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RESUMO

Na regido Norte, a intoxicacdo por plantas é a principal causa de mortes em
bovinos adultos; a grande maioria dessas mortandades de bovinos na Amazodnia é
determinada por Arrabidaea bilabiata (Sprague) Sandw, nas varzeas do rio Amazonas
e seus afluentes, e por Paulicourea marcgravii St. Hil. na terra firme. Enquanto essa
tltima planta tem sido extensivamente estudada, tem-se diversos aspectos a serem
estabelecidos em relagcdo a A. bilabiata. Medidas agrondmicas da formacao de pastos,
0 emprego de espécies de plantas e aplicacdo correta de técnicas agrondmicas séao
praticas que irdo permitir outras espécies potencialmente toxicas de serem dominantes,
além do uso de sementes de qualidade comprovada evitando casos de doencas
provenientes por infeccdo por microrganismos. Os microrganismos endofiticos, sem
considerar os fungos micorrizicos arbusculares, estao presentes no interior de 6rgaos e
tecidos vegetais como folhas, caules, frutos e raizes de vérias plantas, aparentemente
sadias, podendo em alguns casos produzir danos a planta quando as condicGes
ambientais e estado fisiologico do hospedeiro se tornarem favoraveis. Cada
microrganismo produz varias enzimas, as quais participam de seus processos
metabdlicos variando de espécie para espécie, ou até mesmo de linhagens da mesma
espécie, e na quantidade de cada uma delas. As enzimas sdo empregadas em muitas
atividades industriais, como na industria de produtos de limpeza, no processamento de
polpa e do papel, na producéo téxtil e em aplicagcbes médicas onde, com frequéncia,
substituem compostos ou processos quimicos. Linhagens do enddfito Xylaria sp.
isolado de A. bilabiata, foram testadas para andlise qualitativa das atividades
enzimaticas para amilase, celulase e pectinase. Das linhagens testadas, ndo houve
producdo de enzima hidrolitica extracelular, analisados pela auséncia de halo

translicido ao redor da colonia.

Palavras-Chave: Enddfitos, Xylaria sp. , Arrabidaea bilabiata , planta téxica ,

Enzimas.
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1. INTRODUCAO

O género Arrabidaea, da familia Bignoniaceae, ocorre na América tropical, do
sul do México ao Brasil central (COSTA E LIMA, 1989) e inclui algumas espécies
toxicas para bovinos, dentre as quais se destaca Arrabidaea bilabiata (Sprague)
Sandw, conhecida pelos nomes populares de “chibata” ou “gibata”, classificada no
grupo das que causam “morte subita”. As interacdes entre microrganismos endofiticos
e as plantas ainda ndo sdo muito bem compreendidas, mas podem ser simbioticas,
neutras ou antagobnicas. (PEREIRA et al., 1993). Cada microrganismo produz varias
enzimas, as quais participam de seus processos metabdlicos variando de espécie para
espécie, ou até mesmo de linhagens da mesma espécie, e na quantidade de cada uma
delas (MELO et al., 2002).

Desde a introducdo da penicilina como primeiro antibiotico, milhares de
metabdlitos produzidos principalmente por fungos e actinomicetos tem sido estudados
em busca de compostos com atividade antimicrobiana. Antibiticos originados de
fungos que séo utilizados atualmente na medicina sdo: penicilina, cefalosporina e acido
fusidico, os quais sé@o antibacterianos, além do agente antifungico griseofulvina (LOWE
E ELANDER, 1983).

Extratos de A. bilabiata no controle de Escherichia coli, Klebsiella pneumonae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus sp e Candida albicans
mostraram-se resistentes com excecédo a C. albicans, sugerindo uma possivel atividade
antifangica.

De Palicourea marcgravii St. Hil., uma Rubiaceae de larga ocorréncia no
Cerrado, e conhecida popularmente como “erva de rato” ou “café bravo”, foram
isolados varios fungos endofiticos por Caféu et al., (2005). Dentre os ja identificados,
Xylaria sp. foi selecionado para estudo devido a atividade apresentada por seu extrato
bruto frente aos fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium
sphaerospermum, indicando a producdo de metabdlitos com atividade antifiangica em
potencial. Segundo Petrini et al., (1992) o fungo Xylaria sp tem sido identificados em

condic¢des tropicais como controladores de patdgenos de solo.



Espécies de Xylaria sdo naturalmente encontradas em arvores mortas como
saprofitas (HALIN E MENEZES, 1996). O género Xylaria € um fungo saprobio de
madeira, desenvolve seu peritécio embutido num estroma bem desenvolvido, sendo
ereto, clavado ou ramificado. Causa cancro em &rvores e podriddo da madeira
(BERGAMIN et al., 1995; AGRIOS, 1997).

