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Resumo

A moringaMoringa oleifera L, € uma planta tropical com indmeros usos.
Diversos trabalhos ja comprovaram o efeito antiofiino do extrato de semente e
flores de moringa, no entanto a literatura careeetrdbalhos sobre associacdo da
moringa com microrganismos, como os fungos endofticapazes de viver no interior
de 6rgaos e tecidos vegetais como caules, folmag&zes de varias plantas sem causar
efeito negativo ao hospedeiro. As amostras foratetadas de forma asséptica e
desinfetadas com alcool 70% e hipoclorito de sad3®s. Apos a desinfec¢ao procedeu-
se o isolamento dispondo 4 fragmentos de £5mm didccdo da vagem, de folhas e da
raiz em placas de petri contendo meios de cultidd PPotato Dextrose Agar) e
Sabouraud (AS). Calculou-se entdo, apos o periedoatibacdo, a taxa de colonizacao
para cada amostra (TC%) que consiste no nUmerod®tsegmentos com um ou mais
isolados divido pelo namero total de segmentoszatibs. O presente trabalho isolou
24 fungos filamentosos endofiticos da moringa, mwidde TC de: 0% para raiz
(independente do meio), 20,83% para RD#6,67% para PDA 33.33% para ASe
87,5% paraASc. A TC pode variar de acordo com a composicao dm,n@eespecie
vegetal, a distribuicdo geogréfica, a idade datplaa precipitacdo anual, a parte da
planta utilizada, dentre outros fatores. Este thababservou diferenca significativa de
TC entre as partes da planta e ndo em relacao modaecultura. Os fungos isolados
sdo representados pelos génerdspergillus sp Colletotrichum sp Fusarium sp
Penicillium sp., Trichoderma sp., Geotrichum spurv@ilaria sp., Glomerella spg a
bactériaBurkholderia gladioli.Estes microrganismos foram testados para prodiggio
enzimas, amilase, protease, pectinase e lipasdp sgue todos os isolados (100%)
apresentaram atividade para pelo menos um dosratassttestados, 23 (88,46%)
apresentaram atividade pectinolitica e 19 (76,1p¥duziram proteases. Nao foi
detectada a producdo de amilases e lipases petalonétilizado. Este estudo obteve 24
dos fungos endofiticos ddoringa oleiferaLam, com capacidade enzimatica, sendo
necessario ampliar o estudo a fim de entender melhdistribuicdo, colonizacdo e
interacbes da moringa com microrganismos endofigssim como verificar sua
viabilidade biotecnolégica (producao de enzimasuteas enzimas, pigmentos, aromas,
controle de pragas em plantas, etc.).

Palavras chavemoringa, endofiticos, atividade enzimatica.



Abstract

The moringa treeMoringa oleifera L., is a tropical plant with many uses.
Several studies have demonstrated the antimicrabiatt of the extract of moringa
seed and flowers, but the literature lacks studlesut the association of moringa with
microorganisms such as endophytic fungi, ablewe ihside plant tissues and organs
such as stems, leaves and roots of various plattiswt causing adverse effects to the
host. The samples were aseptically collected, whshih sterile distilled water,
followed by treatment with 70% alcohol for 1 mimdsum hypochlorite and 3% (v / v)
for four minutes, 70% alcohol for 30 seconds, dméd rinses in sterile distilled water.
After disinfection proceeded isolation featuringifdragments (£ 5mm) from the pod
stems, leaf and root in petri plate containing we@tmedium PDA (Potato Dextrose
Agar) and Sabouraud (AS). Was calculated, aftemtbation period, the colonization
rate for each sample (CR%) consisting of the tatahber of segments with one or
more strains divided by the total number of threasksd. The present study isolated 24
endophytic fungi of moringa, obtaining CR: 0% favot (regardless of medium),
20.83% for PDA, ADP, 66.67% for PDA, 33.33% for Ag and 87.5% for A& CR
may vary with the composition of the medium, theanpl species, geographical
distribution, plant age, annual rainfall, the plaatt used, among other factors. In this
work, it was observed significant difference in 6&ween parts of the plant and not in
relation to the culture medium. The isolates aprasented by the generaspergillus
sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp., Penicillism, Trichoderma sp., Geotrichum sp.,
Curvularia sp., Glomerella sp.and the bacteriunBurkholderia gladioli These
microorganisms were tested for production of enzmgjnaenylase, protease, pectinase,
lipase, and all isolates (100%) were active foleast one of the substrates tested, 23
(88.46%) showed pectinolytic activity and 19 (78%) produced proteases. There were
no detectable production of lipases and amylasdbdynethod used. This study found
24 of the endophytes oMoringa oleifera Lam, with enzymatic capacity, being
necessary to expand the study to better undergtendlistribution, colonization and
interactions of microorganisms with moringa enddphyas well as verify their viability
biotechnology (production of enzymes from other yemes, pigments, flavorings,
control pests on plants, etc..).
Key words: moringa, endofiticos, atividade enzimatica.



Sumario

T goTo [N or=To €= - P 1

Capitulo I: Isolamento de fungos filamentosos eitidok a partir déMoringa oleifera

Lam., MOFMNQACEAE. ......uuueeiiii i i et e et eeeeeeee e ettt s s e s e e e e e e e e e e aeeaeaeaeeeeeeenennnnnes 4
RESUMO ..o 5
I [ 11 {0 Lo [ U [oF= o I PP UPPPPRPPPPPPPPPPP 5
2. ReVISA0 DIDHOGrAfICA .....uvvveeeiiiiiii sttt 7
P2t O |V o ] o - USRS 7
2 Nt O T 1= o o 7
2. 1. 2. Relagao Filotaxonémica Biringa oleifera L..........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiinnee,
2. 1. 3. Caracteristicas da Moringa oleifera Lam...............ccccoccvvvviiiirieiiinnniennns 9
2. 1. 4. UtilizagOes dBloringa oleifera L. 11
2. 2. FUNQOS fIlaMENTIOSOS ......ceevviiiiiitcemmmmece s e e e e e 14
2. 2. 1. Definica0 € MOrfolOgia ...........ci e e ettt e e e e e e e eee e e e 14
2. 2. 2. FUNQOS ENAOMILICOS ....evvvtiiiiiiimmmmmme ettt e e e e e e e 16
2. 2. 3. 1SOIAMENTO ...ttt e 18
2. 2. 4. Isolamento de fungos endofitiCOS ..ceuueeervvrriiiiiiiiie e, 20
V2 ST o [T o 111> Tox= Lo J SRR 23
2. 2. 6. PrESEIVAGAD ... ieeeeiiiiii et ieeeeiee ettt s e e e e et e e e e e e et neen s e e e e eeeaan e as 25
3. Material @ MELOUO .......eeeiiiiiiiiiii e 27
3. 1. Coleta das AmMOSLIAS ...........cc.uummmmmmmn e ettt e e e e e e e e e e e e s nnnnne e e e e eeeas 27
3. 2. Preparo das @amOSIIAS .......cccceeeeeeeeieeeee e eeeeeeeeeeeets e e e e e aan e e e e e e e 31
3. 3L ISOIAMENTO ...t 31
T [0 =Y o1 (] {[or=To¥= Lo TR PP P PP PP PP PPPPPPPTR 33
3. 5. PrESEIVAGAD ...ttt et et e e e e 33
4. ReSUItad0S € DISCUSSA0 ........cceeiiiiieeeeeeae i eeee e e e e e e e 33
5. CONCIUSEOD ....ceeieeeeittei e ettt e e s e m e e e e s e e e e e 45



6. Sugestdes para PesquISas fULUIAS ......cccceeeeeerrrrniiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeereennnnnneens 45

Capitulo II: Selecao de fungos endofiticos paralpgdo de enzimas de interesse para a

INAUSEria de aliMENTOS. .......viiiiiiii e e e 46
RESUMO ..o e 47
I [ 11 f0 o [§[oF= o I TP P PP OPPPPPPPPPPPPP PP a7
2. ReVISA0 DIDIHOGrAfiCa .......uvvveieiiiees et 48
2. 1. Producao de enzimas Por fUNQOS ......ccccoceeuummiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeiieieeinennanes 48
2. 2. Enzimas de interesse para a industria deBatms ...............ccocc e eevvveeeiiinns 52.
2.2.1. CarDOIAIASES........ueeeiieeiiiiei e e ettt e e e nre e e e e e e e 52
2. 2. 2. PECUNASES ... .ottt e e e e 54
2. 2. 3. PIOTBASES ....coiiiiiiiiiiiiii et 54
R T N [ o T 1= S 55
3. Material @ MELOUOS........ccoiiiiiiiii et 55
3. 1 Condicbes de cultivo para producdo de enz{fFersnentacdo submersa)......... 56
3. 2. Deteccéo de atividade enzimética pelo métodi-plate” ............ccccvvvvvveeeen. 56
4. ReSUItAd0S € AISCUSSE0 ......cceeiiiiii ittt ettt 57
5. CONCIUSEOD ....eeeieeeeiiitie e ettt e e s e s mr e e e s e e e e e e 64
6. Sugestdes para PesquISas fULUIAS ......cccceeeeevrrrreiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeesennnnnnnenes 64

(7o) 1ol [U 7= To Jo =] -1 AN PP SRR PPPPPPPPRPPPRRN 66

Referéncias bibliOgrafiCas ..........ouvveeiiiiiiie e 67

ANEXO e ettt e e e e et a e e e e e e e e e e e e e 80



indice de tabelas

Tabela I.1. Taxa de colonizacdo (%) das 3 coletas s meios PDA e Agar
Sabouraud, e seus respectivos fragmentos de faaalieulos ...............cccccceiennnnn. 35

Tabela I. 2. Identificacdo dos fungos isoladod/einga oleiferaLam. ..................... 40

Tabela Il. 3. Resultados da atividade enzimaticaisimiados d&oringa oleiferaLam.

Vi



indice de figuras

Figura I. 1. Regido nativa da Moringa (fonte: ROIEQ al., 2009).......cccceevveeeeeeeneeene. 8

Figura I. 2. Arvore de Moringa (A); detalhe dashfas (B); sementes com casca (C); e
detalhe frontal da flor (D) (Fonte: RANGEL, 2010DQROFF et al., 2009;

www.natureasmedicine. WOrdpreSS.COM). ...... o« eeeeeeeeeeerererrerernrnnnnnnnn e 10
Figura I. 3. Esquema para técnica de cultura enmB(ANVISA, 2004). .................. 25
Figura I. 4. Arvores de moringa no campus de Sast@@&o da UFS.............c.ccocue.e. 29
Figura |. 5. Amostras de folha (detalhes A e B)cdoliculo da vagem (C), da raiz (D) e
da raiz da Arvore eXpOSta (E). ...c..uuurrrimemmmeeneeiiieiiiiiiiiiieeeeeeeeeereaeeeeeeeeeeeeseneeananeees 30
Figura I. 6. Isolamento segundo Petrini et al. B)99...........oceoiiiiiiiiiiicci e 31

Figura I. 7. Unidade experimental de fragmentosifes (A) e detalhe da unidade
experimental de fragmentos da raiz (B), ambas caio d&gar Sabouraud. ................. 32

Figura I. 8. Unidade experimental de fragmentosagdecolonizada com colbnias
=T (0 1S TSP PPPPPPPPP 34

Figura I. 9. Unidades experimentais de cauliciidse(de folhas (B) colonizadas por
L8 To [0 T3 11 F=Ta 0= 0] (0 1S 0 1 T PPPRPN 36

Figura Il. 11. Comparacao entre o controle e t&stp-plate” para os trés diferentes
meios utilizados meio 2 (A), meio 3 (B) € meio 1gD). ....ccoevveevieeieiiiiieeeeeeiiiiiens 60

Figura Il. 12. Degradacao da pectina pelo fungol&@2 Colletotrichum
QraMNICOIG). «oveeeeeiriiiiee e e e e e e e e e e e et e e e e e ——————— 61

Figura Il. 13. Comparacao entre o controle e adatde amilasica dos fungos ENIIIPC7
(Curvularia lunatg € ENIHSCS FUSANUM S vovvvvrrreeriiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeesesnsnnnn 62

Figura Il. 14. Degradacao proteolitica dos funghdl&F1 (Glomerella sp.e ENIISC5
(LU= L[0T T o TP 64

Vii



Lista de abreviaturas
LAM — Lamarck.

ONG - Organizacgao nao governamental.

ESPLAR — ndo ha traducéo para a sigla, trata-gg@wio nome da ONG.

PDA — Potato dextrose agar.

AS — Agar Sabouraud.

TC — Taxa de colonizacéo.

ASg— Agar Sabouraud utilizado no isolamento das folhas
ASc - Agar Sabouraud utilizado no isolamento dos calds.
PDAgr — Potato dextrose agar utilizado no isolamentdalass.
PDAc — Potato dextrose agar utilizado no isolamentocdo$iculos.
TSA — Trypic soy agar.

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

UFS — Universidade Federal de Sergipe.

LMA — Laboratorio de microbiologia de alimentos.

DTA — Departamento de tecnologia de alimentos.

DP — Despolimerizante.

DE — Desesterificante.

M1 — Meio de cultura para lipase n°1.

M2 - Meio de cultura para lipase n°2.

M3 - Meio de cultura para lipase n°3.

viii



Introducao Geral )
A moringa, Moringa oleiferal., € uma planta tropical nativa da India que foi

introduzida no Brasil por volta de 1950, sendo etremla na regido Nordeste,
principalmente nos Estados do Maranhdo, Piaui edCeddo Ceara, em alguns
municipios interioranos, tem seu cultivo estimulgmida ESPLAR, uma ONG que
oferece cartilha para a populacdo com instrucoes pplicacdo de uma técnica de
purificagdo de agua que envolve Moringa oleifera como o agente purificador
(LORENZI & MATOS, 2008)

Trata-se de um arbusto ou arvore de pequeno mEterescimento rapido, que
alcanca de 10 a 12m de altura. Possui uma coptaabeala, em forma de sombrinha e
usualmente um Unico tronco. Uma planta que creggidamente com pouca demanda
ou nenhuma atencdo horticultural e possui uma téesig que permite a sua
sobrevivéncia em periodos de seca prolongados.nBodger considerada uma das
plantas mais Uteis para as regides semi-aridasBiidsil, € cultivada como planta
ornamental e medicinal, atingindo porte bem meh®@RENZI & MATOS, 2008;
RANGEL, 2010; ROLOFF et al., 2009; SUTHERLAND et 41994).

A literatura descreve inuUmeros usos para a morifRjaa em nutrientes
(proteinas, vitamina A e C, calcio, ferro, fésfoémjdos palmitico, esteéarico e oléico)
constitui uma fonte alimentar das mais releva(@®&SNGEL, 2010; ROLOFF, 2009)
Dentre outros usos de interesse tecnoldgico qpede ressaltar, destacam-se: fonte de
Oleo para producgéo de biodiesel, cosméticos, @dades farmacologicas no combate a
inUmeras doencas, adubo, forragem e o tratamendguie (RANGEL, 2010; RASHID
et al. 2008; ROLOFF, 2009).

O uso das sementes trituradasheoleifera na purificacdo de agua é muito
estudado, pois a utilizacdo destas representato desapenas uma fracdo do tratamento
quimico convencional, constituindo uma alternatigamais alta importancia. Além do
poder floculante, o extrato possui ainda uma taxeedocao de bactérias na ordem de
90-99% (RANGEL, 2010).

Os extratos das sementes e das flores tém sid@adpdin vitro, para estudos de
efeito bactericida Racillus subtilis, Enterococcus faecalis, Staphgtmus aureus
Vibrio choleraee Escherichia col, fungicida e larvicidaAedes aegyptiFERREIRA
et al., 2009; MOURA et al., 2010; NETO et al., 20PEREIRA NETO et al., 2008;
PONTUAL et al., 2010a; PONTUAL et al., 2010b; VIEAR al., 2010).



No entanto, na literatura ndo foram encontradasrnmicdes sobre acéo
antimicrobiana/fungicida no que diz respeito akdele outras partes da planta. Sabe-se
que a associacdo de fungos micorrizicos com adai¥loringa oleiferaé possivel
(FARIAS et al., 2008). Sendo a relacdo entre ekat@ e fungos filamentosos um
campo a ser investigado.

Fungos filamentosos sdo microrganismos naturalmgamtgutores de enzimas,
sendo explorados comercialmente como “fabricagdrdgmas (PAIVA; SA-PEREIRA,
2008). O grupo de enzimas mais explorado comereidlen sGo o das enzimas
hidroliticas, ou hidrolases, que catalisam a ckvadnidrolitica de ligacbes —C-O, -C-N,
-C-C, possuindo um grande potencial biotecnolégidm responsaveis pela catalise de
reacOes de hidrdlise de diversos substratos, taisoc proteinas, acidos nucléicos,
polissacarideos, lipideos, etc. (ANGELO, 2010)téuses, lipases, amilases, pectinases
sao alguns dos grupos de maior importancia, estandolvidos em diversos processos
na industria de alimentos, como producdo de queijezos, vinhos, produtos de
panificacao e etc.

Deve-se considerar sempre que a sintese de endawasstar de acordo com a
origem do microrganismo e que as interacdes metalsétom seu ambiente de origem
devem melhorar a sintese dos metabdlitos secusd& microrganismos endofiticos
se aplicam a ambos critérios, eles crescem naagptamh causar danos e crescem neste
habitat implicando interacdo metabdlica continueea fungo e a planta hospedeira,
além de produzirem mais metabdlitos secundario%)5jue aqueles isolados do solo
(38%) (SCHULZ et al., 2002).

Microrganismos endofiticos podem ser capazes dmizalr, em alguma fase da
vida, tecidos vegetais internos sem causar danpkrda hospedeira ou estruturas
visiveis (AZEVEDO et al., 2000; PETRINI, 1991). &St microrganismos S&ao
associados a sintese de exoenzimas tanto parargg@itee colonizacdo do vegetal
hospedeiro quanto para controle bioldgico, atacansasores com a producdo de
enzimas que inibem o crescimento destes, dent@s emtzimas podem-se citar:
proteases, amilases, lipases, celulases, xilanasetina liase, quitinase, proteasg-e
glucanase (SCHULZ et al.,, 2002; SESSISTSCH; REITBERG, 2004). Em
consonancia, Azevedo (1998) associa alguns enddfitlados de folhas e peciolos
com uma alta produgcdo de enzimas como celulasgmiadses, e Silva et al. (2008)
isolou bactérias de cafeeiro testadas para prodig@&nzimas relacionadas a resisténcia
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a pragas, lipoxigenase, fenilalanina amoénio liaggemxidase. Havendo aumento de
100% na producédo de peroxidases em plantas tratada®ndofitos, esta enzima esta
diretamente ligada a processos de formacdo de ifaarréisicas que limitam o
crescimento de patdgenos.

