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RESUMO

Os fungos compreendem um grupo heterogéneo de microrganismos, atuando
como saprobios, parasitas e simbiontes. Como saprobios, podem viver em diversos
ambientes, especialmente no solo. Este trabalho teve como objetivos o isolamento,
identificacdo e atividade enzimatica (lacase e peroxidase) de fungos filamentosos do
solo do Vale do Catimbau, semi-arido pernambucano. Quatro coletas de solo foram
feitas durante os periodos chuvosos (2) e de estiagem (2). Foram identificadas 87
especies de fungos filamentosos pertencentes aos fungos anamorfos (74), Zygomycota
(8) e Ascomycota (6). Penicillium e Aspergillus predominaram com 28 e 18 espécies,
respectivamente. Aspergillus fumigatus, A. versicolor, A. terreus, Fusarium solani,
Penicillium commune, P. decumbens, P. restrictum, P. verruculosum e P. waksmanii
foram classificados como abundantes. Ndo foram observadas diferencas significativas
entre as unidades formadores de col6nia em relacdo aos periodos chuvoso e de estiagem
e as superficie e profundidade do solo. O indice de Diversidade de Shannon-Wiener foi
de 4,84 bits por individuo. Das espécies identificadas, Pestalotiopsis palustris e
Pestalozziella artocarpi estdo sendo citadas pela primeira vez para as Américas do Sul e
Latina, respectivamente. Trinta e duas espécies foram testadas quanto a atividade
enzimatica, onde 22 e 27 foram positivas para a lacase e peroxidase, respectivamente.
Chaetomium globosum apresentou melhor atividade lacase, enquanto Pithomyces
chartarum revelou melhor atividade para peroxidase. O pH étimo para atividade lacase
foi 3,0 em Pithomyces chartarum e, 4,5 em C. pallescens para peroxidase. A
temperatura 6tima foi observada em C. globosum foi 70°C por 60 min para lacase e,
50°C por 60 min em Mirothecium roridum para peroxidase. Curvularia pallescens,
Pestalotiopsis palustris, Pestalozziella artocarpi e Scopulariopsis chartarum estdo
sendo citadas como primeiro registro com atividade para fenoloxidases. Os resultados
desta pesquisa indicam que os fungos anamorficos predominam no solo do Vale do
Catimbau e que as espécies testadas quanto a producdo de fenoloxidases séo

promissoras para a biotecnologia.

Palavras-chave: semiarido, fungo do solo, lacase, peroxidase, pH, temperatura.



ABSTRACT

The fungi comprise an heterogeneous group of microorganisms, acting as
saprobes, parasites, and symbiotic. As saprobes, they can live in many environments,
mainly in the soil. The aim of this work was to isolate, to indentify and to do the
enzymatic characterization of laccase and peroxidase of soil fungi from the Vale do
Catimbau, semi-arid of Pernambuco. Four collections of fungi were made during the
rain and seasons. Eighty-seven species of filamentous fungi were identified and
belonged to species of anamorphic fungi (74), Zygomycota (8), and Ascomycota (6).
Species of Aspergillus and Penicllium were the most diverse with 28 and 18 species,
respectively. Aspergillus ivgariveivde, A. versicolor, A. terreus, Fusarium solani,
Penicillium commune, P. decumbens, P. restrictum, P. verruculosum and P. waksmanii
were classified as abundant. No significant differences were observed between the
number of colony forming units in relation to the rainy and dry seasons and to the
surface and depth of the soil. The Shannon-Wiener Diversity index was 4,84 bits per
individual. Among the species identified, Pestalotiopsis palustris and Pestalozziella
artocarpi are new records for South and Latin America, respectively. Thirty two species
were tested for enzymatic activities, 22 and 27 were positives for laccase and
peroxidase, respectively. Chaetomium globosum was the best for lacase and Pithomyces
chartarum for peroxidase. The best optimum pH for lacacase activity was 3.0 for
Pithomyces chartarum, and 4.5 for Curvularia pallescens for peroxidase . The optimum
temperature was observed in C. globosum (70°C 60 min) for lacase, and.50 °C for 60
min for Myrothecium roridum for peroxidase. Curvularia pallescens, Pestalotiopsis
palustris, Pestalozziella artocarpi and Scopulariopsis chartarum are new reports for
phenol oxidases activities. The results indicate that the anamorphic fungi are common
on the Vale do Catimbau soil and the species tested for phenolxidases are useful for

biotechnology.

Key-words: soil fungi, semi-arid area, laccase, peroxidase, pH, temperature



INTRODUCAO

Os fungos compreendem um grupo heterogéneo de microrganismos
heterotréficos atuando como saprébios, parasitas e simbiontes. Podemos encontra-los
em Varios habitats, como por exemplo: 4gua doce e ou salgada, solo, folhedo, em restos
de plantas e animais, estrume (fezes), alimentos, plantas e animais vivos, inclusive no
homem (Dix & Webster, 1995). Nesses ambientes, os fungos influenciam e séo
influenciados pelos demais organismos e por fatores fisicos e quimicos (Dix & Webster,
1995; Maia, 1998). Estes microrganismos sdo importantes componentes dos
ecossistemas, nutrindo-se de matéria organica em decomposic¢do, sendo imprescindivel
na ciclagem de minerais e do ciclo do carbono (Hogg & Hudson, 1966; Harley,1971;
Triska et al., 1975; Suberkropp & Klug,1976; Moore-Landecker,1996).

A maioria dos fungos vivem como saprobio em praticamente todos o0s
ambientes, principalmente no solo (Gusmao & Maia, 2006). O papel que os fungos
desempenham no solo é extremamente complexo devido as diversas funcdes que
apresenta. Do solo, os fungos s@o isolados e utilizados para as mais diferentes
finalidades, como a producdo de metabdlitos, sendo, portanto, um substrato que nao
pode ser desprezado do ponto de vista bioldgico (Cardoso et al., 1992; Bridge &
Spooner, 2001).

Estima-se que existam cerca de 1,5 milhGes de espécies de fungos no mundo,
distribuidas por todas as regides do globo, embora muitas tenham sua distribuicéo
restrita e sejam limitados por algum tipo particular de habitat. Dentre essas espécies,
apenas 70.000 sdo descritas, ou seja, apenas 5% delas sdo conhecidas (Hawksworth,
1991, 2001; Dix & Webster, 1995; Hawksworth & Rossman, 1997). Por outro lado,
Kirk et al. (2008) relatam a existéncia de 97.861 mil espécies de fungos descritas nos

diferentes grupos taxonémico.

16



O estudo sobre a diversidade dos fungos em regides temperadas é bem mais
conhecido do que em regibes tropicais, porém a micota é geralmente maior nos trépicos
e subtrépicos do que em altas latitudes, especialmente entre fungos decompositores.
Nos trépicos, os fungos ainda constituem um universo a ser explorado. Dessa forma,
trabalhos nesse contexto podem ser aplicados na sustentabilidade da agricultura, na
producdo de novos metabolitos bioativos e enzimas de interesse biotecnoldgico,
apresentando também relevancia para o conhecimento sobre a biodiversidade (Lodge
1997, Hyde 1997).

H& vérias pesquisas que relatam a diversidade de fungos em ecossistemas
brasileiros. No Cerrado, estima-se que exista cerca de 40.000 espécies. Na Caatinga,
451 espécies sdo relatadas em diferentes areas do semi-arido do nordeste brasileiro;
enquanto, trabalhos na Floresta Atlantica sdo pontuais e o numero total de taxa é
conhecido como isolados do solo (Ratter et al., 1997; Maia & Gibertoni, 2002;
Schoenlein-Crusius et al., 2006).

A diversidade de fungos nos ecossistemas tem sido estudada por diferentes
metodologias. A mais comum refere-se a coleta e ao isolamento de organismos a partir
dos Vvérios tipos de substratos, usando-se meios de cultura sob condicGes de laboratério.
Isso permite o conhecimento sobre os fungos existentes em um determinado local, por
um periodo definido de tempo. No entanto, sabe-se que por mais perfeito que se
aparente ser, nenhum método ¢é inteiramente eficaz para avaliar a diversidade de fungos
em um ecossistema. Contudo, é dificil afirmar em termos absolutos o ndmero de
especies presentes no solo devido a técnicas disponiveis para o isolamento e detec¢do de
fungos do solo serem limitadas. (Bridge & Spooner, 2001; Maia et al., 2002).

Os fungos séo diversos tanto em morfologia quanto em fisiologia e ecologia, e

grande parte deles s@o conhecidos por apresentarem impacto negativo como agentes de
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doencas em plantas, biodeterioracdo bem como patégenos de animais. Entretanto,
algumas espécies como exemplo de Aspergillus, Penicillium e Saccharomyces , sao
conhecidas por serem utilizadas de maneira benéfica através da producdo de &cidos
organicos, cervejas, enzimas, entre outros. Os fungos secretam uma variedade de
enzimas no substrato. Estas enzimas sdo proteinas essenciais para 0 metabolismo de
muitos seres vivos; elas sdo especializadas em reacGes bioldgicas, aumentando a
velocidade da reacdo quimica e ndo interferem no processo bioldgico (Bennet, 1998).

As enzimas tém sido usadas em diferentes processos industriais, tais como
processamento de alimentos e biorremediacdo. Dentre as enzimas envolvidas nos
processos ambientais e na remocdo de poluentes industriais, destacam-se 0 grupo das
fenoloxidases, tais como as lacases e peroxidases que podem ser utilizadas devido a sua
capacidade de remover compostos fendlicos e degradar produtos xenobioticos do
ambiente (Gray & William, 1975; Winter & Zimermann, 1992; Ikehata, 2004).

Diante da necessidade do conhecimento da diversidade de fungos e de seu
potencial enziméatico no Bioma Caatinga, verificou-se a importancia de realizacdo deste
estudo, objetivando o isolamento, a identificacdo e a caracterizacdo enzimatica quanto a
atividade da lacase e peroxidase de fungos filamentosos isolados do solo do Parque

Nacional do Vale do Catimbau, Buique, Pernambuco.
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REVISAO DE LITERATURA

Fungos em solos tropicais

O solo é o habitat mais rico em espécies de fungos que geralmente se distribuem
segundo a disponibilidade da matéria organica. Essa particularidade tem influéncia nas
caracteristicas fisicas e quimicas do solo e, consequentemente, na desigual distribuicéo
das espécies nos seus diferentes perfis. Fatores como a agregacdo e tamanho das
particulas do solo também podem influenciar a diversidade desses organismos (Dix &
Webster, 1995; Kang & Mills, 2006).

Estudos sobre fungos do solo em éareas tropicais foram desenvolvidos
principalmente nas Américas do Sul (Brasil, Colémbia e Peru) e Central (Costa Rica,
Panama, Honduras, Jamaica e Bahamas), em que predominam os Hyphomycetes
(fungos anamorfos) (Farrow, 1954; Goss, 1960, 1963; Robinson, 1970; Gochenaur,
1970, 1975; Rogers, 1971; Alexopoulos et al., 1996). Giller et al. (1997 ) relataram a
importancia de estudos de fungos nos tropicos, que precisam ser mais intensificados em
virtude da maior diversidade de espécies em comparacao as regides temperadas.

Nenhum levantamento sobre o ndmero total de fungos isolados do solo foi
realizado (Bridge & Spooner, 2001), embora existam varios trabalhos pontuais sobre o
assunto. Gilman (1957) mencionou 700 espécies e muitas foram incluidas por Barron
(1972) em seu trabalho. Watanabe (1994) e Domsch et al. (2007) sugeriram que em
média 1.200 espécies foram isoladas do solo. Porém, estima-se que em torno de 7.000
espécies podem ser consideradas como fungos do solo (Bridge & Spooner, 2001).

Informacgdes sobre fungos filamentosos do solo no Brasil foram primeiramente

disponibilizadas por Batista e colaboradores, em uma série de publica¢bes do Instituto
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de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco (IMUR), que foram compilados
por Silva & Minter (1995). Tauk-Tornisielo et al. (2005) referiram que muitos
pesquisadores tém demonstrado interesse em contribuir para a implementacdo do banco
de dados sobre os fungos filamentosos deste habitat, principalmente na regido Sudeste
do Brasil.