Enzimas de origem animal e vegetal obtéem preferéncia no mercado mundial,
existe também na industria a tendéncia de substituir certas fontes enziméticas pelas de
origem microbiana. Esta preferéncia fundamenta-se os seguintes pontos; a) facilidade
de se obter grandes populacdes produtoras de enzimas; b) facilidade de se selecionar
as linhagens com alta produtividade por meio de manipulacbes genéticas; c) pelos
procedimentos envolvidos em extragdo enzimatica que sdo mais simples e econdmicas
e d) a ndo sazonalidade do produto (FUNGARO E MACCHERONI, 2002). Como uma
forma de estabelecer o papel funcional dos fungos endofiticos se faz necessario, dentre
outros fatores, a deteccao de enzimas extracelulares (CARROLL E PETRINI, 1983)

Neste contexto, pretende-se com este trabalho, contribuir para a compreensao
das interacdes planta e endofitos além de abrir novas perspectivas sobre a diversidade
do potencial biotecnolégico dos fungos endofiticos de plantas da Amazbnia, em
especial dos fungos endofiticos isolados de planta tdxica Arrabidaea bilabiata. Sendo
assim, pretende-se detectar qualitativamente a atividade enzimatica para amilase,
celulase, fenoloxidase e pectinase do endéfito Xylaria sp. isolado da planta toxica
chibata (Arrabidaea bilabiata (SPRAGUE) SANDW) BIGNONIACEAE.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microrganismos Endofiticos

Microrganismos que vivem no interior de tecidos e 6rgdos vegetais sem
aparentemente causar danos aos seus hospedeiros sdo denominados microrganismos
endofiticos ou simplesmente endofitos. Acredita-se que esses microrganismos
evoluiram com os seus hospedeiros, apresentando, assim, uma intima interacédo
mutualistica onde 0s microrganismos recebem nutrientes e prote¢cdo e conferem ao
hospedeiro maior resisténcia em ambientes com intenso estresse, causado por fatores
climaticos ou bioldgicos. Essa resisténcia, geralmente, esta associada a producéao, por
parte dos enddfitos, de compostos toxicos aos herbivoros ou aos patégenos
(SERAFINI et al., 2002).

Estudos de microrganismos endofiticos se intensificaram a partir dos anos 80
mostrando sua importancia em estudos biotecnolégicos, principalmente onde poderiam
ser utilizados como vetores para a producao de caracteres de interesse em plantas ou
melhoramento genético para utilizagdo como antagonista a fitopatégenos.
Microrganismos que apresentam propriedades antagobnicas a fitopatdgenos podem ser

isolados do interior de tecidos ou 6rgéos da parte aérea de plantas (ARAUJO, 1996).

2.2 A Importancia do Estudo dos Endofitos

Diversos microrganismos tém sido identificados como potenciais agentes de
controle bioldgico, incluindo fungos endofiticos presentes nos tecidos das plantas
cultivadas (YATES et al., 1997).

Os endofitos sdo potencialmente Gteis na agricultura e na industria,
particularmente na alimenticia e farmacéutica. Podem ser utilizados como vetores para
introducé@o de genes de interesse nas plantas (FAHEY, 1988; MURRAY et al., 1992);
como agentes inibidores de pragas e patdgenos (HALLMANN E SIKORA, 1996) e
como fontes de metabolitos primarios (STAMFORD et al., 1998) e secundarios de

interesse como o taxol, poderoso anticancerigeno (STIERLE et al., 1993; WANG et al.,



2000), a cryptocandina, lipopeptideo antimicético (STROBEL et al., 1999) e diversos
outros antibioticos. Relatos como o do taxol, inicialmente isolado de Taxus brevifolia e,
em seguida, de diversos enddfitos desta e de outras plantas que o produzem, sugerem
um relacionamento entre planta e microrganismo que deve ser melhor explorado.

Os fungos endofiticos incidem em condi¢cdes especificas e se encontram em
microclimas e condicbes fisiologicas distintas. Os seguintes géneros tém sido
identificados em condi¢cbes tropicais como controladores de patégenos de solo:
Acremonium sp, Anthostomella sp, Chrysporium sp, Cladoporium sp, Clypeopycni sp,
Colletotricum sp , Coniothyrium sp, Cryptocline sp, Lasiodiplodia sp, Libertella sp,
Nodilosporium sp, Phaeosphaeria sp, Phialophora sp, Phoma sp, Phomatospora sp,
Phomopsis sp, Xylaria sp (PETRINI et al., 1991).