Com base no interesse por microrganismos produtl@esnzimas e da auséncia
de estudos da associagdo de fungos endofitos ddioriaga oleifera uma planta de
grande utilidade para o homem, o presente tralzddjstivou isolar fungos filamentosos

endofiticos produtores de proteases, amilasese§papectinases a partir da mesma.



Capitulo I: Isolamento de fungos filamentosos endiifcos a partir de
Moringa oleiferaLam., Moringaceae.



Resumo

A moringa, Moringa oleifera L, é uma planta nativa do norte da india,
amplamente distribuida nos paises tropicais, padsujrande importancia econémica
na industria e medicina literatura carece de trabalhos sobre associdadmoringa
com microrganismos, carecendo de uma visdo sobreceobiota deste vegetal de
ampla utilizacdo. Os fungos endofiticos sdo capdeesiver no interior de érgaos e
tecidos vegetais como caules, folhas e raizes dasv@lantas sem causar efeito
negativo ao hospedeiro. As amostras foram coletdddsrma asséptica, lavadas com
agua destilada esterilizada, seguida de tratamemto alcool a 70% por 1 min, e
hipoclorito de sédio a 3% (v/v) por quatro minutékool a 70% por 30s, e 3 lavagens
em agua destilada esterilizada. Apos a desinfgqugiiedeu-se o isolamento dispondo 4
fragmentos de +5mm do cauliculo da vagem, de fothaa raiz em placas de petri
contendo meios de cultura PDA (Potato Dextrose Ag&abouraud (AS). Calculou-se
entdo, apds o periodo de incubacéo, a taxa deiza@@o para cada amostra (TC%) que
consiste no n° total de segmentos com um ou maladss divido pelo n° total de
segmentos utilizados. O presente trabalho isolofugos filamentosos endofiticos da
moringa, obtendo TC de: 0% para raiz (independdoteneio), 20,83% para PRA
66,67% para PDA 33.33% para ASe 87,5% par&dSc. A TC pode variar de acordo
com a composicdo do meio, a espécie vegetal, abdigsfio geografica, a idade da
planta, a precipitacdo anual, a parte da plantizada, dentre outros fatores. Os fungos
isolados séo representados pelos génésergillus sp Colletotrichum sp Fusarium
sp., Penicillium sp., Trichoderma sp., Geotrichum spun@laria sp., Glomerella sp., e
a bactériaBurkholderia gladioli.Estes microrganismos sao descritos na literatmsoc
endofitos e patdgenos de vegetais fungos enddjtigossuindo interesse comercial e
cientifico conhecidos pela producdo de antimicnodéa importantes no controle
bioldgico e etioldgico, producéo de enzimas, erfiassites, etc.

1. Introducéo
A espécieMoringa oleiferg nativa do Nordeste da india, € uma planta desport
arbéreo pertencente a familia Moringaceae e ampitnoelltivada nos tropicos de todo

o mundo; flores, folhas e sementes tem aplicagdiesinal, medicinal e nutricional.



No Brasil, especialmente na regido nordeste temcsaéivo estimulado pela
ESPLAR (LORENZI & MATOS, 2008), ja que é uma planize pode ser facilmente
propagada por sementes ou por estacas, sem aidadesse nenhum tratamento
prévio. A planta requer poucos tratos culturaisesae rapidamente até uma altura de 4
m no primeiro ano. A producdo de vagens comecangbeé meses apds o plantio
(RANGEL, 2010; ROLOFF et al., 2009).

Em adigcédo, Sutherland et al. (1994) indica que anga cresce rapidamente
com pouca demanda ou nenhuma atencdo horticukupassui uma resisténcia que
permite a sua sobrevivéncia em periodos de set@ngemlos. Podendo ser considerada
uma das plantas mais Uteis para as regifes seadasarRegides pobres podem ser
favorecidas com o plantio desta planta, ja quea@siatitui uma fonte rica de nutrientes,
e suas sementes trituradas podem ser utilizadatamento de agua.

Em estudos que dizem respeito ao isolamento deorgamismos a partir desta
planta somente Barros, Mesquita e Passos (2008jarel presenca dos fungos
Aspergillus sp Alternaria sp, Colletotrichum sp Fusarium sp Penicillium sp e
Rhizoctonia sp nas sementes de moringa, concluindo que estiEssrpser associados a
baixa qualidade destas semente para cultivo. N@anentestudos para fungos
endofiticos, ou que envolvem outros focos micrdgmos ndo foram encontrados,
sendo este um campo a ser estudado e investigado

Os fungos séo seres eucarioticos altamente ekserd degradacao de diversos
substratos, constituem-se como um grupo muito @raed heterogéneo, sendo
organismos que podem ser encontrados distribuidosdeersos ambientes. Sao
importantes agentes primarios do ciclo do carbdomitrogénio e de outros nutrientes
na biosfera (GRIFFIN, 1994). Dentre os nichos agiolis dos fungos, pode-se destacar
0S vegetais, alguns fungos sdo capazes de colpeiraalguma fase da vida, tecidos
vegetais internos sem causar danos a planta haspede estruturas visiveis
(AZEVEDO et al., 2000; PETRINI, 1991), sendo chaosade Endofiticos.

A origem e transmissdao dos microrganismos endofitsdo muito discutidas.
Atualmente, associa-se a diversas causas, podendma/enientes das sementes, da
rizosfera, do filoplano e de material propagadoetayvamente, ou ainda evoluir de
uma fitopatogénese até uma simbiose mutualistiead& portanto, microrganismos

amplamente dispersos, encontrados em vegetais,: calggs marinhas, gramineas,



coniferas, angiospermas, etc (ARNOLD, et al., 2068&LLMANN et al.,, 1997;
SUZUKI, 2006; TAN & ZOU, 2001).

A colonizagdo endofitica ocorre no tecido intersopanta usualmente com o
objetivo de adquirir nutrientes e protecdo do hdspe, em troca contribui para a
melhoria da saude da planta fornecendo metabdlitasonais, como os fito horménios
gue aceleram o seu crescimento, ou fazem com ghespedeiro se adapte mais
facilmente a estresses ambientais, ou ainda pramdova resisténcia da planta ao
atague de insetos e herbivoros, e a infeccbestdggmacos (AZEVEDO et al., 2000;
REDMAN et al., 2002; TAN & ZOU, 2001).

Com tantas habilidades interessantes que os faapares de serem utilizados
em processos biotecnoldgicos, este trabalho objetigolar fungos endofiticos de
carater filamentoso, a partir de uma fonte natdragmentos de cauliculos da vagem,
folhas e raiz daMoringa oleiferaLam. assim como identificar os fungos produtores
segundo o género, contribuindo assim para a foronagh um banco de culturas
fungicas, disponivel para pesquisas posterioresgningersidade Federal de Sergipe.

2. Reviséo bibliogréafica
2. 1. Moringa
2.1.1. Origem

A moringa € originaria da Cordilheira do Himalai@, Sul da Asia , a partir do
nordeste do Paquistdo, passando pelo norte da &éia noroeste de Bangladesh
(Figura 1), onde ela € comumente encontrada deadesbdo mar até altitude de 1.400
m em terras de aluvido recente ou leitos de ripgdgimo de riachos. E cultivada em
outras partes do Paquistdo, india e Nepal, assino e Afeganistéo, Bangladesh, Sri-
Lanka, sudeste da Asia, Asia Ocidental, a Peninguébica, Africa Oriental e
Ocidental, ao longo das Antilhas e sul da FloridaAmérica Central e na América do
Sul, do México ao Peru, assim como no Brasil e@Reia ROLOFF et al., 2009).

A planta € conhecida por varios nomes comuns, dedaccom os diferentes
usos. Na india e parte da Africa, é conhecida ctiraqueta’ em razdo da forma dos
seus frutos que representam um alimento basicalaAma Africa, também é conhecida

como "a melhor amiga da méae" (RANGEL, 2010). Ow@entcebe denominacdes tais



como jasmim francés, jacinto, acacia branca, begifeoh, cedro e quiabo-de-quina
(CORREA, 1984; LORENZI & MATOS, 2008).

Pakistan

— 30

Arabic
Sea

Gulf of Bengal

— 10 107 —

Sri Lanka
Indian Ocean

Figura I. 1. Regido nativa da Moringa (fonte: ROIEQS al., 2009).

No Brasil, especialmente na regidao nordeste (Cesa#s precisamente) em
alguns municipios interioranos, tem seu cultivinegado pela ESPLAR (LORENZI &
MATOS, 2008). O ESPLAR € uma organizacdo ndo gareemtal, sem fins
lucrativos, fundada em 1974, com sede em FortdleE. Atuante em municipios do
semi-arido cearense, desenvolvendo atividadesdasltpara a agroecologia, a servico
da agricultura familiar (ESPLAR, 2010).



2. 1. 2. Relacao Filotaxonémica diloringa oleifera L.
Cysne (2006) descreve a classificacdo taxondmicadanga oleifera da
seguinte maneira:
Divisdo: MagnoliopHyta
ClasseMagnoliopsida
SubclasseDilleniidae
Ordem:Capparidales
Familia:Moringaceae
Género:Moringa

EspécieMoringa oleifera L.

2. 1. 3. Caracteristicas da Moringa oleifera Lam.

A Moringa oleiferapertence a familia Moringaceae, que é compostaagapdes
um género Nloringa) e quatorze espécies conhecidas, é nativa do Mertindia e
cresce atualmente em varios paises dos trépicosn Brbusto ou arvore de pequeno
porte, de crescimento rapido, que alcanca de 12 & e altura. Possui uma copa
aberta e rala, em forma de sombrinha e usualmenténico tronco (Figura 2). No
Brasil, é cultivada como planta ornamental e medice atinge porte bem menor
(LORENZI & MATOS, 2008; RANGEL, 2010; ROLOFF et a2009).

As folhas séo bipinadas, de foliolos obovais, pegse glabros. As flores que
emergem em paniculas, sdo de cor creme e perfum@dasamos sao frageis, as
folhagens espessas, os galhos finos e peludos@arentre verde e marrom. Os frutos
estdo sob a forma de vagens, com nove sulcos lmiggtis, geralmente 20 a 50 cm de
comprimento, mas, ocasionalmente, até 1 m ou mead,0-2,5 cm de largura. As
vagens, cada uma contendo geralmente até 26 sansdade cor verde escuro durante
0 seu desenvolvimento, e podem levar cerca denteiges para amadurecer apos o
florescimento. As sementes sdo triangulares e meseoa de 1 cm de diametro, sao
recobertas por uma pelicula esbranquicada, e téarelacdo de peso de cerca de 3000
a 9000 sementes por quilograma (Figura 2). A cdscaaule € cinza-esbranquicada,
espessa, macia, fissurada e enrugada. Quando, faricasca exsuda uma goma que
inicialmente € de cor branca, mas pode sofreragifes para marrom avermelhado ou

marrom preto quando exposta ao ambiente. A madeimacia e leve, com uma



densidade de 0,5 a 0,7 g/cm3 (LORENZI & MATOS, 2(RBNGEL, 2010; ROLOFF
et al., 2009).

Figura I. 2. Arvore de Moringa (A); detalhe dashiad (B); sementes com casca (C); e
detalhe frontal da flor (D) (Fonte: RANGEL, 2010;O0ROFF et al., 2009;
www.natureasmedicine.wordpress.com).

E uma planta que pode ser facilmente propagadaeroentes ou por estacas.
As sementes podem ser plantadas diretamente nbdefiaitivo ou em sementeiras.
N&o ha necessidade de nenhum tratamento prévioladtaprequer poucos tratos
culturais e cresce rapidamente até uma altura mend primeiro ano. A producéo de
vagens comeca jA em 6-8 meses apds o plantio, ggrdbnente baixa durante os
primeiros dois anos, mas a partir do terceiro ana unica arvore pode produzir entre
600 e 1600 frutos por ano, ou 50 a 70 kg de fratms{RANGEL, 2010; ROLOFF et
al., 2009).

Em adigcédo, Sutherland et al. (1994) indica que anga cresce rapidamente
com pouca demanda ou nenhuma aten¢ao horticukupassui uma resisténcia que
permite a sua sobrevivéncia em periodos de set@ngemlos. Podendo ser considerada
uma das plantas mais Uteis para as regifes sefasari

Ha também uma relacdo direta com o tipo de semetitesdas para o plantio
da moringa e o desenvolvimento de suas plantulmeBtes mais pesadas germinam

mais rapido e geram plantas mais vigorosas. O amaazento destas sementes também
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influencia no cultivo, ja que apds 12 meses de aemamento em embalagem plastica
sob ambiente natural, as sementes perdem a suéidadé, enquanto estufa (10 °C/
55% de Umidade Relativa) aos 24 meses, as senapresentam reducao na qualidade
fisiologica (BEZERRA; MOMENTE; MEDEIROS FILHO, 20048EZERRA et al.,
2004).

2. 1. 4. Utillizacbes ddMoringa oleifera L.

Os frutos verdes, folhas, flores e sementes tosrada altamente nutritivos e
consumidos em muitas partes do mundo. O Gleo obtadosementes da moringa pode
ser usado no preparo de alimentos, na fabricac&aloenetes, cosméticos (perfumes
principalmente, pelo seu poder de absorcdo e @bede odores), lubrificante para
relégios e como combustivel para lamparinas. Agp@stultante da extracéo do 6leo das
sementes pode ser usada como um condicionador Idp fedilizante ou ainda na
alimentac&o animal. O bagaco é usado como adubindia todas as partes da planta
sdo usadas na medicina natural, porém, a quinadamnacologia das diferentes partes
da planta séo ainda pouco conhecidas (RANGEL, ZROQ,OFF et al., 2009).

As folhas, nos paises de origem da planta, sdadealhliariamente para uso em
sopas, molhos e saladas. Possuindo um alto contigooteina (27%), e sendo ricas
em vitamina A e C, célcio, ferro e fésforo (RANGE1010).

Em adicdo Silva et al. (2010) apresentam a segoortgosicao quimica para as
folhas deMoringa oleifera L.:80,26% de agua, 14,75% de cinzas, 7,48% de fibras,
7,19% de lipideos, 33,77% de proteinas, 36,81%adaowratos. Moura et al. (2011)
compara a composicao centesimal das folhas cone deor@s e vagens, tendo estas
altimas maior teor de agua e por isso a quantidedéodos os outros componentes
citados acima é ligeiramente menor.

Em consonéncia, Roloff et al. (2009) afirmam quénere é valorizada como
fonte de alimento, ja que suas vagens comestifadiegs e flores juntas séo ricas em
proteinas, minerais, beta-caroteno, tiamina, réwafla, e outras vitaminas,
particularmente as vitaminas A e C. O teor de aaglrbico (vitamina C) nas vagens
verdes é de 92-126 mg por 100 g de polpa. Os fijotens, flores e folhas chegam a
conter 5-10 por cento de proteina.

Considerando as folhas, flores e vagens destaaplemino boas fontes de

proteina, e outras substancias de valor nutritissercial a alimentacdo humana, a
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moringa pode-se apresentar como uma alternativaugéemento em preparacoes
alimenticias a serem utilizadas pela populacdo.djanvem ocorrendo no nordeste do
Brasil, com sua aplicacdo na merenda escolar (LORBNVATOS, 2008).

Apesar da moringa nao estar inserida no cardapidewtal, estudos de
aceitabilidade de péo francés e de sorvete eniapgcom farinha de moringa foram
realizados, com o objetivo de fortificar estes almios garantindo produtos nutritivos e
de baixo custo para a populacdo de baixa rendasdwetes, o produto teve boa
aceitacado dos provadores desde que em combinagéalgom sabor (menta ou kiwi) e
para o popular pdo francés a aceitabilidade fasfafitria para a formulagdo que
detinha menor contetdo do p6 das folhas de morBGATO & TEIXEIRA, 2011,
OLIVEIRA et al., 2011).

As folhas e os galhos ainda podem ser usados comagém para animais e as
flores sdo uma boa fonte de polen para as abelaas madeira del. oleiferaé pouco
usada fora do seu ambiente nativo, exceto comoalenhocasionalmente, para
construcdo. Na india, € usado na industria téxilproducdo de celulose para papel de
jornal e celofane. As fibras sdo utilizadas na eogdio de esteiras, papel e cordéis. O
tronco exsuda uma goma mucilaginosa que é usadartimento de couro (ROLOFF
et al., 2009).

As sementes possuem de 19-47 % de 6leo, semebmamizeite, sendo rico em
acidos palmitico, estearico e oléico (ROLOFF et2009). No entanto, vale ressaltar
gue as sementes apresentam outras propriedadesedesse tecnoldgico, além da
funcdo nutricional. O 6leo das sementes de moriegasido considerado como fonte
alternativa para a producdo de biodiesel, devidua constituicdo (RASHID et al.
2008). Pereira et al. (2011) conseguiram obter uodiésel dentro dos limites
estipulados pela legislacdo brasileira, em adicdoz& et al. (2011) obtiveram um
biodiesel com boa estabilidade térmica.

A forma mais abrangente e estudad®daleifera atualmente, é o uso das suas
sementes trituradas na purificacdo de agua, quesana o custo de apenas uma fracao
do tratamento quimico convencional, constituindoausdternativa da mais alta
importancia (RANGEL, 2010).

Paterniani, Mantovani e Sant'‘Anna (2009) comprovae eficacia do extrato
das sementes no tratamento de agua. No entantipsoaet al. (2008) salientaram que
0s parametros de tempo de decantacdo, assim coooocantracdo do extrato das
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sementes dMoringa oleiferaLam influenciam a remocéo de cor e turbidez, durante o
processo de coagulacdo/floculacdo, e que seu udpatemnento de agua ndo deve
dispensar uma etapa de desinfec¢cdo da mesma.

Santana (2009), em ensaios com agua sintéticaaefamecida pela Petrobras,
determinou como concentracdo 6tima de moringa 5lg/2, para as amostras de agua
sintética e de 1,5 g/L para as amostras de ag@atabras, num processo denominado
floculagdo por ar dissolvido.

Estudos vém sendo feitos para extrair e avaliatiadade dos compostos
coagulantes presentes em sementeMalénga oleiferaLam (NDABIGENGESERE;
NARASIAH; TALBOT, 1995; OKUDA et al., 1999). Paiv& Coelho (2011)
detectaram atividade hemaglutinante provenieni@esenca de lecitina na constituicao
dos extratos de sementes de moringa, lecitinagpidieinas ou glicoproteinas que se
ligam aos carboidratos e as moléculas hidrofélpcasiovendo a aglutinacéo destes.

