing bioremediaton with enzimatic processes: a
review (2001). Practice periodical of hazardous, toxic and radioactive waste management, v.10 n.2, p.
73-85.

Principais Grupos e Aplicagdes Biotecnologias dos Fungos Capitulo 3



SHARIFI'Y, POURBABAEI AA, JAVADI A, ABDOLMOHAMMADI MH, SAFFARI M, MOROVVATI
A. Biodegradation of Glyphosate by fungal strains isolated from herbicides polluted-soils in
Riyadh area. Int.J.Curr.Microbiol.App.Sci (2013) v.2 n.8, p. 359-381.

SHARIFI'Y, POURBABAEI AA, JAVADI A, HOSSEIN M, ABDOLMOHAMMADI MH, SAFFARI M,
MOROVVATI A. Biodegradation of glyphosate herbicide by Salinicoccus spp isolated from Qom
Hoze-soltan lake, Iran. Environmental Health Engineering and Management Journal 2015, v.2 n.1, p.
31-36.

SOLOMON, K. R.; THOMPSON, D. G. Ecological risk assessment for aquatic organisms from
over-water uses of glyphosate. Journal of Toxicology and Environmental Health B, Philadelphia, v.6,
n.3, p.211-246, 2003.

TORRES-DUARTE C, ROMAN R, TINOCO R, VAZQUEZ-DUHALT R. Halogenated pesticide
transformation by a laccase-mediator system. Chemosphere 2009 p. 77,687-692.

UHNAKOVA B, PETRICKOVA A, BIEDERMANN D, HOMOLKA L, VEJVODA V, BEDNAR P,
PAPOUSKOVA B, SULC M, MARTINKOVA L. Biodegradation of brominated aromatics by
cultures and laccase of Trametes versicolor (2009). Chemosphere, v.79 n.6, p. 826-832.

VIDALI M. Bioremediation. An overview (2001). Pure Applied Chemical. v.73 n.7, p.1163-1172.

VOGEL HA (1956) A convenient growth medium for Neurospora crassa. Microb Genet Bull v.13,
p.42-43

ZOUARI, H.; LABAT, M.; SAYADI, S. Degradation of 4-chorophenol by the white rot fungus
Phanerochaete chrysosporium in free and immobilized cultures. Bioresource Technology, v.84,
p.145-150, 2002.

Principais Grupos e Aplicagdes Biotecnologias dos Fungos Capitulo 3




CAPITULO 4

IDENTIFICACAO POLIFASICA DE ISOLADOS
CLINICOS DO COMPLEXO Candida Parapsilosis
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infections, especially invasive ones, by species of the genus Candida has become
alarming worldwide. Although C. albicans remains the most frequently isolated
yeast in the most diverse cases of candidiasis, non - C. albicans Candida species
have emerged, such as C. parapsilosis, which is cited as a major cause of infection
in the hospital environment, showing relevant clinical impact with high degrees of
resistance to commercially available antifungal drugs. Actually, it is known that in
fact C. parapsilosis constitutes a complex formed by three phenotypically distinct
species, C. parapsilosis (sensu stricto), C. orthopsilosis and C. metapsilosis. Despite
their phenotypic similarities, these yeasts have genotypic and virulence differences
and are correlated with epidemiological characteristics. Given this context, one of the
great challenges has been to obtain a correct distinction between the species from
the complex, since the phenotypic and biochemical characterization only guarantees
a taxonomic direction, without, however, accurately differentiating the species from
the Complex. In this scenario, the proposal of a polyphasic identification, based on
classical taxonomy (phenotypic and biochemical), proteomics and molecular methods
has a great relevance for the correct identification of species, thus allowing a better
definition of epidemiological profiles, as well as definition of prognosis and treatment
of patients.

KEYWORDS: Candida parapsilosis; Fungal infection; Taxonomy.

11 INTRODUCAO

As infecgdes fungicas invasivas sempre foram foco de preocupag¢ao nos centros
médicos, pelo seu carater oportunista, pela estreita associagcdo com pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva, pelo potencial lesivo e letal destas
infeccoes e crescentes indices de resisténcia aos farmacos antifungicos utilizados.
Neste grupo de infecgdes, destacam-se os casos de candidiase, especialmente as
de carater invasivo (candidemia), frequentemente relacionada ao uso de cateteres
intravasculares de demora. A capacidade desses microrganismos em colonizar as
maos dos profissionais de saude e formar biofilmes em dispositivos tem sido associada
a ocorréncia de surtos hospitalares e altas taxas de mortalidade (ARASTEHFAR et al.,
2019).

O perfil das espécies de Candida diagnosticadas destes casos clinicos tem
sofrido intensa mudanca epidemioldgica em diferentes partes do mundo, fruto de
pressoes seletivas, mutagdes intraespecificas e adaptacées que o proprio ambiente
e 0 amplo uso de antifungicos conferiram a estes microrganismos, com o passar dos
anos (ARASTEHFAR et al., 2019).

Embora a incidéncia de candidemia por C. albicans esteja diminuindo, esta
espécie ainda permanece sendo a mais frequente, seguida por C. glabrata, C. tropicalis
e C. parapsilosis (DA MATTA et al., 2017; LAMOTH et al., 2018). Recentemente,
casos mundialmente emergentes de infeccao por C. auris, espécie multirresistente
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extremamente virulenta, tem sido descrita (ANVISA, 2017).

Neste contexto, as leveduras do complexo Candida parapsilosis tém sido
amplamente citadas como importante causa de infeccdo, exibindo impacto clinico
relevante com graus elevados de resisténcia as drogas comercialmente disponiveis.
Dentro deste complexo, as trés espécies cripticas apresentam real potencial
patogénico, como C. parapsilosis (stricto sensu), C. orthopsilosis e C. metapsilosis
(TAVANTI et al., 2005; ARASTEHFAR et al., 2019). Estas leveduras demonstram
semelhancgas fenotipicas; no entanto, possuem diferencas em relagéo a viruléncia,
sendo correlacionada com caracteristicas epidemioldgicas. Dessa maneira, 0
complexo Candida parapsilosis tem sido uma das principais espécies em estudos
epidemioldgicos e andlises baseadas em DNA, os quais mostram que 1-10 % das
infeccoes e colonizagdes sao causadas por C. metapsilosis e C. orthopsilosis. Dentre
os estudos que avaliam a viruléncia do complexo, observa-se que C. metapsilosis
tem sido a espécie que possui menor invasdo e a menor prevaléncia em infeccoes
humanas, enquanto que C. orthopsilosis e C. parapsilosis (strictu sensu) sao capazes
de invadir, colonizar e de infectar de forma mais grave o hospedeiro. Das trés
espécies, Candida parapsilosis € o patdgeno mais frequente em infec¢des invasivas.
E importante ressaltar que o complexo C. parapsilosis é considerado o segundo
agente de candidemia mais importante na América Latina (GONCALVES et al., 2010;
BERTINI et al., 2013; CORDEIRO et al., 2014).

Neste sentido, diversos trabalhos relatam a dificuldade para identificar cepas
de leveduras, em nivel de espécie, por métodos convencionais, uma vez que sao
dependentes de varidveis como crescimento em meios de cultivo e temperatura
de incubacdo e em alguns casos, a interpretacédo pode ser considerada subjetiva
(PUTIGNANI et al., 2011). Segundo Lima-Neto et al. (2014), a identificacdo das
leveduras do género Candida representa um grande desafio, especialmente quando
as cepas-referéncia ainda nao estao inclusas na base de dados dos sistemas de
identificacdo semi automatizados ou automatizados. Assim, estas dificuldades fazem
tanto da biologia molecular como das abordagens espectrais, cruciais para um
diagndstico preciso.

2|1 IMPORTANCIA CLINICA DO COMPLEXO Candida Parapsilosis

Dentre os agentes etiologicos de infec¢des por leveduras, destaca-se a espécie C.
albicans (ELIAKIM-RAZ et al., 2016). Embora a C. albicans seja a causa mais comum,
infeccbes causadas por espécies de Candida nao C. albicans estao aumentando.
Dentro deste contexto, como visto anteriormente, o complexo C. parapsilosis emergiu
como um importante patdogeno fungico e se tornou uma das principais causas de
fungemia (BARCHIESI et al., 2016).

O complexo C. parapsilosis possui taxa de mortalidade menor quando
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comparado a infecgcdes por outras espécies de Candida. Porém, possui caracteristicas
favoraveis ao processo infeccioso como a sua capacidade de desenvolver biofilmes
em dispositivos intravasculares, alta afinidade pela nutricdo parenteral e uma baixa
suscetibilidade intrinseca as equinocandinas (BORGHI et al., 2011).

Essas leveduras sao relatadas como as mais envolvidas em infeccdes da
corrente sanguinea em neonatos, envolvidas em aproximadamente 83% dos casos.
Esse dado reflete esta associado aos fatores descritos anteriormente e ainda a
serem comensais da pele, favorecendo a transmisséo horizontal através das maos
(LOVERO et al., 2016).

Embora o potencial patogénico das trés espécies seja caracterizado, pouco se
sabe sobre as possiveis diferencas de sua viruléncia. Estudos anteriores relataram
que C. metapsilosis apresenta menor viruléncia (GAGO et al.,2014). No entanto, as
trés espécies do grupo C. parapsilosis possuem um potencial patogénico similar como
agentes de candidiase disseminada (TREVINO-RANGEL et al., 2014).

C. parapsilosis sensu stricto apresenta uma maior incidéncia em todo 0 mundo,
sendo uma da espécie mais isolada de infeccbes hematogénicas, no entanto a
distribuicado de C. orthopsilosis e C. methapsilosis é bastante heterogéneo, o que
varia de acordo com o regides, locais clinicos e sitios anatdmicos (GE et al., 2012).
C. parapsilosis sensu stricto € a segunda espécie mais frequentemente isolada do
sangue na Asia, América Latina e alguns paises europeus, superando a frequéncia de
C. albicans em alguns paises (RUIZ et al., 2013).