Os fungos filamentosos, onde os endofiticos estao incluidos, constituem um
grupo de microrganismos que biossintetizam uma quantidade fantastica de metabalitos
secundarios, chegando, em casos especiais, a uma producédo 73% superior a de outras
classes de microrganismos (DREYFUSS E CHAPELA, 1994).

2.3 Plantas Toxicas

Entende-se por planta toxica de interesse pecuario, aquela que quando ingerida
pelos animais, sob condi¢Bes naturais, causam danos a salde ou até mesmo a morte
(TOKARNIA et al., 2000). Muitas destas plantas ocorrem nas areas de periferia da
floresta, porém quando a floresta € derrubada ou queimada para a implantacdo das
pastagens passam a colonizar estas areas (HABERMEHL, 1994).

A importancia das plantas toxicas varia de acordo com a regido. Em estudos
feitos por Riet-Correa & Medeiros (2001), em primeiro lugar esta o Norte do Brasil,
seguido do Nordeste, Centro-Oeste, com um menor niumero de plantas encontradas
nas regides Sudeste e Sul.

Em toda a Regido Amazbnica sdo conhecidas até o momento, trés plantas
responsaveis pela maioria das mortes de bovinos na terra firme: P. marcgravii
(cafezinho), na varzea do Rio Amazonas A. bilabiata (chibata) e na varzea do Rio

Branco e seus afluentes A. japurensis, Existem ainda outras plantas conhecidas que



causam intoxicagdo nos animais da AmazoOnia como: L. camara e |. asarifolia
(TOKARNIA et al., 2000).

2.4 Relacdo dos Endofitos com o Hospedeiro

A relacdo dos enddfitos com o hospedeiro ainda ndo foi completamente
elucidada. Ha duas hipoteses principais: a primeira diz respeito ao equilibrio antagonico
e a segunda a simbiose mutualistica (FAETH, 2002; RUDGERS et al., 2004; SCHULZ
E BOYLE, 2005; KOGEL et al., 2006).

A ocorréncia de enddfitos e a frequéncia de infec¢do variam grandemente de
acordo com a espécie hospedeira e a origem geografica da mesma. Penna (2000)
isolou enddfitos do interior de sementes de erva-mate, porém a maioria das plantas
investigadas ndo possuia sementes infectadas por microrganismos endofiticos.

A freqUuéncia e composicdo de espécies das comunidades microbianas sao
dependentes das interacdes entre os fatores bidticos e abioticos inerentes aos seus
habitats, uma vez que o habitat associado a planta é um ambiente dinamico. Ha
variagdo espacial nas comunidades endofiticas em diferencas e especificidades da
micobiota entre os isolados vegetais: raizes, caules, folhas e frutos. (NALINI et. al.,
2005; TEJESVI et al., 2005; GOND et. al., 2007); dependem das interagbes com outros
microorganismos como patdgenos e epifiticos (OSONO, 2007; SANTAMARIA E
BAYMAN, 2005).

2.5 O Hospedeiro - Arrabidaea bilabiata (SPRAGUE) SANDW.

Arrabideae bilabiata (Sprague) Sandw. pertencente a familia Bignoniaceae é
uma trepadeira escandente abundante em muitas areas da Bacia Amazénica, somente
nas partes baixas (varzeas e restingas) que sdo inundadas periodicamente durante a
“cheia”; sua toxicidade foi descoberta na Venezuela (CORTES, 1969/1971) onde ocorre
as margens do rio Orinoco e alguns de seus afluentes.

Arrabidaea bilabiata (SPRAGUE) SANDW. também conhecida por outros

nomes populares como; chibata, gibata, gibata-branca, gibata-roxa, jurara bucha, jurara



branco dentre outros, é uma planta arbustiva de habito lianescente, robusta com folhas
lisas, face superior verde lustrosa e inferior verde clara, trifolioladas ou bifoliadas com
um foliolo terminal transformado em gavinhas simples. E uma planta invasora
resistente, adaptada a varias condigcbes ambientais. Cresce em solos argilosos ou
arenosos tolerando o encharcamento periddico do terreno, locais inundados e
raramente, em solos de terra firme em florestas secundarias. Ha registros desta planta
na regiao norte nos estados do Amazonas, Para, Roraima e Acre (TOKARNIA et al.,
2000).

A maioria das intoxicacfes ocorre durante a mudanca do gado para a varzea
ou da varzea para a terra firme, isto porque o gado s6 consome esta espécie em época
de fome, condicdo que ocorre neste periodo (TOKARNIA et al.2000).

