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FUNGOS ENDOFITICOS DE SOJA: DIVERSIDADE E PROSPECCAO ENZIMATICA

RESUMO

FLORES, Andressa Caroline. Fungos endofiticos de soja: diversidade e prospeccao
enzimatica. Orientadora: Dra. Luciane Sene. 2022. 78 f. Tese (Doutorado em Engenharia
Agricola) - Universidade Estadual do Oeste do Parana, Cascavel — Parana, 2022.

As plantas sédo habitadas por uma microbiota composta por microrganismos em condicdo
endofitica e cada relacdo endofito-planta possui caracteristicas peculiares e que variam
conforme condicbes ambientais. Estudos relacionados a identificacdo das populacbes
endofiticas associadas as espécies vegetais permitem utiliza-las como importantes
ferramentas para obteng&o de produtos biotecnolégicos de interesse agricola e industrial. O
objetivo deste estudo foi o de isolar e identificar fungos endofiticos de plantas de soja, antes
e apods a aplicacdo do fungicida sistémico composto por Trifloxistrobina + Protioconazol na
lavoura de soja, avaliar a sensibilidade dos isolados in vitro frente ao mesmo fungicida e
avalid-los quanto ao potencial biotecnologico de producdo de enzimas. As plantas de soja
utilizadas foram cultivadas no Nucleo Experimental de Engenharia Agricola (NEEA) da
Universidade Estadual do Oeste do Parana, regido de Cascavel-PR. Foram coletadas folhas
de plantas de soja, com 48 dias ap0s semeadura (anterior a aplicacdo do fungicida) e com
62 dias (14 dias apds a aplicagdo). Os fungos foram agrupados e classificados conforme
aspectos morfolégicos e microscopicos, identificados em nivel de género e analisados de
acordo com os indices de frequéncia de colonizacdo (FC%) e de diversidade ecolégica
(Simpson (D e 1-D), Shannon-Wiener (H’) e Pielou (e). Um total de 259 fungos (122 antes do
fungicida e 137 ap0s aplicacédo do fungicida) foram obtidos que resultaram na identificacéo de
11 géneros, dentre os quais Diaporthe e Alternaria foram os mais abundantes com FC de 38,6
e 25,5%, respectivamente. Os valores de frequéncia e diversidade demonstraram que nao
houve diferencga significativa entre as duas coletas realizadas, revelando que a obtencéo de
fungos endofiticos cultivaveis a partir de plantas tratadas com defensivos quimicos nao foi
afetada. Os fungos também foram testados in vitro quanto a sensibilidade ao fungicida nas
concentracdes de 0,2, 2,0 e 3,8 mg L. Os resultados demonstraram que todos os fungos
avaliados foram capazes de crescer na presenca do fungicida no meio de cultivo sélido, em
todas as concentragdes testadas, com baixa sensibilidade na concentracdo de 0,2 mg L™
Somente quatro fungos apresentaram sensibilidade na concentracéo de 2,0 mg L e, mesmo
na maior concentracdo (3,8 mg L?), os géneros Cladosporium, Bipolaris, Cadophora,
Rhizoctonia e Alternaria permaneceram demonstrando baixa sensibilidade ao fungicida. Os
fungos isolados também passaram por triagem para detec¢do de producdo das enzimas
celulases (CMCases), xilanases, proteases e amilases em meio solido e quantificacdo da
atividade de xilanase em cultivo submerso, utilizando palha e bagaco de cana-de-agtcar como
substrato. Os ensaios em meio s6lido demonstraram melhores resultados para xilanase com
indice enzimético (IE) de 2,14 e para CMCase de 1,92. O cultivo submerso gerou melhores
resultados utilizando 50% de palha com 50% de bagaco e foi capaz de induzir uma atividade
de 383,63 U mL*! de xilanase. Com relagdo ao comportamento cinético da xilanase bruta
produzida pelo fungo Colletrotrichum boninense, o valor de pH 6timo encontrado foi de 5,0 e
melhor faixa de temperatura entre 50 e 60 °C. Nas temperaturas de 40 e 50 °C a enzima
preservou 87 e 76% de sua atividade quando incubada por 30 min. Os valores de Km e de
Vmax encontrados frente ao xilano foram de 99,3 mg mL?! e 3.333 pmol mL?! min?,
respectivamente.

Palavras-chave: endofito; enzimas; celulase; xilanase; fungicida; potencial biotecnoldgico.
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ENDOPHYTIC FUNGI FROM SOYBEAN: DIVERSITY AND ENZYMATIC PROSPECTION

ABSTRACT

FLORES, Andressa Caroline. Endophytic fungi from soybean: diversity and enzymatic
prospection. Advisor: Luciane Sene. 2022. 78 p. Thesis (PhD in Agricultural Engineering) —
Western Parana State University, Cascavel — Parana, 2022.

Plants are inhabited by a microbiota composed of microorganisms in endophytic conditions
and each endophyte-plant relation displays peculiar characteristics that vary according to
environmental conditions. Studies related to the identification of endophytic populations
associated with plant species allow using them as important tools for obtaining
biotechnological products of agricultural and industrial interest. The objective of this study was
to isolate and identify endophytic fungi from soybean plants, before and after fungicide
application composed by Trifloxystrobin + Prothioconazole in the soybean crops, evaluate the
sensitivity of the isolates in vitro against the same fungicide and also evaluate them regarding
the biotechnological potential of enzyme production. The soybean plants used were cultivated
at the Experimental Nucleus of Agricultural Engineering (NEEA) of the Western Parana State
University, in Cascavel, Parand, Brazil. The leaves of soybean plants were collected at 48
days after sowing (prior to fungicide application) and at 62 days (14 days after application).
The fungi were grouped and classified according to morphological and microscopic aspects,
identified at the genera level and analyzed according to indexes such colonization frequency
(FC%) and ecological diversity (Simpson (D e 1-D), Shannon-Wiener (H’) and Pielou (e). A
total of 259 fungi (122 before the fungicide and 137 after the fungicide application) were
obtained, which resulted in the identification of 11 genera, among which Diaporthe and
Alternaria were the most abundant with FC of 38.6 and 25.5%, respectively. The frequency
and diversity values showed that there was no significant difference between the two harvests
carried out, revealing that the attainment of cultivable endophytic fungi from plants treated with
chemical pesticides was not affected. The fungi were also tested in vitro for sensitivity to the
fungicide at concentrations of 0.2, 2.0 and 3.8 mg L. The results showed that all the fungi
evaluated were able to grow in the presence of the fungicide in the solid culture medium, in all
of the tested concentrations, with low sensitivity at the concentration of 0.2 mg L. Only four
fungi showed sensitivity at the concentration of 2.0 mg L' and, even at the highest
concentration (3.8 mg L?), the genera Cladosporium, Bipolaris, Cadophora, Rhizoctonia and
Alternaria remained showing low sensitivity to the fungicide. The isolated fungi also underwent
screening in order to detect the production of cellulase enzymes (CMCases), xylanases,
proteases and amylases in solid media and quantify the xylanase activity in submerged
cultivation, utilizing straw and sugarcane bagasse as substrate. Assays in solid media showed
better results for xylanase with an enzyme index (IE) of 2.14 and for CMCase of 1.92. The
submerged cultivation generated better results using 50% straw with 50% bagasse and was
able to induce an activity of 383.63 U mL™* of xylanase. Regarding the kinetic behavior of the
crude xylanase produced by the fungus Colletrotrichum boninense, the optimal pH value found
was 5.0 and the best temperature range was between 50 and 60 °C. At temperatures of 40
and 50 °C the enzyme preserved 87 and 76% of its activity when incubated for 30 min. The Kn,
and Vwvax values found against xylan were 99.3 mg mL?! and 3,333 umol mL? min?,
respectively.

Keywords: endophyte; enzymes; cellulase; xylanase; fungicide; biotechnological potential.
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1 INTRODUCAO

Semelhante a microbiota que habita o organismo humano e dos animais, estima-se
que todas as plantas sdo habitadas internamente por comunidades diversas de
microrganismos. Essa intera¢cdo microrganismo-planta é influenciada direta e indiretamente
por fatores bibticos e abidticos do ambiente circundante (atmosfera e solo). Os
microrganismos chamados de endéfitos ou endofiticos incluem fungos, leveduras, bactérias e
até mesmo virus, nematoides e protozoarios. Entretanto, fungos e bactérias sédo o0s
microrganismos mais estudados e descritos nessa interagéo.

Fungos filamentosos sé&o muito comuns nessa relagéo, pois podem receber protecao,
nutricdo e garantia de disseminagdo, em troca da sua atividade metabdlica, liberada no interior
dentro da planta, conferindo-lhe diversos beneficios.

O estudo de fungos endofiticos vem atraindo o interesse, por sua aplicabilidade
industrial e agricola, uma vez que os isolados flngicos podem vir a se tornar ferramentas
biolégicas, atuando como vetores genéticos, agentes de controle biol6gico e produtores
biol6gicos de enzimas e de compostos bioativos (metabdlitos secundarios) de interesse
comercial.

Essa bioprospeccéo tem demonstrado aplicabilidade também no desenvolvimento de
processos fermentativos, na selecdo de microrganismos capazes de produzir enzimas
hidroliticas (CMCases e xilanases), importantes na degradacdo da biomassa lignocelulésica
e muito visadas em bioprocessos como o de producao de biocombustiveis.

No caso de plantas agricolas como a soja, a obtencéo de isolados endofiticos permite
acessar um rico campo de espécies, com potenciais biotecnolégicos diversos e diferentes dos
gue sao isolados em condi¢Bes ndo-endofiticas.

Além disso, quando se estuda comunidades endofiticas de culturas importantes como
soja, milho, trigo, arroz, feijdo e algodao, entre outros, € preciso considerar o uso de
defensivos agricolas nas lavouras com o objetivo de controlar as principais doengas que
comprometem e inviabilizam a producdo e a produtividade das culturas, no entanto, a
interagdo do uso desses agroquimicos com a microbiota endofitica ainda € pouco discutida.