A alta frequéncia dessa espécie em amostras de sangue em pacientes
gravemente enfermos pode ser explicada por varios fatores, incluindo a alta afinidade
dessas espécies para dispositivos vasculares e instrumentacdo médica e sua
capacidade de colonizagdo nas méos de profissionais de saide (GONZALEZ et al.,
2013; DELFINO et al., 2014).

Varios estudos encontraram variagdes nas frequéncias de C. orthopsilosis e C.
metapsilosis em casos de candidemia. Na Espanha, entre as 171 cepas identificadas
como parte do complexo C. parapsilosis, 2,4% mostraram-se C. orthopsilosis e 1,2%
mostraram-se C. metapsilosis (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). No Brasil, um
estudo de Ruiz et al. (2013) apresentaram frequéncias de 10,2% para C. orthopsilosis
e 6,1% para C. metapsilosis em cepas isoladas de sangue. Uma possivel explicacéo
para a baixa frequéncia ou auséncia de C. metapsilosis como causa de candidemia &
a sua baixa capacidade de expressar fatores de viruléncia (ORSI et al., 2010).

Esse complexo também vem sendo frequentemente isolado em infeccoes
da cavidade oral, sendo a C. parapsilosis sensu stricto e C. metapsilosis as mais
representativas em pacientes imunossuprimidos e a coloniza¢éo da cavidade oral por
espécies de Candida é reconhecida como um fator predisponente a ocorréncia de
candidemia (RODRIGUEZ; JEWTUCHOWICZ, 2016). Dessa forma, C. parapsilosis
sensu stricto também adquiriu importancia no campo da estomatologia. Alguns estudos
relataram esta espécie como a segunda levedura mais frequentemente isolada da
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cavidade oral, apos C. albicans (RODRIGUEZ et al., 2018).

3 1 IDENTIFICAGAO POLIFASICA DO COMPLEXO CANDIDA PARAPSILOSIS

Uma identificacdo precisa, rapida e econ6mica de espécies de fungos tem
sido um dos principais objetivos na micologia, especialmente quando complexos
de espécies estdo envolvidos, pois a identificacdo baseada em caracteristicas
fenotipicas e bioquimicas é frequentemente inconclusiva, servindo como uma forma
de direcionamento para a conclusdo da taxonomia por meio de outras técnicas, tais
como a espectrometria de massa e métodos moleculares (BARBEDO et al., 2016).

3.1 Taxonomia Classica

A identificacdo do género Candida através da taxonomia classica, apesar de
possuir boa sensibilidade, permanece como um método trabalhoso e demorado e
nao permite a distincdo de espécies proximas como € o caso das leveduras do
complexo C. parapsilosis (YAMAN, AKIAR, CAN, 2012).

Entretanto, outras abordagens de diagnéstico e taxonomia estdo disponiveis
tais como novos métodos moleculares os quais requerem uma consideravel
experiéncia do manipulador e ndo sao muito aplicados para diagnostico de rotina;
e a espectrometria de massa por ionizacao de dessorcao a laser assistida por de
tempo-de-voo (MALDI-TOF MS), que emergiu como uma ferramenta poderosa para
melhorar a qualidade de identificacdo microbiolégica (PUTIGNANI et al., 2011). Por
este motivo, para a identificacéo de C. orthopsilosis, C. metapsilosis e C. parapsilosis
€ necessaria uma abordagem polifasica (ASADZADEH et al., 2015).

3.2 Identificacao Molecular

Diversos métodos genotipicos, como analise de polimorfismo de DNA (RAPD),
analise de padrao de polimorfismo do comprimento de fragmento de restricdo (RFLP),
PCR em tempo real, PCR uniplex e multiplex, sequenciamento de regides especificas,
tém sido utilizados para a identificacdo molecular e diferenciacdo de espécies do
complexo C. parapsilosis (BARBEDO et al., 2017).

Tecendo um breve historico, os primeiros métodos utilizados na diferenciacéo
de levedura consistiram na determinacdo do percentual do conteudo de guanina e
citosina presente no DNA. Nesse aspecto, foi verificado que as leveduras apresentam
uma ampla variacdo no conteudo Citosina/Guanina (CG), entre 26 a 64%. Essa
caracterizacao possibilitou entender que o filo Ascomycota possui de 28 a 50% de
CG no DNA nuclear. Por outro lado, o perfil do DNA (CG = 50-70%) de leveduras
Basidiomycotas é visivelmente diferente (NAKASE e KOMAGATA ,1968; PRICE et al.,
1978). O conhecimento do percentual de CG foi muito util no passado. Entretanto, a
necessidade de identificagcdes mais refinadas e precisas suscitaram o desenvolvimento
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de métodos gendmicos mais acurados na taxonomia de leveduras, como a analise dos
pares de bases que formam o DNA através do sequenciamento.

Posteriormente, o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento do material
genético possibilitou a criagdo de um banco de dados para identificacao de diferentes
espécies de leveduras (FELL et al., 2000). Diante disso, o sequenciamento parcial
do rDNA tem sido considerado como padréo ouro na identificacdo de espécies de
leveduras, incluindo as pertencentes ao Complexo C. parapsilosis. Trabalhos prévios
relacionados a cruzamentos genéticos e de reassociagcao do DNA, demonstraram
que o dominio D1/D2 da subunidade LSU, do RNA ribossomal foi muito atil na
diferenciacao de espécies proximas (PETERSON e KURTZMAN 1991). Outra regiao
de interesse na identificacao de leveduras consiste de regides n&o codificantes
presentes entre o dominio D1/D2, as regides ITS1-2 do rDNA, e separadas pelo gene
5.8S rBNA. A regido ITS, mostra-se muito conservada e, por isso, tem sido muito
empregada para diferenciar espécies, sobretudo em conjunto com informagdes do
dominio D1/D2 (SCORZETTI et al. 2002). (Figura 1).

ETS ITS1 ITS2 IGs1 IGs2 ETS

I A O A

— e I |

A

188 5.88

Figura 1: Visdo esquematica do rDNA, exibindo o espagador externo (External transcribed
spacer-ETS), dominio D1/D2 (Small subunit-SSU/18s, 5.8s e large subunit-LSU/28s), regiao ITS
1e2,regidao IGS 1 e 2 e rDNA5S.

Uma outra possibilidade que tem despertado interesse consiste na utilizagao de
primers espécie-especificos para identificacbes baseadas na realizacdo de PCR e
interpretacédo do padréo de bandas no gel. O método em questéao € versatil e de facil
interpretacéo, havendo a possibilidade de realizagcdo de PCRs convencionais ou de
PCR multiplex. Essa ultima possui uma vantagem maior, tendo em vista que garante a
identificac&o de varias espécies, simultaneamente, baseados apenas na interpretacéo
do padrdo de bandas obtidas no gel de agarose (FERNANDES et al., 2016).

Tecnologias de deteccgao rapidas, tendo como alvo o DNA, utilizando sondas de
DNA marcadas através de hibridacao fluorescente in situ (FISH) também sdo uma
realidade. Possuem uma finalidade especifica de deteccao de microrganismos a partir
de amostras de alimentos e espécimes clinicos (PATEL et al., 2019). Porém, possuem
a desvantagem de serem utilizadas isoladamente na pesquisa de uma espécie em
questéo, uma vez que quando o marcador reage com a célula alvo havera a emisséao
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de fluorescéncia (STENDER et al. 2001; RIGBY et al. 2002). Uma alternativa ao método
consiste no uso de sondas de captura que apos a ligacdo ao alvo séo diferenciadas
através da excitacao por um feixe de laser de 635 nm e analise por citbmetria de fluxo
(PAGE e KURTZMAN, 2005).

3.3 Identificacao Protedmica

O espectrémetro de massa é um instrumento analitico capaz de converter
moléculas neutras em ions na forma gasosa e separa-las de acordo com a sua razéo
massa/carga (m/z), utilizando para isso campos eletromagnéticos. Esse equipamento
atua como uma balanca de ions de altissima preciséo e, em sua grande maioria, é
composto por uma fonte ionizante, analisador(es) e detector(es). Como resultado é
emitido um grafico onde o eixo y representa a intensidade do sinal dos ions e 0 eixo Xx,
a razao m/z destes (CROTTI, 2006).

Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation — Time Of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) é uma técnica espectrométrica fisico-quimica, rapida e reprodutivel,
utilizada para analise de massas em moléculas orgéanicas. Esta técnica vem sendo
crescentemente utilizada na ultima década como uma abordagem fenotipica para a
identificacdo de fungos. Neste caso, o interesse da técnica em questéo € a analise
das células intactas ou extrato proteico a partir da lise celular com acido férmico, onde
o espectro gerado é interpretado como um fingerprint da amostra que estd sendo
analisada (SANTOS et al., 2011; LIMA-NETO et al., 2014).

Dentro deste contexto da identificacdo polifasica, o MALDI-TOF MS tem sido
introduzido em procedimentos laboratoriais de rotina para identificacdo de leveduras
clinicas (VEEN et al., 2010; PUTIGNANI et al., 2011). Nos laboratérios de analises
clinicas, a identificacdo rapida e confiavel das espécies de Candida é essencial
para o tratamento antifUngico, no qual os métodos bioquimicos convencionais de
diagnostico sdo morosos (QIAN et al., 2008). A identificacdo microbiana com base
nos espectros espécie-especificos de peptideos e proteinas por espectrometria de
massas €& notavelmente reprodutivel, e explicada através da mensuracéo de proteinas
altamente abundantes e expressas constantemente. Entre tais moléculas, encontram-
se as de origem ribossomal que apresentam massa molecular entre 2000 e 20000
Da, alem de poucos metabdlitos secundarios, possibilitando facilmente sua utilizacéo
como biomarcadores (VEEN et al., 2010).