Trata-se de espécie que possui grande variacdo na toxidez. Estudos realizados
denotam variacdo de até seis vezes para a dose letal experimental em coelhos
(DOBEREINER et al.,1984). Esta dose pode variar com a época do ano, cuja evolugcao
€ superaguda variando de 5 minutos a 4 horas apds a ingestdo para o 6bito
(TOKARNIA et al., 2000).

Trata-se de planta que afeta o coracdo causando morte subita, seus
compostos téxicos sdo glicosideos do tipo esterdides cardioativos (CORTES,
1969/1971). Estas plantas, que causam morte subita, sdo responsaveis pela metade
das mortes causadas por planta toxicas (TOKARNIA et al., 2002).

Cip6 ou arbusto escandente conhecido como “gibata” ou “chibata” é a planta
toxica mais importante para herbivoros nas regiées de varzea da Bacia Amazbnica e a
segunda em importancia em toda a regidao (TOKARNIA, et al., 1979). Sob condi¢des
naturais, a intoxicacdo ocorre somente em bovinos (DOBEREINER et al., 1983) e,

experimentalmente, por via oral também em coelhos (DOBEREINER et al., 1984).

2.6 Importancia biotecnolégica de enzimas produzidas por fungos

Os fungos endofiticos sdo microrganismos capazes de produzir metabdlitos
potencialmente bioativos (AZEVEDO et al., 1998).
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Cada microrganismo produz varias enzimas, as quais participam de seus
processos metabdlicos variando de espécie para espécie, ou até mesmo de linhagens
da mesma espécie, e na quantidade de cada uma delas (MELO et al., 2002).

As enzimas sao substancias naturais protéicas, envolvidas em todos o0s
processos bioquimicos que ocorre nas células vivas, possuindo atividade intracelular e
extracelular com funcdo canalizadora, de reacfes quimicas. Sendo consideradas
proteinas, consistem em cadeias de aminoacidos unidas por ligacdes peptidicas e
articulados em estruturas tridimensionais (LEHNINGER, 1995).

Muitos fungos produzem enzimas extracelulares de importancia na degradacao
e transporte de nutrientes para a célula e no processo de patogénese (BATEMAN E
BASHAM, 1976), podendo a producédo de enzimas extracelulares ser indicativa da
caracteristica patogénica desses fungos. Como uma forma de estabelecer o papel
funcional dos fungos endofiticos se faz necessario, dentre outros fatores, a deteccao
de enzimas extracelulares (CARROLL E PETRINI,1983).

Para que as enzimas funcionem corretamente, precisam de condigOes
especificas, sendo ativadas a faixas estreitas de pH e sensiveis a mudanca de acidez
ou alcalinidade ao meio ambiente (LEHNINGER, 1995). As enzimas também sao
empregadas em muitas atividades industriais, como na industria de produtos de
limpeza, no processamento de polpa e do papel, na producéo téxtil e em aplicacdes
médicas onde, com frequéncia, substituem compostos ou processos quimicos (EUFIC,
2002).

O amido é uma fonte de carbono abundante na natureza e as enzimas como a-
amilase podem hidrolisar as ligagdes a-1,4 em moléculas relacionadas com o amido
(SHIH E LABBE, 1995). As a-amilases s&o enzimas endoativas que hidrolisam o amido
por clivagem randémica das ligagcbes a-1,4. Numerosas a-amilases originadas de
bactérias, fungos, plantas e animais tém sido caracterizadas e seus genes tém sido
clonados para futuros trabalhos (DONG et al.,, 1997; IGARASHI et al., 1998). As
enzimas a-amilases sdo de importancia industrial, particularmente nas inddstrias de
alimentos (producéo de pées, geléias e glicose), detergentes (utilizados em lavanderias
e em preparados para maquinas de lavar lougas), na industria téxtil e na producdo de
etanol a partir de amido (SHIH E LABBE, 1995; IGARASHI et al.,1998)
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A celulose é um polimero linear, ndo ramificado de glicose com ligagao 3-1,4 e
perfaz mais de 40% da biomassa das plantas. A celulose natural € estruturalmente
heterogénea e contém regides amorfas e regides cristalinas altamente ordenadas. O
grau de cristalizagao varia com fonte da celulose. As regibes mais cristalinas sao
resistentes & hidrélise enzimatica (BOK et al.,1998).

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem
celulases; apenas alguns sdo conhecidos como verdadeiros celuloliticos, e sé&o
capazes de degradar a celulose natural (ROBSON E CHAMBLISS,1989).