Considerando também a relevancia da soja para a economia do pais, torna-se
importante conhecer mais sobre a sua composi¢cdo microbiana endofitica para compreender
mais sobre os fatores relacionados a saude e ao crescimento da propria cultura, o que
contribui para o desenvolvimento de solucdes e estratégias bioldgicas alternativas, visando

melhorar 0s processos agricolas e industriais.
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Em outro espectro, na busca por novas fontes de producdo de enzimas, os fungos
endofiticos tém demonstrado, ao longo dos anos, ser uma opcao interessante. Enzimas
vidveis para as industrias devem apresentar estabilidade operacional, maior atividade,
seletividade e atenderem a requisitos fisico-quimicos para uma producgdo aprimorada. Por
isso, a identificacdo de novas cepas fungicas que demonstrem boa producéo enzimatica atrai
o interesse das industrias de enzimas.

Uma das principais formas de otimizacdo e diminuicdo de custos de producéo
enzimatica em escala industrial € a utilizacdo de subprodutos da atividade agroindustrial,
como, por exemplo, a biomassa lignocelulésica. Por ser uma rica fonte de polimeros que
podem ser hidrolizados em agUcares fermentesciveis, essa biomassa composta por residuos
gue incluem palhas, bagacos, cascas, hastes, caules, farelos, madeiras deciduas, coniferas
ou de plantas herbaceas, sdo interessantes fontes de carbono para o crescimento de
microrganismos e produc¢éo de insumos de valor comercial.

O bagaco e a palha da cana-de-acucar sdo exemplos de biomassas lignocelulosicas
derivadas dos processos da industria sucroalcooleira e sdo constituidos por celulose (~45%),
hemicelulose (~32%) e lignina (~17%). No Brasil, na safra 2020/21, segundo a CONAB
(2021)m foram produzidos cerca de 650 milhdes de toneladas de cana-de-agucar. Isso
corresponde a, aproximadamente, 180 milhdes de toneladas de bagaco e cerca de
108 milhdes de toneladas de palha produzidas.

Devido a alta quantidade gerada, esse tipo de subproduto € um grande desafio para o
meio ambiente, quando ndo aproveitados e descartados de forma inadequada causando
poluicdo ambiental. Mesmo que a maior parte da palha gerada fique no campo como forragem
para o solo e o bagaco seja levado para as caldeiras para geracdo de energia (térmica e
elétrica), que abastece o proprio o setor, o que sobra pode ainda ser utilizado em varios outros
processos (VANDENBERGHE et al., 2022).

O objetivo deste estudo foi o de isolar e identificar fungos endofiticos de plantas de
soja, avaliar a diversidade endofitica antes e ap0s a aplicagédo do fungicida Trifloxistrobina +
Protioconazol na lavoura e avaliar a sensibilidade in vitro dos fungos na presenca do fungicida
no meio de cultivo. Além disso, avaliar e selecionar fungos endofiticos com potencial de
producdo de enzimas e avaliar o uso de biomassas lignocelulésicas provenientes do

processamento da cana-de-aglicar como substrato.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Isolar e identificar fungos endofiticos de plantas de soja e avalid-los quanto a

diversidade endofitica e ao potencial de produgéo enzimatica.

2.2

Objetivos especificos

Isolar fungos endofiticos a partir das folhas da planta de soja (Glycine max (L.)
Merrill), cultivada na é&rea experimental (NEEA), pertencente a Universidade
Estadual do Oeste do Parana, localizada na regido da cidade de Cascavel-PR;
Avaliar o efeito da utlizacdo do fungicida composto por Trifloxistrobina +
Protioconazol no cultivo da soja sobre a frequéncia e diversidade dos fungos
endofiticos obtidos;

Avaliar a sensibilidade in vitro dos fungos endofiticos frente ao fungicida;

Avaliar o potencial enziméatico dos fungos endofiticos e o perfil cinético das enzimas
que apresentarem maior atividade;

Realizar identificacdo taxondmica em nivel de género e por técnica molecular
(sequenciamento da regido ITS 1 e 4 do DNAr) dos fungos que se apresentarem

como mais promissores na produgdo enzimatica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microrganismos endofiticos

Essencialmente, a definicho de endodfito refere-se a qualquer microrganismo
(geralmente fungos e bactérias) que habita os tecidos internos das plantas sem causar
doencas (Figura 1). A maioria das plantas possuem enddfitos que promovem o crescimento e
a saude das plantas, muitas vezes, assim que as sementes germinam (WHITE et al., 2019).

Petrini (1991) definiu microrganismos endofiticos como organismos que vivem dentro
dos tecidos vegetais por pelo menos parte de seu ciclo de vida, sem induzir nenhum sintoma
aparente de doenca na planta hospedeira em condi¢gdes normais, mas que podem se tornar
patogénicos quando a planta hospedeira estad em desequilibrio ou com recursos limitados.
Essa definicdo traduz o que mais tarde foi descrito como endofitismo transitorio (WANI et al.,
2015).

A associacdo de enddfitos transitérios € de curta duracdo e sazonal e, portanto, eles
compartilham apenas sinais fisiol6gicos, e sua diversidade varia com a mudanca nos
parametros fisiol6gicos da planta hospedeira e em relagdo as diferentes condigbes ambientais
(BOTELLA; DIEZ, 2011).

Ja o endofitismo sistémico, proposto inicialmente por Mostert, Crous e Petrini (2000),
refere-se aqueles que habitam intimamente a organizacao da planta, normalmente coevoluem
com a mesma e compartilham uma relacdo simbittica profunda em que a planta hospedeira
¢ fortalecida pela existéncia dessa interacdo e nao se verifica sintoma visivel de doenca em
nenhum estagio.

Estima-se que microrganismos sistémicos estao tdo intimamente ligados a planta que
ndo é possivel o seu cultivo em condi¢Bes laboratoriais. Nesse caso, 0 avango de ferramentas
de metagendmica possibilita 0 estudo da comunidade endofitica como um todo avaliando a
diversidade genética de amostragens independentes de cultivo (WANI et al., 2015).

Como os enddfitos sistémicos estao simbioticamente associados a planta hospedeira,
sua transmisséo para a proxima geragdo seria geralmente vertical, ou seja, por meio de
sementes e/ou propagulos vegetativos, enquanto que os endofitos transitérios s&o
transmitidos horizontalmente, via esporos ou pela entrada por aberturas naturais (hidatédios,
estdbmatos) ou provocadas (enzimas hidroliticas, fissuras e ferimentos) (SCHARDL et al.,
1991; SAIKKONEN et al., 1998; MORICCA; RAGAZZI, 2008).
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Dentre as vantagens que 0s microrganismos endofiticos podem vir a conferir as
plantas, estdo: 0 aumento dos nutrientes e de sua biodisponibilidade para as plantas, a defesa
das plantas contra patdgenos, insetos e herbivoros, o aumento da toleréncia ao estresse
salinico e a seca e a promogdao do crescimento vegetal pela produgédo de compostos bioativos
e fitorménios (WHITE et al., 2012; SOARES et al., 2015; PRIETO et al., 2017; VERMA;
WHITE, 2018).

Figural Micrografias que demonstram a presenga de microrganismos endofiticos nos
tecidos vegetais. A) Fungo endofitico Neotyphodium coenophialum isolado de
uma graminea do género Festuca (CHRISTENSEN; BENNETT; SCHMID, 2002);
B) e C) Bactéria endofitica do género Pseudomonas no interior de pelos
radiculares e no parénquima radicular de Cynodon dactylon (WHITE et al., 2019).

O endofitismo é um fenémeno ecolégico que tem sido estudado por caminhos
diferentes e pode ser dividido em duas linhas de pesquisa: bioprospeccdo e interacdo
microrganismo-planta. A bioprospeccdo de endofitos tem sido amplamente descrita e
elucidada, no entanto, o estudo da interacdo, devido sua complexidade, ainda requer
investigacdes mais aprofundadas e detalhadas (WANI et al., 2015).

As intera¢des microrganismo-planta sao onipresentes e de natureza diversa onde cada
planta € um complexo ecossistema. Essas interacdes exibem grande plasticidade fenotipica
que podem ir do mutualismo ao antagonismo dependendo da biocomunicacao entre eles e
das condi¢cdes ambientais (SCHULZ; BOYLE, 2005).

O estudo da microbiota vegetal visa decifrar ndo somente a diversidade estrutural, mas
também funcional das comunidades microbianas associadas as mais variadas plantas dos
mais variados habitats (GUPTA et al., 2021).
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3.2 Fungos endofiticos

Os fungos, desde h& muito tempo, tém sido reconhecidos como componentes
importantes nos ecossistemas atuando basicamente como decompositores de matéria
organica. Porém, existe uma complexidade e uma variedade muito maior nas interacoes
fungicas dentro desses ecossistemas (BACON; WHITE, 2000).

Fungos endofiticos podem ser filamentosos e, também, leveduras que colonizam o
tecido vegetal sadio de uma planta e permanecem ali vivendo em condicdo endossimbionte.
Em virtude de poderem apresentar uma relacdo neutra de mutualismo, comensalismo ou
parasitismo latente com o0 seu hospedeiro, tém despertado cada vez mais o interesse de
pesquisadores em estudar o comportamento dos organismos envolvidos, os fatores de
inducdo e expressdo génica, os efeitos no ambiente e os produtos dessa relagdo (GUPTA,
WHITE; KULKARNI, 2020).