Em é&reas de Floresta Atlantica ao Norte do Rio S&o Francisco, Maia et al.
(2006) listaram 42 t&xons de fungos filamentosos dos quais 37 eram Ascomycota e
cinco Zygomycota, sendo o género Penicillium o mais representativo. Tauk-Tornisielo
et al. (2005) relataram a diversidade de fungos filamentosos do solo em &rea de Floresta
Atlantica do Estado de S&o Paulo sendo identificadas 112 espécies de fungos
pertencentes a 15 géneros dos quais Penicillium, Aspergillus, Trichoderma,

Gliocladium e Paecilomyces foram mais abundantes.

O semiéarido e o bioma Caatinga

O Semi-arido corresponde a uma das seis grandes zonas climaticas do Brasil e
ocupa cerca de 800.000 Kmg, totalizando 11% do territdrio nacional e 58% do territorio
nordestino (Andrade, 1977; Sampaio & Rodal, 2000; Drumond et al., 2004). O clima
nessa regido é semi-arido, do tipo BSh, conforme o sistema de classificagdo de Kdppen,
quente, com baixa pluviosidade (entre 250 e 800 mm anuais). O nimero de meses de
seca aumenta da periferia para o centro da regido (Nimer, 1972). Existem duas estacdes
distintas durante o ano: a estagdo chuvosa, de 3 a 5 meses, com chuvas irregulares,
torrenciais, locais, de pouca duracao, e a época seca, de 7 a 9 meses, quase sem chuvas.
O inicio da época de chuvosa varia bastante entre as diferentes regides do Nordeste e

oscila também dentro de uma mesma regido, de um ano ao outro. A quantidade de
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chuvas pode alcancgar, em anos de alta pluviosidade, até 1.000 mm/ano e em anos de
seca, apenas 200 mm/ano, em certas regides. Ocorrem, com certa regularidade, as
chamadas “secas verdes”, ou seja, anos com quantidade muito baixa de chuvas. A
temperatura média oscila entre 24 e 26 °C e varia pouco durante o ano. A insolagdo é
muito forte, visto que a regido situa-se perto do Equador. Ainda ocorrem, na época sem
chuvas, ventos fortes e secos que contribuem para a aridez da regido (Sampaio, 1995;
Maia, 2004).

O clima colabora para uma das caracteristicas marcantes da regido semi-arida, a
deficiéncia hidrica dos solos, que € originaria tanto da baixa pluviosidade, elevada
evapotranspiracdo e da méa distribuicdo das chuvas ao longo do ano, aliado a baixa
capacidade de retencdo de agua nos solos (Gusmao & Maia, 2006).

A Caatinga, bioma do semi-arido brasileiro, € um mosaico de arbustos
espinhosos e florestas sazonalmente secas que cobre a maior parte dos estados do Piaui,
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e parte
nordeste de Minas Gerais, no vale do Jequitinhonha. Estendendo-se por cerca de
735.000km?, a Caatinga é limitada a leste e a oeste pelas Mata Atlantica e Amazonica,
respectivamente, e ao sul pelo Cerrado (Leal et al., 2005).

O termo “Caatinga” ¢ de origem Tupi e significa “floresta branca”, referindo-se
ao aspecto da vegetacdo durante a estacdo seca, quando a maioria das arvores perde as
folhas e os troncos esbranquicados e brilhantes dominam a paisagem (Prado, 2003).

A Caatinga, como uma formacao vegetal altamente ameacada, estd envolvida
pela 21gar21 da improdutividade, segundo a qual seria uma fonte menor de recursos
naturais. Essa 21gar21 parece estar sempre relacionada as areas aridas e semi-aridas de
todo o mundo. Comumente a Caatinga esta associada ao fornecimento de recursos

madeireiros e medicinais (Albuquerque & Andrade, 2002).
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A Caatinga tem sido descrita como um ecossistema pobre em espécies e
endemismos. Porém, estudos recentes tém desafiado esse ponto de vista e demonstrado
a importancia da Caatinga para a conservagdo da biodiversidade brasileira (Leal et al.
2003). J& foram registradas 932 espécies de plantas vasculares, 187 de abelhas, 240 de
peixes, 167 de répteis e anfibios, 62 familias e 510 espécies de aves, 148 espécies de
mamiferos e 451 de fungos na Caatinga, mas o nimero real de espécies de seres vivos
nesse ecossistema é, provavelmente, ainda maior, uma vez que 41% da regido nunca foi
investigada e 80% permanece subamostradas (Tabarelli & Vicente, 2004; Maia &

Gibertoni, 2002).

Fungos em ambientes aridos

Alguns trabalhos sobre isolamento de fungos do solo foram desenvolvidos em
areas desérticas do Oriente Médio, da Arébia Saudita, Israel, e do Iraque (Feuerman et
al., 1975; Abdel-Hafez, 1982; El-Dohlob & Al-Helfi, 1982; Abdullah et al., 1986;
Abdullah & Al-Bader, 1990; Mouchacca, 2005).

No Brasil, poucos sdo os trabalhos que relatam a diversidade de fungos
filamentosos na Caatinga: Cavalcanti & Maia (1994) estudaram fungos filamentosos
celuloliticos em solo de zona semi-arida em Pernambuco, constatando a diversidade de
fungos conidiais, principalmente de espécies de Aspergillus e Penicillium; Souza et al.
(2003) identificaram 24 taxons de fungos micorrizicos arbusculares na Regido Xingo,
nordeste brasileiro; Cavalcanti et al. (2006) estudaram fungos de solo e relataram a
predominancia de espécies de Aspergillus e Penicillium na mesma regido; Costa et al.
(2006) estudaram Hyphomycetes em areas afetadas por mineragdo, no municipio de

Jaguarari, estado da Bahia (BR), observando 16 espécies, sendo Staphylotrichum
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coccosporum e Stilbella sebaceae novos registros para o Brasil; Santiago e Souza-Motta
(2006) estudando Mucorales na mesma regido observaram maior nimero de espécies
para o género Absidia.

Em estudos de fungos conidiais em folhedos realizados no semi-arido do Brasil,
Gusméao et al. (2005) descreveram sete espécies de Curvularia, sendo seis novos
registros para o semi-arido nordestino; Barbosa et al. (2007) relataram novas espécies
de Deightoniella rugosa e Diplocladiella cornitumida em folhedos da Serra da Jibdia,
Bahia; Marques et al. (2007) isolaram e identificaram Cubasina microspora e C.
albofusca constituindo novos relatos para a América do Sul; da Cruz et al. (2007)
relataram Subramaniomyces pucher como espécie nova para Buique, Pernambuco..

Em levantamento sobre fungos registrados no semi-arido nordestino Maia &
Gibertoni (2002) mencionaram 451 espécies, correspondendo a 203 géneros de
Ascomycota, Deuteromycotina, Oomycota e Zygomycota (Glomales).

Os Ascomycota cuja ocorréncia foi analisada compreendem em sua quase
totalidade espécies epifiticas coletadas em plantas da caatinga e em plantas introduzidas
no semi-arido nordestino da Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do
Norte, e Ceara. Dentre as espécies de Ascomycota encontradas no semi-arido nordestino
destacam-se representantes das ordens: Dothideales (69), Meliolales (23), Asterinales
(20), Xylariales (17), Phyllachorales (15), Sordariales (05), Hypocreales (04),
Pattellariales (03), Diatporthales, Leotiales e Pezizales (02), Dyatrypales, Eurotiales,
Rhytismatales, Saccaromycetales e Trichosphaeriales (1) (Gusméao & Maia, 2006).

Dentre os Basidiomycota registrados no semi-arido, Drechsler-Santos et al.
(2009) fizeram uma compilagédo dos trabalhos realizados neste ambiente e observaram a
existéncia de 37 espécies pertencentes a seis ordens: Agaricales, Auriculariales,

Gloeophyllales, Hymenochaetales, Polyporales e Russulales. Drechsler-Santos et al.
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(2010) estudaram a diversidade de Hymenochaetaceae sua relacdo com plantas nativas
da Caatinga onde 14 espécies assinaladas com predominancia de espécies de Phellinus
(12).

Gusmao & Maia (2006) informam que através de estudos recentes o numero de
fungos no semi-arido aumentou para 955. O grupo mais representativo foi o dos fungos
conidiais (407), seguido pelos Filos Ascomycota (179), Basidiomycota (125),
Myxomycota (97), Glomeromycota (52), Oomycota (42), Chytridiomycota (34) e

Zygomycota (18) .

Enzimas

Histérico e Conceito

Muito da historia da bioquimica se deve ao estudo das enzimas. O nhome enzima
provém de “in yeasts”, no qual suspeitava-se que as catalises bioldgicas estavam
envolvidas com a fermentacdo do acucar em alcool. A primeira descoberta foi feita por
Payen & Persoz em 1833, quando encontraram uma substancia termolabil no
precipitado do alcool, extrato de malte, que convertia amido em agucar, mais tarde
denominada amilase. Pasteur em 1860 postulou que as enzimas estdo associadas a
estrutura e a vida da célula. Em 1877 Buchener obteve sucesso na extragdo de enzimas
de células de leveduras que catalisavam a fermentagdo 24gar24e24de. Isto demonstrou
que estas enzimas catalisavam a maioria das vias metabolicas energéticas e podem
funcionar independentemente da sua estrutura. Na década de 1880, Pasteur deduziu que
a fermentagao do agucar em alcool pelas leveduras era catalizada por “fermentos”. Em
1897 Buchner descobriu que o extrato de levedura poderia fermentar o aglcar em

alcool, provando que a fermentacdo era feita por moléculas que continuam funcionar
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guando sdo removidas das células. Kohne chamou essas moléculas de enzimas A
enzima foi primeiramente isolada na forma cristalina, mas isto foi compreendido melhor
quando Summer em 1926 isolou 25gar25e de feijdo e evidenciou que estes cristais
consistem em proteinas. Atualmente 2000 diferentes enzimas sdo conhecidas, algumas
isoladas na forma pura homogeneizada e 200 na forma cristalizada (Lehninger et al.,
1995;Lehninger et al., 2005).

As enzimas sdo proteinas especializadas em catalisar reacGes bioldgicas, ou seja,
aumentam a velocidade de uma reacdo quimica sem interferir no processo. Elas estdo
associadas a biomoléculas, devido as suas extraordindrias especificidades e poder

catalitico (Lehninger et al., 1995).

Fenoloxidases

Fenoloxidase catalisa a oxidacdo de varios compostos aromaticos (mono, di e
polifendis, aminofendis e diaminas) pela reducdo de oxigénio molecular em &gua. Esta
enzima estd provavelmente envolvida no metabolismo da lignina, um polimero
complexo tri-dimensional composto de subunidades de fenilpropano interconectado por
diferentes ligacdes carbono-carbono e carbono-oxigénio-carbono (Giardina et al., 1995).

Polifenol oxidases (fenoloxidases) sdo encontradas na maioria dos organismos
vivos incluindo plantas, animais, bactérias e fungos. Em plantas, estdo envolvidas no
mecanismo de defesa; em insetos, polifenoloxidases estdo responsaveis pela formacao
do exoesqueleto; nos animais sdo importantes no processo de pigmentacdo; nos fungos
estdo responsaveis pela degradacdo da lignina, morfogénese do micélio, detoxificagdo
de compostos toxicos e formagdo de pigmentacdo. Seu peso molecular varia de acordo

com a fonte da enzima, por exemplo, em plantas, fenol oxidases tem aproximadamente
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144.000 Da., em fungos polifenoloxidase tem 128.000 Da., mas em alguns fungos
algumas tem peso molecular variando de 46.000 a 88.000 Da.(Whitaker, 1994).

H& trés tipos de polifenoloxidases (fenoloxidases) que sdo classificadas de
acordo com sua habilidade de oxidar diferentes tipos de compostos fendlicos. Dentre
elas, podemos encontrar enzimas envolvidas no processo de remogdo de poluentes
ambiental e industrial tais como lacase e peroxidase que podem ser utilizadas devido a
sua capacidade de remover compostos fendlicos e xenobidticos (Winter &
Zimmermann, 1992; Ikehata, 2004).