No Brasil, a ESPLAR, cuja sede em Fortaleza, o&eoectilha para a populacéo
com instrugbes para aplicacdo de uma técnica décpgéo de agua que envolve a
Moringaoleifera como o agente purificador (LORENZI & MATOS, 2008)

Em relacdo a remocdo de bactérias, reducbes nanalde90-99% tém sido
relatadas na literatura (RANGEL, 2010). As sememtdtores da moringa possuem
agentes inibidores de proteases, mas especificardertripsina. Estas substancias tém
sido descritas na literatura como potenciais ageatgimicrobianos (MOURA et al.,
2010). Pereira Neto et al. (2008) citam a-B{Rhamnosyloxy) isoticianato de benzila
(glucosinalato) como o agente antibactericida etnado nos extratos da sementes de
moringa.

O extrato das sementes aplicadovitro demonstrou efeito bactericida p&a
aureus V. cholerae,E. coli, B. subtilis e P. aeruginosassim como, acéo larvicida
sobre Aedes aegyptie ainda eficiéncia de até 62,5% na remoc¢édo de lodentérias
(Microcystis protocystjsem agua artificialmente contaming@RREIRA et al., 2009;
NETO et al., 2010; NISHI et al., 2011; SOUZA et 2D09; VIEIRA et al., 2010).

Pereira Neto et al. (2008) investigaram ainda &zatiédo do extrato das
sementes, na diminuicdo de microrganismos presaitedeite bovino, sendo este
eficiente na remocao de bolores e leveduras (98,18%e StapHylococcus aureus
(55,17%). E ndo considerado téxico nas quantidatibgadas podendo ser utilizado

como purificador de alimentos.
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Extrato aquoso de flores dd. oleifera também possui atividade larvicida
contraAedes aegyptivetor da dengue. Sendo que cerca de 200 ug cd@gtcapaz de
inibir em 86% a atividade de tripsina do vesendo a reducéo proporcional ao tempo
de incubacao com o extrato. O extrato possui, amgaopriedade de repelir f€meas de
A. aegyptipara oviposi¢cdo, sendo uma medida a ser explo@dagpitar a proliferacéo
do vetor,afastando os mosquitos de potencias sitios de siggm (PONTUAL et al.,
2010a; PONTUAL et al., 2010b).

No que se refere ainda, ao extrato de flores dangmra literatura indica uma
acao bacteriana do mesmo (PONTUAL et al., 2011 ursdlet al. (2010) demonstraram
a atividade antimicrobiana contra as bactéBasillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Escherichia colie StapHylococcus aureusprsiderando-a eficaz.

Apesar da vasta utilizacdo da moringa, suas pmguies farmacoldgicas,
tecnoldgicas e antimicrobianas, ndo foram encoasraw literatura informacgdes sobre
acao antimicrobiana no que diz respeito as folhastes partes d®loringa oleifera
Lam.

Em estudos que dizem respeito ao isolamento deorgamismos a partir desta
planta somente Barros, Mesquita e Passos (2008jarel presenca dos fungos
Aspergillus sp Alternaria sp, Colletotrichum sp Fusarium sp Penicillium sp e
Rhizoctonia sp nas sementes de moringa, concluindo que estiEsrpser associados a
baixa qualidade destas semente para cultivo. N@anentestudos para fungos
endofiticos, ou que envolvem outros focos micralgaos ndo foram encontrados,

sendo este um campo a ser estudado e investigado.

2. 2. Fungos filamentosos
2. 2. 1. Definicdo e morfologia

Os fungos séo seres eucaridticos altamente efserd degradacdo de diversos
substratos, constituem-se como um grupo muito @raed heterogéneo, sendo
organismos que podem ser encontrados distribuidosd@ersos ambientes. S&o
importantes agentes primarios do ciclo do carbdomitrogénio e de outros nutrientes
na biosfera (GRIFFIN, 1994). Esposito e Azevedd (@@stimam que existam cerca de
1,5 milhdes de espécies de fungos, sendo que destas descritas cerca de 90 mil

espécies.
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Os fungos possuem forma vegetativa de dois tipogiriforme e hifal. A
primeira consiste na forma conhecida como leved(itnagelular) e, a segunda, como
fungos filamentosos, ou ainda bolores e mofos. Nargo, Leite e Esposito (2010),
assim como Griffin (1994), partilham que algunsgos podem mudar de uma forma
para outra, dependendo das condi¢cdes do meio (tatupe presenca de oxigénio e gas
carbonico, fatores nutricionais etc.). Em adicd@lv&gno e Forchhiassin (2010a)
explicam este fendbmeno, denominado dimorfismo, coesoltado da reproducdo de
leveduras que ao se duplicarem ndo conseguem seasafa célula-mée formando
longas cadeias ramificadas de células, que apanesgaum micélio (pseudomicélio ou
micélio invasivo).

Fungos hifais ou filamentosos sdo aqueles que stratwa forma hifas
(ramificadas ou né&o), cujo conjunto denomina-seéhuc que pode ser visualizado a
olho nu como um emaranhado de fios delgados que yaxiar do hialino (incolor) ao
colorido, dependendo da espécie (LEITE & ESPOSH).

A hifa de muitos fungos é segmentada por septosdiwidem o micélio em
unidades similares as células conferindo um cafghericelular” ao fungo filamentoso.
No entanto, a presenca de poros entre os septostgeay transporte de massa do
citoplasma e organelas, assim como a migracdo deaslientre partes distantes do
micélio, isto faz com que o nimero de nucleos pptas possa ser variavel. As hifas
dos fungos filamentosos sdo normalmente indifeeglas, a diferenciacdo so é possivel
durante a reproducdo quando alguns fungos produzsstnuturas somaticas
diferenciadas e especificas para esta atividadeas@struturas reprodutivas (GRIFFIN,
1994).

Os fungos filamentosos conseguem manter a vadadi# genética com apenas
um unico talo hifal, demonstrando um extraordind@rau de flexibilidade reprodutiva
que ndo é encontrado em nenhum outro ser vivo (EBRIFL994).

Por exemplo, os fungos filamentosos, que apresemtaoélio verdadeiro,
crescem por combinacdo do aumento de volume e wdeadi celular que nao
representam um processo reprodutivo, em outrasvrpalao que ocorre é um
crescimento em extensdo e ndo a geracao de nomgssfueste é o resultado que é
percebido quando medem-se os diametros dos micdms placas de Petri
(GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2010a). Esta informagdo mportante no que diz
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respeito a conservagao destas culturas, ja qu® aliféienciacdo celular pode gerar
mutacdes na cultura, e consequentes mudancas sroagaateristicas.

Nesta fase de extenséo, ou fase assimilativa délimipode ocorrer reproducéo
assexuada, com o amadurecimento das estruturaslugpas, e a producédo de esporos
por mitose, servindo como meio de dispersdo indaliddo fungo filamentoso
(GRIFFIN, 1994). Esporos sao estruturas uni ouinalltlares, sem crescimento ativo e
que tém diversas funcgdes, tais como: sobrevivéagiameio adverso, dispersdo no
ambiente e reproducédo (esporos sexuais), tenddwess variadas de acordo com a sua
funcdo (LEITE & ESPOSITO, 2010).

2. 2. 2. Fungos endofiticos

A comunidade microbiana de um vegetal é compostam@®organismos
epifiticos, aqueles presentes na sua superfioile endofiticos, presentes nos tecidos
internos. Tipicamente, 0os microrganismos endoftipodem ser: (1) patégenos, que
quando presentes numa relacdo endofitica ndo posesagter patogénico; (2) néo-
patogénicos; e (3) patégenos que podem ser coadimeicomo nao-patogénicos, pois
apesar de utilizarem métodos de selecdo e altegmyiética inerentes da colonizacao
fitopatogénica, ndo causam doencas para o ve@RXaKMAN & SIKORA, 2008).

Os enddfitos sdo microrganismos capazes de colpreimaalguma fase da vida,
tecidos vegetais internos sem causar danos a gtasfedeira ou estruturas visiveis
(AZEVEDO et al., 2000; PETRINI, 1991). Ou ainda,crmorganismos isolados de
tecidos vegetais desinfestados superficialmenteisolados de partes internas das
plantas e que ndo causam danos ao seu hosped@irbtNIFANN et al., 1997).

Para Sikora et al. (2007), a definicdo atual pacaarganismos endofiticos pode
incluir qualquer microrganismo que vive no tecidopanta seja ele neutro, benéfico ou
maléfico, ampliando ainda mais a diversidade detolje estudo.

A origem e transmissdao dos microrganismos endofitsdo muito discutidas.
Atualmente, associa-se a diversas causas, podendma/enientes das sementes, da
rizosfera, do filoplano e de material propagadoetaivamente (HALLMANN et al.,
1997; SUZUKI, 2006). Em adi¢do, Tan e Zou (200Hidam que a relagdo enddfito-
planta hospedeira pode evoluir de uma fitopatogema#s uma simbiose mutualistica.

Esta flexibilidade faz com que estes microrganisestgjam amplamente dispersos e

16



colonizem uma variedade de vegetais, como algasninaar, gramineas, coniferas,
angiospermas, etc (ARNOLD, et al., 2000).

A penetracdo e colonizagdo endofitica ocorrem ésraos estdmatos da planta,
ao contrario de fungos patogénicos que atacanmadiezite a parede celular, geralmente
através de enzimas hidroliticas como amilases,lasas, quitinases, proteasqs,
glucanase, lipase, xilanase, etc (SCHULZ et aD22@ESSISTSCH; REITER; BERG,
2004).

Em adicdo Carrol (1988), afirma que microrganisreadofiticos podem ser
passados de uma geracao pra outra (através dastesnpor exemplo) e sua infecgcao
pode sofrer influéncia de fatores ambientais comuva, temperatura etc.

A interacdo planta/ enddfito ainda ndo € bem coemgtiela, mas podem ser
simbidtica, neutra ou antagonica (SUZUKI, 2006).

Schulz et al. (2002) descrevem esta relacdo comafumado equilibrio entre a
viruléncia do fungo e a defesa da planta, se hidirdis neste equilibrio através da
diminuicdo da defesa da planta ou do aumento ddéwcia do fungo, a doenca se
desenvolve, resumindo a natureza da interacéo fengofitico- planta hospedeira em:

1- Fungos endofiticos produzem as enzimas necesspass penetracdo e
colonizacdo dos seus hospedeiros, colonizando isrgas acima do solo
localmente e intercelularmente, e as raizes, entraste, extensivelmente,
sistematicamente e inter- e intracelularmente;

2- A associacao entre o fungo endofitico e a planté per mutualistica;

3- Fungos enddfitos crescem bem usando unicamentm$liiegetais como meio
de crescimento;

4- Infeccdo patogénica resulta da baixa concentragdonetabdlitos de defesa
fendlicos que a colonizac&o endofitica produz.

Carrol (1988) divide em dois os padrbes para descras estratégias de
simbiose mutualistica dos microrganismos endogtic® primeiro, mutualismo
constitutivo, é representado, por exemplo, pelasaig (trigo, centeio, etc.) e seus
endofitos. Neste, o enddfito esta presente nasrgesjedesenvolvendo uma infecgéo
sistémica por todas as partes aéreas da plantdvensto uma substancial biomassa
fungica, e esta sempre presente nas linhagens gagegam. As micotoxinas podem
deter herbivoros, os quais apresentam uma prefangocplantas nao infectadas, dando
de forma imediata e direta beneficios para a plaaspedeira. Os custos para a planta
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podem ser altos, envolvendo energia para o mesaboldo fungo e, as vezes, baixa
funcdo de reprodutividade. JA& o mutualismo induzetovolve uma associacdo

perdedora entre endofitico e hospedeiro. Abundateiam endofito pode variar com

distribuicdo geogréfica e idade do hospedeiro. @ydunormalmente vive inerte ou em
tecidos metabolicamente inativos como casacasderepe, colonizando tecidos vitais

unicamente quando o hospedeiro se encontra saueeatlie insetos ou patdgenos

A colonizagdo endofitica ocorre no tecido intermopanta usualmente com o
objetivo de adquirir nutrientes e protecdo do hdspe, em troca contribui para a
melhoria da saude da planta fornecendo metabdlitasonais, como os fito horménios
gue aceleram o seu crescimento, ou fazem com ghespedeiro se adapte mais
facilmente a estresses ambientais, ou ainda pramova resisténcia da planta ao
atague de insetos e herbivoros, e a infeccbestdggmacos (AZEVEDO et al., 2000;
REDMAN et al., 2002; TAN & ZOU, 2001).

Endofiticos ndo tém sido extensivamente estudaupéfisando que os seus
metabdlitos isolados sdo menos conhecidos ainda.oBtwo lado, a producédo de
metabolitos primarios e secundarios esta diretagnkégeida as vantagens ja descritas,
seja na producao de diversos alcal6ides, ou sudigtdantimicrobianas e antifungicas,
enzimas, etc. De acordo com Schulz et al. (2002)irmgos endofiticos produzem mais
metabolitos secundarios (51%) que aqueles isoldda®lo (38%), demonstrando que

estes microrganismos sdo uma fonte promissoraltésicias de valor biotecnoldgico.

2. 2. 3. Isolamento

Os fungos tém existéncia difusa em toda a superféecrestre, no entanto, para
estudos bioquimicos, fisiologicos e morfolégicostds microrganismos é necessario
isola-los. Para um processo economicamente viawkséjavel isolar linhagens, que
demandem curtos tempos de fermentacdo, ou sejhanterelevada velocidade
especifica de crescimento, ndo produzam pigmenidsjaveis, sejam capazes de
metabolizar substratos de baixo custo, dentre 8MORAES, 2005).

Os microrganismos possuindo os atributos fundansep&&a que possam ser
usados em processos biotecnolégicos, podem saddl purificados, selecionados e
testados como culturas puras, a partir de uma foetigral. Os estudos de isolamento,

normalmente, sdo realizados junto aos substratpsdla, aguas, residuos) que Ihes séao
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afetos, descobrindo-se assim, novas e até mesnifpne® e mais adaptadas linhagens
(MORAES, 2005; NAKAYAMA, 1981 apud Colen, 2006).

As fontes para o isolamento sdo diversas podendm s®olo (terra), agua,
vegetais, plantas e animais vivos, aguas residugimentos frescos, residuos
industriais, para exemplificar segue trabalhos ajjetivaram o isolamento de fungos
filamentosos.

Souza et al. (2005) isolaram fungos degradadorededgados de petréleo a
partir de amostras poluidas com derivados de petrébletadas as margens da Lagoa
da Barra, situada na regido Portuaria de Suape, oRde se foi detectado poluicédo
ambiental por estes derivados. Em consonancia,o P{i®89) isolou fungos
filamentosos do solo e da 4gua da praia de Boae¥fiadRecife — PE, e Pereira et al.
(2009) observou a presenca de fungos filamentoademtes de agua mineral.

Ja Uenojo e Pastore (2006) isolaram microrganispeesioliticos a partir de
residuos de agroindustrias como graos de café,dglavagem de café, folhas de pé de
café, terra de cafezal e de frutas (banana, mexdai@anja, meldo, mamao, goiaba, uva
e damasco). Nesta linha, Baglione (1998) isolowgdsnfilamentosos termoresistentes
em polpa de tomate envasada. E Darini; Soares en@e (2003) isolaram fungos
filamentosos Aspergillus sp, Fusarium sp, Penicilium)spm canabis (conhecida
popularmente como maconha).

Guimaraes et al. (2006) isolaram 23 cepas fungicaspotencial para producao
de enzimas de interesse biotecnoldgico (xilanaseoge-oxidase, fosfatase alcalina,
fosfatase &cida, fitase, pectinase e amilase)ta pardiversas fontes: bagaco de cana
de acucar, soja, humus (matéria organica em degdm) e plantas coletadas em Séo
Paulo.

Devido a estas inimeras possibilidades de nichok®gicos como fonte de
fungos, é raro que um fungo que se desenvolve emdigiies naturais se encontre
completamente livre de outros microrganismos e serapiste 0 perigo da semeadura
direta dé lugar a uma contaminacdo. Em todo casocgs vezes podem-se fazer
cultivos diretos sem introduzir uma contaminacaosgeira. A melhor maneira de
analisar um microrganismo consiste em fazer umia siér cultivos a fim de isola-lo
(SMITH, 1963).

A purificagdo de um cultivo impuro compreende um@esde cultivos efetuando
a transferéncia de fungos isolados para novos ndei@siltura. Inoculando no centro de
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uma placa de Petri com meio em que o fungo se delsanbem (repique). Quando o
micélio tem aproximadamente um centimetro se ratita pequena por¢do do micélio e
se inocula em tubo com agar inclinado (SMITH, 1963)

N&o é estranho, também, que as placas com meigdtde sejam contaminadas
profusamente por bactérias que muitas vezes intberascimento dos fungos (SMITH,
1963). Para evitar este tipo de interferéncia meEdescolher um meio que garanta
seletividade, usar antibidticos (tetraciclina, attfenicol etc) e ainda reduzir o pH até
3,5-4 com o uso de acidos.

O tempo necessario para que o crescimento se fsigalwaria entre algumas
horas e varios dias e depende de muitos fatonedpsEs mais importantes a espécie do
fungo, a capacidade nutritiva do substrato e a ad@delativa do ar (SMITH, 1963).

Quando o meio dispde de uma quantidade adequauatrientes e as condi¢cdes
ambientais séo favoraveis, se observa um cresangeatiual e a presenca de uma rede
de filamentos delgados, denominados de hifas,untag formam o micélio. Contudo, o
repique de um micélio resulta em crescimento ilgggel ndo homogéneo, devendo ser
usado por curtos periodos de tempo, apos o isotangewiavel fazer suspenséo de
esporos para cultivo dos fungos filamentosos (GRNFE994).

Os meios de cultura a serem utilizados dependemmdterial a estudar,
geralmente, usam-se a gelose glucosada de Sauboerameios enriquecidos com
extrato de levedura, sangue ou infusdo de O0rga83HEKEES; CABRITA; NOBRE,
1990). Os meios sélidos, sob forma de agar sadoedsones, ja que os fungos hifais
guando crescem em agar possuem micélio visivedlrgente, circular, enquanto no
meio liquido sob agitacdo formam “pellets”, enodek miceliais, que depois de um
certo periodo de crescimento, comecam a se autalizaregido interna devido a
auséncia de oxigénio (LEITE & ESPOSITO, 2010).