A bioprospeccdo de fungos endofiticos utiliza métodos dependentes de cultivo e,
portanto, que abrangem somente parte da comunidade endofitica. Contudo, ainda é
conveniente realizar estudos que promovam isolamento, caracterizagdo e identificacdo
(bioguimica ou genética) dos enddfitos, pois, embora existam limitagbes, as técnicas
dependentes de cultivo, trazem varios beneficios que permitem cultivar, purificar e preservar
cepas fungicas obtidas das amostras ambientais de diferentes habitats naturais (GUPTA et
al., 2021).

Como exemplo, menciona-se a producdo de enzimas (protease, xilanase, amilase e
CMCase) e promotores de crescimento vegetal como o indol-3-acido acético pelas espécies
fungicas endofiticas Daldinia eschscholtzii, Diaporthe phaseolorum, Macrophomina
phaseolina, Trichoderma koningii e T. erinaceum isoladas de plantas medicinais, relatada por
Suebrasri et al. (2020). Sravani et al. (2020) descrevem a capacidade de fungos endofiticos
da familia Hypocreales na protecdo de sua planta hospedeira ao ataque de insetos, pela

liberacdo de peramina, que previne o ataque de nematoides e de outros parasitas.

3.2.1 Fungos endofiticos em soja

O Brasil é considerado uma das principais poténcias mundiais em producéo de soja,
com producdo de 124 milhdes de toneladas na safra 20211/2022 (CONAB, 2022). Muito
usada na alimentacdo humana e animal, a soja (Glycine max A. Merril) € uma das mais
importantes oleaginosas cultivadas no mundo, sendo de extrema importancia econémica e

agricola. E uma planta leguminosa com sementes proteicas de elevado teor de 6leo, capaz
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de fixar nitrogénio atmosférico pela simbiose com bactérias nitrificantes - rizobios
(GONCALVES, 2016).

Essa associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio ja demonstra a suscetibilidade
da planta de soja em associar-se com microrganismos para obter beneficios. O primeiro
estudo cientifico encontrado nas bases de pesquisa que menciona isolamento de fungos
endofiticos de soja pertence aos autores Miller e Roi (1982) que isolaram fungos a partir de
folhas, vagens e sementes no estado do Mississippi (EUA).

Pimentel et al. (2006) foram o primeiro grupo a publicar bioprospeccdo de fungos
endofiticos de soja cultivada no Brasil, a partir de folhas e fragmentos caulinares cultivados
em gleissolo, comparando o nimero de isolados em plantas coletadas no campo e em casa
de vegetacdo. Impullitti e Malvick (2013), em Minessotta (EUA), também publicaram
isolamento de fungos endofiticos de soja, porém, com foco na comparagéo e eficiéncia de
dois métodos diferentes de isolamento. em Buenos Aires, Russo et al.(2016) isolaram
exemplares de fungos endofiticos em variedades de soja e de milho (Tabela 1).

Stuart, Stuart e Pimentel (2018) avaliaram a diversidade e riqueza da populagéo de
fungos endofiticos de soja sob efeito de herbicidas e inseticidas utilizados na cultura,
comparando com a populacdo fungica endofitica isolada de soja organica sem uso de
qualquer biocida. Farouk, Attia e El-Katatny (2020) trabalharam com isolamento de fungos
endofiticos de plantas de soja cultivadas na cidade de Minia no Egito, com interesse em testar
qualitativamente a producédo de enzimas como CMCases, xilanases e amilases. Batzer e
Mueller (2020) avaliaram a diversidade de fungos endofiticos de soja em lowa - Estados
Unidos, entre os anos de 2015 e 2017 com diferentes cultivares, avaliando ndo somente o
isolamento foliar, mas também caulinar e em sementes, na presenca e auséncia do fungicida

sistémico Carboxamida + Estrobilurina (Priaxor® BASF).
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N° de N° de Parte da Estadio da Utilizagéo de
isolados | géneros Géneros encontrados planta Planta fungicida Localizagao Autores
57 5 | Alternaria, Diaporthe, Phoma, Phaseolorum, Fusarium Folhas, vagens | R2/R3 Nao Mississippi, Miller; Roy
e sementes mencionado EUA (1982)
16 12 | Alternaria, Bipolaris, Cladosporium, Colletotrichum, Folhas R2/R3 N&o Buenos Aires, |Larran et al.
Curvularia, Epicoccum, Glomerella, Nigrospora, R4/R5 mencionado Argentina (2002)
Penicillium, Phomopsis, Pleospora, Stemphylium
297 11 | Alternaria, Cladosporium, Curvularia, Drechslera, Folhas e R2 Nenhum Parana, Brasil | Pimentel, et al.
Scopulariopsis, Acremonium, Aspergillus, Colletotrichum, caules (2006)
Fusarium, Paecelomyces, Penicillium
31 16 | Alternaria, Aspergillus, Phomopsis, Bipolaris, Nectria, Folhas Néo Nao Nao Bernardi-
Nigrospora, Fusarium, Penicillium, Phoma, Botryotrichum mencionado | mencionado mencionado Wenzel et al.
(2012)
228 12 | Alternaria, Cladosporium, Davidella, Diaporthe, Epicoccum, | Caules R2/R3 Nao Minessotta, Impullitti;
Fusarium, Phialophora, Phoma, Phomopsis, mencionado EUA Malvick (2013)
Plectosphaerella, Verticillium, Trichoderma
271 26 | Alternaria, Ampelomyces, Cercospora, Chaetomium, Folhas e R2 Nenhum Minas Gerais, | Fernandes et al.
Cladosporium, Cochliobolus, Colletotrichum, Coniothyrium, | raizes Brasil (2015)
Coprinellus, Curvularia, Diaporthe, Fusarium, Gibberella,
Guignardia, Leptosphaeria, Leptospora, Macrophomina,
Myrothecium, Neofusicoccum, Nigrospora, Peyronellaea,
Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Saccharicola,
Stagonosporopsis
11 9 | Alternaria, Arthrinium, Aspergillus, Clonostachys, Folhas, caules | R2/R3 Nao Buenos Aires, | Russo et al.
Curvularia, Fusarium, Macrophomina, Scopulariopsis, e raizes mencionado Argentina (2016)
Trichoderma
1783 31 | Alternaria, Aspergillus, Acremonium, Aureobasidium, Folhas V4 e R4 Nenhum Parana, Stuart, Stuart e
Bipolaris, Bleptosporium, Penicillium, Chaetomium, Brasil Pimentel et al.
Cladosporium, Colletotrichum, Drechslera, Epicoccum, (2018)
Fusarium, Geotrichum, Harpographium, Idriella, Micelia
sterilia, Nigrospora, Paecilomyces, Pestalotiopsis, Phoma,
Pyricularia, Rhizoctonia, Sclerotium, Stemphylium,
Scopulariopsis, Scytalidium, Trichoderma, Trichophyton,
Tricothecium, Verticillium
10 5 | Aspergillus, Fusarium, Nigrospora, Trichoderma, Dark Folhas, caules | N&o Nao Minia, Farouk; Attia;
sterile mycelia e raizes mencionado | mencionado Egito El-Katatny
(2020)
1791 10 | Alternaria, Colletotrichum, Diaporthe, Fusarium, Folhas, caules | R5 Carboxamida + | lowa, EUA Batzer; Mueller
Nigrospora, Didymella, Epicoccum, Coniothyrium, e sementes Estrobilurina (2020)
Bipolaris, Plectosphaerella

Fonte: Levantamento realizado nas principais bases de dados cientificos (Web of Science, Scielo, Science direct e Pubmed).
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3.2.2 Fungos e resisténcia a fungicidas

Dentre as principais préaticas de manejo para o controle de doengas na cultura da soja,
a utilizacéo de fungicidas quimicos ainda é frequente. Historicamente, os primeiros fungicidas
aplicados em partes aéreas tiveram como alvo biolégico o fungo fitopatbgeno causador do
oidio (Erysiphe diffusa), apos surto epidémico nos anos de 1996 e 1997. Desde entdo, houve
a intensificacdo da utilizacdo de fungicidas, principalmente apds a incidéncia da ferrugem
asiatica, doenca provocada pelo fungo patégeno Phakopsora pachyrhizi, introduzida no Brasil
em 2001 (GODOQY et al., 2017).

Outras doencas que podem interferir na produtividade da soja também sé&o
controladas por fungicidas como a mancha alvo (Corynespora cassiicola), a antracnose
(Collettotrichum truncatum), o mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) e a mela (Rhizoctonia
solani AG1) (EMBRAPA SOJA, 2013).

O tratamento mais recomendado aos produtores rurais € a aplicacdo direta nas
sementes com a finalidade de controlar os patdégenos transmitidos pela semente e permitir a
germinacdo das mesmas além de protegé-las dos fungos do solo (HENNING et al., 1994).
Porém, a maioria das combinacdes de fungicidas indicadas para o tratamento de sementes
reduz a nodulagéo e a fixacdo biol6gica de nitrogénio (CAMPO; HUNGRIA, 2000). A maior
frequéncia de efeitos negativos do tratamento de sementes com fungicidas ocorre em solos
com baixa populagcéo de Bradyrhizobium spp. Por esse motivo, muitos agricultores optam por
nao tratar as sementes e realizar a aplicacdo do fungicida na lavoura por meio de pulverizacéo
nas partes aéreas (EMBRAPA SOJA, 2013).