Diante do exposto, a técnica de MALDI-TOF MS é bastante confiavel para
identificacdo de fungos até ao nivel de espécie, e, portanto, auxilia os laboratorios
de microbiologia médica a reduzir custos, bem como auxiliara em um futuro préximo
a minimizar a emergéncia de isolados resistentes aos antifungicos comercialmente
disponiveis. Em alguns casos, € possivel a diferenciacdo desses microrganismos
até ao nivel de variedade ou de espécies dentro de um complexo. Esta técnica tem
se mostrado de grande relevancia para a investigacao nas diferentes vertentes da
micologia. Adicionalmente, trata-se de uma técnica simples, econémica, rapida (cerca
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de 2 min/amostra) e de elevada eficacia. Mas é de fundamental importancia ter em
consideragao que a técnica de MALDI-TOF MS é uma abordagem entre muitas e
deve, por isso, ser usada como uma ferramenta de apoio dentro de uma abordagem
polifasica no processo de diagndéstico e identificacdo fungica (SANTOS et al., 2011;
LIMA-NETO et al., 2014).

Como foi visto, o diagnéstico laboratorial da candidemia € feito rotineiramente
através do isolamento e identificagdo bioquimica e/ou molecular das leveduras
em hemoculturas, que embora auxiliem no diagnéstico e tratamento, apresentam
sensibilidade apenas de 50% (CLANCY e NGUYEN, 2013). Atualmente, esse
procedimento vem sendo complementados nos laboratérios de microbiologia clinica
por métodos protedmicos, como estratégia de diagnéstico rapido e confiavel. Nos
ultimos anos, varios pesquisadores tem destacado a contribuicdo que a espectrometria
de massas, através da técnica de MALDI-TOF MS trouxe a cerca da correta distingéo
entre espécies cripticas e complexo de espécies como o complexo C. parapsilosis lato
sensu em C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (RUIZ et al.,
2013), o complexo C. rugosa lato sensu em C. rugosa stricto sensu, C. pseudorugosa,
C. neorugosa e C. mesorugosa (PADOVAN et al.,, 2013) e o complexo Candida
haemoulonii lato sensu em Candida haemoulonii stricto sensu, C. duobushaemulonii,
C. pseudohaemulonii e C. haemulonii var. vulnera (SILVA et al., 2015), anteriormente
identificados apenas por técnicas genémicas. Devido a essa aplicacdo meritoriamente
discriminativa, o MALDI-TOF MS foi elencado para diagnosticar isolados clinicos
emergentes de C. auris, uma levedura multirresistente que ganhou destaque mundial
em 2016 quando a Organizagdo Pan-Americana da Saude/Organizacdo Mundial da
Saude (PAHO/WHO, 2016) publicou um alerta epidemiolégico em outubro de 2016,
reiterado pelo Ministério da Saude no Brasil (ANVISA, 2017), em funcéo dos relatos de
surtos em servicos de saude da América Latina, recomendando aos Estados-membros
a adocéao de medidas de prevencéao e controle de surtos decorrentes deste patdgeno.
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RESUMO: Nos ultimos anos, o Brasil
vem registrando crescimento no uso dos
agrotoxicos. Estes produtos s&o geralmente
formulados com xenobibticos que contaminam
0 meio ambiente, resultando em riscos para os
seres vivos. Diante deste impasse, a sociedade
tem se mobilizado pela adog&o das técnicas de
controle sustentaveis, pressionando industrias
alimenticias e agricultores a investirem em
pesquisas que utilizem meios alternativos e
ecologicamente corretos. Entre as culturas
brasileiras, a cana-de-agucar possui uma das
maiores areas de plantio, tornando-se alvo de
diversas pragas. A broca da cana-de-agucar
(Diatraea saccharalis) é um inseto facilmente
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encontrado em canaviais brasileiros, sendo
considerada uma das principais pragas
desta cultura. Devido seu habito alimentar
mastigador, a fase larval deste lepidoptero,
causa prejuizos de forma direta e indireta.
Atualmente, seu controle é realizado utilizando-
se de agrotdxicos e queimadas. Com a pressao
social, as industrias sucroalcooleiras buscam
tecnologias capazes de reduzirem as perdas
econOmicas bem como as contaminacdes no
meio ambiente. Uma das técnicas que estéo
adotando é o controle biologico, utilizando-se
macro e microrganismos, entre eles o fungo
Metarhizium anisopliae, facilmente encontrado
no ambiente. No Brasil, sua utilizagdo como
agente entomopatogénico € considerada
segura e economicamente viavel, limitando-
se a insetos suscetiveis, seja na agricultura
ou saude publica. Apés aplicagcdo de M.
anisopliae, os conidios germinam sobre a
cuticula do inseto, penetram a epiderme e
atingem a hemocele, via de disseminacao
no hospedeiro, onde sao liberadas toxinas e
enzimas. Pela hemocele, o fungo se espalha
atingindo o6rgaos e sistemas, gerando um
quadro de septicemia que resulta na morte do
inseto.

PALAVRAS-CHAVE: Culturas. Tecnologia.
Controle-Biolo6gico. Meio-Ambiente.
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AGRICULTURAL SUSTAINABILITY WITH ENTOMOPATHOGENIC FUNGI

ABSTRACT: In recent years, Brazil has shown growth in the registration of pesticides.
These products are generally formulated with xenobiotics, which contaminate the
environment, endangering living beings. With this, society has mobilized for sustainable
control techniques, putting pressure on food industries and farmers, forcing them to
invest in research aimed at sustainable means of control. Among Brazilian crops,
sugarcane has one of the largest planting areas, making this crop the target of several
pests. Sugarcane borer (Diatraea saccharalis) is an insect easily found in brazilian
sugarcane plantations, considered one of the main pests of this culture. Due to the
feeding habit, the larval phase of this lepidopteran causes direct and indirect damage.
Currently, its control is made using pesticides and burned. With social pressure, the sugar
and alcohol industries seek sustainable control techniques, avoiding the contamination
of the environment and living organisms. Among the techniques employed, we can
highlight the biological control, which uses macro and microorganisms, among them,
the entomopathogen Metarhizium anisopliae, fungus easily found in the environment.
In Brazil, its use as an entomopathogenic agent is considered safe and economically
feasible, limited to susceptible insects, whether in agriculture or public health. After
application of M. anisopliae, the conidia germinate on the cuticle of the insect, penetrate
the epidermis and reach the hemocele, which becomes a way of dissemination, where
toxins and enzymes are released. By the hemocele, the fungus spreads reaching to
organs and systems, generating a picture of generalized infection that results in the
death of the insect.

KEYWORDS: Cultures. Technology. Biological control. Environment.

11 INTRODUCAO

O aumento e abastecimento na producédo alimenticia s&o as principais
preocupagdes no século XXI. Considerado pais com maior potencial agricola
no mundo, o Brasil tem seu modelo de producdo baseado na “revolucéo verde”,
onde a produtividade é elevada pelo uso de fertilizantes e agrotdxicos (FREITAS e
MENDONCA, 2016).

Outra pratica ainda amplamente utilizada na agricultura, contrariando o
artigo 38 da Lei n. 12.651/12, séo as queimadas, que trazem grandes riscos aos
ecossistemas, resultando em alteragdes nas condicdes ambientais. Sua pratica é
permitida somente em trés situacdes: em locais cujas peculiaridades justifiquem o
emprego do fogo, mas ambas com autorizacdo do érgdo ambiental; em unidades
de conservacéo para manter a vegetagao nativa quando suas caracteristicas séo
associadas a ocorréncia de fogo e em atividades cientificas (BRASIL, 2012; ARAUJO
et al., 2005).

Movimentos em busca da agricultura sustentavel surgiram no Brasil como
resposta socioambiental aos problemas provenientes da “revolugcdo verde” e
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ganharam espaco assumindo expressdo mais visivel no inicio da década de 90,
periodo de grande sensibilidade ecoldgica/preservacionista. (SANTOS et al., 2014;
ASSAD e ALMEIDA, 2004).

As vinculagdes conceituais da “agricultura sustentavel” com ideais politico-
ideoldgicos dificultaram 0 avanco do movimento no pais, que passou a ser caracterizado
como politico-partidario ou ligado a grupos politicos especificos, ndo sendo vista por
muitos, como uma politica publica que visa beneficios a toda populacédo (ASSAD e
ALMEIDA, 2004).

Para os grandes produtores, a l6gica produtiva é baseada na maximiza¢ao da
producéao, ignorando aspectos ambientais e sociais das familias presentes nos locais,
gue por muitas vezes, sao obrigadas a abandonarem suas terras para o avango agricola.
As praticas agroecolégicas surgem em contrapartida a essa logica, objetivando-se
na permanéncia das familias no campo, o0 manejo sustentavel, a conservacédo dos
recursos naturais e a independéncia dos pequenos agricultores (SANTOS et al., 2014).

Utilizados de forma indiscriminada sem a devida conscientizacéo, os agrotoxicos
vém causando inumeros problemas tanto ambientais como € na saude humana.
Estudos voltados para os maleficios recorrentes de tais aplicacbes irregulares sao
diversos. Estes compostos formulados com moléculas artificiais, sdo resistentes a
degradagdo, acumulando-se no solo e originando moléculas com capacidade nociva
para os organismos vivos (DAQUILA, 2019; LOPES, 2016).

Alguns estudos indicam que a utilizacdo incorreta destes controladores em
culturas canavieiras, resultam na contaminagcao do ar, solo e corpos d’agua. Diante
disso, a sociedade tém demonstrado preocupacdo, e incentivado buscas por
alternativas corretas para preservacao ambiental. Por isso, na década de 70, meios
de controle alternativos e sustentaveis foram amparados por movimentos sociais,
sendo caracterizados como “agricultura alternativa” (SILVA e BRITO, 2015; GOMES e
BARIZON, 2014; MENEZES, 2003; SANTOS et al., 2014; ASSAD e ALMEIDA, 2004).