De acordo com a temperatura, o valor 6timo para a atividade de fenoloxidase
varia numa ampla faixa. Por exemplo, em Trichoderma harzianum, Lepista 26gar26e26
e Pleurotus ostreatus a temperatura 6tima para atividade varia de 35°C, 45°C, 60°C,
respectivamente (Palmieri et al., 1993; Cavallazzi et al., 2004; Sadhasivam et al., 2008).

Quanto ao pH, a maioria dos fungos preferem ambientes &cidos, mas podem
tolerar ampla faixa de pH. Valores 6timo de pH de fenoloxidases também variam
dependendo da fonte do organismo. Por exemplo, em fungos comestiveis, o pH 6timo
esta na regido acida (3.0-4.5), mas para fungos da familia Chaetomiaceae do solo o pH
esta na faixa da neutralidade (7.0) (Tuomela et al., 2000; Morisaki et al., 2001; Saito et

al., 2003).

Lacase

Multicobre oxidases (MCOs) compreendem a familia das enzimas da lacase [EC
1.10.3.2], ferroxidases ou ceruloplasmina [EC 1.16.3.1] e &cido ascorbico oxidase [EC
1.10.3.3]. Esta familia pertence ao diverso grupo de proteinas azuis de cobre que
contém quatro atomos de cobre por molécula e cerca de 100>1000 residuos de

aminoacidos numa simples cadeia de peptideo. MCOs tém a habilidade de oxidar a
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dupla ligacdo do substrato pela reducdo de quatro elétrons do oxigénio molecular em
agua (Hoegger et al., 2006).

Lacase é uma das poucas enzimas que tem sido estudada desde o final do século
XIX. E uma multicobre oxidase amplamente distribuida entre plantas, insetos e fungos.
Alguns estudos relatam a existéncia de proteinas pertencentes a familia de mutlticobres
oxidases em procariotos, por exemplo, em bactérias gram-negativas e gram-positivas.
Mas, a maioria das lacases € encontrada em eucariotos. Em fungos, elas tém sido
encontradas em diferentes grupos taxonomicos, por exemplo, Zygomycetes e
Chytridiomycetes, porém nesses grupos ndo ha estudos detalhados. Por outro lado, ha
muitos trabalhos que relatam a producdo de lacase por Ascomycetes; em alguns fungos
conidiais do solo como os géneros Aspergillus, Curvularia e Penicillium; em poucos
ascomicetos aquéaticos e na maioria dos basidiomicetos. (Claus, 2004; Baldrian, 2006;
Hao et al., 2007).

Lacases de origem fungica tém muitos papéis como a morfogénese, a interacdo
fangica planta-patdgeno/hospedeiro, defesa ao estresse, degradacdo da lignina e na
pigmentacdo conidial de ascomicetos filamentosos (Aspergillus nidulans e A.
fumigatus), leveduras ascomicéticas e de Basidiomycetes (Baldrian, 2006; Hoegger et
al., 2006).

Lacase tipicamente contém quatro atomos de cobre (embora haja lacases com
menos atomos de cobre) que confere cor azul. Ela catalisa a redugdo de oxigénio em
agua acompanhada pela oxidacdo do substrato, tipicamente um p-dihidrol ou outro
composto fenolico, retornando ao estado nativo (Hamell, 1997; Baldrian, 2006).

O uso da lacase no branqueamento tem sido investigado e o estudo na

biorremediagdo tem sido proposto, devido a sua reacdo basica. A aplicacdo préatica da
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lacase tem sido pesquisada como fonte de enzima produzida por fungos, usando

mediadores, que promove ou facilita a acdo enzimética (Mayer & Staples, 2002).

Peroxidase

Peroxidases (H,O,, oxidorredutase [EC 1.11.1.7.]) sdo enzimas que utilizam
peroxido de hidrogénio ou outros perdxidos para catalisar o radical livre a partir da
oxidacdo de uma variedade de compostos orgéanicos e inorganicos. Elas catalisam a
oxidacdo de mono, difenodis e aminas aromaticas em quinonas altamente toxicas. Sdo
um grupo de enzimas, heme-proteinas que ocorre em plantas, animais e microrganismos
e, sua especificidade e fungdo bioldgica variam com as fontes da enzima (Saloheimo &
Niku-Paavola, 1991; Score et al., 1997; Nakayama & Amachi, 1999).

Peroxidase tem atraido atencédo industrial devido sua utilidade na medicina como
catalisador nos exames clinicos e tem sido altamente usada em processos
biorremediacgdo, especialmente em tratamento de residuos industriais (Anni & Yonetani,
1992; Karam & Nicell, 1997; Nakayama & Amachi, 1999; Durdn & Esposito, 2000;
Ikehata et al., 2004).

As reacOes catalisadas por peroxidase e lacase sdo muitos similares, ambos 0s
tipos de enzimas oxidam compostos fendlicos e aminas aromaticas via oxidagcdo de um
elétron, criando radicais. Dentre as diferencas dos grupos prostéticos, a lacase também

difere da peroxidase por ter baixo potencial oxidativo (Heinzkill et al, 1998).

Lignina
Lignina (Latim lignum= madeira) ¢ um dos mais abundantes e amplamente
28gar28e28d aromatico distribuido na biosfera. Ela é formada via polimerizacédo

oxidativa de monoligndis. O componente da lignina compreende cerca de 20-30% do
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peso seco da madeira das plantas. Cerca de 70-90% da lignina dos vegetais ocorre nas
paredes celulares primérias e secundarias, enquanto a lamela média detém o restante
com 10-30% da lignina. A lignina confere protecéo contra infecgdo por microrganismos
patdgenos de plantas. Além disso, a degradagcdo ou modificacdo da barreira da lignina é
fator importante na utilizacdo da cellulose e hemicelulose dos vegetais que séo
utilizadas como alimento para ruminantes e como substrato para a produgdo de
combustiveis e compostos organicos. A degradacgdo da lignina € também importante no
ciclo global do carbono devido a sua grande abundancia na biosfera e porque ela é um
fator limitante importante na taxa da degradacdo de celulose e outros polissacarideos
encontrados nas plantas. A utilizagdo da moderna biotecnologia ajuda remover a lignina
presente no ambiente permitindo, consequentemente, a utilizacdo de bilhdes de
toneladas de biomassa lignocelulésica produzido anualmente na biosfera. Um eficiente
processo microbioldgico para a remocdo da lignina seria extremamente Util para
indUstrias papeleira e polpa de frutas com baixo custo através da delignificacdo da
madeira (Boominathan & Reddy, 1992; Mayer & Staples, 2002).

Os fungos envolvidos na degradacao da lignina séo classificados em trés grupos
baseado no tipo decomposicdo causado por esses microrganismos: fungos da podriddo
branca, fungos da podridao parda e fungos da podriddo leve (alveolar). As razdes para a
utilizacdo dos organismos no estudo da degradacdo da lignina incluem répido
crescimento e metabolismo da lignina, habilidade de crescer a temperatura Gtima
relativamente alta (40°C), habilidade produzir conidios e basididsporos, importantes
vantagens para o estudo genético e biologia molecular, habilidade de crescer em meio
de cultura quimicamente definido, existéncia do conhecimento prévio da sua ecologia,

fisiologia, bioquimica, biologia molecular e genética (Boominathan & Reddy, 1992).
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A biodegradacdo da lignina tem diversos efeitos na qualidade do solo: a
degradagdo microbiana do folhedo resulta na formagdo de humus e a lignolise
provavelmente facilita esse processo pela formacao de precursores aromatico do himus
(lignina degradada incompletamente, 30gar30e30de30i, terpenos, lignanos, taninos
condensados e uberinas) do folhedo (Hammel, 1997).

Fungos filamentosos superiores sdo dominantes na decomposi¢do de madeira,
permitindo a atividade enzimética e a capacidade de penetracdo da hifa na madeira.
Alguns Ascomycetes e fungos mitosporicos sdo agentes causadores da podriddo leve,
um tipo de degradacdo da madeira comumente encontrado em ambientes inundados

(Eriksson et al. 1990 apud Luo et al., 2005).
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Abstract

The Caatinga (dryland) biome of Brazil is experiencing accentuated desertification due
to deforestation and inappropriate uses of its natural resources. Studies examining the
diversity of filamentous fungi in Caatinga soils are still scarce and the present work was
designed to isolate and identify the soil fungi of this biome in the semiarid region of
northeastern Brazil. Soil samples were taken at five random sites during the dry and
rainy seasons from the soil surface and at depths of 20 cm. A total of 85 species of

filamentous fungi were identified, including species of anamorphic fungi (71 species),
Zygomycota (8) and Ascomycota (6). The most abundant genera were Aspergillus (28)
and Penicillium (18). No significant differences were observed in the numbers of colony
forming units in samples taken during either the rainy or dry seasons, or from surface or
subsurface soils. Most of the fungi species isolated from caatinga soils were classified
as rare. Our results indicate that anamorphic fungi dominate the soil mycobiota in the
Brazilian semiarid region, with species of Aspergillus and Penicillium being most

common.

Key-words: Aspergillus, Caatinga, Penicillium, Soil
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Introducéo

Os fungos estéo entre os grupos de organismos mais diversificados do planeta.
Como é comum em grupos megadiversos, sao também os menos conhecidos (Cannon,
1997). Estima-se que existam cerca de 1,5 milhdo de espécies de fungos no mundo,
distribuidos por todas as regiGes do globo, embora muitos tenham sua distribui¢do
restrita e sejam limitados por algum tipo particular de habitat (Dix e Webster, 1995;
Hawksworth, 2001).

Por serem encontrados em diferentes substratos, podem atuar nos ecossistemas
como saprobios, parasitas de plantas, animais e de outros fungos e como simbiontes
mutualisticos de muitos organismos fototroficos, tais como cianobactérias, algas e
plantas vasculares. Como saprébios, os fungos degradam muitos tipos de substancias
organicas e alguns substratos inorganicos (Metting, 1993; Sylvia et al., 1998),
participando assim ativamente nos processos de biodegradagédo, contribuindo para a
ciclagem de nutrientes e, conseqlientemente, para a manutencdo dos ecossistemas
(Hyde, 1997; Laurance e Bierregaard, 1997).

H& um interesse crescente na busca de organismos em ambientes extremos, pois
0s mesmos auxiliam na analise dos impactos das mudancas climaticas globais e no
funcionamento dos ecossistemas. Além disso, a capacidade dos fungos para suportar
altas ou baixas temperaturas em ambientes extremos indica que ha espécies com
mecanismos de adaptacdo que podem lidar com o estresse, sendo muitas delas
termoéfilas e psicrofilas que produzem enzimas para fins biotecnoldgicos e
farmacéuticos (Kubicek et al., 2007).

A regido semiarida do Brasil ocupa cerca de 800.000 km?, totalizando cerca de
11% do territorio nacional (Drumond et al., 2004). O clima do semiarido é caracterizado

pelo elevado potencial de evapotranspiracdo (2000 mm.ano™), precipitacdo média anual
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de 700 mm concentradas em trés a cinco meses do ano e temperatura média anual de 23
a 27°C (Sampaio, 1995).

A vegetacdo tipica da regido é conhecida como caatinga, nome que deriva do
tupi —guarani: “caa”= floresta e “tinga”= branca.A Caatinga ¢ um bioma exclusivo do
Brasil que compreende um mosaico de arbustos espinhosos e florestas sazonalmente
secas que se encontra em acentuado processo de desertificacdo, ocasionado,
principalmente, pelo desmatamento e uso inadequado dos recursos naturais (Drumond
et al., 2004; Leal et al., 2005; Giulietti et al., 2006). A desertificacdo tem resultado na
diminuicdo da producdo da biomassa vegetal, resultando na mudanga da interacdo de
organismos do solo e da perda da biodiversidade (Skujins e Allen, 1986).