Os principais fungicidas aplicados na soja por pulverizacdo podem ser visualizados
na Tabela 2. Dentre os principais e mais utilizado estad o fungicida Fox® (Trifloxistrobina +
Protioconazol - 150 + 175 g L) de acdo mesostémica e sistémica aplicado também nas
culturas de algodao, feijdo e milho. E indicado para o controle de algumas das doencas mais
frequentes em soja como a ferrugem-asiatica (Phakopsora pachyrhizi), oidio (Microsphaera
difusa), crestamento-foliar (Cercospora kikuchii), septoriose (Septoria glycines), antracnose
(Colletotrichum truncatum), mela (Rhizoctonia solani), e mancha-alvo (Corynespora
cassiicola) (BAYER, 2020).
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Quadro 2 Exemplos de produtos comerciais, ingredientes ativos e doses dos fungicidas
recomendados para a cultura da soja

Dose recomendada
Nome comercial Ingredientes ativos (L- kg p.c./ha)

Aproach Prima Picoxistrobina + ciproconazol 0,3

Ativum Piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxade 0,8
Audaz/Aumenax Oxicloreto de cobre + fluxapiroxade 1,2

Blavity Protioconazol + fluxapiroxade 0,3
Cronnos Mancozebe + picoxistrobina + tebuconazol 2,5

Elatus Azoxistrobina + benzovindiflupir 0,2

Fezan Gold Tebuconazol + clorotalonil 25

Fox Trifloxistrobina + protioconazol 0,4

Fox Xpro Bixafen + protioconazol + trifloxistrobina 0,5

Fuséo Metominostrobina + tebuconazol 0,725
Nativo Trifloxistrobina + tebuconazol 0,5
Orkestra SC Piraclostrobina + fluxapiroxade 0,35
Sphere Max Trifloxistrobina + ciproconazol 0,2
Vessarya Picoxistrobina + benzovindiflupir 0,6

Legenda: p.c.= produto comercial.
Fonte: Godoy et al. (2021).

Estima-se que a aplicacdo de qualquer fungicida quimico sobre plantas de soja vai
resultar em efeitos deletérios sobre a populacdo de fungos, sejam eles causadores de
doencas ou ndo. Entretanto, sdo escassos 0s estudos que avaliam esse efeito, o
particularmente, sobre a populac¢éo de fungos endofiticos.

Adicionalmente, o0 manejo incorreto tem promovido um aumento no nimero de
fungos resistentes aos principais fungicidas (CHINELATO, 2019), além da contaminacéo do
meio ambiente pelo uso intensivo desses agroquimicos, muitas vezes persistentes no solo e
téxicos para os demais organismos vivos. A possibilidade iminente de acidentes ambientais
com o uso de grandes quantidades desses compostos quimicos a cada safra, oportuniza o
estudo de fungos também como solugBes sustentaveis na biorremediacdo de éareas
contaminadas (SIM; CHEN; TING, 2019).

O uso de enddfitos € uma abordagem ambientalmente sustentavel e versatil na
biorremediacao. Os enddfitos podem ser utilizados apds isolamento a partir de suas plantas
hospedeiras ou mesmo dentro da associacdo com as plantas, acelerando o processo de
fitorremediacdo. A colaboracdo entre a planta e o0 microrganismo endofitico pode
desempenhar uma sinergia fundamental na degradacdo de contaminantes perigosos
(STEPNIEWSKA; KUZNIAR, 2013).

Melhorias podem ser feitas nos endofitos para apurar sua eficacia na remocgao e
degradacdo de poluentes. O estudo dessas estratégias levaria a compreensdo dos

mecanismos usados pelos enddfitos na biorremediagdo (SIM; CHEN; TING, 2019).
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3.3  Aplicacbes dos fungos endofiticos

Os microrganismos endofiticos de um modo geral sdo potencialmente Uteis na
agricultura e na industria (alimenticia, farmacéutica, quimica etc.). Tanto 0os microrganismos
como os produtos do seu metabolismo (primario ou secundario) sdo importantes ferramentas
biotecnoldgicas utilizadas em diversos processos, atuando como vetores para introducéo de
genes de interesse em plantas (POLONIO et al., 2016a; BAJAJ et al., 2018), como agentes
inibidores de pragas e patégenos (HALLMANN; SIKORA, 1996; BRUM et al., 2012; RIBEIRO
et al., 2018), na promocéao de crescimento vegetal (GREETATORN et al., 2019; SHAH et al.,
2019) e natolerancia a estresses abiéticos (HAMAYUN et al., 2017; RIPA et al., 2019), como
fontes de producgdo de substéncias bioativas ou de interesse comercial (STROBEL et al.,
2004, SPECIAN et al., 2012; FLORES et al., 2013; POLONIO et al., 2016b), como produtores
de enzimas (ORLANDELLI et al., 2015; ALBERTO et al., 2016; FELBER et al., 2019) e, até
mesmo, como agentes fermentadores em processos biolégicos no aproveitamento e
valorizacao de residuos agroindustriais (BHUMIKA et al., 2016; MAROLDI et al., 2018).

Na agricultura, os estudos relacionados a microrganismos endofiticos em plantas de
importancia econémica abrem um campo de possibilidades de ganho de produtividade dessas
culturas. Esse “ganho” pode ocorrer a partir de pelo menos duas diferentes aplicagfes:
inoculagdo ou engenharia genética. A inoculacdo seria da prépria espécie endofitica,
(previamente estudada) nas sementes de grandes culturas para que essa espécie habite de
forma endossimbionte e promova os beneficios. A outra forma se da pelo melhoramento
genético de sementes a partir da transferéncia de genes de interesse do genoma do enddéfito
para o genoma da planta (SINGH et al., 2016; GUPTA; WHITE; KULKARNI, 2020).

As vantagens da inoculacdo de endofitos ja estudados € a de que eles podem vir a
reduzir a necessidade de fertilizantes inorganicos e fungicidas para o cultivo. Esses
microrganismos atuariam como bioestimulantes para a planta (KUMAR; RADHAKRISHNAN,
2020). Alguns enddfitos também séo capazes de produzir sideréforos e horménios vegetais,
como: auxinas, citocininas, acido abscisico, etileno e giberelinas, essenciais para regular a
germinagcdo das sementes, o crescimento e o desenvolvimento da planta (FIRAKOVA,;
STURDIKOVA; MUCKOVA, 2007; WHITE et al., 2018).

3.3.1 Fungos endofiticos na produgdo de enzimas

As enzimas tém um enorme potencial em diversos setores industriais, como:

farmacéutico, alimenticio, bebidas, detergentes, processamento de couro e papel e celulose.
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Durante décadas, as enzimas foram isoladas de animais e plantas. A producdo de enzimas
microbianas se tornou necessaria para os setores industriais devido ao seu desempenho
superior e a possibilidade de trabalhar sob uma ampla gama de condices fisicas e quimicas
variadas (SINGH et al. 2016).

Muitos microrganismos como bactérias, leveduras e fungos tém sido explorados para
a producéo de enzimas. A producdo de enzimas industriais por bactérias vem sendo estudada
h& muito tempo. Na biotecnologia, algumas dezenas de espécies de fungos sao exploradas
comercialmente por sua capacidade de producéo de enzimas (CORREA et al., 2014).

As enzimas microbianas sdo de grande importancia no desenvolvimento de varios
bioprocessos em escala industrial com possibilidade em uma ampla variedade de inddstrias,
incluindo celulose, papel, couro, detergentes, téxteis, produtos farmacéuticos, alimentos,
bebidas, quimica, ragdo animal e biocombustiveis (SINGH; SINGH; PANDEY, 2019).

Diferentemente das enzimas vegetais e animais, as de origem microbiana podem ser
produzidas em fermentadores, em que as condi¢des de cultivo podem ser controladas. Aliado
a isso, existe uma vasta biodiversidade de microrganismos possiveis habitando os mais
variados ambientes, inclusive aqueles de condigfes extremas e hostis (SAID; PIETRO, 2004).

Os fungos Trichoderma reesei, Aspergillus niger e Aspergillus oryzae sdo exemplos ja
conhecidos como produtores de enzimas por atuarem em uma ampla gama de condicdes,
como pH, temperatura, osmolaridade e presséo extremas (BHADRA et al., 2022). Além disso,
enzimas fungicas sé@o secretadas extracelularmente e diferentes substratos de menor custo

podem vir a ser empregados (GOPINATH et al., 2017).

3.3.1.1 Celulases

A celulose pode ser hidrolisada por um complexo enziméatico produzido por fungos,
bactérias, protozoarios e moluscos. Entre 0os complexos enzimaticos de fungos, o mais
estudado é o conjunto de enzimas hidroliticas composto pelas endo--1,4-glicanases que
hidrolisam as ligacdes glicosidicas ao acaso na fibra de celulose; as exo--1,4-glicanases ou
celobiohidrolases que agem nas extremidades redutoras e ndo-redutoras de polimeros
gerados pela acao das endoglicanases, liberando celobiose; as [-1,4-glicosidases
(celobiases) que hidrolisam oligossacarideos e celobiose a glicose (DILLON, 2004;
GUTIERREZ-ROJAS; MORENO-SARMIENTO; MONTOYA, 2015).

As regides de menor organizacdo das microfibrilas de celulose s&o conhecidas como
amorfas e sdo exatamente os locais de acdo das endoglicanases. A acdo resulta na
diminui¢cdo do grau de polimerizacdo das microfibrilas, disponibilizando substratos para ag&o

das exoglicanases. Em seguida, entram em agéo as -glicosidases que hidrolisam os dimeros
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de glicose, celobiose e pequenos oligossacarideos. Esse mecanismo enzimético pode ser
visualizado na Figura 2 (DILLON, 2004).

A producéo de celulases por microrganismos tem sido descrita como do tipo induzida,
sendo a propria celulose a substancia indutora. Entretanto, a producdo de celulases sofre
repressao catabdlica quando ha presenca de concentracdes de glicose acima de 0,1%
Também ndo hé secrecao de celulases na presenca de amido e glicerol. Portanto, a producéo
de celulase em nivel industrial requer atencédo e cuidado quanto ao desenvolvimento dos
processos, 0s quais devem considerar a escolha dos substratos (fonte de carbono) e aditivos
e 0 controle dos pardmetros como temperatura, pH, fontes de nitrogénio e o uso de
surfactantes (ABRAHAO-NETO et al., 1995; DILLON, 2004).