As vezes é necessario promover o enriquecimentdopaites do isolamento.
Se houver condicdes ambientais adversas, o fungte @@ estressar e ndo se
desenvolver nos meios de isolamento convenciohmanalmente, utilizam-se meios
de infusdo de o6rgaos (infusdo coracao e cérebuwojicos em acucares (lactose) para
induzir o enriquecimento das amostras e prossegugolamento. Putzke e Putzke
(2004a) indicam os meios naturais como 0s melhmaes 0 isolamento.

2. 2. 4. Isolamento de fungos endofiticos
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Fungos endofiticos, como ja foram citados antereori®, tém sido isolados de
diversas plantas: gramineas, cereais como trigenéio, algas marinhas, coniferas,
angiospermas, etc (ARNOLD, et al.,, 2000; PETRINT,O8SIE, CARROL, 1982;
POWELL & PETROSKI, 1992).

Isto é reflexo de inimeras pesquisas que se ifitaram nos ultimos 30 anos,
tendo estes microrganismos como objeto de estuolssupmdo meta primordial de
entender o comportamento dos mesmos a partir dadear prismas como: avaliar a
similaridade entre diferentes espécies de um mesegetal e a sua diversidade de
endofitos (PETRINI; STONE; CARROL, 1982); estudapgucédo e importancia de
seus metabdlitos secundarios (SCHULZ et al., 26@AWVELL & PETROSKI, 1992);
observar os efeitos da temperatura, latitude e zbin@atica na biodiversidade da
microbiota endofitica (ARNOLD, et al., 2000; ARNOL®LUTZONI, 2007); entender
como se estabelece a relacdo endofito-planta hespeCARROL, 1988) e quais 0s
beneficios associados, sejam eles resisténcianaigcbées ambientais (REDMAN et al.,
2002) ou a pragas (AZEVEDO et al., 2000); dentreosu

No Brasil, o isolamento de endofiticos tem fomeatpducas pesquisas, parte
delas com plantas da regido amazonica que é caahpeia elevada biodiversidade
(SANTOS, et al., 2008; SOUZA et al., 2004); outtasm plantas de diferentes estados
como leguminosas em Pernambuco (STAMFORD et aB8)1itrus em Sao Paulo
(LACAVA et al., 2006), milho em Roraima (GOMES, #)P“ervas” como barbatiméao,
no cerrado paulista (FAVORETTO, 2010), etc.

O isolamento de microrganismos endofiticos pode reatizado utilizando
diferentes técnicas, o que possibilita o isolametgogrupos distintos com diferentes
necessidades nutricionais e taxas de crescimergscédlha da melhor metodologia esta
associada, em parte, a escolha do tecido da pftib@, ramos, flores, raizes, caule,
etc) e a acessibilidade a microbiota intracelutsoaiada. Contudo, ndo importa qual
método seja escolhido, a coleta e desinfeccao fizipeséo tarefas iniciais de delicada
importancia para o isolamento de microrganismogftbs (ARAUJO et al., 2002) .

Segundo Aradjo et al. (2002), a coleta deve pddiplantas sadias, sem lesdes
de cunho microbiano ou por danos fisicos, e eml,geoan partes areas das plantas
(folhas, ramos, caule) o mais distantes do solwafsporte deve proceder rapidamente,
com acondicionamento, que evite aquecimento dasstamsp de modo que estas
mantenham ao maximo suas caracteristicas. Este, as®m como Petrini, Stone e
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Carrol (1982), relata que as amostras que chegarnabmwatorio ainda podem ser
armazenadas a baixas temperaturas 4-6°C por nuodpegue pode variar entre 24 e
72h até procedimento de isolamento.

A desinfeccdo pode ser descrita como a etapa maigriante no isolamento de
endofitos. Sabe-se que a microbiota vegetal é idaieém endofiticos e epifiticos, a
eliminacdo destes ultimos da superficie, € nedaspara que haja diferenciacdo entre
0S grupos e apenas os endofiticos sejam isoladgsrau®sso. Aradjo et al. (2002)
define a desinfeccdo como processo de “completairelcdo da comunidade externa,
mantendo viavel a populacéo interna da amostraaige

Existem diversos agentes desinfectantes reportalbteratura. Petrini, Stone e
Carrol (1982), utilizaram etanol 96%, juntamentencsolucdo comercial de Chlorox a
65% (Concentracao final de 3,25% de NaOCI), comsinflestantes; Arnold et al.
(2000), Schulz et al. (2002), Sessistsch, Reit8ery (2004) e Petrini et al. (1993)
fizeram uso de alcool a 70% e hipoclorito de sdéeho diferentes concentracdes; e
Araujo et al. (2002) indicam diversos autores, gtiizaram diferentes componentes
quimicos, como formaldeido, cloreto de mercuriodpielo de hidrogénio, cloramina T,
etc.

Apébs a desinfeccdo procede-se o isolamento. Esfm éém como principio a
ruptura ou fragmentacao do tecido vegetal de moekpar o conteudo interno deste, o
qual entrara em contato com meios de cultura gepEsi As técnicas mais utilizadas
sao a fragmentacao, a centrifugacéo e a macerdedarimeira, ocorre a disposicéo de
fragmentos (0,5 cm) da planta desinfestados enmaplde Petri, constando de partes
variadas da amostra, por exemplo, as folhas; deeutilizar discos da regido do nervo
central, assim como discos ao lado dos nervos.uesodois métodos se baseiam na
extracdo da seiva da planta desinfectada em solsefopor forca centrifuga, ou por
forca mecanica, a suspenséo final é diluida e stane placa de Petri (ARAUJO et
al., 2002).

O isolamento por fragmentacdo permite que se @laulaxa de colonizagcao
(TC) dos endofiticos, ou seja a “capacidade” desteorganismo de colonizar o tecido,
se a distribuicéo € uniforme ou ndo. Esta taxatiéalatravés da divisdo do numero de
fragmentos infectados pelo numero total de fragosemicubados, e € expressa em
porcentagem (PETRINI, STONE, CARROL, 1982).
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Os meios de cultura nos quais sao feito os cultppodem ser seletivos e
enriguecidos com antibiéticos e antifingicos, derd@ com o grupo que se deseja
isolar. Muitos autores utilizam meios de culturenoccextrato de malte (geralmente 2%),
TSA (Trypic Soy Agar) 5%, agar nutriente, meio aggar (para culturas de
crescimento rapido), meio Potato dextrose agar (PDAu ainda meio de cultura
elaborado com tecidos da planta hospedeira (méha)foetc (ARAUJO et al., 2002;
LACAVA et al., 2006; PETRINI; STONE; CARROL, 1988ESSISTSCH; REITER,;
BERG, 2004).

As temperaturas de incubacdo geralmente variam Q€ 2 37°C. Sendo
importante considerar a temperatura do habitatralatia planta e a finalidade e o tipo
de microrganismo que se quer isolar. Isto é vabkaabém para o tempo de incubacéo,
pois periodos muito curtos favorecem o isolamestowdturas de crescem rapidamente,
em detrimento aos microrganismos de crescimentto IéARAUJO et al., 2002;
AZEVEDO, 1998; PETRINI; STONE; CARROL, 1982).

2. 2. 5. Identificagcéo

A identificacdo dos fungos filamentosos se baseta abservacdo das
caracteristicas macroscopicas e microscopicas desmos. A importancia destas
caracteristicas diferentes é variavel segundo@ceEs e é comparada com as descritas
nas chaves de identificacdo de fungos disponielgaratura especializada.

Na descricdo macroscopica, se considera a macrologid dos fungos em
meios: Czapek, PDA (Potato Dextrose Agar), Extdgamalte, Sabouraud, usados de
acordo com as exigéncias nutricionais de cada gdgdungos (RIDDELL, 1950;
ARAGAO, 1989). Em outras palavras, a andlise doéhimicvisa observar a cor (se é
uniforme, em zonas, ou em mosaico, de cor parddeyvaegro etc.), forma, textura
(algodoado, penugento, granuloso, gelatinosa), rBojge (goticulas de liquido
transpirado), pigmento difusivel no meio de cultuea reverso dos micélios
desenvolvidos (SMITH, 1963).

A analise macroscopica é feita com observacaocedii@icultura fingica disposta
na placa de Petri com auxilio de uma lupa. Ja isarmaicroscopica utiliza o método de
cultura em lamina.

A observagdo microscopica € realizada pela descrigi&romorfoldgica das
estruturas, utilizando quando necessario, a técriea cultura em lamina.
Microscopicamente, avalia-se cor, diametro, carestieas do micélio (hifa hialina ou
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demacia), formac&o dos esporos e suas carac@sighiesenca ou auséncia de septos e
as caracteristicas (cor,tamanho e forma) e disposgos 6rgdos de reproducao
(ESTEVES; CABRITA; NOBRE, 1990; RIDDELL, 1950; ARAXD, 1989; SMITH,
1963).

Estas diferentes caracteristicas podem ser asasci@mnbém a ‘idade’ do
micélio ou o seu tempo e cultivo, por isso é imaie que os cultivos sejam analisados
a intervalos frequentes. Smith (1963) enfatiza @staortancia quando descreve o
crescimento do micélio filamentoso; a medida qua s desenvolve, uma mudanca de
cor na parte central e mais velha do micélio sel@so exame microscopico nesta fase
demonstrara a presenca de estruturas reproduamagjais se distinguem facilmente
das demais hifas, Griffin (1994) completa que oedeslvimento de esporos € um
processo de diferenciacdo de células reprodutivde suas estruturas de suporte no
corpo fungico envolve além de mudancas na apar@mméefologia), modificacbes na
fisiologia e composicdo quimica.

Respeitar o periodo de desenvolvimento reprodduéimtbhém é importante, pois
apesar das diferentes caracteristicas gerais denig@io, nem sempre estas sao
suficientes para reconhecé-lo e classifica-lo, s@mxlesporos, de maior diversidade de
modo de esporulacdo, tamanho, forma e cor, maistaxes e mais confiaveis como
base para classificacao dos fungos filamentosos.

Vale salientar ainda, que a producdo de esporos podrrer em dois padrdes
basicos: (1) “open-ended”, no qual os esporosratasis de suporte crescem no corpo
somatico preexistente, utilizando as reservas d@entgs viaveis neste corpo; e (2)
“closed-ended”, no qual a estrutura somética iategté voltada para esporulacdo e nédo
ocorre crescimento (GRIFFIN, 1994).

A cultura em lamina (figura 3) utiliza um conjurgsterilizado de placa de Petri
contendo no fundo papel filtro e bastédo de vidrbrddo em V ou U, sobre a qual se
coloca uma lamina. E necessario manter o ambienigoliadicionando agua a placa e
apos o tempo de incubacdo inativar a producéao pieres utilizando formol. O vapor
de formol, além de inativar o fungo, ira auxiliar fixacdo das estruturas microscopicas.
A lamina é revelada com corante azul de lactofalgdddo. A observacdo em
microscépio 6Otico requer um aumento de 40 vezes ji@ntificacdo do tipo e cor da
hifa, forma disposicdo e formacdo de esporos estadacaracteristicas ja indicadas
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como importantes no processo de identificacdo (AWl 2004; ESTEVES;
CABRITA; NOBRE, 1990).

Lamina Jastﬁo de vidro

‘\

Laminula *

Cubo de //

agar

4 indculos de fungo nas
laterais do cubo

Agua estéril sobre
~® papel de filtro

Figura |. 3. Esquema para técnica de cultura ermB(ANVISA, 2004).

2. 2. 6. Preservacao

Os que se dedicam a estudar as atividades bio@sgndics fungos a fim de
isolar ou fabricar determinados produtos metabslise véem obrigados a testar muitas
cepas da mesma espécie ou de espeécies afins Bva-ad em meios distintos e em
condicOes diversas, sendo essencial dispor de al®géo. A possibilidade de dispor de
um microrganismo a qualquer momento gera outrasagans, tais como viabilizar
estudos sobre a morfologia, fisiologia, taxonom@mparacdo entre as espécies e etc
(PUTZKE, J. & PUTZKE, M. T. L., 2004b; SMITH, 1953

Segundo Smith (1963), para se manter com éxitoautara:

1- O cultivo deve se conservar vivo;
2- Todas as cepas devem manter-se em estado de pureza;
3- E o quanto for possivel, cada espécie ou cepa mewnter todas

as caracteristicas que tinha quando isolado (paimdade, esporulacéo,

fisiologia, morfologia).

Ha, entretanto, aspectos que podem inviabilizar anutencdo de tais
caracteristicas, e que devem ser evitados tais ¢EROEVES; CABRITA; NOBRE,
1990; PUTZKE, J. & PUTZKE, M. T. L., 2004b; SMITH963):

- a contaminacédo por outros organismos (bacté&@sps, insetos);

- 0 dessecamento do meio por alteragdes da teraperat

- 0 esgotamento do meio em funcéo da taxa metabiddicada espécie;
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- pleomorfismo (infertilidade do micélio);

- a ocorréncia de mutagfes espontaneas (perdamdeaseristicas bioquimicas);

- a ocorréncia de autointoxicacoes.

As diferentes espécies, algumas do mesmo génessug@m longevidade muito
variavel, de modo que os esporos de alguns fungosits permanecem viavel, durante
anos, outros perdem seu poder germinativo ao fippaleos meses. Algumas cepas
suportam secagem, outras devem ser conservadasegs amidos (SMITH, 1963).
Toda esta diversidade define a escolha do tipoodservacdo da cultura, e do tipo de
meio a ser utilizado.

E fundamental que o meio de cultivo permita o énesnto vigoroso do fungo,
ou seja, caracteristico, mas nao exuberante. S&neiws os meios de cultura que
podem ser utilizados, cada um de acordo com o ng@nismo, 0 agar Czapek é ideal
para varias espécies Aspergilluse Penicillium ja o agar farinha de aveia para quase
todosHypHomycetoso de agar gelatina para espécies que crescedana@nte, outros
meios utilizados sdo o de farinha de milho, arrbatata, extrato de malte etc
(ESTEVES; CABRITA; NOBRE, 1990; SMITH, 1963).

Com base na literatura, os métodos de conservag#outilizados sao:

Sub-cultura: consiste na inoculagédo do microrgani®m meio adequado, na
incubacdo para obtencédo de crescimento na estocagendeterminadas condigdes,
com repeticdo desse processo para meio fresco emmaeados intervalos de tempos.
Esse ira variar com o microrganismo. Deve-se cenaid preferéncia ao meio minimo
(baixo teor de carboidratos) porque proporcionadaietabolismo; armazenamento em
temperatura ambiente requer cuidados para evisidrdégacdo do meio, podendo-se
incubar em temperaturas de refrigeracdo (PUTZKE, PUTZKE, M. T. L., 2004b).

Manutencdo em O6leo mineral: utiliza-se 0leo minefaljol ou amerol)
esterilizado para cobrir toda a cultura que sejdgseservar, contida em tubo de ensaio
com agar inclinado. Desta forma as culturas sulbaeezm 6leo mineral tém consumo
de oxigénio reduzido em cerca de 80%, e, consegumemnte, a taxa metabdlica é
reduzida. E necessario que o 6leo cubra toda affzipemesmo que se deixe apenas
uma pequena regido de contato com ar, esta ja ssdidente para promover a
desidratacdo do cultivo (ESTEVES; CABRITA; NOBRE990D; PUTZKE, J. &
PUTZKE, M. T. L., 2004b).
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Manutencdo em agua destilada: transfere-se umaqgal& cultura para o tubo
de ensaio contendo agua destilada esterilizadaul@s sdo mantidos a temperatura
ambiente, por longos periodos (1 a varios anos),m¥da da viabilidade (PUTZKE, J.
& PUTZKE, M. T. L., 2004b).

Congelamento: depois da esporulacdo das cultustgs esdo colocadas por
alguns dias a 5-10°C e a seguir conservadas neetatum final, normalmente numa
faixa de -20 a -196°C, sendo a estocagem em -78fi€fatdria e aquelas acima de -
30°C empregada com cautela, para evitar que aacsdjh exposta a altas concentracdes
de sais. Este método previne o fendmeno de ple@mmfe pode durar de 1 a 3 anos
sem renovacdo do meio (em meio sem peptona e aEATEVES; CABRITA;
NOBRE, 1990; PUTZKE, J. & PUTZKE, M. T. L., 2004b)

Liofilizacdo: esse processo € aplicavel a maiortepatos fungos, mais
precisamente para aqueles formadores de esporestaitto ndo para os produtores de
esporos muitos grandes, ou que esporulam escadsan@@nmétodo consiste na
desidratacdo a vacuo de células previamente catagelam meio de suspensdo
esterilizado que pode ser o leite desnatado, ssean lactose a 10%, dentre outros. A
desidratacdo sob alto vacuo e o pré-congelameoto ¢elo seco) ndo permitem que as
proteinas se desnaturem e previnem contracdesai@dulA conservacdo do material
deve ser realizada a baixas temperaturas, e nacas luz para evitar o desequilibrio
do lidfilo. O fluido e as condicbes de reconsti@feidratacdo sdo decisivos na
recuperacao do material (PUTZKE, J. & PUTZKE, MLT 2004b).

3. Material e método
3. 1. Coleta das amostras

As amostras foram coletadas da plaMaringa oleifera Lam. de forma
asséptica, com material esterilizado, no campusSé@e Cristovao da Universidade
Federal de Sergipe (UFS) (figura 4).
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Figura I. 4. Arvores de moringa no campus de Sagt@éo da UFS.

O acondicionamento para transporte das amostrageitoi em embalagens
esterilizadas e hermeticamente fechadas até caliaivior de microbiologia de alimentos
(LMA), no departamento de tecnologia de alimen®EA) da UFS, e as andlises foram
realizadas o mais rapido possivel apds a coleta,quee ndo houvesse perda de material
e interferéncia nos resultados.

O material vegetal foi composto por folhas, callisula vagem e fragmentos de
raiz (figura 5) de 5 plantas diferentes, em tré@stas distintas com periodos de 20 dias
entre elas, nos meses de abril a julho.
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Figura I. 5. Amostras de folha (detalhes A e B)cdoliculo da vagem (C), da raiz (D) e
da raiz da arvore exposta (E).
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3. 2. Preparo das amostras

As amostras foram preparadas logo ap6s a chegat®AoPassando por um
processo de desinfeccdo, que consistiu em: lavagem agua corrente, seguida de
tratamento com alcool a 70% por 1 min, e hipoaodé sodio a 3% (v/v) por quatro
minutos, alcool a 70% por 30s. Para finalizar églizada a lavagem em agua destilada
esterilizada para remocgéo das solugbes anterestesprocesso foi repetido 3 vezes.