Na induastria alimenticia, as celulases sdo usadas em varios processos,
principalmente na extracdo de: componentes do cha verde, proteina de soja, 6leos
essenciais, aromatizantes. Essas enzimas participam ainda, dos processos de
producdo de vinagre de laranja e do Agar e na extracéo e classificacdo de sucos de
frutas citricas (ORBERG, 1981).

As fenoloxidades tém sido detectadas extracelularmente na maioria dos fungos
de decomposicdo branca e numa acao cooperativa com outras enzimas fungicas, como
também podem participar da decomposicdo da lignina. Existem trés tipos de
fenoloxidases: peroxidases, tirosinase e lacases (HERRERA, 1991).

As peroxidases realizam fragmentacdes iniciais do polimero de lignina, contém
ferro e catalisam a oxidagao de o- e p-difendis na presenca de H20:.

A Tirosinase e a Lacase, contém cobre e ndo requerem H:202, diferenciam-se
na especificidade do substrato. A Tirosinase é produzida intracelularmente. Enquanto
gue as lacases sdo produzidas por fungos e por plantas, pertencem ao grupo de
oxidases que complexam o cobre e catalisam a oxidacdo de monofendis, o~ e p-
difendis, aminofendis e compostos diaminoaromatico usando oxigénio (HERRERA,
1991). As peroxidases sdo produzidas por fungos e bactérias, em funcdo de suas
caracteristicas, principalmente  relacionadas a baixa  especificidade e
consequentemente largo espectro de acao catalitica, vem sendo trabalhada com seu
complexo enzimatico no tratamento de residuos industriais (KING, 1987).

As pectinases sao utilizadas na indastria de panificacdo juntamente com as
amilases, sendo responsaveis pela hidrolise do glutem, aumentando assim as

propriedades viscoelasticas da farinha de trigo. S&o usadas na producéo de extrato de
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levedura, gelatina de colageno, na preparacdo de peptonas, queijos e também na
producdo de concentrado de peixe (PEPPLER E REED, 1988; NOORDERVLIET E
TOET, 1988).

2.7 Fungo Xyaria sp.

Espécies de Xylaria sdo naturalmente encontradas em arvores mortas como
saprofitas (Hanlin & Menezes, 1996). Pereira (1993) relata com base nos trabalhos de
Rodrigues & Samuels (1990) e Rodrigues & Samuels (1992) que espécies de Xylaria
sdo isoladas de plantas tropicais com maior frequéncia que de plantas de clima
temperado, sendo capazes de sintetizar celulases e ligninases e podendo atuar como
patdgenos latentes ou como decompositores. Em trabalho recente na Alemanha,
Stadler et al. (2001) isolaram do estroma de Daldinia concentrica, ascomiceto da
familia Xylariaceae (mesma familia de Xylaria), o triterpenoide concentricol. Eles ainda
relatam que, recentemente, um grupo de pesquisadores japoneses descobriu mais de
20 novos metabdlitos, produzidos por duas espécies de Daldinia no Japdo. Os
metabdlitos secundarios de espécies européias e americanas deste grupo tém sido
muito bem investigados.

Estudos feitos por Caféu et al., (2005), dando continuidade as pesquisas de
bioprospecc¢éo, selecionaram vérias espécies vegetais de Cerrado e Mata Atlantica
para isolamento e cultivo de fungos endofiticos. De Palicourea marcgravii St. Hil., uma
Rubiaceae de larga ocorréncia no Cerrado, e conhecida popularmente como “erva de
rato” ou “café bravo”, foram isolados varios fungos endofiticos. Dentre os ja
identificados, Xylaria sp. foi selecionado para estudo devido a atividade apresentada
por seu extrato bruto frente aos fungos fitopatogénicos Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sphaerospermum, indicando a produgédo de metabdlitos com atividade
antifangica em potencial. Xylaria sp. foi submetido aos procedimentos usuais de cultivo
em larga escala para fornecimento dos extratos brutos que apos fracionamento
bioguiado, levou ao isolamento de 5 substancias: &cido 2-hexilideno-3-
metilbutanodiéico , citocalasina D, 7-declorogriseofulvina , citocalasina B e

griseofulvina.
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Outro importante trabalho realizado com Xylaria sp. envolve a descoberta de
um novo sesquiterpendide que inibe a enzima integrase do virus HIV-1, uma das trés
responsaveis por sua replicacdo. Esta enzima esta ausente no homem, parecendo ser
muito especifica do HIV-1 sendo, portanto, um alvo potencial para o desenvolvimento
de agentes anti-HIV de alta seletividade (Singh et al., 1999).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Bioldgico

Foram utilizados fungos do género Xylaria, isolados como endéfitos da planta
toxica A. bilabiata, os quais encontravam-se armazenados no Laboratério de
Genética/lnstituto de Ciéncias Bioldgicas/UFAM). Para reativa-los, foram cultivados em

placas de Petri, contendo meio Batata- Dextrose- Agar (BDA).