A atividade celulolitica pode ser encontrada em uma ampla variedade de bactérias e
fungos. Os géneros de fungos mais reconhecidos como agentes de decomposi¢éo da matéria
organica em geral e da celulose em particular, pertencem aos géneros Neocallimastix,
Piromyces, Caecomyces, Orpinomyces e Anaeromyces, Chaetomium, Helotium, Neurospora,
Coriolus, Phanerochaete, Pleurotus, Trameres, Poria, Schizulapium Fusarium, Geotrichum,
Myrothecium, Pae-cilomyces, Penicillium e Trichoderma. Especificamente, estudos recentes
tém mostrado que os fungos pertencentes ao Filo Ascomycota dominam, tanto em abundéancia
quanto em atividade, a comunidade microbiana responsavel pela decomposi¢éo dos residuos
celuldsicos (LYND et al., 2002; TIAN et al., 2009; WILSON, 2011; GUTIERREZ-ROJAS;
MORENO-SARMIENTO; MONTOYA, 2015).
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Figura 2 Principais enzimas celuloliticas na degradacéo da celulose.
Fonte: Dillon (2004).

Fungos endofiticos também vém sendo relatados como bons produtores de celulases,
como é o caso do estudo de Felber et al. (2019) que avaliaram a producao de endoglucanases
em fungos endofiticos de Vitis Labrusca L.; Goldbeck et al. (2013) que obtiveram produgéo de
celulases por Cladosporium cadosporioides, enddéfito de Costus igneus (planta medicinal);
Amirita et al. (2012) com Acremonium strictum, endéfito isolado do bioma brasileiro usando
diferentes substratos; Devi, Prabakaran e Wahab (2012) avaliaram os Colletrotrichum sp. e
Alternaria sp., obtendo bons resultados de producao para esses enddfitos isolados da planta

medicinal Centella asiatica.



28

As celulases possuem ampla aplicagdo industrial, atuando no descoramento e
amaciamento de tecidos, na producdo de ragdes animais, em processos de reciclagem e
reaproveitamento de papel, na liberagdo de aromas na inddstria alimenticia e na hidrélise da
biomassa vegetal lignocelulésica (DILLON, 2004).

A aplicagdo na hidrélise da biomassa lignocelulésica vem ganhando destaque pois,
tem sido visada pelas biorrefinarias que produzem o etanol de segunda geracdo (2G). O
processo para a obtencdo de etanol 2G, produzido a partir de materiais lignocelulésicos,
envolve quatro etapas basicas: pré-tratamento, hidrélise (enzimatica ou acida), fermentacao
e destilacdo. Quando o processo de hidrélise escolhido é o enzimatico, utilizam-se celulases
para obtencdo de uma conversao eficiente dos agucares a etanol (SILVA; QUEIROZ, 2009;
OGEDA,; PETRI, 2010; JOSHI; SHUKLA; SHUKLA, 2011).

3.3.1.2 Xilanases

O xilano de plantas terrestres € um heteropolissacarideo composto de residuos de
xilose unidos por ligagbes do tipo $-1,4. A cadeia lateral do polimero determina a solubilidade,
conformagdo fisica e a reatividade da molécula de xilano com os componentes
hemicelulésicos e, portanto, influenciam grandemente no modo e extensao da sua clivagem
enzimatica (FILHO, 2004; WIPUSAREE et al., 2011).

Por se tratar de um heteropolissacarideo, a conversao enzimatica do xilano a seus
componentes monomeéricos requer a participacdo sinérgica de varias enzimas, algumas
atuando sobre a cadeia principal e outras sobre as ramificagdes. As endo-B-D-xilanases agem
aleatoriamente na cadeia principal do xilano resultando em xilanooligossacarideos de cadeia

menor (Figura 3).
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Figura3 Resultado da acdo de enzimas endo-xilanases e B-xilosidases na cadeia principal
do xilano.

Fonte: Adaptado de METACYC (2018).
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A atividade das endo-xilanases contribui para atuacdo de outras enzimas do complexo
xilanolitico, como, por exemplo, clivando porc¢des internas da cadeia principal do xilano
liberando substrato para atuagcdo das pB-xilosidases que atuam sobre os fragmentos
(xilanooligossacarideos) e sobre as extremidades ndo redutoras da molécula principal,
conforme representado na Figura 3 (DEKKER, 1985; FILHO, 2004, WANG et al., 2017).

Todos os fungos produzem diversas enzimas e sdo capazes de produzir xilanases que
degradam os polissacarideos da parede celular vegetal para o amaciamento da regido de
penetracdo em decorréncia da degradacao parcial de estruturas da parede celular. Por esta
razao, fungos filamentosos tém sido descritos como bons produtores de xilanases devido a
liberacéo extracelular dessas enzimas, algumas espécies com producdo em maior quantidade
do que outros microrganismos e também por produzirem varias outras enzimas auxiliares que
séo necessarias para remover as ramificacdes da molécula de xilano (HALTRICH et al., 1996;
WIPUSAREE et al., 2011).

A biossintese da xilanase em fungos e bactérias pode ser do tipo induzida, em nivel
molecular e por repressédo catabdlica, fenbmenos complexos e que variam de acordo com
cada organismo. Em muitos casos, as xilanases constitutivas degradam o xilano a
xilooligossacarideos, os quais sdo transportados para dentro da célula por uma enzima
permease e induzem outros genes de xilanases. As B-xilosidases, que também podem ser
produzidas constitutivamente ou por indugcédo, convertem a xilobiose em xilose e pode,m
subsequentemente, transglicolisa-las a XylB1-2Xyl e GlcB1-2Xyl. Esses componentes séao
absorvidos e agem como indutores adicionais de genes codificadores de enzimas xilanoliticas
(THOMSON, 1993; FILHO, 2004).

Exemplos de fungos produtores de xilanases séao: Acrophialophora nainiana isolado
na regido central do Brasil (XIMENES et al., 1999; SALLES et al., 2000), Aspergillus niger
(SRIDEVI et al., 2011), Alternaria alternata como endoéfito da planta Croton oblongifolius
(WIPUSAREE et al., 2011) e os enddfitos da soja Aspergillus terreus e Trichoderma harzianum
isolados por Farouk, Attia e El-katatny (2020).

Nas Uultimas décadas, enzimas xilanoliticas produzidas por microrganismos, em
especial por fungos filamentosos, tém despertado o interesse por seu potencial biotecnoldgico
em diversos processos industriais, como: alimentos, papel, biocombustiveis e solventes, entre
outros. Um exemplo a ser destacado é o uso de xilanases no branqueamento da polpa de
celulose para a producédo de papel que vem substituindo de 20% a 30% o uso de alvejantes
clorados para atingir a coloracéo branca e de alto brilho (qualidade exigida pelo mercado de
papel). Outras empresas investem 100% no biobrangueamento com o intuito de agregar valor
e consciéncia ambiental tornando as polpas de celulose “cholorine-free” (BAJPAI, 1999;
SRIDEVI et al., 2011; KUMAR; RANI, 2019).
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O uso das xilanases dentro do conceito de biorrefinarias pode viabilizar o
aproveitamento ou valorizacao de residuos provenientes do processo de obtencéo do xilitol e
do etanol de segunda geragdo. A fracdo hemicelulésica, apds processo de hidrélise (pré-
tratamento), libera agucares fermentesciveis como a xilose, que podem ser utilizados na
producéo de xilitol e etanol por diferentes microrganismos (PRAKASHAM; SREENIVAS-RAO;
HOBBS, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem e coleta das amostras

Os fungos endofiticos foram isolados de folhas de plantas de soja (Glycine max (L.)
Merrill) cultivadas sob manejo convencional (uso de defensivos agricolas), na area de
producdo comercial de soja do Nucleo Experimental de Engenharia agricola (NEEA),
pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Parana - campus Cascavel, localizado na
BR 467, km 17 (24°54'01.0"S 53°32'00.5"W) durante a safra 2020/2021. O solo dessa area é
classificado como latossolo vermelho distroférrico, com relevo plano e textura argilosa.

Em uma area de aproximadamente 1 hectare plantado, 23 unidades de plantas de
soja foram marcadas aleatoriamente (com auxilio de fitas e placas), conforme Figura 1. A
coleta das folhas foi realizada em dois momentos: i) 3 folhas aos 48 dias ap6s semeadura e
antes da aplicacdo do fungicida Trifloxistrobina 150 g L™ + Protioconazol - 150 g L (Fox®,
Bayer); ii) 3 folhas (nas mesmas plantas demarcadas) aos 62 dias apds semeadura e 14 dias
apos a aplicacao do fungicida.

As folhas foram coletadas sem marcas, arranhaduras ou ferimentos, armazenadas em
sacos plasticos etiquetados e transportadas dentro de caixas térmicas até o laboratério de
Enzimologia e Tecnologia de Fermentagfes da Universidade Estadual do Oeste do Paran4,
campus Cascavel-PR.

Figura4 Area de cultivo da soja. A) Demarcac&o das plantas com placas; B) com fitas e C)
acondicionamento das folhas coletadas para o transporte até o laboratério.
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4.2 Isolamento dos fungos endofiticos

No laboratorio, as folhas passaram por procedimento de desinfestacdo (ARAUJO et
al., 2010), com lavagem em &gua corrente e solugdo Tween 80 (0,01%), para a remog¢ao dos
residuos (poeira, solo, microrganismos epifiticos e outros contaminantes) e secas em papel
toalha. Para desinfeccdo, dentro de camara asséptica, as folhas foram mergulhadas
sequencialmente em frascos contendo: etanol 70% por 1 min, hipoclorito de sédio (NaOCI)
3% por 3 min e etanol 70% por 30 s e, por fim, enxaguadas em 4gua destilada estéril.