Na Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro, poucos trabalhos s&o conhecidos,
destacando-se os de Cavalcanti e Maia (1994) que isolaram fungos celuloliticos de solo
da zona semi-arida em Pernambuco; Souza et al. (2003) e Cavalcanti et al. (2006) que
estudaram fungos micorrizicos arbusculares e Hyphomycetes em municipios da regido
Xingo, respectivamente; Costa et al. (2006) que relataram Hyphomycetes de solo
contaminado por minérios em regido semi-arida da Bahia; Santiago e Souza-Motta
(2006) que referem os Mucorales de solo nessa mesma area.

O estudo de fungos do solo em regifes semi-aridos ainda é incipiente,
destacando-se os trabalhos de Abdel-Hafez (1982), El-Dohlob e Al-Helfi, (1982),
Abdullah et al. (1986), Abdullah e Al-Bader (1990) na Arabia Saudita e Iraque.

Diante da escassez de trabalhos que tratam da micota filamentosa do solo da
Caatinga, este trabalho teve como objetivos isolar e identificar fungos filamentosos do

solo no municipio de Buique (Pernambuco), regido semiarida, , Brasil.
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Material e Métodos
Area de estudo

A é&rea de estudo, denominada Chapada de Séo Jose, esté situada a 4km da sede
do municipio de Buique, onde se localiza o Parque Nacional do Vale do Catimbau
(Figural) (Rodal et al. ,1998). O clima da regido é quente e seco com temperaturas
chegando até 45°C durante o dia (segundo a classificacdo de Koppen é classificado
como Bsh). A precipitacdo da regido é observada na figura 2. O solo da regido é
classifciado como arenoso (Jacomine et al., 1973) e a vegetacdo apresenta-se com
espécies caducifdlia espinhosa, perenifdlia e semi-caducifdlia espinhosa nas areas mais
altas e planas da Chapada, com alta riqueza de espécies, inclusive endémicas (Neta et
al., 2004).

A flora é composta por espécies das familias Anacardicaceae, Annonaceae,
Bignoniaceae,  Caesalpiniaceae,  Celatraceae, = Chysobalanaceae,  Clusiaceae,
Erythroxylaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Lythraceae, Malpighiaceae,
Mimosaceae, Myrtaceae, Nyctagenaceae, Ochnaceae, Olacaceae, Rubiaceae, Rutaceae,
Sapotaceae, Simaroubaceae, Sterculiaceae, Turneraceae, and Verbenaceae (Rodal et al.,

1998).

Coleta do solo

Amostras de solo foram coletadas em cinco pontos aleatorios (Ponto I:
08°34°00”S e 37° 15°07”W, Ponto II: 08° 31°55”S e 37°15°08”W, Ponto III:
08°32°53”S e 37°14°30” W, Ponto IV: 08°32°49”S e 37°15°08W, Ponto V: 08°29°54”S
e 37°14°48”W ) ao longo do Vale do Catimbau, tanto na superficie quanto a 20cm de

profundidade, durante os periodos de estiagem (set e out/05) e chuvoso (mai e jun/06).
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As amostras de solo foram coletadas com auxilio de uma pa de jardinagem e
acondicionadas em sacos plasticos para posterior manipulag&o.

Durante os periodos de coleta, o indice pluviométrico variou de de 2 e 0 mm
para o periodo de estiagem (setembro e outubro de 2005) e, 219 e 86 mm para periodo

chuvoso (maio e junho de 2006).

Anélise do solo

As andlises quimicas e granulométrica do solo foram procedidas nos
Laboratdrios de Fertilidade e de Fisica do solo da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, considerando a granulometria, pH e os teores de fésforo (P), sédio (Na),

potéssio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e aluminio (Al) (Tabela 1).

Isolamento, purificacdo e identificacdo dos fungos

Para o isolamento dos fungos, foi utilizado o método de Clark (1965,
modificado) com o seguinte procedimento: 259 de cada amostra de solo foi suspensa em
225 ml de agua destilada esterilizada (ADE) (1:10 p/v). Desta suspensdo, 10 ml foram
adicionados a 990 ml de ADE (1:1000 v/v) e ao final 1 ml foi espalhado na superficie
do meio Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (100 mg/l) distribuido em placas de
Petri, em triplicata. As placas permaneceram em temperatura ambiente (28°C £1°C) e 0
crescimento das coldnias acompanhado por 96 horas. As colonias foram contabilizadas
em numero de unidades formadoras de col6nias (UFC), repicadas para tubos de ensaio
contendo o meio Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (50 mg/l) e o crescimento
acompanhado por 72 horas. Posteriormente, as amostras de fungos foram transferidas
para meios de cultura especificos (Agar Czapeck, Batata-Dextrose-Agar e Agar Malte) e

identificadas por suas caracteristicas macroscopicas (coloracao, aspecto e didmetro das
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colbnias) e microscopicas (microestruturas), segundo Raper e Thom (1949), Rifai
(1969), Booth (1971), Ellis (1971; 1976), Samson (1974), Raper e Fennell (1977),
Domsch et al. (2007), Cannon e Hawksworth (1984), Schipper e Stalpers (1984) e Pitt

(1988), entre outros.

Anédlise estatistica

A distribuicdo de cada espécie de fungo nos cinco pontos de coletas foi
calculada aplicando-se a formula: Di = (Ni/N) x 100, onde Di = distribuicdo da espécie
i; Ni = nimero de UFC da espécie i; N = nimero total de UFC. De acordo com esta
formula, as distribuicdes das espécies foram classificadas como: < 0,5% =rara, = 0,5 <
1,5% = ocasional, = 15 < 3,0% = comum, = 3,0% = abundante (Schnittler e
Stephenson, 2000).

Foi o utilizado o Teste de Kruskal-Wallis para analisar diferenca significativa no
numero de unidades formadoras de colénias em relacdo aos periodos de coleta do solo
(chuvoso e de estiagem), assim como entre a superficie e profundidade do solo,
admitindo-se o nivel de significancia de 5%, utilizando o software Bioestat (Ayres et
al., 2007).

Para o calculo da diversidade de fungos filamentosos nas areas de estudo, foi
utilizado o Indice de Diversidade de Shannon-Wiener na base logaritmica 2: H> = X
(539) x (log.pi), onde 53g = nimero de UFC de cada espécie/total de UFC (Krebs,
1999).

A anélise de regressao mulitpla foi usada para correlacionar as propriedades do

solo com a comunidade dos fungos usando o software Statistica 6.0 (Statsoft, 2001).
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Resultados

Foram identificadas 87 espécies de fungos durante o periodo chuvoso e de
estiagem, tanto na superficie quanto na profundidade do solo do Vale do Catimbau,
Buique. Os fungos anamorfos foram mais representativos, com 74 espécies: Penicillium
(28), Aspergillus (18), Fusarium (5), Cladosporium e Trichoderma (3), Pithomyces (2),
Humicola e Myrothecium (2), Curvularia, Drechelera, Monodictys, Paecilomyces,
Pestalotiopsis, Pestalozziella, Scopulariopsis, Scytalidium, Staphylotrichum e Stillbella
(1) (Tabela 2). Os Zygomycota estiveram representados por oito espécies (Tabela 3),
seguidos de Ascomycota com seis (Tabela 4).

Quanto ao numero de unidades formadoras de col6nia (UFC), foi obtido um total
de 1153 x 10° UFC/g, destacando-se Penicillium decumbens, P. restrictum e P.
commune com 167 x 10, 76 x 10 e 56 x 10 de UFCI/g, respectivamente. Foi
observado um maior nimero de UFC na profundidade do solo 599 x 103 UFC e no
periodo chuvoso com 701 x 10" UFC/g.

De acordo com a distribuicdo das espécies de fungos isolados do solo nos cinco
pontos de coleta foram classificados, em sua maioria, como raros. Aspergillus fumigatus
(14,48%), A. versicolor (3,30%), A. terreus (4,86%), Fusarium solani (3,03%),
Penicillium commune (4,85%), P. decumbens (14,48%), P. restrictum (6,59%) e P.
verruculosum (6,55%) foram classificadas como abundantes.

N&o foram observadas diferencas significativas quanto ao nimero de unidades
formadoras col6nia em relacdo aos periodos chuvoso e de estiagem e superficie e
profundidade do solo (H = 1,5254; g.l.: 3, p = 0,6764). N&o houve correlacéo entre as

propriedades do solo e as comunidades fngicas. O indice de Diversidade das espécies
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de fungos em relagdo ao numero total de unidades formadoras de colénias (UFC) foi de
4,84 bits por individuo.
Discusséo e Conclusoes

A maioria das espécies de fungos identificadas no presente estudo € referida
como isoladas do solo (Domsch et al., 2007; Ellis, 1971 e 1976; Sammson e Frisvad,
2004; Raper e Fenell, 1977). Segundo Cardoso et al (1992), a atividade que os
microrganismos desempenham nos solos esta intimamente relacionada com a propria
formagdo dos solos, sua fertilidade, estrutura e condi¢fes de sanidade, através dos
processos de reducédo, oxidagédo, producdo de enzimas liberacdo de enzimas e produtos
metabolicos que provocam modificagBes importantes nas caracteristicas do solo, tais
como pH, granulometria, composi¢cdo quimica e temperatura. Uma concentracao
adequada de nutrientes ( tais como : nitrogénio, potéssio, magnésio, enxofre e célcio) é
importante para os organismos do solo podendo, através da lixiviacdo, tornarem-se
escassos 0 nitrogénio, potassio, magnésio, enxofre e célcio, sendo essas perdas
reguladas pela precipitacdo, cobertura vegetal e textura do solo. Lauber et al. (2008)
notaram que a composicdo da comunidade do solo estdo associadas com 0s nutrientes
do solo e as mudancas nas propriedades edafica podem alterar a comunidade
microbiana. Titus et al. (2002) afirmaram que a acumulagdo de nutrientes na superficie
de solos de regibes aridas é influenciada por diversos fatores, tais como: eroséo, biota
do solo (microrganismos), atmosfera e processos biogeoquimicos.

O solo é considerado um dos prinicpais habitats para os fungos anamorficos.
Uma parte importante dos micromicetos do solo esta ativa apenas em habitats de baixa
tensdo, e onde predominam as fontes de facilmente assimilaveis. Por outro lado, as

espeices teleomorficas sdo consideradas como seletivas em ambiente com alto estresse,
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ocupando com varios niveis de estresse que excluem muitos fungos assexuados (Dix
and Webster, 1995; Grishkan et al., 2003).

Para Raymundo Junior & Tauk-Tornisielo (1997), fatores como temperatura,
umidade e locais onde existe um pequeno numero de plantas podem interferir
negativamente na diversidade de fungos do solo, o que corrobora com estudos
realizados por Peuke & Rennenberg (2004).

Apesar dos trabalhos desenvolvidos em areas de caatinga no Brasil, serem
escassos, 0s realizados em outras regides aridas demonstraram resultados semelhantes
aos encontrados no presente estudo. Abdel-Hafez (1982) referiu 80 espécies de fungos
do solo na Arébia Saudita, com Aspergillus e Penicillium predominando em nimero de
espécies, 0 que corrobora os resultados obtidos nesta pesquisa; Abdullah e Al-Bader
(1990) realizaram estudos sobre a micota termofilica e termotolerante em solos do
Iraque com predominancia de espécies de Aspergillus; Mouchacca (2005) apresentou
uma lista de fungos de regides éaridas do Oriente Médio de 1940 até 2000, com
predominancia de 70% de fungos anamorfos e destaque para espécies de Penicillium
(17) e Aspergillus (7). Grishkan e Nevo (2010) relataram 186 especies de fungos
filamentosos no Deserto do Negev (Israel), sendo as espécies de fungos anamorficos os
mais abundantes (128 espécies). Loro et al. (2012) estudaram a incidéncia e a
diversidade de fungos endofiticos no semiérido venezuelano comparando-0s com outros
fungos endofiticos de regides aridas.