As grandes industrias do setor sucroalcooleiro estdo investindo em tecnologias
qgue implementem os sistemas de producéao agricola, com enfoques na lucratividade,
sociedade e meio ambiente. Entre estas tecnologias encontra-se o controle bioldgico,
método natural para reduzir populagdes de pragas, alguns deles utilizando-se de
inimigos naturais, sejam patdgenos, parasitas ou predadores (SAEED et al., 2019;
NASCIMENTO e MELNYK, 2016; CALTAGIONE, 1988; BOSCH et al., 1982).

No meio agricola, técnicas de controle bioloégico vem sendo amplamente utilizadas
com sucesso. Nesse contexto, destaca-se o fundo Metarhizium anisopliae, devido
seu potencial entomopatogénico, que interfere com eficiéncia no desenvolvimento de
diversos insetos pragas, como lepidopteros e coledpteros (SOLIMAN et al., 2019; SIMI
et al., 2018).
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2| CANA-DE-ACUCAR (Saccharum spp.)

Inserida no Brasil durante a colonizag¢ao, acredita-se que a origem desta Poacea
sejaa Polinésia, e que posteriormente foi introduzida em outros paises pelas conquistas
arabes. Subprodutos da cana-de-agucar, constituem hoje uma das principais bases da
economia brasileira, principalmente quando tratamos de energia limpa e renovavel,
como o etanol (BRAIBANTE et al., 2013).

Atividades envolvendo o setor sucroalcooleiro beneficiaram a economia
brasileira, principalmente durante o ciclo da cana, em meados dos Séc. XVI e XVII.
Atualmente, o Brasil é o0 pais que detém o sistema mais eficiente para produc¢éo da
cana-de-agucar, respondendo por 45 % da exportacédo mundial (UNICA, 2019).

Caracterizada como uma das principais culturas agricolas de regides tropicais,
0S canaviais correspondem a terceira maior area de cultivo brasileiro (estando atras
da soja e milho). Somente em 2016, a estimativa de ocupacgéo canavieira no pais foi
de 13,5 %, representando aproximadamente R$ 152,3 bilhdes, 1/5 do PIB (Produto
Interno Bruto) brasileiro, isso apenas no terceiro trimestre do mesmo ano (IBGE, 2017).

Embora seja considerada uma das maiores culturas do pais, as lavouras de
cana-de-acgucar sofrem com a reducao em sua produtividade, seja por fatores biéticos
ou abidticos, colocando em risco ndo somente a producéo, mas também a qualidade
do produto (SILVA e SILVA, 2012; VACARI et al., 2012).

2.1 Pragas da cultura canavieira

Anualmente a produtividade da cultura canavieira é prejudicada pela acao de
pragas, entre elas lepidopteros, coledpteros, hemipteras e nematoides.

No Brasil, destacam-se trés espécies de nematoides pragas, o Meloidogyne
javanica, Meloidogyne incognita e o Pratylenchus zeae, que possuem acao restrita
ao sistema radicular das plantas. Os nematoides liberam toxinas que interferem no
desenvolvimento correto das raizes, com isso, a absor¢cao de nutrientes necessarios
para crescimento e desenvolvimento das plantas € comprometido, causando altera¢des
morfologicas, necrose tecidual e enraizamento aéreo (DINARDO-MIRANDA, 2005).

Os prejuizos causados por M. incognita na cultura canavieira chegam a 40 %,
enquanto M. javanica e P. zeae podem causar reducéo de produtividade entre 20 % e
30 %, em alguns casos, as variedades da cana-de-agucar com maior susceptibilidade e
acometidas por altos niveis de infestacéo, podem ter reducao de até 50 % (DINARDO-
MIRANDA, 2005).

Outra praga da cultura canavieira é a Mahanarva fimbriolata (cigarrinha-das-
raizes). Em sua fase juvenil, este hemiptera possui maior atividade, prejudicando de
forma direta o sistema radicular, sugando agua e nutrientes das plantas. Os adultos
também causam prejuizos, ao se alimentarem de seiva folear, liberam secrecdes
salivares, responsaveis pela necrose tecidual da epiderme vegetal. Com isso, o
potencial fotossintético da planta é alterado, refletindo diretamente no percentual

Principais Grupos e Aplicagdes Biotecnologias dos Fungos Capitulo 5




de sacarose armazenada, reduzindo sua produtividade em até 50 % (DINARDO-
MIRANDA, 2005).

Sphenophorus levis (bicudo da cana-de-agucar), € um coledptero que ataca as
raizes da planta, tendo sua fase larval como a mais prejudicial para este vegetal. Ao
se alimentarem, as larvas broqueiam os rizomas e galerias sdo formadas, as quais se
estendem por toda base da brotacéo, resultando no amarelamento das folhas e morte
do perfilho (TAVARES et al., 2007; DINARDO-MIRANDA, 2005).

Outro coledptero, Migdolus fryanus (broca-de-rizomas) também afeta areas de
cultura canavieira, pois suas larvas alimentam-se das raizes e rizomas ocasionando
morte do colmo e consequentemente reducao da produtividade (DINARDO-MIRANDA,
2005).

Nativa do hemisfério ocidental, a Diatraea saccharalis (broca-da-cana), pode
ser encontrada em todo territorio nacional, sendo considerada uma das pragas mais
prejudiciais deste agroecossistema. Responsavel por danos diretos e indiretos. Estima-
se que para cada 1 % de intensidade de infestacao (I.1.) da D. saccharalis, ha perda de
0,25 % na producéo de agucar por tonelada e 0,20 % na producédo de alcool em litros
por tonelada (SIMOES et al., 2015; ALMEIDA et al., 2008; GUAGLIUMI, 1972/73).

Através das perfuracbes causadas pela broca-da-cana, fungos das espécies
Fusarium moniliforme e Colletotrichum falcatum penetram nos colmos, ocasionando a
inversao da sacarose armazenada e reduzindo a pureza do caldo, além de competir
com os microrganismos utilizados no processo de fermentacéo pelaindustria (BORTOLI
et al., 2017).

31 CONTROLE BIOLOGICO

Contrapondo estes métodos nao sustentaveis, esta o controle bioldgico, método
que consiste na utilizacdo organismos vivos, como agentes no controle das populacoes
de pragas em desequilibrio nos agro e ecossistemas, reduzindo as densidades
populacionais (PARRA et al., 2002).

O controle biolégico pode ser usado das seguintes formas: natural, classico e
aplicado. O controle natural consiste na atracdo e conservagao das populacdes de
inimigos naturais dos organismos alvos, ja o classico, corresponde na insercdo dos
agentes controladores, equilibrando as populag¢des nativas, sendo esta, uma medida
de longo prazo. Por sua vez, o controle biolégico aplicado consiste em liberacoes
inundativas de biocontroladores, que sdo produzidos em biofabricas. Atualmente,
o controle biolégico aplicado é amplamente utilizado no setor agricola, gracas aos
investimentos tecnolégicos deste setor (BERTI-FILHO e MACEDO, 2010).
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41 MODO DE ACAO DOS FUNGOS ENTOMOPATOGENOS

Considerados microorganismos versateis e seguros ao meio ambiente, os
fungos sdo responsaveis por aproximadamente 80 % das doengas entomopatoldgicas
em insetos (AGALE et al., 2018; ROBBS e BITTENCOURT, 1998).

O processo de infeccao tem inicio com a adesao dos conidios e esporos na
epicuticula do inseto alvo, seguido pela formacdo de apressoérios e do grampo de
penetracdo tegumentar, apds penetracdo, o fungo sofre uma transicdo dimorfica
produzindo hifas, que seréao levadas pela hemolinfa, invadindo o sistema de defesa
humoral dos insetos (hemacitos). Além disso, enzimas e toxinas com capacidade
paralisante sao liberadas. Na hemocele, disseminam-se rapidamente, colonizando
orgaos internos, acelerando o processo de morte (fig. 1) (KEYHANI, 2018; SILVA,
2012).

O sucesso da infeccédo é garantido com a secrecao enzimatica, lipases,
proteases e quitinases, que permitem a passagem das hifas pela epicuticula,
procuticula e pelas células que formam a epiderme, sendo influenciada por fatores
ambientais como a temperatura e umidade relativa do ar. J& o processo de infeccao e
colonizacao, ocorrem em tempos distintos, pois sao dependentes do hospedeiro em
questao (KORDI et al., 2015; KIM et al., 2013; KIM et al., 2010).

O crescimento dos conidios no corpo do inseto, € interligado com o percentual de
substrato lipidico disponivel, onde, acido oleico e lipidio cuticular (contendo alcanos)
s&o os principais fatores, sendo utilizados pelos fungos como fonte de carbono. Por
outro lado, os lipidios cuticulares, sdo sintetizados em conjunto aos antimicrobianos
e transportados para as camadas cuticulares dos insetos, facilitando ou impedindo o
crescimento fungico. Algumas das enzimas liberadas pelos fungos para degradacéo
cuticular (proteases, quitinases, lipases e fosfolipases), atuam de forma conjunta
com enzimas do citocromo P450 na assimilacdo de substratos lipidicos internos e
externos. ApOs essa assimilacao inicia-se a degradacao cuticular. A quitina presente
no exoesqueleto do hospedeiro ndo é utilizada inicialmente pelo fungo, mas sim para
0s processos de crescimento e esporulacao sobre o cadaver (KEYHANI, 2018).
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Figura 1. Processo de infeccao de fungos entomopatogénicos e sua relagéo lipidica
(Fonte: KEYHANI, 2018).

Com a morte dos insetos e condicbes ambientais favoraveis, ocorrem
exteriorizagdes de estruturas fungicas, o fungo cresce sobre o hospedeiro, que servira
de fonte nutricional para seu desenvolvimento. No meio externo, o fungo passa por
conidiogénese (esporulacéo), se espalhando pelo meio ambiente (SILVA, 2012).