Em placas de Petri, contendo meio BDA (batata-dextrose-agar, microgranulado, marca
Merck), ajustado para pH 6,8 e com adicédo do farmaco antibiético Amoxicilina (100ug mL™?)
para impedir o crescimento bacteriano, foram inoculados 3 fragmentos (5-7 mm) recortados
do limbo da folha com auxilio de bisturi esterilizado. As placas foram incubadas a 28 °C e
observadas diariamente por 7 dias.

As colbnias emergentes a partir dos fragmentos foliares (Figura 1) foram inoculadas
em novas placas contendo meio BDA e levadas novamente para estufa a 28 °C por mais
7 dias. Esse procedimento foi realizado até a obteng&o de coldnias puras. Os isolados foram
mantidos sob refrigeracdo (4 °C) armazenados em placas de Petri e tubos de ensaio com
tampa e crescidos em meio BDA novo periodicamente.

Figura5 Emergéncia dos fungos endofiticos a partir dos fragmentos foliares. A)
Fragmentos recém inoculados na placa com meio BDA; B) Emergéncia de um
fungo por fragmento; C) emergéncia de dois ou mais fungos por fragmento).

4.3 Determinacdo da frequéncia e diversidade endofitica

O numero de colbnias flungicas, que emergiram dos fragmentos foliares de ambas as
coletas, foi computado para célculo o da frequéncia de colonizacdo (FC%), relacionado ao
percentual de emergéncia de fungos por planta antes (AF) e depois (DF) da aplicacdo do
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fungicida na lavoura e frequéncia relativa (FR%) e absoluta (FA%), referente ao percentual de
isolados dentro de cada género identificado e o percentual de cada género em relagéo ao total
de isolados obtidos, respectivamente. Para avaliar os indices ecoldgicos de diversidade,
foram calculados os indices de Simpson (D=ZPi?), de Shannon-Wiener (H'=-ZPilogPi) e de
Pielou (e=H'S) (ODUM, 1983; URAMOTO; WALDER; ZUCCHI, 2005).

4.4 Sensibilidade dos fungos isolados ao fungicida

Exemplares de cada fungo enddfitico isolado foram avaliados quanto a resisténcia ao
fungicida, por meio do cultivo em meio Agar Sabouraud Dextrose, composto por (g L™):
dextrose (40,0), peptona (10,0) e agar (20,0), em pH 5,6, esterilizado em autoclave, a 121 °C,
por 15 min.

Com base na concentracdo original do fungicida (Trifloxistrobina = 150 g L +
Protioconazol = 175 g L1), que totaliza 325 g L* de ingrediente ativo, foram preparadas duas
solucdes estoque (SE) em agua destilada estéril, nas diluicbes de 1:100 e 1:1000. As trés
concentracdes testadas no meio foram: 0,2, 2,0 e 3,8 mg L, obtidas por meio de adicdo de
guantidades adequadas das solucdes estoque.

ApoOs a solidificacdo do meio, discos de micélio de 5 mm foram inoculados no centro
das placas de Petri com o meio acrescido do fungicida em triplicata para cada uma das
concentracdes. As placas foram incubadas a 28°C por até 7 dias. O controle foi realizado
inoculando os fungos em meio sem fungicida.

As medicdes do diametro das coldnias foram realizadas observando-se diariamente o
crescimento dos fungos nas placas controle. Aqueles de crescimento mais rapido foram
medidos antes de atingirem a borda da placa e os demais foram medidos somente no sétimo
dia. Foi calculado o percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC) baseado no que foi
descrito por Menten et al. (1976), comparando-se o crescimento radial de cada tratamento

com o de sua testemunha, conforme féormula:

cresc.radial testemunha—cresc.radial tratamento

PIC (%) = ( )+ 100 (1)

cresc.radial testemunha



34

4.5 Identificacdo taxonémica dos fungos

Todos os fungos isolados foram agrupados em morfogrupos e cada morfogrupo foi
descrito conforme seu aspecto morfolégico, como coloracdo e textura do micélio, variacdes
no formato, elevagédo e borda das coldonias. Também foram realizados microcultivos para
visualizacdo das estruturas microscépicas (soméaticas e reprodutivas), nos quais os fungos
foram inoculados em cubos de meio BDA sobre laminas de vidro, cobertos com laminula e
incubados dentro de placas de Petri esterilizadas a 28 °C, por 3 dias. As laminulas com
fragmentos das estruturas do fungo foram fixadas em laminas com uma gota de lactofenol e
visualizadas em microscaépio éptico com sistema de captura de imagens (marca Olympus).

As informagfes obtidas de forma macro e microscopica dos fungos foram utilizadas
para a identificacdo taxondmica em nivel de género utilizando guias e manuais para
identificacdo de fungos de soja (HENNING et al.,, 2014; HENNING, 2015) e atlas para
identificacdo de fungos de solo e sementes (WATANABE, 2010).

O fungo endofitico com maior destaque nos ensaios de atividade enzimética foi
submetido a identificagdo taxondmica em nivel de espécie por meio de sequenciamento das
regides Internal Transcribed Spacer (ITS) do DNA ribossomal do fungo, conforme metodologia
descrita por White et al. (1990). O DNA do fungo foi extraido a partir da colonia de placa de
BDA e aregiao ITS do DNA ribossomal foi amplificada utilizando primers iniciadores universais
ITS1 (5- CCGTAGGTGAACCTGCGG-3' forward) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3’ reverse).

O produto da PCR foi analisado em gel de agarose 1% em tampao Tris-EDTA, corados
com brometo de etidio e visualizados sob luz UV. O sequenciamento dos produtos
amplificados da regido ITS1 e ITS4 do fungo foi realizado pela empresa ACTGene Analises
Moleculares Ltda. (Alvorada - RS, Brasil) e as sequéncias determinadas foram comparadas
com outras sequéncias depositadas no banco de dados do Centro Nacional de Informacdes
em Biotecnologia (NCBI/GenBank) utilizando a ferramenta basica de alinhamento local
BLAST.
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4.6 Prospecc¢éo enzimatica

4.6.1 Triagem para atividade enzimatica em cultivo em meio sélido

Os morfogrupos foram submetidos a ensaios para detectar o potencial de producgéo de
algumas enzimas. As enzimas avaliadas foram: CMCase, xilanase, protease e amilase.
Fungos filamentosos em geral sdo descritos como bons produtores dessas enzimas e o teste

em cultivo com meio soélido possibilita uma triagem inicial.

46.1.1 CMCases

Para detectar a presenga de atividade celulolitica, foi utilizado o meio de cultura
CMC-4gar (KALIM; ALI, 2016) com modificacGes, composto por (g L™?): extrato de levedura
(3,0), peptona (1,0), NaCl (1,5), NaNOs (1,0), KH2PO4 (1,0), MgSO.4 (0,3), carboximetilcelulose
(CMC) (10,0), agar (20,0) e agua destilada em quantidade suficiente para completar o volume.
O pH foi ajustado para 5,5 e 0 meio autoclavado e envasado em placas de Petri. Os fungos
foram inoculados em triplicata e incubados em estufa a 28 °C por 60 h e a 50 °C nas ultimas
12 h, pois o choque térmico favorece a revelacdo do halo de degradacdo. Logo apos, as
placas foram retiradas da estufa e coradas com corante vermelho Congo (0,5%) por 10 min.
Em seguida, foram lavadas abundantemente com solucdo de NaCl 1 M. O halo de degradacé&o

aparece como uma zona mais clara ao redor da colénia.

46.1.2 Xilanases

Para detectar a presenca de atividade xilanolitica, foi utilizado o meio xilano-agar
(KALIM; ALI, 2016) com modificaces, composto por (g L?): extrato de levedura (3,0), peptona
(1,0), NaCl (1,5), NaNOs3 (1,0), KH2PO4 (1,0), MgSO. (0,3), xilano de beechwood (marca
Carbosynth) (5,0), agar (20,0) e 4gua destilada em quantidade suficiente para completar o
volume. O pH foi ajustado para 5,5 d o meio foi autoclavado e envasado em placas de Petri.
Os fungos foram inoculados em triplicata e incubados em estufa a 28 °C por 60 h e a 50 °C
nas ultimas 12 h. Apds o crescimento, as placas foram coradas com corante vermelho Congo
(0,5%) por 10 min e lavadas com solugédo de NaCl 1 M. O halo de degradagéo se apresenta

como uma zona amarelada ao redor da colbnia.
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4.6.1.3 Proteases

Para o ensaio de atividade proteolitica, foi utilizado o meio 1% agar-leite desnatado
descrito por Abdelmoteleb et. al. (2017) que requer a preparacéo de uma solugéo estoque a
10% (p/v) de leite desnatado em po6 e 4gua destilada, autoclavada separadamente do restante
do meio. O meio restante contém (g L?): extrato de carne (1,5), glicose (1,0), &gar (18,0) e
agua destilada em quantidade suficiente para completar o volume. A solucao estoque de leite
desnatado foi entdo misturada ao meio a uma concentracdo final de 1%, ainda quente, e
envasado nas placas. Os fungos foram inoculados em triplicata e incubados em estufa a 28°C
por 72 h. O halo de degradag&o aparece sem a necessidade de reveladores como uma zona

transparente ao redor da coldnia.
4.6.1.4 Amilases

Para o ensaio de atividade amilolitica, foi utilizado o meio 2% amido (KHOKHAR;
MUKHTAR; MUSHTAQ, 2011) adaptado, contendo (g LY): NaNOs (1,0), KH2PO4 (1,0), MgSO.,
(0,5), FeSO4 (0,01), amido soluvel (20,0), agar (20,0) e &gua destilada em quantidade
suficiente para completar o volume. O pH foi ajustado para 5,5 e o meio foi autoclavado e
envasado em placas. Os fungos foram inoculados em triplicata e incubados em estufa a 28 °C
por 72 h. Apés o crescimento, foram corados com solugéo iodo 1% em iodeto de potéssio 2%
por 10 min e lavados com solucédo de NaCl 1 M. O halo de degradacéo se revela como uma

zona clara ao redor da col6nia.
4.6.1.5 Céalculo de indice enzimético

Todas as medi¢cdes do didmetro das coldnias e dos halos formados para todas as
enzimas testadas foram realizadas com auxilio de paquimetro digital (marca Profield) e

utilizadas para o célculo de indice Enzimatico (IE) conforme equago:

Diametro do halo (mm) (2)

Indice Enzimético (IE): — —
Diametro da colénia (mm)

Os dados brutos foram expressos por médias * desvio padrdo e analisadas
estatisticamente por meio de analise de variancia e teste Tukey, a 5% de significancia,

utilizando o software estatistico Minitab versao 21.2.
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4.7 Triagem para atividade enzimatica em cultivo submerso

Os fungos foram previamente crescidos em meio BDA (5 dias) e o in6culo foi composto
por 5 discos (5 mm) de micélio inoculados em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100mL
de meio liquido e incubados em incubadora shaker, com agitacdo a 96 rpm, temperatura de
28 °C e tempo de 240 h.