No Brasil, existem poucos relatos sobre fungos do solo no semi-arido,
Cavalcanti e Maia (1994) estudaram fungos celuloliticos do solo da zona semi-arida de
Pernambuco, onde observaram uma maior diversidade de fungos anamorfos dentre as
quais Aspergillus niger, A. versicolor, A. ustus, Curvularia palescens, Humicola

fuscoatra, Penicillium pinophilum, P. verruculosum, P. waksmanii e Pithomyces
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chartarum, que também foram isoladas nesta pesquisa. Cavalcanti et al. (2006)
observaram, na Regido Xing0, semi-arido do nordeste brasileiro, 96 espécies de fungos
filamentosos, das quais 49 foram também encontradas no presente estudo, com
predominancia de espécies dos géneros Penicillium e Aspergillus. A ocorréncia de
Hyphomycetes foi relatada por Costa et al. (2006) em solo afetado por mineragcdo em
regido semi-arida da Bahia (BR) com predominéncia de espécies de Aspergillus e
Penicillium; os autores observaram também alto nimero de unidades formadoras de
col6nia de Penicillium corroborando os resultados obtidos neste trabalho. Santiago e
Souza-Motta (2006) observaram a incidéncia de espécies de Mucorales nessa mesma
regido das quais Absida cylindrospora, Cunninghamella elegans, Rhizopus
microsporus, R. oryzae e Sincephalastrum racemosum também ocorreram no solo do
Vale do Catimbau, Buique, Pernambuco, Brasil.

Aspergillus e Penicillium foram os 57gar57e57d mais abudantes no presente
estudo, e sabe-se que muitas species were the most abundant genera in the present
study, and it is known that many species of both genera can survive in dry environments
(Dix and Webster, 1995).

Paulus et al. (2006) estudando fungos conidiais em folhedos em florestas
tropicais na Australia ressaltaram que o indice de diversidade de Shannon-Wiener em
seis espécies de plantas coletadas variou de 2.96 a 3.76 a partir de observacdes diretas
em folhas e, pelo método de filtracdo de particulas de 4.11 a 4.73. Jones et al. (2006)
observaram em areas de Floresta Atlantica do Estado de Pernambuco (Brasil) indices de
diversidade variando de 3.44 a 3.31. De acordo com Washington (1984), em prética,
para comunidades bioldgicas este indice ndo excede 5.0.

Dos fungos isolados houve predominio de fungos mitosporicos, que geralmente

sdo cosmopolitas, e sdo relatados em diversos ecossistemas como Mata Atlantica
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(Schoenlein-Crusius et al 2006), Cerrado (Raimundo Junior e Tauk-Tornisielo, 1997) e
na Caatinga (Maia e Gibertoni, 2002). A presenca desses fungos pode estar relacionada
a diversidade de fatores abidticos no solo devido a sua dindmica e complexidade,
podendo essas espécies apresentar especificidade a determinadas condices edéaficas
(Lodge, 1997; Kang e Mills, 2006). Outro fator pode estar relacionado a limitagdo de
técnicas utilizadas para o estudo de fungos do solo, visto que nem todos os fungos
crescem em meio de cultura e a ocorréncia de alguns fungos pode ser favorecida pelas
condiges nutricionais (Kirk et al., 2004; Bing-Ru et al., 2006).

Os resultados obtidos  neste estudo indicam que fungos anamorficos
predominam no solo da regido semiarida do Brasil, com muitas espécies de Aspergillus
e Penicillium e, que estudos posteriores sdo necessarios para aumentar o conhecimento

da biodiversidade de fungos nessa regiéo.
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Figura 1: Localizacdo geografica do Vale do Catimbau, Buique, Pernambuco.
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Tabela 1: Caracteristicas quimicas e granulométrica do solo no Vale do Catimbau,

Buique (PE).
Pontos de pH P Na" | K'| ca*“+ | ca™ | Al | Granulometria
Coleta (H,0-1:2, 5) Mg*?
(67g/dm’ (€MOl/dM?)mrmrmemememememen
)
I 55 0 041 0,03 2,55 1,40 0,10 Arenoso
I 4,4 0 0,40 0,12 5,00 3,40 0,15 Arenoso
I 59 0 033 0,11 7,15 4,00 0,15 Arenoso
v 52 11 0,35 0,09 4,00 320 0,25 Arenoso
\Y 52 11 039 0,12 5,00 340 0,15 Arenoso
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Tabela 2: Unidades formadoras de col6nia de fungos anamdrficos isolados do solo do

Vale do Catimbau,Buique, PE.

L. Chuvoso Estiagem  Total
Especies S P S P deUFC

Fungos Anamorficos

Aspergillus aculeatus lizuka 0 0 6 0 6 0,56
A. brevipes G. Sm. 1 0 0 0 1 0,09
A. carbonarius (Bainier) Thom 0 0 1 0 1 0,09
A. duricaulis Raper & Fennell 0 2 15 6 23 2,15
A. flavus Link 0 3 0 4 7 0,65
A. fumigatus Fresen. 31 55 77 4 167 15,59
A. japonicus Saito 3 1 4 1 9 0,84
A. 68gar68 Tiegh. 0 1 9 0 10 0,93
A. niveus Blochwitz 0 0 0 1 1 0,09
A. ochraceus G. Wilh. 3 0 0 2 5 0,47
A. ostianus Wehmer 0 0 1 0 1 0,09
A. parasiticus Speare 0 0 1 0 1 0,09
A. puniceus Kwon-Chung & Fennell 0 0 0 1 1 0,09
A. versicolor (Vuill.) Tirab. 0 0 0 38 38 3,55
A. viride-nutans Ducker & Thrower 0 0 1 1 2 0,19
A. tamarii Kita 3 0 0 20 23 2,15
A. terreus Thom 2 42 3 9 56 5,23
A. ustus (Bain. & Sart.) Thom & Church 2 2 0 0 4 0,37
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries 1 0 1 0 2 0,19
C. sphaerospermum Penz. 0 0 1 0 1 0,09
C. tenuissimum Cooke 1 3 4 0,37
Curvularia pallescens Boedijn 1 0 1 0 2 0,19
Drechslera australiensis M.B. Ellis 0 0 1 0 1 0,09
Fusarium equiseti (Corda) Sacc. 0 5 1 0 6 0,56
F. lateritium Nees 11 5 1 5 22 2,05
F. oxysporum Schitdl. 0 1 0 0 1 0,09
F. solani (Mart.) Sacc. 12 8 14 1 35 3,27
F. stilboides Wollenw. 0 0 0 2 2 0,19
Humicola fuscoatra Traaen 0 0 2 1 3 0,28
H. rugosa De Bert. 0 0 1 0 1 0,09
Monodictys castaneae (Wallr.) S. Hughes 0 0 2 0 2 0,19
Myrothecium indicum Pavgi, R.A. Singh & Dular 0 0 1 2 3 0,28
M. roridum Tode 0 0 1 2 1 0,09
Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson 2 6 0 0 8 0,75
Penicillium aurantiogriseum Dierckx 1 0 0 1 2 0,19
P. brevicompactum Dierckx 0 4 7 0 11 1,03
P. canescens Sopp 1 0 0 0 1 0,09
P. citreonigrum Dierckx 0 15 1 0 16 1,49
P. commune Thom 1 31 24 0 56 5,23
P. corylophilum Dierckx 1 0 7 0 8 0,75
P. crustosum Thom 0 0 0 1 1 0,09
P. decumbens Thom 78 81 8 0 167 15,59
P. fellutanum Biourge 0 1 0 0 1 0,09
P. glabrum (Wehmer) Westling 0 0 0 1 1 0,09
P. griseofulvum Dierckx 0 1 0 0 1 0,09
P. implicatum Biourge 1 2 0 1 4 0,37
P. janthinelum Biourge 18 5 1 1 25 2,33
P. lividum Westling 16 0 0 3 19 1,77

Legenda: S: superficie do solo, P: profundidade do solo



Cont. Tabela 2.

L Chuvoso Estiagem  Total
Especies S P S P deurc
P. melinii Thom 0 1 0 0 4 0,37
P. mineoluteum Dierckx 0 4 1 0 5 0,47
P. pinophilum Thom 0 0 1 22 23 2,15
P. restrictum J.C. Gilman & E.V. Abbott 67 1 3 5 76 7,10
P. roseopurpureum Dierckx 0 0 0 1 1 0,09
P. simplicissimum (Oudem.) Thom 3 3 8 0 14 1,31
P. solitum Westling 1 0 0 0 1 0,09
P. thomii Maire 0 4 0 0 4 0,37
P. turbatum Westling 0 0 0 3 3 0,28
P. variabile Sopp 1 0 0 0 1 0,09
P. verruculosum Peyronel 33 27 4 6 70 6,54
P. vinaceum J.C. Gilman & E.V. Abbott 0 0 2 15 17 1,59
P. viridicatum Westling 0 0 0 24 24 2,24
P. waksmanii K.M. Zalessky 0 41 0 0 41 3,83
Pestalotiopsis palustris Nag Raj 0 0 0 1 1 0,09
Pestalozziella artocarpi Nag Raj 0 0 5 0 5 0,47
Pithomyces chartarum (Berk. & M.A. Curtis) M.B. Ellis 0 0 3 1 4 0,37
P. sacchari (Speg.) M.B. Ellis 0 0 0 1 1 0,09
Scopulariopsis chartarum (G. Sm.) F.J. Morton & G. Sm. 1 0 0 0 1 0,09
Scytalidium lignicola Pesante 0 1 0 0 2 0,19
Staphylotrichum cocosporum J.A. Mey. & Nicot 0 1 0 0 1 0,09
Stillbella clavispora Seifert 0 1 0 0 1 0,09
Trichoderma aureoviride Rifai 0 0 1 0 1 0,09
T. koningii Oudem. 5 1 0 0 6 0,56
T. pseudokoningii Rifai 1 0 0 0 1 0,09
Total 302 356 224 187 1071 100

Legenda: S: superficie do solo, P: profundidade do solo
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Tabela 3: Unidades formadoras de col6nia de Zygomycota isolados do solo do Vale do

Catimbau,Buique, PE

. Chuvoso Estiagem  Total

Species S P 5 P deUFC
Zygomycota
Absidia cylindrospora Hagem 4 0 2 0 6 10,34
Cunninghamella blakeslleeana Lendn. 3 0 0 0 3 517
C. vesiculosa P.C. Misra 0 1 0 0 1 1,72
Gongronella butleri (Ledner) Peyronel & Dal Vesco 0 13 0 26 39 67,24
Mucor fuscus Bainier 0 0 0 3 3 517
Rhizopus microsporus var. microsporus Tiegh. 3 0 0 0 3 5,17
R. oryzae Went & Prins. Geerl. 0 0 1 0 1 1,72
Syncephalastrum racemosum Cohn ex J. Schrot 1 0 0 1 2 3,45
Total 11 14 3 30 58 100

Legenda: S: superficie do solo, P: profundidade do solo

Tabela 4: Unidades formadoras de colonia de Ascomycota isolados do solo do Vale do

Catimbau,Buique, PE

Species Chuvoso Estiagem  Total %
S P S P deUFC

Ascomycota
Chaetomium aureum Chivers 1 0 0 0 1 4,17
C. globosum Kunze 0 1 3 0 4 16,67
Emericela variecolor Berk. & Broome 0 0 0 1 1 4,17
Eupenicillium brefeldianum B.O. Dodge) Stolk & D.B. Scott 1 3 0 0 4 16,67
Neocosmospora vasinfecta var. africana E. F. Sm. 7 3 1 1 12 50,00
Thielavia 70gar70e70de (J.C. Gilman & E.V. Abbott) C.W. 0 0 0 2 9 8,33
Emmons
Total 9 7 4 4 24 100

Legenda: S: superficie do solo, P: profundidade do solo
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ABSTRACT —This taxonomic study of filamentous fungi isolated from soil in Buique, Pernambuco, Brazil reports the first
observation of reveals two species — Pestalotiopsis palustris and Pestalozziella artocarpi — documented for the first time
in Latin America and South America, respectively.