Efeitos secundarios podem ser observados pos-tratamentos com fungos. Alguns
estudos relatam a redug@o no numero e na viabilidade das posturas feitas por fémeas
contaminadas por M. anisopliae. 1sso ocorre, porque a colonizagao fungica iniciada no
sistema tegumentar, se espalha pelos sistemas circulatério, reprodutor, respiratério,
digestivo, nervoso e imunoldgico, causando disturbios fisicos, interferindo até mesmo
na reproducao dos insetos. (SCHNEIDER et al., 2013; FINKLER, 2011/12).

51 METARHIZIUM ANISOPLIAE (METSCHNIKOFF) SOROKIN

Responséavel por patogenias em aproximadamente 200 espécies de insetos, os
fungos do Género Metarhizium sao entomopatégenos amplamente utilizados como
agentes no controle de pragas, principalmente das ordens Lepidoptera, Hemiptera,
Dermaptera e Orthoptera (AGALE, 2018).

Descrito pela primeira vez em 1879 por Metschnikoff, este fungo foi isolado
nas fases larvais de coledpteros que acometiam culturas de trigo, sendo nomeado
inicialmente como Entomophthira anisopliae. Posteriormente, em 1883, foi inserido no
género Metarhizium, sendo renomeado como Metarhizium anisopliae pelo pesquisador
Sorokin (WAYAL et al., 2018; LACEY e KAYA, 2007; TULLOCH, 1976).
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Trata-se de um parasita facultativo, cosmopolita, que pode sobreviver sem
um hospedeiro vivo, possuindo ou ndo condi¢cées climaticas favoraveis para seu
desenvolvimento, este microrganismo necessita basicamente de carbono e nitrogénio,
nutrientes essenciais para seu crescimento e reproducéo (AGALE et al., 2018).

O ciclo de vida de M. anisopliae em insetos tem inicio com a adesao dos conidios
na cuticula do hospedeiro, seguido por sua germinagéo, posterirormente invasao e
disseminagéo pelos sistemas e 6rgdos do hospedeiro. Toxinas e enzimas sao liberadas
pelo fungo, ocasionando a morte do inseto, tornando o ambiente propicio a extruséo
do patdgeno e conidiogénese (fig. 2).

Disseminacio

Extrusio do patogeno

Figura 2. Ciclo de vida de M. anisopliae em insetos hospedeiros. Deposicéo do conidio sobre a
cuticula do hospedeiro (adesao), seguida pela germinagéo do conidio (germinagéo), penetracao
através da cuticula por agdo mecanica e processo enzimatico (formacao de apressorios
e grampo de penetracdo), invaséo, colonizacao do corpo do inseto, producao de toxinas,
exteriorizacao das estruturas fungicas, producéo de conidios sobre a carcaga do hospedeiro e
disseminacgéao (Fonte: SILVA, 2012).

Em ambiente laboratorial, M. anisopliae tem tempo de meia vida estimado em
10 dias, no entanto, a inser¢cao de adjuvantes como o 6leo de Neem, aumentam sua
longevidade e viruléncia, tornando-o um excelente biocontrolador (PAULA et al., 2019).

No paréametro comercial brasileiro, produtos contendo M. anisopliae como
principio ativo, sdo os mais registrados no Ministério da Agricultura, Abastecimento
e Pecuaria (MAPA). Estudos com este entomopatdgeno se intensificaram no pais,
principalmente com a possibilidade da sua utilizacdo como controlador das larvas do
Aedes aegypti, transmissor de diversas doencgas que causam preocupacdes na saude
publica (GOMES et al., 2015; PEREIRA et al., 2009).

6 | CONCLUSOES

Entre os meios de controle biolégico, o M. anisopliae, atua sobre o crescimento
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das populagdes de insetos-pragas especificos, reduzindo riscos de possiveis danos
ambientais. Considerando o grande numero de pragas nas culturas brasileiras, a
utilizacdo dos fungos entomopatogénicos vem se estabilizando como estratégia
sustentavel, gerando aumentos na produtividade com resultados rentaveis. No entanto,
€ preciso reforcar que o0 sucesso deste procedimento esta condicionado ao Manejo
Integrado de Pragas, e aos estudos relacionados a especificidade das espécies pragas
gue se deseja controlar.
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RESUMO: Um fungo endofitico é aquele
que vive total ou parcialmente no interior das
plantas, habitando de modo geral suas partes
aéreas sem aparentemente causar danos a
seus hospedeiros, vivendo em simbiose com o
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vegetal. Também apresentam alta capacidade
de producdo de enzimas extracelulares de

podendo
controladores  de

interesse  biotecnoldgico servir
como  bioindicadores,
pragas e doencgas e ainda serem usados para
biorremediacdo, o que os tornam amplamente
aplicaveis na industria téxtil, de alimentos e
farmacos. Este trabalho teve como objetivo
analisar a atividade enzimatica de protease
pelos fungos endofiticos isolados de avelos
(Euphorbia tirucalli L.). Em trabalho realizado
isolados 10
endofiticos de espécimes de Avelds na cidade
de Mossord, Rio Grande do Norte. Esses

fungos

anteriormente, foram fungos

foram previamente cultivados em
meio BDA (batata dextrose agar) a 28°C em
camara BOD para crescimento por sete dias.
Posteriormente, os fungos foram incubados em
meio especifico. Os testes foram realizados com
quatro repeticées. No oitavo dia de crescimento
dos microrganismos em laboratério, foram
observados e os didmetro da colbnia e do
halo de degradacdo foram medidos, para
determinar o indice enzimatico (IE). Apenas o
isolado nomeado ETT8 apresentou atividade
proteolitica tendo um indice enzimatico igual
a 7,5. As proteases podem ser aplicadas
em diversos alvitres, especialmente em
detergentes, industria de couro, biorremediacao
de efluentes, farmacos e industria alimenticia.

E possivel concluir que dentre os fungos
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endofiticos de Euphorbia tirucalli L. existe pelo menos um produtor de protease com
grande potencial biotecnologico.
PALAVRAS-CHAVE: Avel6s; Enzimas; Metabolitos Fungicos.

TEST OF ENZYMATIC ACITVITY OF PROTEASES FROM ENDOPHYTIC FUNGI
FROM Euphorbia tirucalli L.

ABSTRACT: An endophytic fungi is the one that lives totally or partially inside the
plants, generally inhabiting its aerial parts without apparently causing damage to its
hosts, living in symbiosis with the plant. They also have high capacity production of
extracellular enzymes with biotechnological interest, being able to serve as bioindicators,
pest and disease controllers and still be used for bioremediation, which makes them
widely applicable in the textile, food and pharmaceutical industries. This work aimed
to analyze the enzymatic activity of protease produced by endophytic fungi isolated
from Avel6s (Euphorbia tirucalli L.). In previous work, 10 endophytic fungi of Avelos
specimens were isolated in the city of Mossord, Rio Grande do Norte. These fungi were
previously cultured in BDA (potato dextrose agar) medium at 28¢C in BOD chamber for
growth during seven days. Subsequently, the fungi were incubated in specific medium.
The tests were performed with four replicates. On the eighth day of growth of the
microorganisms in the laboratory, degration halos were observed and the diameter of
the colony and the degradation halo were measured, to determine the enzymatic index
(El). Only the isolate named ETT8 showed proteolytic activity having an enzymatic
index of 7.5. Proteases can be applied in a variety of ways, especially in detergents,
the leather industry, effluent bioremediation, pharmaceuticals and the food industry. It
is possible to conclude that among the endophytic fungi of Euphorbia tirucalli L. there
is at least one protease producer with great biotechnological potential.

KEYWORDS: Avelés; Enzymes; Fungal Metabolites.

11 INTRODUGCAO

Um fungo endofitico é aquele que vive total ou parcialmente no interior das
plantas, habitando de modo geral suas partes aéreas sem aparentemente causar
danos a seus hospedeiros, vivendo em simbiose com o vegetal. Ao se alojar no interior
de uma planta esses fungos adquirem nutricao e protecao do hospedeiro e como num
mecanismo de troca eles disponibilizam metabdlitos especificos e funcionais para as
plantas, além de possibilitar que o vegetal tenha uma maior absorgcéo de determinados
elementos necessarios para o seu desenvolvimento (AZEVEDO, 1998). Esses
fungos podem evoluir com seu hospedeiro, havendo assim uma associagcao que traz
beneficios para ambas espécies, como: controle biol6gico de pragas, bioherbicida e
producao de diversos metabdlitos ativos (SOUZA, 2004). Esses microrganismos ainda
apresentam alta capacidade de producéo de enzimas extracelulares de interesse

Principais Grupos e Aplicagdes Biotecnologias dos Fungos Capitulo 6




biotecnoldgico que podem servir como bioindicadores de vitalidade, controladores de
pragas e doencas e ainda sdo usados para biorremediacéo de solos contaminados,
0 que os tornam amplamente aplicaveis na industria téxtil, de alimentos e farmacos
(SOUZA, 2004).

A Euphorbia tirucalli L. (Figura 1), € 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 regiao 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 MEDEIRQOS,
2011).

Figura 1 — Aspecto geral de Euphorbia tirucalli L.

Proteases sao enzimas responsaveis por clivar as ligacoes proteicas, resultando
em aminoacidos e peptideos menores, adicionando agua a ligacao peptidica. Estao
envolvidas em diversos processos fisiologicos, sendo imprescindiveis em todas
as formas de vida, inclusive nos organismos procariotos. Sao responsaveis pela
coagulacao do sangue, processo de diferenciacao celular, catabolismo de proteinas,
dentre outras funcdes (KUMAR; TAGAGI, 1999; MAURER, 2004).

Podem ser classificadas a partir do pH em que apresentam atividade 6tima,
definindo-as como neutras, alcalinas e acidas. Sao, ainda, distinguidas em dois grupos
principais: endopeptidases e exopeptidases, diferindo pelo sitio de acdo de cada
enzima. As exopeptidases reagem em seu processo de hidrolise nas extremidades
amino (N), sendo denominadas de aminopeptidases, ou na extremidade carboxi-
terminal (C), denominadas de carboxipeptidases, convertendo as proteinas em
peptideos menores ou mesmo em aminoacidos. J& as endopeptidases, também
conhecidas como proteinases, agem clivando as proteinas nas porgdes internas, o
que resulta em peptideos maiores (MUKHERJEE; ADHIKARI; RAI, 2008; RAOQO et al.,
1998).