A composi¢do do meio liquido utilizado (BURLACU; CORNEA; ISRAEL-ROMING,
2016) foi (g L): peptona (2,0), MgSOa (0,05), CaCl (0,005), NaNOs3 (0,005), FeSO, (0,009),
ZnS04(0,002), MnSO4 (0,012), KCI (0,23), KH2PO4(0,23), Carboximetilcelulose (5,0) para os
fungos com potencial para produgédo de CMCase e xilano de beechwood (5,0) para aqueles
com potencial para xilanase.

Foram coletadas amostras (2,5 mL) do meio de cultivo nos tempos: 48, 96, 144, 192
e 240 horas. As aliquotas foram centrifugadas a 2000 rpm por 20 min e o sobrenadante foi
utilizado para determinacéo de agucares redutores pelo protocolo descrito por Miller (1959),
com adaptacédo, que consistiu na adi¢cdo de 1 mL do reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
nos tubos de ensaio, contendo amostra seguido de fervura a 100 °C por 5 min. Apos
resfriamento, foram adicionados 3 mL de agua destilada aos tubos e realizada a leitura em
comprimento de onda de 540 nm, em espectrofotdmetro UV-VIS (600 plus — marca FEMTO).
Os resultados foram obtidos utilizando-se curva padréo de glicose ou xilose.

Para determinar a atividade de CMCase foi adicionado 0,5 mL do extrato enzimatico
bruto e 0,5 mL do substrato (CMC 1% preparado em tampéo acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0),
em tubos de ensaio que foram incubados em banho termostatico a 40 °C por 10 min. A reacéo
foi finalizada com adicdo de 1 mL de DNS e, em seguida, foi determinada a quantidade de
acucares redutores liberados pela enzima, pelo método de Miller (1959).

Para excluir a quantidade de acuUcar redutor que ja estava presente no extrato
enzimatico bruto, foram utilizados brancos para cada amostra, que consistiam em tubos
contendo apenas o substrato sem amostra. Os brancos passaram por todos 0S processos
juntamente com os tubos das amostras e receberam 0,5 mL do extrato enzimatico bruto
somente apos a adicdo de 1 mL de DNS, sendo levados imediatamente a fervura para que
ndo houvesse qualquer reacdo. A quantidade de agucares redutores detectados nos brancos
foi descontada dos valores obtidos nas amostras.

Como resultado esperado, considerou-se uma unidade de CMCase correspondente
a quantidade de enzima que liberou 1 pumol de aglcar redutor como equivalente de glicose
por minuto e por mililitro de mistura de reacdo, nas condi¢cbes de ensaio especificadas, que

pode ser expressa em pmol mL™* min? ou U mL™,
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Para a atividade de xilanase, foi adicionado 0,5 mL do extrato enzimético bruto e
0,5 mL do substrato xilano (xilano de beechwood 0,6%, preparado em tampéo acetato de
sédio 0,05 M, pH 5,3), em tubos de ensaio que foram incubados em banho termostatico a 40
°C por 10 min. Nesse ensaio também foram utilizados brancos para excluir a quantidade de
acucares ja presentes no extrato enzimatico bruto. A reacao foi finalizada com a adicao de 1
mL do reagente DNS e realizada a determinagao de agucares redutores liberados pela enzima
(MILLER, 1959).

Semelhante ao ensaio de atividade de CMCase, entende-se que uma unidade de
xilanase corresponde a quantidade de enzima que liberou 1 pumol de aclcar redutor como
equivalente de xilose por minuto e por mililitro de mistura de reacdo nas condi¢des de ensaio

especificadas que pode ser expressa em pumol mL* mint ou U mL™.

4.8 Quantificacdo de proteinas

A concentragdo de proteina nos extratos brutos foi estimada pelo método de Bradford
(1976), utilizando curva-padrdo construida com albumina sérica bovina (BSA). A atividade
especifica foi expressa em unidades de enzima por mg de proteina total obtida (U mg™) e a

atividade especifica em U mg proteina™.

4.9 Avaliagdo do uso de biomassa lignocelulésica como substrato

Para realizacdo desse ensaio, foram utilizados bagaco e palha de cana-de-acucar
provenientes da safra 2019/20, doados respectivamente pela Usina Pederneiras localizada
na cidade de Tieté, SP e pela Usina Santa Lulcia, localizada na cidade Araras, SP e
gentilmente cedidos para este estudo pela Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP). Tanto
a palha quanto o bagaco foram inicialmente triturados em moinho de facas e peneirados em
peneira granulométrica (tamis) de 20 mesh e secos em estufa a 50 °C antes do uso.

O meio de cultivo teve como base o mesmo meio liquido utilizado nos ensaios
anteriores, descrito por Burlacu, Cornea e Israel-Roming (2016), substituindo a fonte de
carbono (CMC ou xilano) por 1% de biomassa lignocelulésica nas seguintes proporcoes:
100% bagaco, 75% de bagaco + 25% de palha, 50% de bagaco + 50% de palha, 25% de
bagaco + 75% de palha e 100% palha.

O fungo selecionado para ser utilizado neste ensaio foi 0 que demonstrou melhores

resultados, quando avaliado em meio liquido contendo CMC e xilano. O fungo foi previamente
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crescido em meio BDA por 5 dias e 5 discos (5 mm) de micélio foram inoculados em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL do meio liquido com as combinagfes de residuos
ja mencionadas. Os frascos foram incubados em incubadora shaker com agitacao a 96 rpm,
temperatura de 28°C e tempo de 6 dias. Foram coletadas amostras (2,5 mL) da porcéo liquida
nos tempos: 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas. As aliquotas foram centrifugadas e o
sobrenadante utilizado para a avaliacdo da atividade das enzimas (CMCase e xilanase),
conforme metodologia j& descrita.

4.10 Cinéticaenzimatica

Para a obtencdo da enzima para a realizagdo dos ensaios de avaliacdo dos
parametros cinéticos (efeito do pH, temperatura e concentracdo de substrato), o0 meio de
cultivo utilizado foi o meio liquido com 50% bagaco + 50% palha, conforme descrito na se¢éo
4.9 deste trabalho, sob as condi¢gfes de temperatura e agitagdo mencionadas, sendo a coleta

realizada a cada 24 h, durante um periodo de 144 h.

4.10.1 Efeito do pH na atividade e estabilidade da xilanase

Para avaliar o efeito do pH na atividade da xilanase, incubou-se 0,5 mL do extrato
enzimatico bruto com 0,5 mL de substrato xilano de beechwood 0,6%, preparado em tampéo
Mcllvaine (1921), com dez diferentes valores de pH (3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 e
8,0). A reacdo ocorreu em banho termostatico na temperatura de 40 °C por 10 min. Em
seguida, a reacdo foi interrompida e realizada a quantificacdo de acucares redutores (MILLER,
1959) para determinacado da atividade enzimatica.

Para avaliar a estabilidade da enzima nos diferentes pHs, foi incubado 0,5 mL do
extrato enzimatico com 0,5 mL de tampao Mcllvaine (1921), em cada um dos diferentes pHSs,
na auséncia de substrato, na temperatura de 25 °C, em banho termostético, durante 40 min.

Apés esse tempo, adicionou-se 0,5 mL de substrato (xilano 0,6% em tampéao Mcllvaine
em cada valor de pH) aos tubos, que foram incubados a 40 °C por 10 min para que ocorresse
a reagdo enzimatica. Em seguida, realizou-se a andlise de agucares redutores.

A partir dos resultados obtidos, avaliou-se a estabilidade da enzima no pH 6timo,
mantendo-se o tubo com a mistura de reacéo a 4°C por 24 h. Passado esse tempo, a amostra

foi submetida ao ensaio de atividade enzimatica residual.
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4.10.2 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da xilanase

A atividade enzimatica da xilanase em funcdo da temperatura foi avaliada
incubando-se 0,5 mL de extrato enzimético bruto com 0,5 mL de substrato xilano (xilano de
beechwood 0,6%, preparado em tamp&o acetato de sodio 0,05 M, pH 5,3), em cinco diferentes
temperaturas (30, 40, 50, 60 e 70 °C), em banho termostéatico por 10 min. Em seguida,
realizou-se a quantificacdo de acucares redutores (MILLER, 1959) e determinacdo da
atividade enzimatica.

Para determinar a estabilidade da enzima frente a temperatura, incubou-se 0,5 mL do
extrato bruto enzimatico em 0,5 mL de tampédo 0,05 M, pH 5,3 (sem substrato), nas
temperaturas de 40, 50, 60 e 70 °C, nos tempos de 30 e 60 min, comparando-se com a
atividade inicial (tempo 0). As amostras entdo foram retiradas do banho e imediatamente
colocadas em banho de gelo por 5 min. Na sequéncia, os tubos foram incubados na
temperatura de 40 °C, adicionando 0,5 mL de substrato xilano 0,6% para a realizagdo da
reacdo enzimatica por 10 min. Logo apos, realizou-se a quantificagdo de agucares redutores

e determinacao da atividade enzimatica.