Figura 1: Cultivo de fungo Xylaria sp. em placa de Petri com meio BDA.

3.1.1 Meio BDA (Batata-Dextrose-Agar)

BatataS .....ivviiiiii i 200,09
DEXIIOSE ...ttt eaae 20,09
AGAI 1509
Yo U E= e L1111 F=To - N 1000 mL
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As batatas foram descascadas, cortadas em pequenos pedacos e cozidas em
1000 mL de agua destilada . Filtrou-se o caldo em proveta, para que fosse avaliado a
guantidade de agua restante, desprezou-se a massa e completou-se com agua
destilada para 1000 mL. A dextrose foi adicionada ao caldo . O pH foi ajustado para 6,8

antes de adicionar o Agar e em seguida foi autoclavado por 15 minutos a 1 atm.

3.2 Recuperacao dos Isolados Armazenados

Os isolados foram recuperados do estoque armazenado, onde fragmentos de
endofitos foram inoculados em meio BDA, em placa de Petri e incubados a temperatura

ambiente até esporulacao (Figura 2). Quando necessario, as colonias eram submetidas

a fotoperiodo de 12 horas sob luz fluorescente, visando estimular a esporulacgéo.

Figura 2: Fragmento do fungo Xylaria sp. inoculado em placa de Petri
com meio BDA.

16



A partir das colonias confirmadas pela identificacdo microscopica, como sendo
do género Xylaria, foram obtidas culturas monospéricas por meio de diluicdo seriada.
Em camara de fluxo laminar, estruturas reprodutivas dos isolados foram raspadas com
alca de platina e preparada uma suspenséo de conidios em tubos de ensaio contendo
2,5mL de solucdo Tween-80 0,1%. Os tubos foram submetidos a agitacdo, por 1min,
em agitador Vortex e transferidos 1mL para tubos contendo 0,9% de solucédo salina. A
nova suspensdo foi agitada por alguns segundos, em agitador Vortex, visando a
homogeneizagéo. Foram realizadas quatro diluicdes seriadas.

De cada uma das duas ultimas diluices, aliquotas de 100uL foram distribuidas
em duplicata, em placas de Petri contendo meio de cultura BDA. ApGs a germinacgao
dos conidios, foi transferido, de cada placa de Petri, um fragmento do meio contendo
hifas produzidas a partir da germinacdo de um unico conidio. Este fragmento foi
transferido para uma nova placa de Petri com meio BDA, a qual foi mantida no escuro,

a temperatura ambiente, pelo tempo necessario para o crescimento da colbnia.

3.3 Cultivo para a realizacdo dos testes enzimaticos (TEIXEIRA, 1994)

Ap6s a confirmacdo da viabilidade das culturas obtidas, estas foram
submetidas a cultivo em meio soélido especifico para a realizacdo dos testes

enzimaticos, seguindo a metodologia descrita a seguir.

3.3.1In6culos

A partir da coldnia obtida em meio de cultura seletivo, fragmentos destes foram
transferidos, para placas de Petri contendo meio de cultura sélido, acrescido do

substrato indutor de acordo com a enzima a ser testada.
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3.3.2 Meio para Crescimento da Linhagem e Inducdo de Enzimas (BUZZINI &
MARTINI, 2002 modificado)

A andlise qualitativa das enzimas hidroliticas extracelulares produzidas por
fungos, foi avaliada em placas de Petri contendo meio de cultura especifico para cada
enzima e o pH ajustado conforme a metodologia descrita a seguir.O fungo foi cultivado
em meio BDA por oito dias a 28° C. Apds este periodo, um fragmento de meio BDA
contendo micélio foi transferido para placas de Petri contendo meio de cultura com
substrato especifico para cada enzima a ser testada. As placas de Petri inoculadas
foram incubadas a temperatura de 28° C. A avaliacdo da atividade foi realizada
continuamente apos 3-10 dias, quanto a presenca ou auséncia de halo de degradacao

com medicao dos halos formados para a analise enzimatica.

Substrato Enzima pH (ajustado)
Amido Amilase 6,8
Carboximetilcelulase Celulase 6,8
Serragem de Cedro Fenoloxidase 6,0
(Cedrela odorata L.)
Pectina Pectinase 6,8

3.3.2.1 Meio especifico para a Atividade Amilolitica

Em um Erlenmeyer, os compostos foram dissolvidos no tampéo e

homogeneizados em agitador magnético.