KEY WORDS — Coelomycetes, taxonomy, soil, Caatinga

Introducéo

Coelomycetes sdo conhecidos principalmente em regiGes tropicais e temperadas,
capazes de crescer, reproduzir e sobreviver numa ampla variedade de substratos. Eles
sdo comumente encontrados em solos cultivados ou ndo cultivados, em folhas decaidas
em outros materiais organicos, fontes manufaturadas, em aguas salinas, em outros
fungos e liquens e como parasitas de vertebrados. Alguns certamente colonizam raizes e
causam doencas, mas a maioria sdo saprobios (Sutton, 1980).

Pestalotiopsis Steyaert contém aproximadamente 234 espécies
(http://www.indexfungorum.org/). O género pertence a familia Amphisphaeriaceae e
seu teleomorfo é Pestalosphaeria M.E. Barr. Espécies de Pestalotiopsis sdo
amplamente distribuidas no mundo e sédo facilmente identificadas pela presenca de
conidios fusiformes produzidos em acérvulo compacto (Jeewon et al., 2003; Wei et
al.2007).

A classificacdo das espécies do género Pestalotiopsis baseou-se, durante muitos
anos, em caracteristicas que incluem tamanho, septacdo, pigmentacao do conidio e
auséncia ou presenca de apéndices (Nag Raj, 1993; Sutton, 1980). Steyaert (1949)
caracterizou Pestalotiopsis, em diferentes se¢cfes com base no numero de apéndices
apicais do conidio: monosetulado, bissetulado, trissetulado e multisetulado para
espécies que apresentam 1,2,3 e mais de trés apéndices apicais, respectivamente.
Enquanto, Guba (1961) separou as espécies de Pestalotiopsis em trés secdes baseados
na diferenca da pigmentacdo da célula mediana.

Pestalozziella Sacc. & Ell. Apresenta quatro espécies descritas e poucos
trabalhos sdo citados na literatura. Segundo Nag Raj e Kendrick (1972) os conidios de
Pestalozziella sdo holoblasticos e surgem terminalmente de células conidiogénicas que
frequentemente proliferam simpodialmente. Sao hialinos a subhialinos, bicelulares com
pequena celula terminal completamente modificada com um apéndice e ramificando
irregularmente ou dicotomicamente, algumas vezes repetidamente.

O objetivo deste trabalho foi relatar a primeira ocorréncia de Pestalotiopsis
palustris (Nag Raj) para a América do Sul e, Pestalozziella artocarpi Nag Raj & W.B.
Kendr. Para America Latina, isoladas do solo do Vale do Catimbau, municipio de
Buique, nordeste do Brasil.
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Material e métodos

Amostras de solo foram coletadas em cinco pontos aleatérios, na superficie e a 20cm de
profundidade, durante os periodos de estiagem (set e out/05) e chuvoso (mai e jun/06)
no Vale do Catimbau, municipio de Buique, semi-arido nordestino, Pernambuco
(Brasil).

Para o isolamento das amostras de fungos, o solo foi submetido a técnica de
suspensdo sucessiva segundo Clark (1965, modificado) com o seguinte procedimento:
25¢ de solo foi suspensa em 225 ml de agua destilada esterilizada (dilui¢do 1:10). Desta
suspensdo, 10 ml foi adicionado a 990 ml de &gua destilada esterilizada (dilui¢éo
1:1000), da qual 1ml foi semeado, em triplicata, em Placas de Petri contendo meio de
cultura Agar Sabouraud adicionado de cloranfenicol (100 mg/ml). As placas
permaneceram a temperatura ambiente (26 °C +1 °C) e o crescimento das colonias
acompanhado por 72 h, posteriormente foram transferidas para meio de cultura BDA
para posterior identificacao.

Taxonomia

Pestalotiopsis palustris Nag Raj, Coelomycetous Anamorphs with Appendage-bearing Conidia (Ontario):
645 (1993) (Fig.1)

Conidioma tipo picnidio, isolado ou agregado, imerso ou parcialmente inserido no substrato, oval ou
irregular, unilocular, glabro, marrom, parede fina. Conidioforo: produzido em um estroma basal,
geralmente reduzido a célula conidiogénica, ocasionalmente monoseptado na base ¢ ndo ramificado,
hialino com parede lisa. Célula conidiogénica: ampuliforme a lageniforme (4,6-7 x 3,5um) ou cilindrica
(10,5- 12,7 x 1,6-3um), hialina, lisa.Conidios: com 3-4 septos (20-25 x 5,5-7 um) originando apéndices,
célula basal obconica com base truncada, geralmente hialina, com parede fina e lisa, trés células mediana
doliforme, com parede espessa pigmentada e versicolorida, a segunda célula basal marrom apresenta
estrias longitudinais, célula apical conica, hialina, fina com parede lisa, 73gar73e73de tubulares
originados da célula basal, com 1 a 4 (8-17 um), apéndice basal, geralmente presente, simples ndo
ramificado (5-7 pm).

Habitat: em folhas de Fuphorbia palustris e solo de Buique, semi-arido nordestino brasileiro.
Distribui¢do conhecida: Italia e Brasil.
Teleomorfo: desconhecido

NOTA: Pestalotiopsis palustris difere das demais espécies de Pestalotiopsis por apresentar conidiéforo
formado na base ou na parte superior da parede do conidioma, célula mediana mais ou menos igual,
juntas com 13-17 pm de comprimento, a segunda e quarta célula com estrias longitudinais, sendo um
apéndice produzido na extensdo da célula apical e os demais em fileiras.

Pestalozziella artocarpi Nag Raj & W.B. Kendr Can. J. Bot. 50(3): 609 (1972) . (Fig.2)

Conidioma picnididide, isolado ou agregado, globoso ou ligeiramente globoso, unilocular, glabro,
descéncia por uma fenda ou lise da parede apical do conidioma. Conidiéforos: produzidos em fileiras na
cavidade do conidioma, irregularmente ramificado e septado, hialino, liso. Célula conidiogénica:
cilindrica, hialina, lisa, 2.5-56 x 1-2um produzindo um conidio holoblastico apical. Conidio: cilindrico,
com o apice arredondado e base estreita truncada, reto ou levemente curvado, hialino, uniseptado, parede-
lisa, 14.5-26 x 2.6-4.5um originando apéndices apicais. Apéndices 2-4, filiformes, hialinos, 15-31um de
comprimento, divergente, originados dos ramos da célula apical.

Habitat: folhedo de Artocaptus 73gar73e73de73ia, e solo de Buique, semi-arido nordestino brasileiro.

Distribui¢do conhecida: Ilhas Canarias, India, E.U.A e atualmente no Brasil.

Teleomorfo: desconhecido.
NOTES: Pestalozziella artocarpi difere da espécie tipo (P. subssessilis) pela morfologia do conidio. Em P.
subssessilis os conidios sdo ovais a subcilindricos, apéndices subapicais (2-6) com ramificagdes
dicotomicas. As demais espécies de Pestalozziella apresentam conidios 73gar73e73de, clavado,
subcilindrico, 73gar73e ou fusiforme.
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Figural:Pestalotiopsis palustris: A. Conidio com 2 apéndices; B. Conidio com 3
apéndices; C. Conidio com 4 apéndices. Bar: 10 um.
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Pestalozziella artocafpi: A-B. Conidio com £ apPéndices; C. Conidio com apéndices. Bar: 20 pm.

76



Capitulo 3

“ Atividade de Lacase e Peroxidase por fungos filamentosos do solo em

area do semi-arido, Pernambuco, Brasil”

Manuscrito a ser submetido ao Jornal Cientifico: Mycological Research

Fator de Impacto: 1,861

77



Atividade de Lacase e Peroxidase por fungos filamentosos do solo em

area do semi-arido, Pernambuco, Brasil

Luciana Gongalves de Oliveira®”, Luis Antelo?, Heidrum Anke?, Timm Anke? and

Maria Auxiliadora de Queiroz Cavalcanti’

1.Universidade Federal de Pernambuco, Department of Mycology, Av. Prof. Moraes
Régo s/n, 50670-910,Cidade Universitéria, Recife — PE, Brazil,
Phone.: (00 55 81) 2126 8478 Fax.: (00 55 81) 2126 8482;
* lugoliveira@yahoo.com.br;
2. 2. Institute of Biotechnology and Drug Research (IBWF), Erwin-Schrédinger-Str. 56,
67663 Kaiserslautern, Germany, Phone: (0)631/31672-0, Fax: (0)631/31672-15.

78



Abstract

The semi-arid region of Brazil is located almost exclusively in the northeast of
the country, occupying an area of approximately 900,000 km?, and the predominant
vegetation type is composed of several forms known as Caatinga. Information on
density and diversity of soil microorganisms is scarce in dry land tropical conditions,
especially in caatinga soils. In the soil, the microorganisms play dominant roles like
enzymes production. The enzymes have been used in different processes. Laccase and
peroxidase occur widely in fungi, and are components on the lignin degradation system.
The aim of this study was to describe the laccase and peroxidase activities by
filamentous soil fungi isolated from semi arid area in Brazilian Northeast. For enzymes
production, fungal strains were cultivated in different media (Soy meal, HA and HA
complemented with Tryptophan, Veratryl alcohol and CuSQ,). Thirty two species of
filamentous soil fungi were tested for laccase and peroxidase activities. The effect of pH
and temperature were observed. According to qualitative enzymes activities, 22 and 27
species showed activities for laccase and peroxidase, respectively. For quantitative
activities, Chaetomium globosum was the best for lacase and Pithomyces chartarum for
peroxidase. The best optimum pH for laccase activity was 3.0 for P. chartarum, and pH
4.5 for Curvularia pallescens for peroxidase. The optimum temperature was observed in
C. globosum (70°C 60 min) for lacase, and 50 °C for 60 min in Myrothecium roridum

for peroxidase.

Key-words: soil fungi, semi-arid, laccase, peroxidase
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1. Introdugéo

A regido semi-arida do Brasil encontra-se quase exclusivamente no nordeste do
pais. Esta regido esta localizada entre as coordenadas 3-17° S e 35-45° W, cobrindo
cerca de 8% do territério do Brasil e ocupando uma area de aproximadamente 900.000
km? O bioma tipico é chamado Caatinga e se caracteriza por apresentar espécies
vegetais semi-decidua ou deciduas na estacdo seca (Giulietti et al. 2006).

Informacdo sobre a densidade e diversidade dos microrganismos do solo é
escassa no semi-arido, especialmente em solo de caatinga. Os microrganismos no solo
sdo extremamente influenciados por varios fatores quimicos e fisicos, mas em
ambientes aridos esses fatores sdo desfavoraveis para o crescimento microbiano no solo.
Os fungos desempenham papel importante no solo através do processo da ciclagem de
nutrientes e da interacdo com outros organismos vivos (Thorn 1997; Souza et al. 2003;
Cavalcanti et al. 2006; Costa et al. 2006; Santiago e Souza-Motta 2006; Gorlach-Lira e
Coutinho 2007).

Muitos dos fungos conhecidos tém impacto negativo atuando como agentes de
doencas de plantas, como biodeterioradores ou como patégenos de animais. Porém, ha
espécies que sdo conhecidas por serem benéficas ao homem. Estes microrganismos
sintetizam varios compostos de interesse industrial como enzimas, vitaminas, alcoois,
acidos organicos e antibidticos. Dentre estes compostos, as enzimas tém sido utilizadas
em diferentes processos industriais, tais como no processamento de alimentos e na
remocdo de poluentes ambientais (Gray e William 1975; Benett 1998).

As enzimas envolvidas na degradagéo da lignina podem ser agrupadas em duas
diferentes classes: as fenoloxidases e as enzimas que produzem perdxido de hidrogénio.

As fenoloxidases podem ser subdivididas em duas subclasses, uma envolvida na
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degradacdo da lignina e a lacase (cobreprotepinas que ndo dependem de perdxido para
degradar) (Ferraz 2004).

Fenoloxidase catalisa a oxidagdo de varios compostos aromaticos pela reducdo
do oxigénio molecular em &gua (Giardina et al.1995; Ferraz 2004). Os fungos
degradadores da podriddo branca sdo conhecidos por serem responsaveis pela
biodegradacdo da lignina na madeira. Entretanto, o papel da lignina no solo ndo pode
ser apenas atribuida aos fungos degradadores da podriddo branca, visto que muitos
trabalhos tém demonstrado significante habilidade de fungos do solo em degradar
lignina (Chefetz et al 1998; Kiiskinen et al 2002; Zeng et al. 2006; Hao et al. 2007).