As amostras foram colocadas para secar em papre &bterilizado e em
seguida as bordas do material foram retiradas, @atar nesta area o acumulo dos
agentes desinfectantes (ARAUJO et al., 2001; PETRiMNI., 1993).

gi (3%)

[ ] _—
L
]
vy
‘ alcool hipoclorito  Jlcool (70%)  dgua estéril
(70% v/v) de sodio 30 seg 30 seg

1 min (3% v/v)

4 min i i

Figura I. 6. Isolamento segundo Petrini et al. )99

A Ultima agua de lavagem foi utilizada como paramele eficiéncia da
desinfeccao, inoculando-se 0,1 ml da mesma em plaaaés de técnica por superficie,
utilizando a alga de driglaski, no meio de cultpoa 7 dias/ 28°C.

3. 3. Isolamento

Para o isolamento foram utilizados fragmentos deacB a 8 mm de tamanho,
dispostos em placas de Petri contendo os meiosigmaanento. Cada placa conteve 4
fragmentos de folha, formando assim uma unidaderempntal (figura 7), para cada

coleta foram feitas duas unidades experimentasjzando 8 fragmentos.
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A BH

Figura I. 7. Unidade experimental de fragmentosafes (A) e detalhe da unidade
experimental de fragmentos da raiz (B), ambas ceain dagar Sabouraud.

Como podem ser observadas na figura 7, as amai&ressz tiveram sua casca
retirada de modo a evitar o crescimento de microsgaos resistentes ao processo de
desinfeccéo.

Os meios utilizados foram o PDA (potato dextrosaragoreparado de acordo
com Bernadi, Caldeira e Nascimento (2005), e o ragaxr Sabouraud (AS) preparado
segundo composi¢do determinada por Araujo & Ler083).

O meio PDA foi preparado, utilizando-se 140 g dé¢atas descascadas e
cortadas em cubos, cozidas em 1.000 mL de agudadaspor aproximadamente
15min. No decoto filtrado adicionou-se 10 g de desd e 15 g de agar e o volume foi
completado para 1.000 mL. Ja o meio sabouraud argasto por peptona (10g/L),
glicose (40g/L) e agar (15g/L).

Todos os meios tiveram o pH ajustado em 5,0 e lEwvados a 121°C por 15
minutos. Para estudos dos micélios fungicos, céatple Petri continha cerca de 20
mL do meio.

As placas foram lacradas e incubadas a 28+2 °Csetw dias, e a analise
acompanhada diariamente a fim de verificar visuatme velocidade de crescimento
nos meios utilizados (SILVA et al., 2006).

Apoés o periodo de incubacdo foi calculado a taxaalenizacdo para cada
amostra (TC) que segundo Petrini, Stone e Carf®BZ) consiste no n° total de
segmentos com um ou mais isolados divido pelo t&@ e segmentos utilizados
(expressa em porcentagem).
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A prioridade para escolha dos micélios teve comseba cor. Os isolados
deveriam possuir os micélios nas cores verde, damdreanco e preto este critério se
baseia na literatura que indidapergillus, Trichoderma, e Penicilliucomo alguns dos
géneros mais explorados na producdo de enzimasadegéo cepas d&hizopuse
Mucor também sdo citadas (KOBLITZ, 2008; PASTORE & MAQGED 2010;
TORRES et al., 2008;).

Ao surgirem os primeiros fragmentos de hifas nomsée cultura, estes foram
repicados para placas de Petri contendo o meioidiade experimental, respectivo ao
qual foi isolado, para as individualizacbes dasucats. Para diferenciar os isolados foi
utilizado o seguinte cédigo: primeiro EN, indicamgize o fungo € endofitico; seguida
do n° indicando a coleta; seguida da letra referanttipo de meio no qual foi isolado
Sabouraud (S) e PDA (P); logo depois a letra rafera parte da planta ao qual &
correspondente, (C) para cauliculo, (F) para fell{R) para raiz; e por ultimo o n°® do
isolado. Por exemplo: ENIIIPF1, primeiro endofitisolado na terceira coleta, em meio
PDA, a partir de folha.

3. 4. Identificacéo

As culturas foram identificadas na MICOTECA URM, daiversidade Federal
de Pernambuco, por método classico de identificagdaivel de género, para alguns
isolados foi possivel a identificagdo das espécies.

3. 5. Preservacéo

Apés a purificacdo, os miceélios foram armazenaddsmperatura ambiente, em
tubos contendo agar Sabouraud ou PDA inclinadasdceml, em tubos esterilizados),
e completados com 6leo mineral esterilizado eisgkirem dessecador para retirar agua
de condensacao, reduzindo o consumo de oxigéniofudgpos em cerca de 80%
(PUTZKE, J. & PUTZKE, M. T. L., 2004b).

4. Resultados e Discussao

Os valores para taxa de colonizacdo, gerados per tembalho, podem ser
observados na tabela 1. A qual faz referéncia stenadois tecidos vegetais diferentes,
o de folha e o de cauliculo da vagem.

A supressao dos valores relacionados a raiz dangeodeve-se ao fato de que

nao foi possivel isolar nenhum fungo filamentosgatir deste tecido, o Unico
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crescimento observado foi o de colbnias leitosagurd 8), que podem estar
relacionadas a leveduras, e, também, a bactériapugando houve utilizacdo de

antibioticos no preparo do meio de cultura.

Figura |. 8. Unidade experimental de fragmentosrae colonizada com colbnias
leitosas.

Frohlich, Hyde e Petrini (2000) aplicam dois cotmeinteressantes que podem
contribuir para explicar o ndo isolamento de filatosos na raiz da moringa, séo eles:
colonizacdo vertical e colonizagdo horizontal. Aooizacdo vertical, como 0 nome
sugere, acontece de baixo para cima, ou seja, tabdigdo dos microrganismos
endofiticos no vegetal hospedeiro comeca na ragatda, seja pelo “ataque” desta, ou
ainda por meio das sementes. Ja a colonizagdoohtalizacontece via propagulos
aéreos, nas folhas, ramos, cauliculos. Relacionastis conceitos e os resultados da
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TC neste trabalho, pode-se sugerir que a colorozde&ungos endofiticos na moringa
é de carater horizontal.

No entanto Barros, Mesquita e Passos (2009) @uoldungos de diferentes
géneros nas sementes de moringa, o que levantagange se realmente ndo ha
influéncia desta microbiota na distribuicdo endofiestes fungos na moringa. Podemos
relacionar esta questdo com a afirmagcao de Aze(®@@3), de que um tempo de
incubacdo excessivo pode permitir um crescimentmideorganismos mais agressivos
gue mascaram o aparecimento dos microrganismogedeimento vagaroso. Ou seja, a
auséncia de fungos filamentosos na raiz, ndo sstitiada ao tipo de colonizacdo, mas

sim a uma dificuldade operacional durante o isotdme

Tabela I.1. Taxa de colonizagdo (%) das 3 coletas @s meios PDA e Agar
Sabouraud, e seus respectivos fragmentos de fahalieulos

Tratamentos TC I TCII TC I TC meédia (%)
PDAF 25 0 37,5 20,88
PDAc 25 75 100 66,67
ASk 12,5 87,5 0 33,33
ASc 62,5 100 100 875

* A variancia da TC média, foi calculada com nivecdafianca de 95%, utilizando o método de Fischer

de minima diferenca significativa. Médias que apmésram indices iguais ndo possuem diferenca

significativa.

No que diz respeito as demais partes da plantdads (figura 9), os resultados
podem ser discutidos de duas formas diferentesiepamente a partir das diferentes

coletas para cada tratamento, e em seguida a gastiralores medios de TC.
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Figura I. 9. Unidades experimentais de cauliculsg de folhas (B) colonizadas por
fungos filamentosos.

As taxas relativamente altas de infeccédo e as $daveas de colonizacdo dos
fragmentos observadas neste estudo em um Unieongato, por exemplo, os valores
discrepantes para PDAc, (25%, 75%, 100%), podenatsduidas a separacao fisica
dos endofitos dentro da planta hospedeira, ou ssja&ndofiticos nem sempre estao
distribuidos de forma homogénea nos tecidos vegetagsmo naqueles de mesma
natureza. Esta observacéao foi exposta por Pe8ione e Carrol (1982) em estudo de
diversidade de fungos em plantas de pequeno pwtgqual os autores acrescentam o
fato de que o uso de apenas um meio de isolameode, resultar na incapacidade de
isolar alguns fungos que ocupam a mesma porcaoolla ftom um fungo de
crescimento mais rapido. Logo, o periodo de incabalte sete dias e os meios PDA e
AS, podem ter sido ineficientes para a visualizag@anmicélios de crescimento lento
gerando um valor de TC= 0% falso.

E importante salientar que esta pesquisa teve cobjetivo isolar fungos
filamentosos, de modo a contribuir com um panorgaral da microbiota enddfita da
Moringa oleifera,0 que n&o havia sido feito antes. Logo a utilizagBatéria de 5
plantas, presentes na mesma localidade e de idpdesntemente distintas, contribuem
para a alta variabilidade de TC nas coletas. Ensaancia, Carrol (1988) afirma que
taxa de colonizacdo para fungos filamentosos lawacenta a espécie vegetal, a

distribuicdo geografica, a idade da planta, a pdeeplanta utilizada, temperatura,
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dentre outros fatores inclusive a precipitacdotdera anual. O periodo das coletas abril
a julho é suscetivel a chuvas em Aracaju

Quando observamos os resultados de TC média paldeosntes tratamentos,
verificamos que néo héa diferenca significativa e fragmentos de vegetal de mesma
origem, quando se muda apenas 0 meio de cultulderenca pertinente nos resultados
é vinculada somente as diferentes partes da pldiizadas (folhas e cauliculos). Sendo
estes ultimos a fonte de maior Taxa de coloniz46&67% e 87,5%), isso pode ser
devido ao fato de o cauliculo da vagem ser magsain nutrientes (presenca maior de
seiva).

Frohlich, Hyde e Petrini (2000) isolaram fungos @&iids associados com
palmas Kicuala sp) na Australia obtendo taxas de colonizagdo vadagwtre 81 e
89%. Foram encontradas diferencas entre os tipdeai@os e a idade dos mesmos.
Corroborando com esta informacgéo, Ganley & Newco(@086) obtiveram diferentes
valores TC variando entre os diferentes tecidogideeiro Pinus monticol® nas
“agulhas” a TC variou de 12 a 98%, para a planteiabrido vegetal desenvolvido e
ainda cerrado na semente) a TC foi de 32-67%, engupe para as sementes a TC foi
bem mais baixa, 0-10%.

Comprovando ainda as diferencas de TC entre odo®ciGazis & Chaverri
(2010), isolando fungos endofiticos das folhas @Wesade seringueiras selvagens no
Peru, constataram que apesar do caule possuir gia@sidade de isolados, a taxa de
colonizacéo foi maior nos tecidos foliares (cerea989%), enquanto que no alburno
(parte mais externa do caule) a TC foi de 60%.

Silva et al. (2006) isolaram fungos endofiticosgdaviola e pinha obtendo TC
superiores a 50% e, em geral, sem diferencas is@tivgs entre as partes da planta
utilizada (folha, caule, raiz). Estes frutos sadidus de arvores tropicais, cuja zona
climatica oferece uma importante, rica e quantétdonte de biodiversidade flungica
(ARNOLD et al., 2000).

Ao contrario, Luz et al. (2006) procederam a colei& endofiticos no
maracujazeiro-amarelo, utilizando amostras de saieaules e folhas, obtendo nestas
dltimas, de maneira geral, as maiores taxa de zalgfio (até 92,4%). Outros autores
também verificaram diferencas nas TC em diferetgeislos: Santos Magalhées et al.
(2008), obtiveram maiores taxas de colonizacadnagsnentos caulinares de candeia, e
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Costa Neto (2002) obtiveram uma TC média de 23 8%pepunheira, sendo 47,7% no
mesocarpo, 29,2% no endocarpo e 14,8% na améndoa.

A presenca de microrganismos endofiticodtmainga oleiferaabre um leque de
questbes interessantes para pesquisa cientifica, e@emplo: Como estes
microrganismos se relacionam com a “moringa-hospE@eEsta relacdo acontece de
forma benéfica, neutra ou negativa?

A Moringa oleiferaé descrita como uma planta que cresce rapidancemie
pouca demanda ou nenhuma atencao horticulturas®upama resisténcia que permite
a sua sobrevivéncia em periodos de seca prolongaddendo ser considerada uma das
plantas mais Gteis para as regifes semi-aridas HERLAND et al., 1994). Sera que
esta resisténcia a ambientes estressantes pode asstaciada a sua microbiota
endofitica? Ja que os microrganismos endofiticas ad@plamente conhecidos por
melhorar a saude das plantas hospedeiras forneceetibolitos funcionais, como os
fito-hormonios que aceleram o crescimento da pjanidazem com que o hospedeiro
se adapte mais facilmente a condi¢cfes ambientaeysal, conferindo termotolerancia
ou tolerancia a salinidade, por exemplo, aos vegét@spedeiros (REDMAN et al.,
2002; TAN & ZOU, 2001).

Neste mesmo pensamento, substancias de potentraicaobiano e larvicida
tém sido relacionadas a moringa (MOURA et al., 20@ONTUAL et al., 2010a;
PONTUAL et al., 2010b; RANGEL, 2010), sendo queaestiesma capacidade é
atribuida a microrganismos endofiticos presentes darersas plantas, no controle
biolégico de pragas e insetos a partir da produlgialcaldides especificos (TAN &
ZOU, 2001). E possivel que haja ligacéo entre ekiessobjetos de pesquisa?

Para responder estas e outras perguntas, estudesalbnangentes devem ser
realizados com finalidade de esmiucar a colonizag@fitica, sua biodiversidade, e a
producédo de seus metabdlitos associadas a moringa.

Sabe-se que as condi¢cdes ambientais, as quaispeded® esta submetido,
influenciam na populacéo endofitica, e o perfil @iteco pode ser mais diversificado
em areas tropicais. A diversidade endofitica, ahoente, dependera das espécies de
hospedeiros e de sua localizacdo, e em seguidalada e da propagacao sobre o0s
descendentes, os endofiticos podem representar da@@¥épulacdo microbiana de uma

planta hospedeira, ou apenas uma fracdo e podemassados de uma geracdo pra

38



outra (através das sementes, por exemplo) e saacé@d pode sofrer influéncia de
fatores ambientais como chuva, temperatura, etR{E3L, 1988).

A biodiversidade endofitica ainda é desconhecidgmparando comunidades
endofiticas Arnold & Lutzoni (2007) caracterizaraanmicrobiota endofita em altas
latitudes como de poucas espécies a partir deediles classes de Ascomycota,
enquanto as comunidades microbianas de sitioscéiigpsdo dominadas por poucas
classes e um largo niumero de espécies, 0 que capmucada bioma estudado tem
Gnica e diversa comunidade endofitica. Em outréevpes cada objeto de estudo, cada
planta, cada tecido vegetal sdo fontes Unicasatanento de endofitico.

Este trabalho isolou 22 fungos filamentosos (ANEX@ duas bactérias este
namero reduzido é resultado do uso do parametomideitado na metodologia e de um
fendbmeno conhecido como dimorfismo. Durante o m®ueale purificacdo, os fungos
isolados mudaram de forma micelial para levurifgrneste fendmeno, ocorre
dependendo das condi¢cdes do meio (temperaturangeesle oxigénio e gas carbonico,
fatores nutricionais etc.). Como o meio intracelplade ser descrito como um ambiente
“estressante” € possivel que a leveduras preseatewringa-hospedeira apresentassem
o pseudomicélio (GALVAGNO & FORCHHIASSIN, 2010a).

Destes 24 fungos, 11 foram isolados em meio PDA3eeh meio Agar
Sabouraud, sendo9 de origem foliar e os demaid¢Eauliculos da vagem. Na tabela
2, estdo dispostos 0s géneros dos isolados, e emmsalcasos as espécies

correspondentes.
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Tabela I. 2. Identificacdo dos fungos isoladodMdeinga oleiferaLam.

Isolado Identificacao
ENIPC1 Aspergilus sp.
ENIPF1 Aspergilus sp.
ENIPF2 Fusarium oxysporum
ENIPF3 Aspergilussp.
ENIIPC1 Aspergilussp.
ENIIPC2 Trichoderma harzianum
ENIIPC4 Geotrichum candidum
ENIIPC5 Trichoderma harzianum
ENIIPC6 Curvularia lunata
ENIIPCY7 Curvularia lunata
ENIIPF3 Fusarium oxysporum
ENIISC1 Penicilliumsp.
ENIISC2 Colletotrichum graminicola
ENIISC3 Colletotrichum graminicola
ENIISC4 Fusarium oxysporum
ENIISC5 Fusariumsp.
ENIISF1 Glomerellasp.
ENIISF2 Penicillium chrisogenum
ENIISF4 Fusariumsp.
ENIISF5 Trichodermasp
ENIISF6 Penicillium chrisogenum
ENIISC1 Burkholderia gladioli
ENINISC3 Burkholderia gladioli
ENIISC4 Fusariumsp.

Barros, Mesquita e Passos (2009) isolaram fungogéie@roAspergillus sp
Alternaria sp, Colletotrichum sp Fusarium sp Penicillium sp e Rhizoctonia sp nas
sementes de moringa, concluindo que estes podemasstociados a baixa qualidade
destas semente para cultivo. Em consonancia cogs astores, este trabalho isolou
Aspergillus sp Colletotrichum sp Fusarium sp e Penicillium sp nas folhas e
cauliculos o que sugere que a colonizacdo dosoedd moringa por estes grupos nao
ficam restringida as sementes.

Estes grupos estdo amplamente disseminados cormdétes@m outras plantas,
por exemplo,Fusarium, Colletotrichum, Curvulari@ Asperigillusem maracujazeiro
(LUZ et al., 2006);Fusarium, Colletotrichune Curvularia em bananeiras (PHOTITA
et al., 2001);Fusarium e Aspergillusem candeia (SANTOS MAGALHAES et al.,
2008); Fusarium, Colletotrichum, Glomerella Penicillium em graviola, e em pinha
Fusariume Colletotrichum(SILVA et al., 2006);Fusarium, Aspergillug Trichoderma
em tubérculos de jacatupé (STAMFORD et al., 19%)sarium, Colletotrichum,
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Penicillium e Trichoderma&m seringueiras (GAZIS &CHAVERRI, 201(usariume
Penicillum em pupunheira (COSTA NETO, 2002Fusarium, Colletotrichum,e
Peniciliumem cafeeiro (VEGA et al., 2010).