INBINOS ..ot e e e e e e e e e e e e 2009
(i 1 = PSR 05¢9
SO USSP PPPPRP 05¢g
MOSO4. TH20 ... 0,001 g
F SO ittt —————————————————— 0,001 g
EXtrato de LeVedUIa...........uuiiiiiiiiiii et 0,001 g
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H20O  destilada ....oooooiiiiiiiii e 1000
mL

AL e 1509

Tampao Citrato-Fosfato 0,1M, pH 5,0........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiieie e 500mL

O pH foi ajustado para 6,8 antes de adicionar o 4gar. O meio foi esterilizado a
120°C, durante 15 minutos.

Os fungos endofiticos selecionados, apés crescimento em meio BDA por oito
dias a 28° C foram transferidos para placas de Petri com meio de cultura especifico

para atividade amilolitica (Figura 3).

Figura 3: Fungo em crescimento em meio para atividade amilolitica.

3.3.2.2 Meio especifico para a Atividade Celulolitica

Em um Erlenmeyer, foi feita a homogeneizacdo das substancias, em agitador
magnético:
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MOSO4.TH20 .. 0,01¢
F SO i aa e 0,01g
CarboXi-Metil-CEIUIOSE. ... ... 10,049
EXtrato de LeVeAUIa...........cooiiiieiieieiice e e 0,19
H20 deStilada .....ueevveiiiiiiiieeee e 1000 mL
AL e e 15049

O pH foi ajustado para 6,8 antes de adicionar o agar. O meio foi esterilizado a
120°C, durante 15 minutos.

Os fungos endofiticos selecionados, apos crescimento em meio BDA por oito
dias a 28 °C foram transferidos para placas de Petri com meio de cultura especifico
para atividade celulolitica (Figura 4). Apds crescimento (5-8 dias a 28 °C) as placas de

Petri foram analisadas para verificacdo e medicéo do halo de degradacéao.

Figura 4: Fungo em crescimento em meio para atividade celulolitica.
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3.3.2.3 Meio especifico para a Atividade Fenololitica - Agar Acido-tanico

AGAT.....oiiiiiieeeeeeeeeeee e, 9,09
Y= = 16 [T 1 o PP UPPRT 0,59
Tampao Acetato de Na 0,1 M, pH 5,0.............. 500 mL

Em um Erlenmeyer, a serragem € peneirada e colocada junto com o tampao, o
pH, ajustado para 6,0 e em seguida, acrescentado o Agar até a homogeneizac&o, em
agitador magnético. O meio € esterilizado a 120°C, durante 15 minutos.

Os fungos endofiticos selecionados, ap0s crescimento em meio BDA por oito
dias a 28° C séo transferidos para placas de Petri com meio de cultura especifico para

atividade fenolitica.

3.3.2.4 Meio especifico para a Atividade Pectinolitica

Os compostos foram homogeneizados com bastdo de vidro. O conjunto foi

submetido & aquecimento até a completa dissolucdo do Agar.

N2 1) 2 T 20g
KH2P O e e 0,59
SO RPN 05¢9
MOSO4.TH20 ..o e 0,01¢g
FESO 4 i 0,019
Yo (] g T o111 [0 10,09
EXtrato de LeVEAUIA..........cuuuiiiieieiic e 0,19
H2O destilada ....cooooiiiiie e 1000

mL
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O pH foi ajustado para 6,8 antes de adicionar o agar. O meio foi autoclavado a
120°C, durante 15 minutos.

A Pectina Citrica foi dissolvida em banho-maria separadamente do meio de
cultura, e acrescentada ao meio, ainda quente, apés a autoclavagem.

Os fungos endofiticos selecionados, apos crescimento em meio BDA por oito
dias a 28° C foram transferidos para placas de Petri com meio de cultura especifico
para atividade pectinolitica (Figura 5). Apés crescimento (5-8 dias a 28° C) as placas de

Petri foram analisadas para verificacdo e medicdo do halo de degradacéo.

Figura 5: Fungo em crescimento em meio para atividade pectinolitica.
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3.3.3 Determinacdo Enzimética Qualitativa

Apbs o periodo de incubacéao foi pipetado aliquotas em mL sobre superficie do
meio com solucdo reveladora especifica para cada enzima, para determinacdo da

atividade enziméatica.

Figura 6:Solucdes para a determinacéo da atividade enzimatica.