As proteases compdem um dos mais importantes cercos de enzimas industriais,
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abrangendo cerca 60% do mercado mundial de enzimas com finalidade de processos
voltados a industria. Podem ser aplicadas em diversas vertentes do mercado, como
industria quimica, de alimentos, téxtil, médica, dentre outros (HAKI; RAKSHIT, 2003;
REDDY et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo analisar a atividade enzimatica de protease
pelos fungos endofiticos isolados de Euphorbia tirucalli L., uma planta conhecida
popularmente como avel6s e que possui uma grande variedade de estudos decorrentes
de suas caracteristicas medicinais.

2 | MATERIAIS E METODOS

Foram previamente isolados 10 fungos endofiticos de Aveldés na cidade de
Mossor6, Rio Grande do Norte, e cultivados em BDA a 28°C (denominados de ETT1 a
ETT10) a 28°C em camara BOD para crescimento por sete dias. Retirado dois discos
de micélio de 6mm de cada isolado e cultivado por 8 dias em meio especifico a 28°C
(1,8% de agar, 1% de gelatina e 1% leite desnatado diluidos em tampao citrato fosfato
a 0,1 M com pH 5.0). A reacéao proteolitica foi observada através da formag¢ao de um
halo translicido ou esbranquicado ao redor da coldnia e os didmetros da colbnia e do
halo foram medidos para determinar o indice enzimatico (IE = didmetro da colénia /
didmetro da colénia mais a area do halo de degradacéo). Nao foi necessario uso de
revelador. Os testes enzimatico foram realizados em quatro repeticoes.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os isolados testados, apenas ETT8 apresentou atividade proteolitica
tendo um indice enzimatico (IE) igual a 7,5.

As proteases podem ser aplicadas em diversos alvitres, especialmente em
detergentes, industria de couro, biorremediacao de efluentes, farmacos e industria
alimenticia (RAO et al., 1998; WARD et al., 2006). Fernandes (2006) realizou uma
metodologia semelhante a do presente trabalho e testou a atividade proteolitica em 71
isolados de diferentes fontes, tais como café, solo, amendoim, pimentao, dentre outros,
na qual houve atividade positiva em 56 destes. Porém, dentre estes isolados, apenas
trés tiveram solo como fonte, dois do género Cladosporium spp. € um Penicillium spp.,
com IE 1,72, 1,43 e 1,13, respectivamente. O resultado observado se assemelha ao
presente estudo, pois apresentou um numero reduzido de isolados com atividade
proteolitica. No entanto, o indice enzimatico apresentado para esse isolado ETT8
foi muito superior ao que se preconiza para um bom produtor enzimatico (IE = 2,0),
demonstrando um grande potencial biotecnolégico.

Principais Grupos e Aplicagdes Biotecnologias dos Fungos Capitulo 6




Isolados Média IE

ETT1 0,00 a*
ETT2 0,00 a
ETT3 0,00 a
ETT4 0,00 a
ETT5 0,00 a
ETT6 0,00 a
ETT7 0,00 a
ETT9 0,00 a
ETT10 0,00 a
ETT8 7,50 b

Tabela 1: Resultados do teste de atividade enzimatica de protease de fungos endofiticos de Euphorbia
tirucalli L.

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

41 CONSIDERACOES FINAIS

E possivel concluir que dentre os fungos endofiticos de Euphorbia tirucalli L.
existe pelo menos um produtor de protease com grande potencial biotecnoldgico.
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RESUMO: Microrganismos presentes nos
mais diversos ambientes representam uma
fonte atrativa de enzimas. As proteinas
microbianas tém uma maior vida util e podem
ser armazenadas durante semanas sem
perda significativa de atividade. As enzimas
produzidas como metabdlitos por bactérias
ou fungos séo potencialmente aplicaveis nas
mais diversas areas industriais de producéao
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ou transformacéo. Isto se da devido a catélise
biolégica de processos de interesse comercial
eficientemente e é nesse contexto que reside a
importancia da busca por novas possibilidades
biologicas. Este trabalho teve como objetivo
analisar a producdo de proteases, amilases,
ureases, lipases e tanases por linhagens do
fungo Rhizopus arrhizus (WFCC/UCP 402), e
das bactérias Bacillus licheniformis (WFCC/
UCP 1008) e Geobacillus stearothermophilus
(WFCC/UCP 1520) que foram isoladas de
mangue na cidade de Rio Formoso no litoral sul
de Pernambuco-Brasil. Estas linhagens foram
submetidas aos testes de producédo dessas
enzimas em meios de cultura especificos em
variadastemperaturasetemposdeamostragens.
Os resultados obtidos demonstraram que
nas condicdes de temperaturas empregadas
nenhum dos trés isolados produziu proteases e
tanases de modo eficiente em qualquer tempo
de amostragem, mas todas produziram ureases
em diversos niveis sendo verificada maior
eficiéncia em R. arrhizus. As amilases e lipases
foram produzidas apenas pelas linhagens de
bactérias. Sendo assim, o R. arrhizus deve gerar
melhor producéo de ureases, o B. licheniformis
deve ser utilizado na producdo de amilases e
ureases e o G. stearothermophilus na produgao
de ureases e lipases. Os resultados obtidos
demonstram o potencial dos microrganismos
estudados em produzir enzimas de interesse
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industrial.
PALAVRAS-CHAVE: microrganismos, producéo enzimatica, bactérias, fungos.

PRODUCTION ANALYSIS OF THE PROTEASES, AMYLASES, UREASES, LIPASES
AND TANASES BY FUNGAL AND BACTERIA ISOLATED FROM THE NORTHEAST
BRAZIL

ABSTRACT: Microorganisms present in the most diverse environments represent an
attractive source of enzymes. Microbial proteins have a longer shelf life and can be
stored for weeks without significant loss of activity. Enzymes produced as metabolites
by bacteria or fungi are potentially applicable in the most diverse industrial areas
of production or processing. This is due to the biological catalysis of processes of
commercial interest efficiently and it is in this context that lies the importance of the
search for new biological possibilities. The objective of this work was to analyze the
production of proteases, amylases, ureases, lipases and tanases by Rhizopus arrhizus
(WFCC / UCP 402) and Bacillus licheniformis (WFCC / UCP 1008) and Geobacillus
stearothermophilus (WFCC / UCP 1520) bacteria that were isolated from mangroves
in the city of Rio Formoso in the southern coast of Pernambuco-Brazil. These strains
were subjected to production tests of these enzymes in specific culture media at varying
temperatures and sampling times. The results showed that under the temperature
conditions employed none of the three isolates produced proteases and tanases
efficiently at any sampling time, but all produced ureases at different levels and higher
efficiency in R. arrhizus. Amylases and lipases were produced only by bacterial strains.
Thus, R. arrhizus should generate better ureases production, B. licheniformis should
be used for amylase and ureases production and G. stearothermophilus for ureases
and lipases production. The obtained results demonstrate the potential of the studied
microorganisms in producing enzymes of industrial interest.

KEYWORDS: microorganisms, enzyme production, bacteria, fungi.

11 INTRODUGCAO

Existe um clamor social por atividades produtivas sustentaveis valorizando
assim a producao de insumos e processos quimicos que demandem matéria prima
renovavel. Neste ponto que se insere a utilizacdo de microrganismos capazes de
processos bioquimicos mais eficientes e que favorecam a produg¢ao em larga escala de
insumos metabdlicos essenciais para os mais diversos ramos industriais fortalecendo
assim a sua competitividade. E necessario observar o interesse na melhoria dos
processos evitando assim o dispéndio de recursos e aumentando a sua eficiéncia.
Neste contexto existe o favorecimento da utilizacdo de matérias primas renovaveis por
tecnologias de biotransformacéo e biocatélise. Estas tecnologias ja sao realidade nas
industrias, mas a pesquisa continuada favorece o aparecimento de novos processos e
novas oportunidades de mercado. Sua implementacéo resulta em produtos de maior
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qualidade, obtidos por processos de menor consumo energético e de menor impacto
ambiental.

O potencial biocatalitico dos microrganismos tem sido empregado ha séculos
para produzir pao, vinho, vinagre e outros produtos comuns sem conhecimento da base
bioquimica de seus ingredientes. Enzimas microbianas ganharam interesse por seus
usos difundidos na industria e medicina devido a sua estabilidade, atividade catalitica
e facilidade de producéo e otimizacdo da obtengdo diferente das enzimas vegetais e
animais. O uso de enzimas em varias industrias (por exemplo, alimentos, agricultura,
produtos quimicos e produtos farmacéuticos) estd aumentando rapidamente devido
a reducao do tempo de processamento, baixo consumo de energia, custo-beneficio,
caracteristicas nao-toxicas e ecoldgicas. Enzimas microbianas sao capazes de
degradar compostos quimicos toxicos de residuos industriais e domésticos (compostos
fendlicos, nitrilos, aminas, etc.) por degradacdo ou conversao (SINGH et al., 2016).
Entre as enzimas de interesse para a industria, as mais empregadas sao as proteases,
que respondem por 60% do mercado mundial de enzimas.

Bactérias e fungos presentes no solo desempenham uma funcédo essencial
em varios ciclos biogeoquimicos sendo responsaveis pela ciclagem de compostos
organicos. Microrganismos do solo influenciam os ecossistemas pela contribuicéo
a saude, nutricdo das plantas e a propria quimica do solo e fertilidade (ANBU et
al., 2017). Os microrganismos apresentam uma extensa diversidade genética e
desempenham inumeras fun¢gées nos mais variados processos dos ecossistemas.
Sendo assim é essencial o conhecimento e aproveitamento dos microrganismos
isolados dos mais diferentes ecossistemas naturais. Sera com isso que um conjunto
de aplicagdes antes desconhecidas podem ser descobertas analisando-se suas vias
metabdlicas e consequentemente seus metabdlitos que podem conter moléculas até
entdo desconhecidas e que podem ser utilizadas em beneficio da humanidade.