Os Géneros predominantes na moringa sdspergilluse o Fusarium que
juntamente com dPenicillium e o Trichoderma, estdo associados a producdo de
metabolitos toxicos como aflotoxinas, ochratoximltorizina, citrinina, rugolosina,
gliotoxinas, etc (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 199 LACAZ, MINAMI,
PURCHIO, 1970). Estes dados se tornam interessgutaslo somamos Carrol (1988)
que afirma que animais herbivoros e, em algunsscasigcrorganismos patogénicos sao
“envenenados” com as micotoxinas produzidas pogdarendofiticos; e Roloff et al.
(2009) que indica que uma das utilizacbes da maréng uso de suas folhas e galhos
como forragem para animais.

Carrol (1988) cita o génerd-usarium como responsavel por infeccbes
assintomaticas enquanto imunizam o vegetal hospedeitra fungos patogénicos. Em
analise semelhante, Powell & Petroski (1992) descreClavicipitceous fungo
endofitico difundido em gramineas e trigo, e Acreiam, em centeio, como
produtores de alcaldides toxicos para herbivoretasEsubstancias estdo associadas ao
aumento ou reducdo de pressdo sanguinea, vasqaontataques ao sistema nervoso e
enddcrino, dentre outros sintomas, que influenciaam produtividade de rebanhos
alimentados com pastos infectados por este ermifitEm outras palavras, apesar dos
microrganismos endofiticos estarem associados @aéfibe aumento da resisténcia da
planta a pragas, sua infecgéo infere em toxicidadeimais, isto motiva estudos com o
objetivo de determinar se os alcalbdides sdo, de fajentes causadores da toxicidade
animal.

Powell & Petroski (1992) apresentam outro dadoréstgante, estes alcaldides,
produzidos pelo fungo ou pela planta como respastdeccéo fungica, ou ataque de
herbivoros, podem ser detectados em baixos ninefarnha de trigo comercial, paes e
outros produtos de panificacao, logo conhecerarezd dos metabdlitos excretados por
endofitos na moringa se faz essencial, pois comigecgua natureza podem-se prever 0s
seus impactos na alimentacdo animal, assim conapri@omem, ja que este também
pode utilizar a moringa como fonte alimentar de &dbr nutritivo.

Schulz et al. (2002) descreveram a relacdo entreenddfito e a planta
hospedeira como um afinado equilibrio, se ha dgitneste equilibrio através da
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diminuicdo da defesa da planta ou do aumento dééwicia do fungo, uma doenca se
desenvolve, esta informacao corrobora com o fatndios dos endofiticos isolados
estarem associados a doencas de plantas.

E o caso de alguns dos fungos isolados na moripga.exemplo, o fungo
Colletotrichum graminicolaé causador da antracnose, a mais importante daknca
cultura do sorgo Jorghum bicoloyr e do milho no Brasil. Este fungo pode atacar
qualquer parte da planta e em todos os estagicsedeimento da cultura, causando o
escurecimento e apodrecimento dos tecidos, o cuudtaeem perdas significativas na
producao (COSTA et al., 2003; COSTA et al., 2000)tros géneros deolletotrichum
estdo associados a doencas em outras culturas, agracnose em maracuja amarelo,
ou, juntamente, com o0 géner&lomerella infeccionam macieiras causando
desfolhamento e diminuindo a producdo das plamaMEIDA & COELHO, 2007;
ARAUJO; VALDEBENITO-SANHUEZA; STADNIK, 2010). E irdressante que estes
dois géneros sejam isolados juntos, jA que muiteRsy 0 génerdColletotrichum
corresponde a forma teleomdérfica do gén&ilomerella é exatamente o caso dos
fungos C. graminicola e Glomerella graminicola(COSTA et al.,, 2003). A forma
teleomorfica esta associada a fase sexuada do deloeprodutivo, enquanto o
anamorfo corresponde a fase assexuada do ciclo XAEOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996; MOORE-LANDECKER, 1990), é possivedntdo que as
condicdes que o cauliculo predispde para o fungonsmais satisfatérias para um ciclo
sexuado, ja que neste foram encontrad@®ltetotrichum,enquanto na folha isolou-se
a forma assexuada de reprodudgatmnerellg.

Contudo este carater patogénico destes fungos afereo caracteristicas
biotecnoldgicas de interesse, como a producao zienas de interesse industrial, tais
quais pectinases, amilases, proteases e lipasesjasnenvolvidas no ataque destes
microrganismos a planta (MACCHERONI JR; ARAUJO; AZEDO, 2004). Ou a
atividade antifungica d&lomerellacingulata contraRhizopus oryzaeChrysoporium
tropicum e Beauveria bassiana antimicrobiana d€olletotrichumsp. contraBacillus
subtilis, Bacillussp. eStapHylococcus aure&ISHORE et al., 2007; SOUZA et al.,
2004).

Fungos do géneroTrichoderma também podem apresentar atividade
antimicrobiana (contrd&scherichia colie Aspergillus flavuy contudo Souza et al.
(2004) afirma que ndo séo todas as linhagen3radodermaque apresentam esta
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caracteristica, pois esta capacidade pode variardidduo para individuo ou mesmo
estar ausente.

Trichoderma harzianuné fungo bastante difundido no solo, e que por vézes
isolado como endofitico, produtor de enzimas conilanase ep-1,3- glucanases
utilizadas na industria de alimentos, sendo tamtenacterizado como agente biologico
no controle de doencas em plantas causadas poosiuggacas a sua capacidade de
produzir quitinases, que degradam a parede celidanma ampla gama de fungos,
como Fusarium oxysporuntausador da doenca wilt em tomateiros (ELAD; CHET,;
HENIS, 1982; LORITO et al, 1993; MARCO & FELIX, 200 MOHAMED &
HAGGAG, 2006; REZENDE et al, 2002; SOUZA et al.02D

Fusarium oxysporun® uma espécie fuangica de grande importancia para a
agricultura, pois produz metabdlitos de alta talade, capazes de atacar e destruir
muitas culturas (feijdo, tomates, pepinos, bandmatsta doce, etc) e intoxicar peixes e
camarao (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996; MELO ®ICCININ, 1999;
MOHAMED & HAGGAG, 2006). E necessario expor quE.coxysporunmapesar de ser
um vildo para lavouras é um produtor de lipasesliaks resistentes a varios
surfactantes e detergentes comerciais, o que fai®sta enzima um coadjuvante
potencial na producao de detergentes (PRAZEREN 2086).

Assim como os fungos do géndfasarium,o grupoAspergillussao produtores
de diversos metabdlitos toxicos, suas aflotoxiresspem elevada toxicidade, e carater
carcinogénico (Aflatoxina B1). A contaminacéo dsstengos € muito comum em graos
(amendoim, trigo, milho, etc), possuindo maior pigEb de toxinas durante o
armazenamento destes, no qual as condicbes dertgorpee umidade sédo altamente
favoraveis para o desenvolvimento éAgpergillus. Sdo conhecidos como uma das
principais espécies de microrganismos produtoreendanas de interesse alimenticio
(proteases, xilanases, celulases, pectinases) (QEHOULOS; MIMS; BLACKWELL,
1996; COELHO et al., 2001; MOORE-LANDECKER, 1990).

Endofitos deAspergillus nigerisolados por Souza et al. (2004) apresentaram
atividade antibidtica para linhagens-testeBiillus sp., B. subtilis, StapHylococcus
aureuse Escherichia coli enquanto que uma linhagem controleAdpergillus niger
isolada da atmosfera, ndo apresentou esta atividdsleautores acreditam que este
resultado ratifica a importancia da escolha do &dspo, pois durante a co-evolugcao do
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endofito e de seu hospedeiro pode ocorrer a tn@msfia de gens, que conferem novas
caracteristicas para planta e para o microrganismo.

O génerdPenicilliumé um dos mais freqientes na atmosfera brasileiganpla
importancia econémica esta associado a producgoelms, antibidticos, toxinas, fito-
patogenicidade de plantas, producdo de enzimasid®saorganicos de interesse
comercial, etc (ALEXOPOULQOS; MIMS; BLACKWELL, 1996;ACAZ, MINAMI,
PURCHIO, 1970; MINUSSI et al., 1998). A espéPBiechrisogenun® uma superior e
importante produtora de penicilina (DAYALAN; DARWI|NPARKASH, 2011;
HARRIS et al., 2009).

Meng et al. (2011) indicam a cepa endofiticddehrisogenuncomo uma nova
fonte de hipocrelina, uma substancia com propriesladrmacoldgicas que atuam
inclusive no tratamento do cancer (TOFFOLI et 2006), além de possuir uma boa
atividade antifungica contidicrobotryum violaceume moderada atividade microbiana
e algicidal.

Outro dos endofiticos isolados da moringa que @&nitasn importancia cientifica
€ a espécieCurvularia lunata, este fungo esta associado ao controle etiologico de
plantas invasoras como a jurubel@olanum paniculatunl.) que possui rapida
dispersdao competindo com as culturas da lavouranddo a retardar/ impedir o
desenvolvimento destas (ASSUNCAO et al., 2006)mAldisso,C. lunatapode ser
utilizada na producdo de emulsificantes solUveisaguna a partir de 0leos vegetais e
minerais, e na producdo de substancias farmacagienportantes como
corticoesterdides (MAHATO & GARAI, 1997; PARASZKIEMY; KANWAL;
DLUGONKI, 2002; PARASZKIEWICZ et al., 2009).

Dos outros microrganismos isolados da moringa, {sedelar destaque ao
Geotrichum candidum.Muito utilizado em producdo de queijo, suas enzimas
proteoliticas e lipoliticas contribuem significatimente para o aroma e textura
caracteristicos deste produto. E utilizado tambémroducdo de ésteres de aroma frutal
através de fermentacdo (GINALSKA; BANCREZ; KORNILICZ-KOWALSKA,
2004; MOORE-LANDECKER, 1990; PINOTTI et al., 2006).

Neste trabalho isolamos o microrganisBurkholderia gladioli,que na verdade
se trata de uma bactéria diazatréfica. O géBenkholderiacoloniza diversos nichos
ecologicos, desde plantas, solos e animais, e snuites suas espécies nao sao

patogenas, podendo promover o crescimento de vegatéa fixacdo biologica do
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nitrogénio e producédo de fitohormoénios. Contuds@eeieB. gladioli estd associada a

infeccdo de plantas, causando lesdes foliares a&scuie podem levar & destruicdo do
limbo foliar. Outro fato interessante é que est@meg@ pode ser encontrado em
associacdo com fungos, o que sugere uma relac@odsca entre bactéria e fungo, e

justificaria a identificacdo desta bactéria nesibalho (CORREA et al., 2007; PERIN;

SIMOES-ARAUJO; REIS, 2006).

5. Concluséo

Este trabalho isolou 22 fungos endofiticos dos gEnéspergillus sp
Colletotrichum sp Fusarium sp, Penicillium sp, Curvularia lunata, Trichodermap.,
Colletotrichumsp. eGlomerellasp. e duas bactérias da esp&iekholderia gladioli.
Concluindo que #oringa oleiferaLam é uma fonte de fungos endofiticos de interesse
comercial e cientifico conhecidos pela producacadtmicrobianos, importantes no
controle biolégico e etiologico, producdo de enamamulsificantes, etc. Sendo o
cauliculo da vagem o tecido de maior taxa de cpéméio (66,67% e 87,5%), seguido
pelas folhas (20,83% e 33,33%), e a raiz ndo api@secolonizacdo por fungos
filamentosos. Os dois meios de cultura utilizadd3APe &gar sabouraud néo
apresentaram diferencas significativas entre setagpa de isolamento, podendo se

utilizar apenas um deles no isolamento de endoéitila moringa.

6. Sugestdes para pesquisas futuras

Proceder isolamento criterioso considerando idadet®s sitios de coleta para
avaliacdo mais clara de diversidade dos fungosnéfdosos, assim como isolar
bactérias e leveduras da Moringa.

Estudar a relacdo dos endofitos e a moringa-hosped® modo a elucidar as
guestdes abordadas no texto.

Estudar o potencial biotecnoldgico para cada géismlado de acordo com o

reportado pela literatura.

45



Capitulo 1I: Selecéo de fungos endofiticos para paucdo de enzimas
de interesse para a industria de alimentos.

46



Resumo

Os microrganismos sdo as principais fontes de ewimdustriais devido a
possibilidade de producdo por processos fermepttigm grande escala e a
simplicidade das condi¢des nutricionais. O fatcséeretar enzimas extracelulares e a
particular forma de crescimento dos fungos filamgo$ tornam estes os organismos
melhor adaptados ao aproveitamento de diversostratdss 24 fungos endofiticos
isolados daVloringa oleifera Lforam testados para a produgéo de amilase, pegteas
lipase e pectinase, enzimas envolvidas em divgnsmessos na industria de alimentos,
através de fermentacdo submersa em meio mingochligdo Manachiniassociada a
técnica de “cup-plate”. Os isolados perteciam admeps Aspergillus sp
Colletotrichum sp Fusarium sp Penicillium sp., Trichoderma sp., Geotrichum sp.,
Curvularia sp., Glomerella spg a bactériaBurkholderia gladioli,e todos (100%)
apresentaram atividade para pelo menos um dosratassttestados, 23 (88,46%)
apresentaram atividade pectinolitica e 19 (76,1@8a#dluziram proteases. Proteases sao
enzimas que estdo associadas ao controle biol@gc@ragas e pectinases estao
envolvidas em processos de colonizacdo e penetN@adoi detectada a producdo de
amilases e lipases pelo método utilizado. As ergipraduzidas por microrganismos
endofiticos variam de isolado para isolado, cepasumt mesmo fungo isoladas de
diferentes fontes diferem em sua capacidade deidige mesmo substrato.

1. Introducéo

Os microrganismos sao as principais fontes de ewighevido a grande
variedade de atividades cataliticas, a possibiiddal producdo em escala industrial e a
simplicidade dos requerimentos nutricionais. Ogjfisnsecretam enzimas extracelulares
como resultado das suas fungbes de biodegradadatasis, (BON et al., 2008;
GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2010Db).

Os fungos filamentosos tém sido usados ha sécatos fontes de producao de
muitos metabolitos e enzimas, ou ainda como foiretadde alimentos. Eles estéo
envolvidos no processamento de diversos alimentosjo pées, bebidas, sucos,
molhos, carnes amaciadas, queijos, pré-bioticos, et

O grupo de enzimas mais explorado comercialmente sadas enzimas

hidroliticas, ou hidrolases, que catalisam a ckadidrolitica de ligagdes —C-O, -C-N,
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-C-C, possuindo um grande potencial biotecnologihidrolases comerciais podem
ser obtidas de microrganismos, tecidos vegetaisimad, entretanto as preparacoes
enzimaticas utilizadas sdo, em quase sua totalidageenientes de um processo
industrial denominado fermentac&o utilizando muitezes fungos (ANGELO, 2010).

Fungos endofiticos s@o associados a sintese dezéx@es tanto para penetracéo
e colonizacdo do vegetal hospedeiro quanto paraoterbiolégico, atacando invasores
com a producdo de enzimas que inibem o crescimdedtes, dentre estas enzimas
podem-se citar: proteases, amilases, lipasesasekilxilanases, pectina liase, quitinase,
protease, §-glucanase (SCHULZ et al., 2002; SESSISTSCH; REITBEERG, 2004).
Em consonéncia, Azevedo (1998) associa alguns kogl&folados de folhas e peciolos
com uma alta produgdo de enzimas como celulasgmiadses, e Silva et al. (2008)
isolou bactérias de cafeeiro testadas para prodig@&nzimas relacionadas a resisténcia
a pragas, lipoxigenase, fenilalanina aménio liagerexidase.

Portanto, este trabalhou testou os 24 isoladosfitgm&l@e Moringa oleifera
Lam, para a atividade enzimatica de amilase, psetepectinase e lipase, a fim de
conhecer um pouco as possibilidades biotecnologiestes microrganismos para a

indUstria de alimentos.

2. Revisao bibliogréafica
2. 1. Producgéao de enzimas por fungos

Como biodegradadores naturais, os fungos encorasasubstancias necessarias
para o seu desenvolvimento na natureza, eles amsarutrientes através da membrana
plasmatica, como compostos de baixo peso moledlitsolvidos em agua, num
processo de nutricdo denominado absortivo, ou esfas microrganismos S&o capazes
de incorporar moléculas pequenas que utilizam cimt® de matéria e energia para
seu crescimento e manutencado (GALVAGNO; FORCHIASSI0L0b; PUTZKE, J. &
PUTZKE, M. T. L., 2004a).

No entanto, 0os nutrientes necessarios para o dasenento dos fungos estao
presentes no ambiente como macromoléculas inselinas quais precisam  ser
degradadas primeiramente em unidades monomérichsreso antes de serem
incorporadas, tais como: polissacarideos, proteawdos nucléicos, lignina, lipidios e

outros compostos de grande peso molecular, oulvsigl, por exemplo. Para realizar
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tal feito, estes organismos secretam enzimas espe@ara O meio exterior,
conseguindo reduzir o tamanho das moléculas edazas atingir a solubilidade. Essas
substancias passam, entdo pela membrana, a quémagrande poder seletivo para
moléculas pequenas (PUTZKE, J. & PUTZKE, M. T.2004a).

E de importancia ressaltar que estas enzimas rdigrsiluzidas de modo
constante, constitutivo, sem que sua sintese sdjeida pelo substrato adequado. Sua
producédo é reprimida pela presenca de nutrientésnfnte utilizaveis ou disponiveis,
como a glicose (repressao catabolica). Em outrées/maas, moléculas simples terdo
preferéncia na utilizacdo, sendo, entdo reprimidasformacdes de enzimas para
moléculas mais complexas (GALVAGNO; FORCHIASSIN,1@b; PUTZKE, J. &
PUTZKE, M. T. L., 2004a).

Outro detalhe pertinente, que se observa é quelgmmsacasos as enzimas
necessarias para permitir o crescimento de um fesg@o sempre presentes e séo
enzimas constitutivas; em outros casos, € necass@resenca do substrato para induzir
a sintese ou atividade da enzima para degradagéoassenzimas induziveis. Sendo
assim, o indutor mais eficiente € o polimero-sabstrdas enzimas que serao
sintetizadas, por exemplo, desejando-se obtere§pasneio indutor devera ser rico em
lipidios (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2010b).