3.3.3.1 Solugdes Reveladoras

Solucgédo Reveladora Enzima
Lugol Amilase
Vermelho Fenol Celulase
N&o ha necessidade de solucdo Fenoloxidase
Vermelho de Metila Pectinase
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3.3.3.1.1 Solugéao reveladora para amilase

Apos crescimento (5-8 dias a 28° C) as placas de Petri foram coradas com
solucéo de iodo —Lugol, adicionando-se na superficie do meio 10mL de solucéo. Para
verificacdo e medicdo do halo de degradacdo o meio ficou em repouso durante 30

minutos.

Figura 7: Meio com solugéo reveladora Lugol para verificacao

do halo de degradacéo.
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3.3.3.1.2 Solugéao reveladora para celulase

ApoOs 5 dias de incubacgéo, em cada isolado, foi adicionados 10 mL da solucdo
vermelho fenol (0,025%) em tampéao Tris-HCI, pH 8. O meio ficou em repouso por 30

minutos para a reacao.

Figura 8: Meio com solucéo reveladora Vermelho fenol para verificagdo

do halo de degradacéo.
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3.3.3.1.3 Solucgéo reveladora para pectinase

Para melhor revelacdo do halo de degradacdo, as placas de Petri foram
coradas adicionando-se um volume de 10mL de solucdo de vermelho de metila a
0,2%. Esperou-se um tempo de aproximadamente 20-30 minutos, retirou-se 0 excesso
de solugao no meio e verificou-se a presencga do halo.

Figura 9: Meio com solucéo reveladora Vermelho de metila para verificacao

do halo de degradacéo.
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3.3.4 Verificagdo das reagdes enzimaticas

Para amilases, celulases e pectinases os resultados das reagcfes enzimaticas
positivas sdo identificadas pela formagdo de um halo translicido, ao redor de cada
fragmento.

A reacado de fenoloxidase € detectada pela modificacdo quimica do meio de
cultura. A reacdo positiva é visualizada, sem ser necessario adicionar solucédo
reveladora na superficie do Agar.

A atividade enzimatica € determinada pelo tamanho do halo em milimetro,

medindo-se o diametro pelo reverso da placa de Petri.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade enzimatica para Amilase

Linhagens do fungo endofitico testado, Xylaria sp. , ndo produziu enzima
hidroliticas extracelulares para amilase, pois na verificacdo da reacdo enzimatica
amilolitica, ndo apresentou halo de degradacdo ao redor da colbnia. Para melhor
visualizagdo a placa foi colocada contra a luz. As linhagens testadas em meio de
cultura contendo amido germinaram consideravelmente, entretanto nenhuma

apresentou a formacdo de um halo translucido de acordo com a metodologia aplicada.

Figura 10: Verificagdo da reagéo enzimatica amilolitica
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4.2 Atividade enzimatica para Celulase

Das linhagens testadas, ndo houve producdo de enzima hidrolitica extracelular
para celulase, pois na verificagdo da reacado celulolitica foi avaliado a auséncia do halo
de degradacdo ao redor da colbnia. Foi visualizado crescimento consideravel dos

fungos em meio celulolitico.

Figura 11: Verificacdo da reagédo enzimatica celulolitica .
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4.3 Atividade enzimatica para Fenoloxidase

Para a reacado de fenoloxidase a analise nao foi realizada.

4.4 Atividade enzimatica para Pectinase

N&o houve producdo de enzima hidrolitica extracelular para pectinase, pois na
verificacdo da reacao pectinolitica foi avaliado a auséncia do halo de degradacdo ao
redor da colénia. As linhagens testadas em meio de cultura contendo pectina citrica
germinaram consideravelmente. A presenga de um halo claro em volta da colbnia

sugeria a degradacao da pectina citrica; porém nao houve presenca de halo.

Figura 12: Verificacdo da reagcédo enzimatica pectinolitica .
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O halo indicador da degradacdo estava ausente nos meios em experimento.
Nas linhagens testadas a reacao foi negativa pois ndo houve deteccédo de atividade
enzimatica através da analise dos halos de degradacéao.

Segundo Neirotti e Azevedo (1988), a visualizacdo do halo depende de varios
fatores, além da composicdo do meio de cultura. Algumas substancias quimicas do
meio de cultura podem interferir no corante proporcionando resultados falso-positivos,

ou ainda provocar sua precipitacdo ou inibir a ligacdo deste aos polissacarideos.
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5. CONCLUSAO

O estudo da caracterizacdo enzimatica das linhagens do endofito Xylaria sp.,
neste trabalho, ndo evidencia a potencialidade biotecnolégica desse microrganismos,
porém faz-se necesséario a busca de novas pesquisas e revisdo das metodologias

aplicadas para que no futuro desenvolva-se pesquisas envolvendo este género.
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