O mercado mundial de enzimas industriais foi estimado em 2016 movimentar 4.61
bilhdes de dblares e acredita-se que a comercializacdo mundial dessas substancias
movimente aproximadamente 320 milhdes de doblares anualmente. Tal importancia
econdmica justifica o interesse gerado pela busca de microrganismos capazes
de influenciar favoravelmente a descoberta de processos e produtos de suas vias
gue envolvam tecnologia de baixo custo energético e que possuam menor impacto
ambiental na sua obtencéo (DIAS e CARVALHO, 2017). As enzimas, principais alvos
da busca pelos cientistas, sdo substéncias organicas especificas compostas por
polimeros de aminoacidos que atuam como catalisadores no metabolismo dos seres
vivos. Estas proteinas atuam em vias biossintéticas nas células vivas e estao presentes
em todos os organismos sejam plantas ou animais, ou nos mais simples, como formas
unicelulares de vida, aos mais desenvolvidos (GAZZALA et al., 2016).

O desenvolvimento tecnoldgico mundial avanga cada vez mais no caminho dos
processos biotecnoldgicos, principalmente aqueles catalisados por enzimas de alta
eficiéncia, baixo custo e facilidade de producdo. Sendo assim, a procura por novas
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moléculas de interesse biotecnoldgico é uma ferramenta atual e necessaria para a
descoberta de novos processos que otimizem a producgao industrial e acarretem em
inovacao para as empresas. Isto impactaria de modo benéfico diretamente a cadeia
produtiva nas mais diferentes areas. O presente trabalho foi realizado com o objetivo
de verificar a presenca de enzimas com potencial interesse biotecnologico industrial
dos tipos proteases, amilases, uréases, lipases e tanases por microrganismos das
espécies R. arrhizus, B. licheniformis e G. stearothermophilus quando submetidos a
diferentes temperaturas e tempos de crescimento. Este tipo de analise favorece a
obtencédo de dados eficientes para uma producdo em larga escala possibilitando o
direcionamento dos fermentadores da linha de producéo.

2| METODOLOGIA

Microrganismos

As linhagens de microrganismos utilizadas foram do fungo filamentoso
Rhizopus arrhizus (WFCC/UCP 402) e das bactérias Bacillus licheniformis (WFCC/
UCP 1008) e Geobacillus stearothermophilus (WFCC/UCP 1520) isoladas de
substratos de mangue localizado na cidade de Rio Formoso no litoral sul do estado de
Pernambuco — Brasil. Elas foram obtidas do banco de cultura do Nucleo de Pesquisas
em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB) da Universidade Catélica de Pernambuco, o qual
é cadastrado no World Federation Culture Collection-WFCC.

Meios de manutencao

Alinhagem do fungo R. arrhizus foi cultivada em meio Sabouraud Dextrose agar
(p/v) peptona 10g, glicose 40g, agar bacteriolégico 15g, agua destilada 1000ml. Ja as
bactérias B. licheniformis e o G. stearothermophilus foram mantidas em agar nutritivo
(p/v) peptona 5g, extrato de carne 3g, cloreto de sédio 1g, agar bacterioldgico 15g,
agua destilada 1000ml. Estas linhagens foram mantidas em temperatura de 5°C,
sendo repicadas a cada 3 meses com o intuito de obter culturas jovens.

Meios para deteccao enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada em quintuplicata em meio especifico
para deteccdo de: proteases (extrato de carne 3g, peptona 5g, agar bacteriol6gico
15¢g, dgua destilada 1000 e pH 7,0, adicionado de uma solu¢do de gelatina de 5g
diluida em 100ml de agua destilada com pH 6,0); amilases (extrato de carne 3g,
peptona 5g, amido 2g, agar bacterioldégico 20g e agua destilada 1000mL em pH 7,0);
ureases, camada inferior: agar bacteriologico 20g, peptona 10g, glicose 40g, agua
destilada 1000ml, solugéo de uréia 50ml (1% p/v) em pH 6,5, camada superior: agar
bacteriologico 20g, solu¢ao tampéo fosfato de s6dio monobéasico 255ml (2,76% p/v),
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solucéo tampao fosfato de sddio dibasico 245ml (5,37% p/v), solugéo uréia 50ml (1%
p/v), solucédo de azul de bromotimol 50ml, agua destilada 500ml em pH 6,5; lipases
(peptona 10g, cloreto de sddio 5g, cloreto de calcio bihidratado 0,1g, &gar bacteriolégico
20g, 10ml de tween 20 (esterilizado em vapor fluente), agua destilada 1000ml em pH
6,0); e tanases, extrato de malte 30g, agar bacteriolégico 15g, acido tanico 0,5% (p/v),
agua destilada 1000ml e pH 6,5.

Preparacao da suspensao microbiana

Para preparacao das suspensdes microbianas foram obtidas suspensées
esporicas de 108 esporos/ml a partir de culturas jovens de R. arrhizus crescidas em
Sabouraud (28°C/168h); e suspensado bacteriana de 108 CFU/ml a partir de culturas
jovens de B. licheniformis e G. stearothermophilus crescidas em agar nutritivo
(30°C/24h). Posteriormente, 50ul das suspensdes microbianas foram inoculadas em
furo com didametro de 6mm no centro das placas contendo 20ml dos meios de cultura
especificos para deteccao enzimatica.

Determinacao da atividade enzimatica

Apoés a inoculagao das solugdées microbianas as placas foram incubadas a 28°,
37° e 45°C. A estimativa visual dos halos de atividade enzimatica foi realizada em
intervalos de tempo de 24, 48 e 72h.

Atividade Proteolitica: Gelatina foi usada para avaliar a atividade proteolitica.
Para melhor visualizagdo do halo, apds as 72 h de incubacgéao, a superficie das placas
foi coberta com solucao reveladora de iodo (0,1N).

Atividade Amilolitica: a habilidade de degradar amido foi usada como critério
para determinacdo da producéo de enzimas amiloliticas. Apds 72 h de incubacgao a
28, 37 e 45° C, as placas foram reveladas com iodo e a atividade amilolitica avaliada
pela zona clara ao redor da coldnia.

Atividade Urealitica: a detec¢do da enzima urease foi confirmada pela mudanca
do pH e cor do meio, de verde para amarelo.

Atividade Lipolitica: apds 72 h de incubacéao a 28, 37 e 45°C o halo de degradacéao
do Tween 20 foi evidenciado pela revelacao das placas com iodo e a atividade lipolitica
avaliada pela zona clara ao redor da colénia.

Atividade Tanalitica: apds 72 h de incubacgéo a 28, 37 e 45°C deveria ser observada
a degradacao do acido tanico e a clarificacdo do meio ao redor da colénia.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Proteases

As proteases sao importantes enzimas, utilizadas na industria alimenticia,
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téxtil, farmacéutica e de detergentes (SINGH et al, 2016). Os resultados obtidos
demonstraram a habilidade dos microrganismos testados em crescer nas diferentes
temperaturas para o0 meio de cultura contendo gelatina como fonte de carbono
adicional (Tabela 1), contudo foi observada a incapacidade dos microrganismos em
produzir proteases de forma eficiente nas condi¢cdes avaliadas (Figura 1). Isto foi
verificado pela ndo formacao de halos nas placas analisadas apesar do crescimento

observado.
PROTEASES AMILASES UREASES LIPASES TANASE
Organismos 28°C 37°C 459C 28°C 37°C 458C 28°C 370C 45°C 28°C 37°C 45°C 28°C 37°C 4seC
Rhizopus arhizus L TR T O A (R

Bocilus licheniformis 2+ 3+ 3 % B B M M #1414 0B
Gsteorothermophilus 1+ 1+ # 1+ + 0¥ W B ¥ 1+ 1+ 4

Tabela 1: Média das quintuplicatas do indice de crescimento microbiolégico para todos os meios
testados ap6s 72 horas de incubagéo.

1+ = Baixo Crescimento, 2+ = Médio Crescimento, 3+ = Alto Crescimento.

Visualizagdo indicativa da atividade enzimatica entre os organismos

35

25

15

indice de Atividade

0,5

282C | 37°C | 45°C | 2B°C | 37°C | 45°C | 28e2C | 37°C | 45°C | 28eC | 37°C | 45°C | 282C | 37°C | 45=C

PROTEASES AMILASES UREASES LIPASES TANASES

m Rhizopus arrhizus m Bacillus licheniformis  m Geobacillus stearothermophilus

Figura 1. Vis@o geral com comparacéo indicativa global do crescimento e das atividades
enzimaticas dos microrganismos testados para todas as enzimas analisadas no tempo de 72h.
Indice de Atividade: H1 = Baixa atividade, H2 = Média atividade, H3 = Alta atividade.

Esperava-se que o G. stearothermophilus por ser uma linhagem termofilica, ou
seja, organismo que apresenta maior afinidade metabdlica por altas temperaturas
apresentaria melhor taxa de crescimento na temperatura de 45°C chegando a niveis
3+ que foram considerados como de alto crescimento. O fato de ele ser um organismo
termofilico pode terinfluenciado o seu baixo crescimento, emniveis 1+, nastemperaturas
de 28° e 37°C. Diferentemente do Bacillus que foi mais estavel apresentando niveis de
crescimento mais uniformes para todas as enzimas e temperaturas testadas. Mas isso
tudo pode ser resultado de uma interac&o entre a capacidade de crescimento em certa
temperatura e a disponibilidade do nutriente especifico. Apés 72h o fungo R. arrhizus




apresentou alto crescimento 3+ principalmente nas temperaturas de 28 °C e 37 °C,
demonstrando uma adaptabilidade mais estreita quando se refere a temperatura,
diferentemente das bactérias estudadas que cresceram nas 3 temperaturas, com
excecao apenas no meio para producao de tanases. Shiozaki et al. (2008) descreveram
o crescimento de R. arrhizus em meio de cultura contendo pireno como fonte
adicional de carbono. O seu crescimento em diferentes condicbes de temperatura
pode fazer dela uma 6tima opgédo para o cultivo em larga escala principalmente se
for de enzimas do tipo ureases. Assim como o R. arrhizus, as bactérias apresentaram
crescimento celular do tipo 3+, em temperaturas variando de 37°C a 45°C, sendo
descrita previamente a grande capacidade de crescimento desses microrganismos em
condicoes desfavoraveis de fonte de carbono (VASCONCELOS et al, 2009).