O fato de secretar enzimas extracelulares e apkantiforma de crescimento dos
fungos filamentosos, com células alargadas de iotesto apical, faz com que estes
sejam os organismos melhor adaptados ao aproveitante uma ampla gama de
substratos, jA que, além de degradar os substrafms, capazes de penetra-los
(GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2010b).

Os fungos filamentosos tém sido usados ha sécatos fontes de producao de
muitos metabadlitos e enzimas, ou ainda como foimetadde alimentos. Eles estéo
envolvidos no processamento de diversos alimers&rgjo explorados comercialmente
como “fabricas” de enzimas (PAIVA & SA-PEREIRA, &0 Aspergillus,
Trichoderma, e Penicilliunsdo alguns dos géneros mais explorados nesta cdeleia
producao (TORRES et al., 2008).

Isto acontece por dois motivos, estes fungos sgan@mos com pProcessos
fermentativos amplamente dominados, o que permiioducdo de enzimas em nivel

comercial. Assim como sdo facilmente manipuladosetieamente, permitindo a

49



introducdo de varias copias de genes heterélogo®rdea estavel, potencializando
ainda mais sua aplicacdo (TORRES et al., 2008).

O grupo de enzimas mais explorado comercialmente séddas enzimas
hidroliticas, ou hidrolases, que catalisam a ckvadnidrolitica de ligacbes —C-O, -C-N,
-C-C, possuindo um grande potencial biotecnolodgi@m responsaveis pela catalise de
reacdes de hidrdlise de diversos substratos, taisoc proteinas, acidos nucléicos,
polissacarideos, lipideos etc. (ANGELO, 2010).

As hidrolases comerciais podem ser obtidas de nganismos, tecidos vegetais
e animal, entretanto as preparacdes enzimatidesad#s sdo, em quase sua totalidade,
provenientes de um processo industrial denominadmentacdo utilizando muitas
vezes fungos, ja que estes produzem diversas dastaeas tdo necessarias para seu
crescimento e manutencao, produzindo ainda enzespscificas de acordo com a
manipulacéo das condigdes ambientais de crescintEntoicrorganismo (ANGELO,
2010).

Pastore e Macedo (2010) afirmam que o custo daup&mdde enzimas esté
associado ndo so ao tipo de excrecédo celular, anasem ao grau de pureza requerido
para o processo na qual serdo aplicadas. E conasea dompetitiva para produzir e
vender enzimas a um custo aceitdvel com produt@ssficom a qualidade desejada é
que se direciona a busca por microrganismos paradaicéo de enzimas industriais.

Esta busca por novos metabdlitos fungicos tem ih@ao o isolamento de
novas cepas, contudo deve-se considerar que aesithéeenzimas deve estar de acordo
com a origem do microrganismo e as interacfes rokitab devem melhorar a sintese
dos metabdlitos secundarios. Os microrganismos fiiods se aplicam a ambos
critérios, eles crescem na planta sem causar dacosscem neste habitat implicando
interacdo metabdlica continua entre o fungo e matplaospedeira, além de produzirem
mais metabdlitos secundarios (51%) que aqueleadssldo solo (38%) (SCHULZ et
al., 2002).

Além do que é vastamente conhecido que certos igp&lomelhoram a
adaptabilidade ecolégica dos seus hospedeirosonaeltio a sua tolerancia a estresses
ambientais e resisténcia a fitopatdgenos e/ou Vmnds, incluindo alguns insetos e
mamiferos. Beneficiando seus hospedeiros atravésfaiims alopaticos sobre outras
espécies concorrentes, sendo que esta poderiaasiapela qual algumas plantas com
endofitos especiais geralmente sdo competitivagfioiente para tornar-se a espécie
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dominante de determinada area. Estas vantagedasigtao associadas a producédo de
metabdlitos secundérios durante a interacdo epddifiinta, substancias estas
pertencentes a uma gama de classes diferentegndétps, esterdides, quinonas,
alcaldides (aminas e amidas, pirrolizidinas, epeptidios, fenol e acidos fendlicos,
flavondides, enzimas, etc (TAN & ZOU, 2001).

Em adicéo, Schulz et al. (2002) afirmam que fungodofiticos ndo tém sido
extensivamente estudados significando que os mldtabdisolados sdo menos
conhecidos ainda. Isto fomenta a necessidade ddosspara melhor compreenséao da
interacdo dos endofiticos com seus hospedeirosn @ssno a producdo de metabdlitos
como seu reflexo, e a viabilidade de producgéo bimtkgica destas substancias.

Dentre estes metabdlitos de interesse biotechalégimdem-se destacar as
enzimas, compostos responsaveis pela catalise waesas reacdes, envolvidas em
diversos processos na industria de alimentos, qumoaucéo de queijo, sucos, vinhos,
produtos de panificagéo e etc (KOBLITZ, 2008).

Microrganismos endofiticos sdo associados a simtessxoenzimas tanto para
penetracdo e colonizacdo do vegetal hospedeirotauaara controle biologico,
atacando invasores com a producédo de enzimas itpeenio crescimento destes, dentre
estas enzimas podem-se citar: proteases, amilgseses, celulases, xilanases, pectina
liase, quitinase, protease, [eglucanase (SCHULZ et al., 2002; SESSISTSCH;
REITER; BERG, 2004). Em consonancia, Azevedo (1%ocia alguns enddfitos
isolados de folhas e peciolos com uma alta proddgéenzimas como celulases e
ligninases, e Silva et al. (2008) isolou bactédascafeeiro testadas para producédo de
enzimas relacionadas a resisténcia a pragas, dipoase, fenilalanina amonio liase e
peroxidase. Havendo aumento de 100% na producferdgidases em plantas tratadas
com endofitos, esta enzima esta diretamente liggmtacessos de formacao de barreiras
fisicas que limitam o crescimento de patégenos

Em adicdo, Hallmman et al., (1997) afirmam que é&tak podem utilizar
enzimas hidroliticas, como celulases e pectinasegenetracado dos tecidos vegetais.
Entretanto, uma vez que estas enzimas sao tamlogztas por agentes patogénicos,
mais conhecimento sobre a sua regulacdo e expréss@gessaria para distinguir a
microbiota endofiticas da patogénica de plantas. gemal, endofiticos ocorrem em
densidades populacionais mais baixas do que paisgerpelo menos alguns deles néao
induzem uma resposta hipersensivel na planta,and@que eles ndo sao reconhecidos
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pelo vegetal hospedeiro como patdgeno. Além do gqudegradacdo enzimatica da
parede celular vegetal por enddfitos foi unicamemwigservada quando estes
microrganismos colonizaram as epidermes da rais, miaca apds a colonizacdo dos
espacos intercelulares do cortex da raiz. Esteftades sugerem que o enddfito induz a
producao de celulase e pectinase unicamente paetr@gio da planta hospedeira.

Neste sentido Reinhol-Hurek et al. (2006) apud £d¢2010) isolaram uma
linhagem endofitica dézoarcussp. isolada de arroz que produz uma endogluconase
que permite a entrada deste microrganismo na phersj@edeira, no entanto esta cepa €
incapaz de utilizar os produtos da degradacédo étiianpara seu crescimento, este fato
acaba por ratificar que a producdo de determinatesmas € unicamente uma
ferramenta de colonizag&o, sendo que diferenciafititts de patdégenos.

Sendo os fungos potenciais fontes de producéo vkrsdis destas enzimas
(proteases, lipases, celulases, pectinases, amjilee) e os endofiticos associados a
alta atividade metabdlica e sintese de enzimateggsante que se promovam estudos,
nos quais os fungos endofiticos sejam o foco dengal biotecnoldgico.

2. 2. Enzimas de interesse para a industria de alentos

Enzimas sédo utilizadas na industria de alimentos ¢peersas razdes. Elas
ocorrem naturalmente em material biologico, sagied8, e tem atividade especifica. O
controle das reacdes enzimaticas pode ser faciéragnstado a partir da temperatura,
do pH ou da determinacédo da atividade da enzimKI({3.990).

A maioria das enzimas utilizadas na industria dg@eaitos sdo hidrolases, as
quais indicam a importancia que mudancas hidrati€m para os alimentos (ESKIN,
1990).

Segundo julgamento de Pastore e Macedo (2010)nfeeecionadas algumas
enzimas para serem detalhadas em funcdo de sewmluzflas principalmente por
cepas fungicas e por estarem associadas a immwtamocessos na industria de
alimentos.

2.2.1. Carboidrases

Carboidrases sdo enzimas que hidrolisam ligacdesosglicas entre
monossacrideos (glicose, galactose, frutose, sengo responsaveis pela hidrélise de
polissacarideos e oligossacarideos. Neste grupensentram: amilases, enzimas
pécticas, celulases, lactases, invertases e hemases (ESKIN, 1990; KOBLITZ,
2008).
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Klobitz (2008a) identifica dois padrbes de atividgmhra as carboidrases o de
exoenzimas e o de endoenzimas. O primeiro consistataque a molécula de forma
ordenada, a partir da extremidade (em geral a @distara). Ja o padrdo endo- reflete
uma hidrolise aleatoria, clivando as ligacGes meriar do polimero.

Amilases
O substrato para as amilases é o amido, um paisdao constituido de duas

fracOes, amilose e amilopectina, onde a amilosem& cadeia linear de moléculas de
glicose ligadas entre si por uma ligagé@,4, enquanto a amilopectina é uma cadeia
ramificada, formada por glicose semelhante a amiilgsie sdo unidas entre si por
ligacdesu-1,6 (ESKIN, 1990; KOBLITZ, 2008).

A seguir descreve-se brevemente trés amilasesigaiaoi- amilase f-amilase
e glicoamilases.

a- amilases sdo endo-amilases que hidrolisam agOkgar-1,4 em qualquer
ponto da cadeia, sendo invidvel na clivagem daacligsa-1,6 da amilopectina,
resultando na producado de dextrinas de baixo pesecoiar (ESKIN, 1990).

B-amilases sdo exo-amilases que hidrolisam exclonsaée as ligacdes-1,4
liberando unidades de maltose na molécula de amil& amilopectina, no entanto, sua
atividade é interrompida pela presenca das ligagéles. O residuo remanescente é a
dextrina de alto peso molecular contendo todasigegdesa-1,6 (ESKIN, 1990;
KOBLITZ, 2008).

Glicoamilases sé&o exo-enzimas que hidrolisam arabdigacoes-1,6 ea-1,4,
sendo teoricamente capazes de converter completam@no em glicoseAspergillus
(A. nige) e Rhizopussdo produtores desta isoenzima, eficaz na degiadda
amilopectina (ESKIN, 1990; KOBLITZ, 2008; PASTOREMACEDO, 2010).

A maior fonte fungal de amilasesAépergillus oryzaeno entanto estas enzimas
sdo menos estaveis que as de origem cereal eibaat€ESKIN, 1990). Em adicao,
Pastore e Macedo (2010) consideram que as amilasgEas sdo menos resistentes
que as bacterianas e, portanto, inativas antemntlzeratura da gelatinizacdo do amido e
que essa caracteristica € muito importante nackd#io de paes e biscoitos. Em adicéo,
Eskin (1990) e Klobitz (2008) indicam que as calbmses sao utilizadas no
processamento de cerveja e outras bebidas alcedbraido hidrolisado, xarope de

maltose etc., além da panificacéo.
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2. 2. 2. Pectinases

S&o enzimas que hidrolisam as cadeias de acidgatadturénico ligados entre
si por uma ligacdae-1,4, podendo estar ramificadas com metil-estereisi@ pectinico)
ou nado (acido péctico). Sdo muito utilizadas naifddacdo de sucos, produtos de
tomate, liberacdo dos percursores de aroma em sjintemluzem a viscosidade,
melhoram a coloragdo e aumentam o rendimento dersdis produtos de origem
vegetal. Podendo ser depolimerizantes (DP) e aedesintes (DE) (ESKIN, 1990;
KLOBITZ, 2008; PASTORE & MACEDO, 2010).

Pectinases comerciais sao preparados que conténvamealade de enzimas
fungicas obtidas a partir daspergillus sp., A. nigere A. sojaee que apresentam
atividade de pectinaesterase, poligalacturonaseeatinp liase (KOBLITZ, 2008;
PASTORE & MACEDO, 2010).

Koblitz (2008) define pectina esterase (DE) comdrdiases que atacam a
ligacdo éster, desmetoxilando &cidos galacturdniesterificados com metanol,
resultando em um polissacarideo suscetivel ao atdqs DPs e aprecipitacdo na
presenca de Ca++. Ja a poligalacturonase e a adase (DP) sdo enzimas que
despolimerizam pectinas com baixo teor de metckdabidrolisando as ligacdes entre
0s acidos galacturénicos.

2. 2. 3. Proteases

S&o hidrolases que degradam proteinas através ivigesh das ligacOes
peptidicas. S&o0 muitas as enzimas proteoliticasa caocha com seu grau de
especificidade, sendo que nenhuma protease é clpaidrolisar todas as ligacdes
peptidicas de uma molécula de proteina (ESKIN, 1990

Santos e Koblitz (2008) classificam as proteasesi@sgrupos: endopeptidases
que agem nas ligacbes no interior da cadeia e pKdpses, que atuam nas
extremidades da cadeia, ou na extremidade N-tefn{arainopeptidases) ou na
extremidade C-terminal (carboxipeptidases).

Utilizadas na clarificacéo de cerveja, amaciameatgarne, coagulacao do leite.
maturacao acelerada de queijos e panificacao,semi@En cerca de 50% do mercado de
enzimas voltado para a industria de alimentos. B@&seros utilizadoAspergillus
oryzaee Mucor miehei podem ser citados, vale ressaltar que as pratéasgicas sao
classificadas como acidas, neutras ou alcalinashas® no pH da atividade da enzima,
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ou seja um grupo de enzimas capazes de traballrea ampla faixa de pH (PASTORE
& MACEDO, 2010; SANTOS & KOBLITZ, 2008).
2. 2. 4. Lipases

Lipases ou glicerol éster hidrolase sdo enzimgsoresveis pela hidrolise de
gorduras insoluveis e 0Oleo. A reacdo é complexac@ntece de forma Unica em
substratos insoliveis em &gua na interface Olea-agu &gua-6leo de solucdes
emulsionadas, liberando &acidos graxos diacilglisernonoacilglicerdis e glicerol
(ESKIN, 1990; KOBLITZ, 2008; PASTORE & MACEDO, 2010

Os géneros utilizados sadAspergillus nigere oA. oryzae cada um produzindo
enzimas com especificidade por acidos graxos thstiRhizomucor(R. miehei o de
maior aplicagéo industrialPenicillium e o Rhizopus(R. arrhizus, R. javanicus, R.
niveuseR. delimaj (KOBLITZ, 2008; PASTORE & MACEDO, 2010).

Este grupo de enzimas possuem atuacdo especifiaaoddo com o0 substrato
(tamanho da cadeia do &cido graxo, posicdo do masmticerol, grau de insaturacdo),
com a regiosseletividade (capacidade de reconheceresma ligacdo quimica em
regides diferentes do substrato) e com a enantbissdade (selecdo de isbmeros do
substrato) (KOBLITZ, 2008; PASTORE & MACEDO, 2010).

As caracteristicas das lipases geram um alto clesppoducédo, heterogeneidade
nas preparacoes enziméaticas e falta de lipasescammnteristicas exatamente iguais as
requeridas por alguns processos, que resulta nemdgrcia clara de busca por novos
microrganismos produtores de enzimas com caraitessespecifica como estabilidade
térmica e pH 6timo (PASTORE & MACEDO, 2010).

As lipases sao utilizadas em processos de paréficagaturacdo acelerada do
queijo, producdo de Oleos e gorduras estruturgoducao de surfactantes, sintese de
aromas, etc (KOBLITZ, 2008).

3. Material e métodos

A partir da cultura estoque, em meio sélido (agaaite do micélio do fungo foi
transferido por via asséptica, usando-se uma agdatina flambada e resfriada, para o
centro de uma placa contendo PDA ou agar saboulgas incubacédo de 7-10 dias a
2812 °C, quando no agar se apresentou o micélgidarcom tamanho consideravel e o
qual j& tenha ocorrido as mudancas de cores fipas;edeu-se 0s ensaios para

verificacdo de producado das seguintes enzimasgses, lipases, pectinases e amilases.
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3. 1 Condicdes de cultivo para producdo de enzimésermentacdo submersa)

Os ensaios foram realizados em triplicata, comsistem trés discos de micélio
dos isolados, repicados em meios Sabouraud e PDA periodo de 7-10 dias,
cultivados em meio liquid@olucdo de ManachinKH,PQs, 2 g..% (NH,), SO, 1
g.L"% MgSQ,.7H,0, 0,1 g.CY NaHPO,.2H,0, 0,9 g.C% extrato de levedura, 1 g
agua destilada, 1000 mL), adicionado de substratotéor (0,5%), e pH ajustado para
cada enzima: amilase (amido, pH 6,0); pectinaseti(jze citrica Vetec, pH 2,5);
protease (gelatina, pH 6,9); lipase (azeite deadismogeneizado com liquidificador ao
meio mineral, pH 6,0). A fermentacao foi conduzada8 °C, sob agitacdo a 140 rpm,
durante 96 (proteases) ou 120 horas (demais enz{(@@d.EN, 2006; MACIEL et al.,
2010; SOUZA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2008). Estas caradsticas gerais foram
utilizadas pois as identificacées dos isoladosaardm desconhecidas.

A solucdo deManachini foi escolhida como meio de cultivo, pois fornece
substancias essenciais ao desenvolvimento e cE#timde microrganismos:
nitrogénio, elemento envolvido na sintese de RNRMNA e na estrutura; enxofre,
essencial na sintese de aminoacidos e vitaminaigréd importante na producéo de
acidos nucléicos e fosfolipidios; potassio e maignéatuantes como co-fatores
enziméticos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

3. 2. Deteccao de atividade enzimatica pelo métottmp-plate”

Apoés o periodo de fermentacdo em meio liquido,asstras foram filtradas
com papel de filtro qualitativo esterelizado, paseparacdo da massa micelial.
Quantidades de 100 pL do filtrado foram inoculadas “cup-plates” de 7 mm de
didmetros perfurados na superficie de meios daireulsdlidos adequados para a
deteccao de cada enzima em placa de Petri.