Lacase e peroxidase ocorrem amplamente nos fungos e sdo componentes do
sistema de degradacéo da lignina (Hattakal994; Heinzkill et al 1998; Saito et al 2003).
A lacase catalisa a oxidacdo de subunidades contendo grupos de hidroxil fendlicos
usando O,, e as peroxidases agem na lignina utilizando peréxido de hidrogénio ou
outros perdxidos para catalisar a oxidacdo de radicais livres de uma variedade de
compostos organicos e inorganicos (Saloheimo e Niku-Paavola 1991).

Lacase (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigénio oxidorredutase) é uma das enzimas
fenoloxidases que tem sido estudada desde o final do século XIX (Baldrian 2006). E
usada em diversas finalidades industriais tais como: processamento de papel, prevencao
da descoloracdo do vinho e detoxificacdo da poluicdo ambiental, oxidacdo de corantes e
producdo de produtos quimicos através da lignina (Viswanath et al. 2008).

Peroxidases (H20,, oxidoredutase [EC 1.11.1.7.]) incluem um grupo de enzimas,
heme-proteinas que catalisam reacGes de oxido-reducdo usando o peroxido de
hidrogénio (H,O;) Elas tém sido altamente usadas em processos de biorremediagéo,
especialmente em tratamento de residuos industriais (Anni e Yonetani 1992; Karam e

Nicell 1997; Duran e Esposito 2000; Ikehata et al. 2004).
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O objetivo do presente trabalho foi analisar a atividade qualitativa e quantitativa
das enzimas lacase e peroxidase por fungos filamentosos isolados do solo em &rea do

semi-arido do nordeste brasileiro.

2. Material e Métodos

2.1 Microrganismos

Fungos filamentosos isolados do solo do Vale do Catimbau, &rea do semi-arido
brasileiro (08 ° 34> 00” S — 37 ° 15°07” W), foram utilizados para este estudo. Esta
regido apresenta alto nivel de insolacéo, alta temperatura, escassez recursos hidricos e
escassez de chuvas que podem causar longos periodos de seca (Gorlach-Lira e Coutinho
2007).

As culturas foram mantidas em &gar extrato de malte (4 g/l de glicose, 10 g/l de

extrato de malte, 4 g/l de extrato de levedura e 49/l de 82gar) a 27°C.

2.2 Meios de cultura e condic6es de cultivo

Amostras de fungos foram cultivadas em frascos de Erlenmeyer de 500 ml
contendo 250 ml de trés diferentes meios de cultura: farinha de soja (30 g/l de farinha de
soja, 15 g/l de maltose, 15 g/l de peptona), HA (4 g/l de glicose, 10 4 g/l de extrato de
malte, 4 g/l de extrato de levedura) e HA complementado com 2 mM de triptofano, 2
mM de alcool veratrilico e 1mg/l CuSO,4. Os frascos foram incubados a 27°C em

agitador a 120 rpm.
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2.3 Métodos analiticos
Aliquotas de cultura de fungos foram coletadas ap6s 48 h, 72 h e 92 h de
inoculados. Todas as amostras foram centrifugadas (14.000 x for 5min) e o

supernadante da cultura foi coletado para determinacéo do agucar redutor e pH.

2.4 Teste enzimético

Para atividade da lacase, a mistura da reacdo continha 100 pL da cultura filtrada,
100 pL de H,O destilada e 100 puL de 2g/l 2,2°- azino-bis (3-thylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) em 200 mM do tampdo &cido tartarico (pH 4.5) e absorbancia
monitorada a 420 nm (Wolfenden e Willson 1982). A atividade da peroxidase foi
determinada com 4.5 mM de H,0, ao invés de H,O destilada e monitorada a 420 nm. A
atividade da peroxidase foi calculada como a diferenca entre os valores obtidos pela
oxidacdo total do ABTS e a atividade da lacase. As atividades enzimaticas foram

expressas como Katals (mol. S™).

2.5 Efeito do pH e temperatura

Para determinar a influéncia do pH, a atividade da fenoloxidase da cultura
filtrada foi medida pela a oxidacdo do ABTS (3-thylbenzaohiazoline-6-sulfonic
acid) em diferentes tampdes (100 mM). Os tampdes usados foram citrato (pH 3.0),
acido tartarico (pH 4.5), fosfato (pH 7.0) e Tris-HCI (pH 8.0). Para analisar o efeito
da temperatura, a atividade foi testada apos a incubacdo em diferentes temperaturas
(50-80°C) e tempo (30 e 60 min) pelo teste enziméatico padrdo (200 mM &cido

tartarico, pH 4.5) (Sadhasivam et al. 2008).
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3. Resultados
3.1 Atividades de lacase e peroxidase

Das 32 espécies de fungos filamentosos do solo testadas quanto a atividade de
fenoloxidases em diferentes meios de cultura e tempo de incubacdo, 22 espécies
mostraram reacdo positiva quanto a atividade da lacase. Dentre elas, uma espécie de
Ascomycetes, 18 de Hyphomycetes, duas de Coelomycetes, e trés de Zygomycetes.
Para peroxidase, 27 espécies foram positivas sendo duas espécies de Ascomycetes, 20
de Hyphomycetes, duas de Coelomycetes e trés de Zygomycetes (Tabelal).

Espécies de fungos conidiais como Myrothecium roridum e Curvularia
pallescens apresentaram étima atividade enzimética para lacase, mas apenas M. roridum
revelou boa atividade para peroxidase. Pithomyces chartarum, Scopulariopsis
chartarum, Fusarium solani, F. oxysporium produziram tanto lacase como peroxidase.
Trichoderma pseudokongii e Penicillium verruculosum revelaram boa atividade para a
enzima peroxidase. Pestalozziella artocarpi e Pestalotiopsis palustris (Coelomycetes)
tiveram boa atividade para lacase. Nao foi observada atividade enziméatica em Humicola
fuscoatra, Aspergillus ustus, Penicillium brevicompactum.

Absida cylindrospora, Cunninghamella vesiculosa e Syncephalastrum
racemosum (Zygomycetes) mostraram atividade para peroxidase, mas apenas S.
racemosum produziu lacase apds 72h de inoculagdo nos meios de cultura de farinha de
soja e HA+.

Dentre os Ascomycetes, Chaetomium globosum obteve 6tima atividade para
lacase em diferentes meios de cultura, mas ndo apresentou atividade para peroxidase;
Emericella variecolor e Neocosmospora vasinfecta var. vasinfecta tiveram apenas

atividade para peroxidase.
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C. pallescens, C. globosum, M. roridum, P. artocarpi e S. chartarum revelaram
melhor atividade para lacase em diferentes meios de cultura e diferentes tempos de
cultivo. Ap6s 48h de cultivo, S. chartarum apresentou melhor atividade para lacase no
meio HA, porém ap6s 72h e 96h, a melhor atividade foi observada em C. globosum e P.
artocarpi, respectivamente. Para o meio HA+, C. pallescens e C. globosum
apresentaram melhor atividade ap6s 48 h, 72 h e 96 h de inoculados. A atividade de
lacase por C. pallescens apos 48 h de inoculado no meio de cultura farinha de soja foi
melhor em relacdo aos outros periodos estudados e nos diferentes meios de cultura,
enquanto em M. roridum a melhor atividade foi apds 72 h (Figura 1).

Para a enzima peroxidase, a melhor atividade foi observada no meio de cultura
de farinha de soja ap6s 48 h, 72 h e 96 h de inoculagdo em Pithomyces chartarum, E.
variecolor e Stilbella clavispora, respectivamente. Para o meio de cultura HA a melhor
atividade foi observada em S. chartarum e Pestalotiopsis palustris apds 72 h e 96 h de
inoculados, respectivamente. Enquanto, M. roridum , F. oxysporium e C. pallescens
revelaram melhor atividade para o meio de cultura HA+ ap6s 48 h, 72 h e 96 h de

inoculados, respectivamente (Figura 2).

3.2 Efeito do pH e temperatura
O pH 6timo para atividade da enzima lacase no meio de cultura de farinha de
soja foi observado em Cladosporium cladosporioides (1.38 Katal) e Chaetomium
globosum (1.15 Katal) ap6s 72 h de inoculagdo no pH 3.0. A atividade lacalitica de
Myrothecium roridum foi melhor expressada em pHs neutro (0.89 Katal) e alcalino
(0.72 Katal) ap6s 96h de cultivo no meio de farinha de soja. Pestalozziella artocarpi

(1.08 Katal) e Scopulariopsis chartarum (1.08 Katal) apresentaram melhor atividade
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apos 48 h de cultivo no pH 3.0, apo6s esse periodo a atividade enzimatica descresce
gradualmente até ficar inativa em pH alcalino. Quando se estudou a atividade da enzima
lacase no meio de cultura HA, a melhor atividade foi observada em Pestalotiopsis
palustris (1.59 Katal) e M. roridum (1.01 Katal) apds 96 h de cultivo no pH 4.5. A
atividade lacalitica de Curvularia pallescens, S. chartarum e P. artocarpi descresceu a
medida em que a faixa de pH e o periodo de incubagcdo aumentaram. Em M. roridum, a
atividade enzimética no meio de cultura HA+ foi observada em pHs 4.5, 7.0e 8.0 e
inativa em pH 3.0 durante todo periodo estudado. Porém, para pH 3.0 a melhor
atividade foi observada em Pithomyces sacchari (1.7 Katal) e Pestalozziella artocarpi
(0.96 Katal) apés 48 h e 72 h de cultivo, respectivamente, enquanto Curvularia

pallescens (1.08 Katal) apresentou melhor atividade em pH 4.5 ap6s 72h de inoculacao.

Para peroxidase, o pH 6timo para atividade da enzima no meio de farinha de soja foi
observado em Curvularia pallescens (0.79 Katal) e Myrothecium roridum (0.71 Katal)
nos pHs 4.5 e 7.0 apds 96 h de cultivo, respectivamente. Para 0 meio de cultura HA+, o
pH 6timo foi observado em Scopulariopsis chartarum (0.64 Katal) no pH 4.5 ap6s 72 h
de cultivo. Foi observada fraca atividade para os pHs 7.0 e 8.0 em Cladosporium
cladosporioides (0.025 Katal) e Curvularia pallescens (0.079 Katal) apds 96 h e 72 h,
respectivamente. Por outro lado, Myrothecium roridum (0.37 Katal) apresentou melhor
atividade apds 96 h no pH 8.0. Quando se estudou o pH 6timo de atividade da enzima
peroxidase em meio de cultura HA, Curvularia pallescens apresentou melhor atividade
apos 72 h de cultivo no pHs 4.5 e 3.0 (1.67 Katal and 0.51 Katal). Apenas M. roridum
apresentou atividade enzimatica em pHs 7.0 e 8.0, porém o pH 6timo foi observado
apos 72 h de cultivo (0.81 Katal) para enzima no pH 8.0.

Quando fenoloxidase foi estudada em funcdo da temperatura, a lacase no meio de

cultura HA foi ativa na faixa de 50-80°C em Chaetomium globosum durante 30 min de
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incubacdo. A atividade enziméatica em Curvularia pallescens, Scopulariopsis chartarum
foi ativa quando se estudou a enzima em funcdo da temperatura durante um periodo de
incubacdo de 30 min, mas inativa em C. pallescens num periodo maior de incubagéo
(60 min). Para a maioria das espécies estudadas em tempo de incubacdo de 60 min a
atividade da enzima foi inativa ou com baixa atividade enzimética, exceto para
Chaetomium globosum e Myrothecium roridum a periodos maiores de incubacdo (60
min). Para 0 meio de cultura HA+ a melhor atividade enzimatica foi observada em
Curvularia pallescens apés 96 h de incubacdo a 60°C por 30 min. Enquanto que em C.
globosum a melhor atividade no meio HA+ foi ap6s 96 h de incubacéo por 60 min.