Os halos transparentes de degradacéo da gelatina, presente como Unica fonte
de carbono, ndo foram distinguiveis em nenhuma placa de crescimento analisada
apesar do crescimento dos microrganismos. Este fato pode ter sido devido a
inabilidade dos microrganismos testados em degradar tal composto durante o
periodo de 72h, estando o crescimento celular relacionado com a capacidade dos
microrganismos em utilizar metabolicamente as outras substancias presentes no meio
de cultura em detrimento da utilizagdo do indicador (gelatina). Também é sugerido
que os microrganismos avaliados possam ter degradado de forma bastante suave a
gelatina, o que tornou dificil a identificacdo dos halos que comprovariam a presenca de
proteases. Na literatura, a producao de proteases vem sendo descrita para diferentes
microrganismos (NASCIMENTO e MARTINS, 2004; NAJAFI et al., 2005; FERRACINI-
SANTOS e SATO, 2009; SANGEETHA et al., 2010). Havendo a descricao do uso de
amido, glicose e caseina como fontes principais de carbono, e nitrato de amdnio e
extrato de levedura como fontes de nitrogénio. Sendo sugeridos testes adicionais em
presenca de diferentes fontes de carbono e nitrogénio para confirmar a ndo producéo
de proteases pelos microrganismos testados.

Amilases

Na diversa gama de enzimas existentes as amilases apresentam grande
importéancia para a biotecnologia com um amplo campo de aplicagdes. Na industria
de alimentos sdo empregadas na liquefagcdo do amido para a obtencdo de glicose,
em produtos de panificacdo, em cervejarias e bebidas fermentadas, em cereais para
alimentacao infantil como também séo aplicadas na ragcéo animal.

Os resultados de crescimento para as placas de teste de amilases demonstraram
que R. arrhizus apresentou crescimento de nivel 3+ nas temperaturas de 28 e 37°C
mas nao apresentou crescimento a 45°C. Diferentemente das bactérias B. licheniformis
gue aumentou de nivel 2+ para 3+ e G. stearothermophilus que aumentou de 1+ para
2+ entre 37° e 45°C, respectivamente (Tabela 1).

As amilases estéo entre as mais importantes enzimas (GOPINATH et al., 2017).
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A presenca de amilase observada no crescimento de B. licheniformis, corrobora com
a literatura que descreve esse microrganismo como grande produtor de amilases
comerciais (RODRIGUEZ et al., 2006). A ndo producéo de amilase por R. arrhizus, em
nenhuma das condicdes avaliadas sugere que sejam testadas outras fontes de carbono
como indutoras da producéo da respectiva enzima, visto que em trabalho de Moreira
et al, (2001) foi induzida a producéao de amilase por Aspergillus sp. em meio contendo
a-metil-D-glucosideo, um analogo sintético da maltose. Embora tenham sido descritas
bactérias termofilicas produtoras de amilases (GORLACH-LIRA e COUTINHO, 2007),
para as condi¢cdes avaliadas B. licheniformis e G. stearothermofilus nao foram capazes
de degradar o amido a temperatura de 45°C. Sugerindo que para que estas bactérias
expressem amilases eficientemente seja preferivel a incubacdo em temperaturas
abaixo de 45°C.

Ureases

As ureases sao enzimas que catalisam a hidrélise do nitrogénio em compostos
de amoénia, utilizando a uréia e substratos protéicos de baixo peso molecular. Tem
grande importancia na agricultura sendo muito utilizada em processos envolvendo o
aumento da fertilizagdo em solos ricos contendo diversos minerais.

Na Tabela 1 é observada a prevaléncia de alto crescimento de todos os isolados
nas diferentes condicbes analisadas, demonstrando a capacidade de utilizacéo
da uréia como unica fonte de nitrogénio. O R. arrhizus a 45°C ndo apresentou
crescimento, sendo sugerida que a capacidade de R. arrhizus em degradar uréia,
como fonte de nitrogénio seja dependente da temperatura de incubacao. Devido a
essa caracteristica é recomendado temperaturas inferiores a 45°C para processos
de otimizagédo da producao de ureases por R. arrhizus (WFCC/UCP 402). A literatura
descreve a influéncia de fatores ambientais na produc¢ao de urease por fungos (PAULA
et al, 2006; CERCIANI et al, 2008; PUPIN et al, 2009). O G. stearothermophilus
apresentou crescimento do tipo 2+ a temperatura de 28°C que pode ter sido devido
ao seu menor rendimento metabdlico estar associado a temperaturas mais baixas
(SANTOS FILLHO e PENA, 2003). Adicionalmente a estes resultados pode-se sugerir
que a presenca de glicose como fonte de carbono do meio de cultivo para os testes
de presenca de ureases foi a melhor opcéo para a promog¢éo do crescimento celular,
quando comparado com a composicao dos meios de cultura utilizados para os testes
de producéao de proteases, amilases, lipases e tanases.

Para as bactérias B. licheniformis e o G. stearothermophilus as temperaturas
que apresentaram melhores resultados para a producao de ureases foram de 37 e
45°C, sendo observada média atividade, enquanto que a 28°C foi observada baixa
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atividade enzimética (Figura 1).
Lipases

De outro modo, as lipases sdo enzimas que sao usadas em industrias quimicas e
de cosméticos, farmacéuticas, industrias de producéao de papel e celulose. Na industria
téxtil as lipases atuam na fiagdo dos tecidos, na quimica ela melhora a absorcéo de
tintas sintéticas, apresentam solubilidade em agua, contudo catalisam reacdes que
possuem substratos lipofilicos.

Para as condi¢cbes avaliadas nao foi observado crescimento micelial
de R. arrhizus e foi observado baixo crescimento para B. licheniformis e G.
stearothermophilus, sendo sugerida dificuldade desses microrganismos em
degradar Tween 20, adicionado ao meio de cultura como Unica fonte de carbono.
Embora seja sugerida a producao de lipases por B. licheniformis a temperatura de
40°C (SANGEETHA et al., 2010), no presente estudo o isolado apenas apresentou
producéo de lipase a 28°C, embora tenha havido alto crescimento celular a 45°C
(Tabela 1).

Para esta enzima os halos de degradacéo revelados pelo iodo foram unicamente
de nivel H2 (média atividade). Em trabalho de Kumari et al. (2009) é sugerido o tamanho
do inéculo como fator importante para uma grande producdo de lipase. Para B.
licheniformis a producéo de lipase apenas ocorreu a 28°C e para G. stearothermophilus
a producdo de lipase péde ser observada em todas as temperaturas avaliadas
durante o experimento. Nawani et al. (2006) descreve bactérias termofilicas da familia
Bacillaceae como produtoras de lipase em temperaturas 6timas de 60°C, sendo
sugerido avaliar a atividade da lipase produzida pelo isolado G. stearthermophilus em
temperaturas acima de 45°C.

Tanases

As tanases sdo enzimas que tém a funcdo de hidrolisar ésteres de taninos
produzindo acido gélico e glicose. As maiores aplicacdes destas enzimas sédo na
producéao de acido galico, no processamento da cerveja e nos processos de clarificacéo
de sucos e chas instantaneos atuando ainda no tratamento de efluentes contaminados
com compostos fendlicos

Os microrganismos testados ndo cresceram no meio utilizado para os testes de
producdo enzimatica de tanases, mesmo ampliando o periodo de crescimento para
120h. Consequentemente nao se fez presente nenhum halo de degradacédo sendo
sugerido que os microrganismos testados nao foram capazes de utilizar o acido tanico
como fonte de carbono. Isto pode ter sido devido a composi¢cao do meio utilizado,
sendo este 0 Unico meio a possuir extrato de malte e acido tédnico em sua composicéao
gue de alguma forma pode ter influenciado na viabilidade dos inéculos realizados. A
literatura descreve diferentes linhagens de Aspergillus e Penicilium (PINTO et al., 2001;

Principais Grupos e Aplicagdes Biotecnologias dos Fungos Capitulo 7




COSTA et al., 2008; MATA-GOMEZ et al., 2009), Lactobacillus plantarum (CURIEL et
al., 2010), Serratia sp. (BELUR et al., 2010) e Bacillus licheniformis (MONDAL e PATI
2000; MOHAPATRA et al., 2009) como produtoras de tanases, contudo as cepas de
isolados utilizados no presente trabalho nao foram capazes de produzir tanases nas
condicbes experimentais (Figura 1).

41 CONCLUSOES

Os isolados Rhizopus arrhizus, Bacillus licheniformis, e Geobacillus
Stearothermophilus demonstraram serem indicados para testes adicionais de
potencial producao biotecnolégica em larga escala de amilases, ureases e lipases. Por
outro lado, néo se deve esperar muito beneficio industrial na producéo de proteases e
tanases, visto que ndo foi observada a presenca de halos de degradacédo para estas
enzimas. O R. arrhizus deve gerar melhor producéo de ureases, o B. licheniformis
deve ser utilizado na producao de amilases e ureases e o G. stearothermophilus na
producao de ureases e lipases. Dito isto, é importante ressaltar a competéncia destes
organismos em produzir certos tipos de enzimas que possuem interesse industrial
para estudos futuros.
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