Para amilase foi utilizado 4gar amido (&gar, 18'gamido, 10 g. L}, pH 5,0) e
para pectinase, agar pectina (agar, 18 §.fectina, 10 g. T*, pH 5,0). Para deteccéo
de protease, agar gelatina leite (4gar, 184.sblucéo de gelatina 10%, solucéo de leite
desnatado 10%, pH 5,0). A solucdo de leite desoafaidesterilizada por filtracdo
(membrana poro 0,45um) e adicionada ao restanteneio apOs esterilizacdo em
autoclave em capela de fluxo laminar (SOUZA; OLIREl ANDRADE, 2008).

Para deteccdo de atividade enzimética de natuipalitita utilizou-se trés
meios de cultura diferentes, esta escolha devesstata das dificuldades para se
detectar a producado de lipases difundidas em gelgde (por exemplo, interacao de
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metabolitos secundarios com corantes, ou aindazag#do de surfactantes como
substrato) (COLEN, 2006).

Este trabalho optou por utilizar um meio (M1) costoode agar 18 git, azeite
de oliva 10 g.C}, emulsificante tween 80 1 g pH 5,0, e solucéo de corante rodamina
B para concentracao final de 0,001 g.LA solucdo deve ser esterilizada por filtracdo
(membrana poro 0,45um) e acrescentada de formptiaesém capela de fluxo laminar
ao restante do meio autoclavado a 121°C/15min.danona auxilia na deteccéo de
lipases devido a formacdo de um halo alaranjadwdhcente, quando as placas séo
expostas a luz UV, esta coloracéo € adquirida @éraa formacédo de complexos entre
os acidos graxos produzidos pela acdo da lipasméamina (FRANGE & GARCIA,
2009; LOCK, 2007; MACIEL; PACHECO; GONCALVES, 2010)

O segundo meio (M2) continha de agar 18 g4 azeite de oliva 10 gt
emulsificados em liquidificador por um minuto, ptFD5E o0 meio M3 foi constituido
por agar 18 g.I' e emulsdo de azeite de oliva e goma arabica (5%)atip que a
concentracao final de azeite fosse de 10'ggh 5,0 (COLEN, 2006).

As placas foram incubadas a temperatura de 28 tQ#fdoras. Apos este
periodo, foram reveladas com solucéao lugol (5 Kldé g de iodo em 100 mL de.8)
(amilase) e &cido cloridrico 5 N (pectinase). Adugfo de protease, lipase em M2 e em
M3 consistiam em halo transparente no agar, senecaéseidade de reveladores
(COLEN, 2006; SOUZA.; OLIVEIRA; ANDRADE, 2008).

4. Resultados e discusséo

Dos 24 microrganismos isolados Meoringa oleiferaLam, todos os isolados
(100%) apresentaram atividade para pelo menos ush sdbstratos testados, 23
(88,46%) apresentaram atividade pectinolitica €/6917%) produziram proteases. Nao
foi detectada a producéo de amilases e lipasegwyp&iado utilizado (Tabela 1).

E importante ressaltar que os parametros de feag@mte de deteccdo
enzimética sdo gerais e podem ndo ter sido sugsgrara avaliar a producéo de lipase
e amilase. Por exemplo, Koblitz (2008) descreveogamilases de algumas fontes séo
ativadas na presenca de halogénios, e outras possiiedade em altas temperaturas
em torno de 40°C a 70°C, citando ainda que-amilases produzidas péspergillus
possuem temperatura de atividade de 50°C. féaaslases sdo descritas como enzimas

termoestaveis com atividade 6tima em torno de 3666tudo sdo enzimas sulfidrilicas,
57



sendo inativadas por oxidacdo. Logo se pode sup®rag condicdes para deteccao da
atividade amilasica neste trabalho podem néo der igieais, pois ndo houve utilizacéo
de halogénios ou temperaturas em acordo com oitegcima.

A producdo de enzimas lipoliticas por alguns enidof pode indicar um
mecanismo de resisténcia para superar as defesasspedeiro contra invasao ou para
obter nutrientes do hospedeiro no processo de izalgho, ou ainda, ser uma enzima
relacionada a patogenicidade do endofitico ao hizsme (BATEMAN & BASHAM,
1976 apud LUZ et al., 2006). No entanto neste th@bado foi possivel detectar a
atividade lipolitica.

Tabela Il. 3. Resultados da atividade enziméticislmados de Moringa oleifera Lam.

Isolado Identificacao Pectinase Amilase | Protease| Lipase
ENIPC1 Aspergilussp + - + -
ENIPF1 Aspergilussp + - + -
ENIPF2 | Fusarium oxysporum - - + -
ENIPF3 Aspergilussp + - + -
ENIIPC1 Aspergilussp + - + -
ENIIPC2 Trichoderma + - + -
harzianum
ENIIPC4 | Geotrichum candidum + - + -
ENIIPC5 Trichoderma + - + -
harzianum

ENIIPC6 Curvularia lunata
ENIIIPC7 Curvularia lunata
ENIIIPF3 | Fusarium oxysporum - - + -

+ |+
1
1
1

ENIISC1 Penicilliumsp. + - + -

ENISC2 Colletotrichum + - - -
graminicola

ENIISC3 Colletotrichum + - - -
graminicola

ENIISC4 | Fusarium oxysporum - - + -

ENIISC5 Fusariumsp. + - + -

ENIISF1 Glomerellasp. + - + -

ENIISF2 Penicillium + - + -
chrisogenum

ENIISF4 Fusariumsp. + - + -

ENIISF5 Trichodermasp. + - - -

ENIISF6 Penicillium + - + -
chrisogenum

ENIIISC1 | Burkholderia gladioli + - - -

ENINIISC3 | Burkholderia gladioli + - + -

ENIISC4 Fusariumsp. + - + -
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Geotrichum candiduné fungo amplamente utilizado para producédo de dfas
porém esta pesquisa ndo conseguiu observa-la. doatiGuéguen (2005) obtiveram
producdo desta enzima com este microrganismo comefgacdo a 30°C/7dias, tendo
as enzimas produzidas pH de atividade por volté-dee temperatura de atividade de
30-45°C. Isto reafirma a especificidade que cadaarganismo tem para as condicdes
de fermentacdo na producdo de alguma enzima, etaratespecificidade das enzimas
produzidas pela temperatura e pH de atividades.

As enzimas produzidas por microrganismos endofiti@iam de isolado para
isolado. Cepas do mesmo fungo isoladas de difergraetes do mesmo hospedeiro
diferem em sua capacidade de digerir diferentestsatbs (SCHULZ et al., 2002;
PETRINI, STONE, CARROL, 1982).

Por exemplo, Marchi, Borges e Mizubuti (2006) testa 45 isolados endofitos
de Alternaria solanj provenientes de diferentes hospedeiros, quaniatividade
amilolitica e pectinolitica, tendo como resultadb,isolados produtores de protease e
apenas 17 capazes produzir amilase, sendo quesdeste eram provenientes de
batateira, sugerindo que estes fungos possuam Imabdidade de hidrélise do amido
devido a um possivel envolvimento das amilasesitesacacA. solanicom a batateira-
hospedeira. Segundo Tan & Zou (2001), a atividauangtica é variavel, estando
relacionada a especificidade entre o hospedeirersofitico.

Percebe-se, entdo, que diferentes fungos de unraareepa quando isolados de
fontes diferentes (seja local de coleta, hospedeiurotecido vegetal) possuem o
comportamento metabdlico como um reflexo de sugeorj sendo, portanto delicado
avaliar os isolados da moringa de forma comparatbra outros trabalhos reportados
na literatura. E necessario manter a analise dodtados flexivel e pronta tanto para as
similaridades, quanto para as controveérsias.

Neste trabalho, nenhum dos 24 isolados da moripgasentaram atividade
lipasica (figura 1), em controvérsia com Luz et(aD06) que isolou oito fungos do
marucujazeiro, a maioria oriundos de folhas e pedstes ao génei@olletotrichum
Fusariume Glomerellg apresentando atividade lipolitica. Estes mesnusres néo
obtiveram resultados positivos na producdo de eamiproteoliticas, celuloliticas e
amiloliticas para nenhum dos 29 isolados. Enquamste trabalho, o género
Colletotrichum produziu pectinases e os fungbasariume Glomerella produziram

tanto pectinases quanto proteases.
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Figura Il. 100. Comparacao entre o controle e t&sip-plate” para os trés diferentes
meios utilizados meio 2 (A), meio 3 (B) e meio 1gD).

A utilizagéo de tween 80 como emulsificante no nagocultura M1 pode ter
afetado a atividade da lipase, alguns autores altam 0 ndo uso de emulsificadores
deste género, sendo a utilizacdo de gomas maigjesatneste sentido (THOMSON et
al., 1999 apud COLEN, 2006). No entanto o meio M@ gontinha goma arabica
também ndo apresentou halos de degradacao lipoldtiguns autores suplementam os
meios com sais de célcio, como o cloreto, obtedos de halos transparentes, halos
opacos reflexos da formacao de sabaos de caldMITET AL., 1997).

No que diz respeito ao génetolletotrichumMarchi et al. (2009) comparou 40
isolados, de diferentes fontes, para producdo denpses, obtendo resultado positivo
para todos os endofitos. Acrescentando resultadddatheroni Jr et al. (2004), cepas
endofitas deColletotrichum foram capazes de produzir lipase, pectinase, seniéa
protease em pelo menos uma faixa de pH. Os isolddddoringa oleiferaapenas
produziram pectinases (figura 2), o que sugereagoeducdo desta enzima pode estar

associada apenas ao carater fitopatogénico destgo,fua que Colletotrichum
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graminicola é causador da antracnose, a mais importante dalncaltura do sorgo
(Sorghum bicolore do milho no Brasil (COSTA et al., 2003), oudsirao método de
colonizagdo do hospedeiro. As enzimas pectinoitestdo envolvidas na penetracdo
dos tecidos vegetais, podendo ser suprimida apésetracdo dos endoéfitos no espaco
intracelular vegetal, sem causar danos ao hosjpe@eiLLMMAN et al., 1997).

Figura 1. 111. Degradacdo da pectina pelo fungoll&BR (Colletotrichum
graminicolg.

Em relacdo a pectinases, a literatura reporta ggenicillium chrysogenurg
um bom produtor de pectina liase e poligalacturenagesmo em meio de cultura de
baixo custo como o caldo de cana (MINUSSI et 898).

Trichoderma spisolado de coniferas (sequoia), por Petrini & Qla{t983), ndo
apresentou a capacidade de degradar a pectinapaaro dos endofitos deste mesmo
género da moringa.

Silva et al. (2006) isolaram fungos endofiticospilgha e graviola de 5 sitios
diferentes, caracterizando sua acdo enzimaticacded@ com 4 enzimas, celulase,
protease, lipase e amilase. Os géndtosarium sp. e Penicilliumsp. (isolados da
graviola) possuiam atividade proteolitica apenaslgumns sitios, e em outros ndo. Este
mesmo comportamento foi observado para a produgdipakes, sugerindo que nao ha
um padréo na producdo de enzimas por géneros, €osina associacdo com a planta e
0 habitat em que esta esta inserida. Nenhum dossd8dos possuia atividades
amilolitica (figura 3), coincidindo com os isoladat@a moringa, Fusarium sp.,
Penicilliumsp.,Glomerellasp.,Colletotrichumsp. eAspegillussp.
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Figura 1. 122. Comparacdo entre o controle e sidatile amilasica dos fungos
ENINIPC7 (Curvularia lunatg e ENIISC5 Fusarium sp.

Para Silva et al. (2006) a amilase, juntamente acarelulase, esta associada a
patogenicidade dos fungos, sendo assim, é posgirelos fungos apesar de serem
relatados como patdgenos, ndo o sejam pMtarmga oleifera,pelo menos no que diz
respeito a producéo amilasica

Fungos isolados dBaccharis dracunculifoliaarbustos de pequeno porte como
a carqueja, vassoura ou vassourinha sintetizaralm ipenos uma das enzimas
extracelulares: proteases, amilases e lipases.rdefts, o géner&olletotrichum
apresentou maior capacidade de secretar amilgasariumdemonstrou eficiéncia na
producao de lipases e amilases, enquanto as cep@ntillium sp.se destacaram na
producdo de amilases e proteases. Sendo os géAspergillus e Glomerella
produtores das trés enzimas (CUZZI et al., 2011).

As diferengas na atividade enzimatica ndo se limapenas entre os enddfitos,
mas também entre estes e cepas epifiticas. Por péxerfungos epifiticos de
Aspergillus, Fusarium e Trichoderntestados para producdo de enzimas, demonstrou o
géneroAspergillus spproduzindo amilase, em contrapartida Aspergillusisolados da
moringa. Da mesma maneira, estes trés fungos néeeamparam atividade proteolitica,
coincidindo somente na nao producao de lipases ¥8T2RD et al., 1998).

Similaridades entre os enddfitos da moringa e noisésolados do solo também
podem ser encontradas. Fungos isolados de sistagnafiorestais do Municipio de
Bom Jardim (PE) tiveram atividade enzimatica adalifcelulase, protease, amilase),
dentre eles os géneroAspergillus, Curvularia, Fusarium e Penicilliurmao

apresentaram atividade amilolitica satisfatoria. &ldanto a cepa de@enicillium
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chrysogenunapresentou o maior indice de relacdo enzimatica patease e celulase,
o fungoFusarium oxysporurtambém produziu estas enzimas (SILVA et al., 2011)

As adversidades entre os resultados ndo se restriagenas aos géneros, por
exemplo, fungos isolados de sementes de cartamafrda caracterizados como
produtores de lipase foram submetidos a fermentagduzida para producdo desta
enzima. Dentre os géneros, os de interesse pratredtalhno tém-seAspergillus,
Fusarium (F. oxysporum), Penicillum (P. chysogehurCurvularia lunata e
Trichoderma harzianunUtilizando um meio mineral basico contendo olecé@eamo,

e diferentes fontes de carbono, nitrogénio, fésferxofre, antibidticos e vitaminas, os
autores Kakde & Chavan (2011) observaram a inflaémiestas substancias na
producdo de lipases. Os autores observaram Quéunata, F. oxysporum e P.
chysogenunproduziram o maximo de lipase, na presenca dossv&omponentes,
exceto lactose, carboximetilcelulose e fosfato deéics dibasico, sendo este ultimo,
componente do meio mineral utilizado para selegdcenzimas com os isolados da
moringa Este fato abre duas suposicdes, estas cepas rdiipam lipases devido ao
efeito inibitério do fosfato, ou simplesmente paga producdo de lipase ndo €
caracteristica dos isolados Maringa oleiferaLam.

As proteases produzidas por enddfitos atuam corpressores de doengas de
plantas, atacando microrganismos fitopatogénicossetos (SESSISTSCH; REITER,;
BERG, 2004), sendo ferramentas de relevancia paracontrole. Dunne et al. (1997)
utilizou StenotropHomonas maltopHili@81 contra o fung®ythium ultimuminibindo
0 crescimento deste significativamente atravésrddugdo de proteases extracelulares.
Sendo possivel também a associacdo de mais de agpa-biocontrole”, combinadas
entre si, com o objetivo de incrementar o nivepd#ecdo da planta (DUNNE et al.,
1998). Dentre os isolados da moringa apenas uma @eprichodermasp. e as de
Curvularia lunatando apresentaram atividade proteolitica, os deffaaigos foram
capazes de degradar proteinas (figura 4).
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Figura Il. 13. Degradacao proteolitica dos fungbl&F1 (Glomerella sp.e ENIISC5
(Fusarium sp.

5. Concluséo

Fungos filamentosos de origem endofitica isolade$/dringa oleiferalLam,
possuem potencial biotecnolégico para sintese degses e pectinases, ndo sendo
detectada a producédo de amilases e lipases. R¥pte@s enzimas que estdo associadas
ao controle biolégico de pragas proveniente daagéo enddfito-planta hospedeira, de
modo que os endofiticos da moringa produtores dastana podem possuir relagdo
com a capacidade desta planta de resistir ao atégumicrorganismos patogénicos e
insetos, sendo necessario um estudo mais intensoesglareca a relacdo entre os
fungos endofiticos isolados e sua planta hospedemamesma maneira, as pectinases
estdo envolvidas em processos de colonizagao etrpef@ de microrganismos
endofiticos nos vegetais hospedeiros, a producétasienzimas pode elucidar estes
processos contribuindo para um melhor delineameat relacdes entre os fungos

endofiticos e a moringa.

6. Sugestdes para pesquisas futuras

Avaliar a producdo de outras enzimas produzidas mpacrorganismos
endofiticos reportadas pela literatura: quitinaselulases, xilanaseg}-glucanase,
ligninases, lipoxigenase, fenilalanina amoénio liageeroxidase (SCHULZ et al., 2002;
SESSISTSCH; REITER; BERG, 2004; SILVA et al., 2008)
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Estudar a associacao da sintese destas enzimassqmuocessos de colonizacgéao,
controle bioldgico, ou outras interacdes metabélidastes fungos com a moringa-

hospedeira.
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Concluséo geral
Este trabalho isolou 22 fungos endofiticos dos gEneispergillus sp

Colletotrichum sp Fusarium sp, Penicillium sp, Curvularia lunata, Trichodermap.,
Colletotrichumsp. eGlomerellasp. e duas bactérias da espé&iiekholderia gladioli.
Concluindo que #oringa oleiferaLam € uma fonte de fungos endofiticos de interesse
comercial e cientifico conhecidos pela produgdcademicrobianos, importantes no
controle biolégico e etiologico, producdo de enzamamulsificantes, etc. Sendo o
cauliculo da vagem o tecido de maior taxa de cpéméio (66,67% e 87,5%), seguido
pelas folhas (20,83% e 33,33%), a raiz ndo apregenblonizacdo por fungos
filamentosos. Os dois meios de cultura utilizadd3APe &gar sabouraud néo
apresentaram diferencas significativas entre setapa de isolamento, podendo se
utilizar apenas um deles no isolamento de endoéitila moringa.

Além disso, os microrganismos de origem endofiis@ados deMoringa
oleiferaLam, possuem potencial biotecnolégico para sindesproteases e pectinases,
sendo o primeiro grupo de enzimas associados atrotmrbiolégico de pragas
proveniente da interacdo enddfito-planta hospedeiras pectinases envolvidas em
processos de colonizacdo e penetracdo de micrermgasi endofiticos nos vegetais
hospedeiros. Nao foi possivel detectar a produgd@rdilases e lipases através da
metodologia empregada neste trabalho.

Este estudo também observou que as enzimas pragdugai microrganismos
endofiticos variam de isolado para isolado, cepasumt mesmo fungo isoladas de

diferentes fontes diferem em sua capacidade deidige mesmo substrato.
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ANEXO |

Fungos isolados ddoringa oleiferaLam.
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