Para a enzima peroxidase, a maioria das espécies ndo apresentaram atividade ou a
atividade foi relativamente baixa em funcdo da temperatura. Para 0 meio de cultura HA,
a atividade enzimaética foi positiva para Myrothecium roridum (0.03 Katal) apds 48h de
inoculagdo a 50° C por 30 min. Para a temperatura de 60°C a atividade enzimatica foi
positiva em Myrothecium roridum (0,056 Katal) e Scopulariopsis chartarum (0,014
Katal) por um periodo de incubacdo de 30 min. Neocosmospora vasinfecta var.
africana (0,095 Katal), M. roridum (0,07 Katal) e Pestalotiopsis palustris (0,005 Katal)
apresentaram atividade ap6s 72 h de inoculagdo a 50°C por 30 min, enguanto
Pithomyces sacchari (0,028 Katal) e S. chartarum (0,016 Katal) apresentaram atividade
a 60°C ap6s 72 h a 30 min de incubacdo. Ap6s 96 h a atividade da enzima peroxidase
foi observada apenas em P. palustris (0,045 Katal), Pestalozziella artocarpi (0,005
Katal) e Pithomyces sacchari (0,23 Katal) a 50°C por 30 min. Durante a incubacao por
60 min a atividade so foi observada em Myrothecium roridum (0,11 Katal) e (0,038
Katal) ap6s 72 h e 96 h a 50°C, respectivamente. Para 0 meio de cultura HA+ foram
positivas as espécies Curvularia pallescens (0,042 Katal), Myrothecium roridum (0,019

Katal) e Pestalotiopsis palustris (0,34 Katal) a 50°C por 30 min de incubagdo. Para a
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temperatura de 60°C apenas Myrothecium roridum (0,022 Katal) foi positiva para
atividade enzimatica apds 48 h. A partir de 72 h a atividade enzimatica sé foi observada
em Pestalozziella artocarpi (0,010 Katal) e (0,008 Katal) ap6s 50 e 60°C,
respectivamente. Pithomyces sacchari (0,11 Katal) e Emericella variecolor (0,017
Katal) foram positivas a partir de 96 h a 30 min de incubagdo. Quando se estudou a
atividade enzimatica ap6s um periodo de incubagdo de 60 min, Scytalidium lignicola

apresentou melhor atividade 0,45 Katal apos 48 h a 60°C .

4. Discussao

Estudos tém demonstrado que alguns fungos isolados do solo s&o capazes de
degradar enzimas lignoliticas (Rodriguéz et al 1996; Chefetz et al 1998; Saito et al
2003; Hao et al 2007).

A producdo de fenoloxidases pelos fungos é influenciada pelas condicGes
nutricionais tais como fontes de carbono e nitrogénio e relacionada com a concentracao
e presenca ou auséncia de microelementos. Extrato de malte é rico em aminoéacidos
aromaticos como o triptofano e a atividade enzimatica de lacase e peroxidase é
conhecida por reagir com derivados desses compostos. O meio de cultura derivado da
farinha de soja contém nitrogénio na sua composicdo e apresenta diferentes efeitos na
atividade de fenoloxidases que pode ser explicado por ser normalmente um elemento
usado no substrato natural de muitos fungos saprobios. Lacases e peroxidases
geralmente sdo produzidas em baixas concentragdes por fungos, mas altas
concentracdes podem ser obtidas pela adicdo de varios suplementos para crescer em
meio de cultura liquido, por exemplo, 0 CuSO,. A suplementacdo de alcool veratrilico
em diferentes meios de cultura basal favorece a producdo de enzimas em niveis

variaveis em diferentes fungos. A diferenca no tempo da producéo de fenoloxidases por
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varios sistemas enzimaticos dos fungos dependem principalmente da fonte, da
composigdo do meio de cultura e tipo de indutor (Heinzkill 1998; Arora and Gill 2000,
2001; Sadhasivam et al 2008).

De acordo com Hao et al (2007), requerimento de cobre pelos microrganismos
sdo usualmente satisfatorios em baixas concentrac@es, variando entre 1 e 10 uM. Em
Pestalotiopsis sp, a concentracdo 6tima de cobre para atividade enzimética foi de 20
mM. Esta concentragdo é bem maior que a concentragdo tipicamente usada em meio de
cultura (2-600 M) para a producéo de lacase.

Varnieté¢ ¢ Raudniené (2005) relataram que a atividade de fenoloxidase por
Myrothecium verrucaria ap6s 30 e 60 dias de inoculacdo apresentou alta atividade de
peroxidase, mas a atividade da lacase foi baixa ou ausente. Por outro lado, a maxima
atividade da lacase foi observada apdés o quarto dia de cultivo. Saparrat et al (2000)
observaram que a diferenca na producdo e a incapacidade de secretar oxidases
extracellulares e peroxidases por certas linhagens de Fusarium solani poderia ser
mantida por longos periodos de tempo.

De acordo com o pH, a maioria dos fungos sdo acidéfilos, mas podem tolerar
uma ampla faixa de pH. Os pHs 6timos conhecidos para as fenoloxidases estdo na faixa
de 4.5 ou no méaximo 7.0. Por outro lado, Sulistyaningdyah et al (2004) afirmam que a
lacase de Myrothecium verrucaria mostrou reacdo enzimatica em pH elevado (9.0),
sendo linhagens de M. verrucaria boas fontes de lacase alcalinas. Em Trichoderma
harzianum o pH 6timo para a atividade de lacase foi observado a 4.5 quando o ABTS
foi usado como substrato. Valores de pH maiores que 4.5 a atividade da enzima
decresce gradualmente e fica completamente inativa a pHs alcalinos (Sadhasivam et al

2008).
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A temperatura € um dos fatores mais importante que afeta o crescimento
fangico. A maioria dos fungos sdo mesofilos crescendo numa faixa de temperatura entre
5°C e 37°C, com temperatura 6tima entre 25-30°C. Porém, em ambientes com elevada
temperatura um pequeno grupo de fungos termofilicos é importante como agente
biodegradador. Os fungos termofilicos tém crescimento maximo a uma temperatura de
50°C ou maior, enquanto espécies termotolerantes tém crescimento maximo com a
temperatura cerca de 50°C. Fungos termofilicos e termotolerante s&o conhecidos por
apresentarem atividade lignoliticas. Tolerancia da temperatura varia com o género e até
mesmo entre os isolados das espécies dos fungos. Quando a atividade da lacase foi
estudada em funcdo da temperatura, a enzima foi ativa a uma temperatura na faixa de
30-50°C, com maxima atividade a 35°C. Em geral, lacases sdo estaveis a temperaturas
30-50°C e rapidamente perdem atividade a temperaturas acima de 60°C. Em linhagem
de uma espécie de Chaetomiaceae, o pH 6timo para sua oxidacao em siringaldazina foi
7.0 e lacase foi inativa a pHs 5.5 e 8.0, enquanto a temperatura 6tima para sua atividade
foi 42°C (Tuomela et al 2000;Saito et al 2003; Sulistyaningdyah et al 2004). Palmieri et
al (1993) relataram a estabilidade e atividade de fenoloxidase de Pleurotus osteatrus
cujo efeito do pH 6timo na atividade da lacase mostrou-se entre 3.0 e 3.5 quando o
ABTS foi usado como substrato. De acordo com a faixa de temperatura de 40-60°C, sua
atividade méxima foi de 50°C.

A atividade enzimética lacase e peroxidase de fungos filametosos pode ser

otimizada quando estudada em diferentes fontes nutricionais, bem como diferentes

pHSs e temperaturas por longo periodo de tempo.
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Tabela 1: Atividade de Lacase e Peroxidase de fungos filamentosos isolados do solo.

Species | Lacase

Peroxidase

48h | 72h | 96h

48h

72h | 96h

HA HA+ Soy HA HA+  Soy HA HA+ Soy

HA

HA+

HA HA+ Soy HA HA+ Soy

ASCOMYCETES

Chaetomium globosum + + + + + + + + -

Emericella variecolor

Neocosmospora
vasinfecta var. africana - - - - - - - - -

IMPERFECT FUNGI

( Hyphomycetes and
Coelomycetes)

Aspergillus aculeatus

A. flavus +/- - +/- - - - - - _
A. niger - +/- - - - + - - -
A. parasiticus - - +/- - - - - - -
A. ustus - - - - - - - - -

Cladosporium
cladosporioides + + + - - + - - +/-

C. tenuissimum + + + + + + + + +
Curvularia pallescens + + + + + + + +/- +

Fusarium equiseti - - - - - - - - -

+/-

+/-

+/-
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continue

Species | Laccase Peroxidase
48h 72h 96h 48h 72h 96h

HA HA+ Soy HA HA+ Soy HA HA+ Soy HA HA+ Soy HA HA+ Soy HA HA+ Soy
F. oxysporium +/- - +/- + + + + + + - - + + +/- + - - -
F. solani + + + - - - + + + + - +/- + + + - - -
Humicola fuscoatra - - - - - - - - - - - - - - - - - -
H. rugosa - - - - - +- - - - - - - +H- 4+ + - - -
Myrothecium roridum + + + + + + + + + - + + - + + - + +/-
Penicillium janthinelum - - - - +/- - - - - - - - - - - - - -
P. verruculosum - - - - - +/- - - - - - - +/- +/- +/- - - -
P. brevicompactum - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Pestalotiopsis palustris - +- - + - - +- + - - - - - - - +- +- -
Pestalozziella artocarpi + +/- + + + + + + + - - - +/- +/- - - +/- -
Pithomyces chartarum - - - + - + + - + + + + + . + + - +
Pithomyces sacchcari - - - - - - + - +/- - - - - - - - - +
Scopulariopsis
chartarum + - + + - +/- + +/- + - - - + + + + +
Scytalidium lignicola - - - - - - - - - - - - + - + - - +
Staphylotrichum
cocosporium - - - +/- + + - - - - - +/- + + + - - -
Stilbella clavispora - - - - - + - - + - - - _ _ . - - +/-
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continue

Species Laccase Peroxidase

48h | 72h | 96h 48h | 72h | 96h

HA  HA+ Soy HA  HA+ Soy HA HA+ Soy HA HA+ Soy HA HA+ Soy HA HA+

Soy

Trichoderma
pseudokoningii

- - - +/- + + + +/ +
ZYGOMYCETES
Absidia cylindrospora - - - - - - - - - - - +/-
Cunninghamella - -
vesiculosa - - - - - - - - +/-
Syncephalastrum
racemosum - - - - - +/- - +- +- - - - - - + - +

Legenda: + boa atividade; +/- fraca atividade; - : sem atividade ; meio de cultura: HA (extrato de malte, extrato de levedura e glicose); HA + ( HA
complementado com alcool veratrilico, triptofano e CUSO4y; Soy: farinha de soja
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Figure 2: Atividade de Peroxidase em diferentes meios de cultura e tempo de cultivo



CONCLUSOES GERAIS

e Os fungos anamdrficos sdo dominantes no solo do Vale Catimbau, Buique,
Pernambuco;

e Aspergillus fumigatus, A. versicolor, A. terreus, Fusarium solani, Penicillium
commune, P. decumbens, P. restrictum, P. verruculosum e P. waksmanii foram
classificadas como espécies abundantes;

e A area é de importancia para pesquisa em biodiversidade, pois apresentam novas
ocorréncias para America Latina e América do Sul;

e A pluviosidade e profundidade do solo afetam a ocorréncia se fungos ou de UFC

e Myrothecium roridum apresentou boa atividade enzimatica para lacase e
peroxidase;

e Chaetomium globosum,Cladosporium cladosporioides, C. tenuissiumum,
Curvularia pallescens, Scopulariopsis chartarum tiveram boa atividade para
lacase;

e As espécies testadas para a atividade de fenoloxidases apresentam potencial
biotecnolégico;

e Curvularia pallescens, Pestalotiopsis palustris, Pestalozziella artocarpi e
Scopulariopsis chartarum estdo sendo citadas como primeiro registro com

atividade para fenoloxidases;
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