4.10.3 Parametros cinéticos

Para determinacdo dos parametros cinéticos da xilanase, a reacao foi realizada
incubando-se 0,5 mL do extrato enzimético bruto com 0,5 mL de substrato xilano de
beechwood, preparado em tampédo acetato de sédio 0,05 M, pH 5,3, em uma faixa de
concentracdo de 3 a 50 mg mL™. Os tubos foram incubados a 40 °C por 10 min e, em seguida,
procedeu-se a dosagem de acUcares redutores pelo método de DNS para determinagédo da
atividade enzimaética.

As constantes cinéticas (Km € Vmax) foram determinadas pelo método grafico de

Lineweaver-Burk (1934), plotando-se 1/S versus 1/V.
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4.11 Analise estatistica

Os dados brutos foram analisados estatisticamente por meio de analise de variancia e
teste Tukey, a 5% de significancia, utilizando o software estatistico Minitab versdo 21.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e identificacdo dos fungos endofiticos

O isolamento de fungos endofiticos das 23 plantas de soja avaliadas resultou,
inicialmente, em 259 fungos isolados que emergiram a partir dos fragmentos foliares
incubados em meio BDA. Desse total, 122 isolados foram obtidos a partir da coleta realizada
antes da aplicagéo do fungicida (Trifloxistrobina + Protioconazol) e 137 isolados foram obtidos
na coleta realizada 14 dias apés a aplicacdo. Os 259 isolados foram agrupados conforme
semelhangas morfologicas e resultaram nos seguintes géneros identificados: Aspergillus,
Diaporthe, Trichoderma, Fusarium, Macrophomina, Cladosporium, Bipolaris, Cadophora,

Rhizoctonia, Colletotrichum e Alternaria (Quadro 3).
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Quadro 3 ldentificagcdo ao nivel de género, com base nos aspectos morfologicos macro e microscopicos das colonias dos isolados endofiticos
obtidos das plantas de soja

M1 (A4P2F1)
Aspergillus

Micélio amarelo escuro com
contorno branco, formato
elevado, circular textura
aveludada.

M10 (A8P5F3.3)
Cadophora

M3 (AL14P2F3)

Micélio branco, filamentoso,

M11 (A4P5F3.3)

_| Micélio verde com borda branca,

elevado, circular e avelulado.

Micélio marrom amarelado com

Diaporthe aspecto "cotony/woolly" (14 de Rizhoctonia borda branca, margem,
ovelha). irregular, avelulado.

M4 (A1P3F1) Micélio branco com muitos M12 (A5P3F1.2) Micélio branco, margem

Trichoderma pontos marrons centrais, forma Colletotrichum irregular, com uma zona

circular, plana e textura
levemente cremosa.

alaranjada ao redor da coldnia
gue escurece 0 meio de cultura.

M6 (A6P5F2)
Fusarium

Micélio branco levemente
rosado, com uma zona
alaranjada ao redor da col6nia
que escurece o meio de
cultura.

M13 (A9P2F1)
Colletotrichum

Borda branca e centro com
muitos pontos pretos que da o
tom cinza, circular, plana,
margem inteira e regular.

M7 (A13F5F1.2)
Macrophomina

Micélio escuro, filamentoso,
avelulado

M14 (A10P4F2)
Trichoderma

Micélio marrom com borda
branca, circular, plana, margem
regular.

M8 (A6P4F1)
Cladosporium

Micélio verde escuro
acinzentado, superficie elevada
e rugosa.

M15 (A15P5F3.2)
Alternaria

Micélio verde escuro com borda
branca, circular, margem

, Ay | regular, avelulado.

M9 (A22P4F1)
Bipolaris

Micélio cinza escuro elevado,
com uma fina borda branca,
formato circular.

M17 (A7P4F2)
Diaporthe

" | Micélio branco, com muitos
| pontos pretos e goticulas ao

centro alaranjadas

Fonte: A autora.
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A frequéncia de colonizagdo (FC%) entre as plantas amostradas (P1 a P23)
demonstrou que, em média, 35% das plantas apresentaram FC% acima de 100. Isso significa
gue o numero de isolados obtidos em algumas plantas foi maior que o nimero de fragmentos
incubados, ou seja, em ambas as coletas, houve casos em que dois ou mais fungos sairam
do mesmo fragmento (Figura 6). Além disso, 52% das plantas tiveram FC% maior apés a
aplicacao do fungicida (Tabela 1). Foi possivel observar também que em duas plantas (P16 e
P19) ndo houve emergéncia de fungos em nenhum dos fragmentos incubados na primeira
coleta (AF), ocorrendo emergéncia somente nos fragmentos da coleta apds a aplicacao do
fungicida.

200%
180%
160%
140%
120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%

P1 P2 P3 P4 P5 P& P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22 P23

m Antes do fungicida  m Depois do fungicida

Figura6 Comparacdo do percentual de colonizacdo antes e depois da aplicacdo do
fungicida na area plantada de soja.

Ainda em relag&o aos numeros obtidos do isolamento antes e depois da aplicacdo do
fungicida sobre o cultivo da soja, os resultados demonstraram que o numero de isolados
obtidos na segunda coleta n&o sofreu influéncia da a¢do do fungicida. Do total de 259 isolados
em ambas as coletas, foram obtidos 137 isolados ap0s a aplicacdo do fungicida em
comparacao com os 122 isolados da primeira coleta realizada antes da aplicacdo. Na Tabela 1
estdo demonstrados os resultados em percentual da frequéncia de colonizacdo relativa
(FCR%) dos isolados endofiticos em cada género e a frequéncia de colonizacao absoluta

(FCA%) do numero obtido, em cada género em relacéo ao total de fungos isolados.
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Tabelal Avaliacdo da frequéncia de colonizacao dos isolados endofiticos dentro de cada
género identificado, nas duas coletas avaliadas: antes e apds a aplicacdo do

fungicida
N°isolados N°isolados
Total de antes do apés o

Género isolados/género FCA% fungicida FCR% fungicida FCR%
Diaporthe 100 38,6% 63 51,6% 37 27,0%
Alternaria 66 25,5% 24 19,7% 42 30,7%
Trichoderma 27 10,4% 12 9,8% 15 10,9%
Colletotrichum 23 8,9% 10 8,2% 13 9,5%
Fusarium 15 5,8% 3 2,5% 12 8,8%
Cladosporium 10 3,9% 6 4,9% 4 2,9%
Macrophomina 6 2,3% 0 0,0% 6 4,4%
Cadophora 5 1,9% 0 0,0% 5 3,6%
Bipolaris 4 1,5% 2 1,6% 2 1,5%
Rhizoctonia 2 0,8% 1 0,8% 1 0,7%
Aspergillus 1 0,4% 1 0,8% 0 0,0%

Os géneros Diaporthe, Alternaria, Trichoderma, Colletotrichum e Fusarium foram os
mais abundantes com percentual maior que 5% do total de isolados endofiticos somados nas
duas coletas realizadas. Diaporthe e Alternaria por sua vez sédo 0s géneros predominantes
representando 38,6% e 25,5%, respectivamente. Porém, com percentuais diferentes obtidos
entre as coletas: Diaporthe foi mais abundante antes da aplicacdo do fungicida com 51,6% e
reduzida a 27% na coleta apés o fungicida, diferentemente do género Alternaria que teve
19,7% de frequéncia de colonizagdo antes do fungicida e aumentou para 30,7% apés a
aplicacdo do fungicida.

Os géneros Macrophomina e Cadophora ndo foram encontrados na primeira coleta e
s6 foram obtidos a partir da segunda coleta, mesmo apés a aplicacéo do fungicida, resultando
em 4,4 e 3,6% do total de isolados.

Fernandes et al. (2015), semelhantemente a este estudo, realizaram o isolamento de
fungos endofiticos de soja, comparando a diversidade de isolados das folhas e das raizes em
soja cultivada na auséncia de defensivos agricolas (organica), em area experimental da
Universidade Federal de Vicosa — MG. Dos 229 isolados (187 = folhas e 42 = raizes) foram
identificados 40 géneros, sendo que os mais abundantes isolados das folhas foram do género
Phoma (29%) e Colletotrichum (12%) e nas raizes, majoritariamente, o género Fusarium com
79% dos 42 isolados.

Batzer e Mueller (2020) também estudaram endofiticos de folhas e caules da soja e 0
impacto do uso de fungicida (Priaxor® - BASF) em soja cultivada em lowa nos EUA, usando
diferentes cultivares, durante as safras de 2015, 2016 e 2017. Em comparagdo com o0s
resultados deste estudo, eles também obtiveram abundéancia do género Alternaria, seguido

de Colletotrichum e Diaporthe e, também, puderam observar que ndo houve diminuicdo
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significativa na frequéncia endofitica e na diversidade dos géneros com a aplicacdo do
fungicida, corroborados pelos resultados desta pesquisa.

Importantes caracteristicas a serem consideradas no processo de isolamento séo a
presenca, auséncia e abundancia dos fungos endofiticos nas plantas. Larran et al. (2002)
isolaram 16 espécies diferentes de fungos endofiticos de soja e obtiveram como resultados
frequéncias de colonizacédo de 70% para a espécie Alternaria alternata, seguido de 15% para
Glomerella cingulata e as demais variando somente entre 0,4% e 5,5%, demonstrando
diversidade de espécies obtidas de um mesmo hospedeiro vegetal, mas somente algumas
séo abundantes e contrastam com as demais.

E possivel notar que géneros que possuem espécies amplamente relatadas como
fitopatdgenos tém sido isolados como enddfitos, como é o caso de Macrophomina phaseolina,
um conhecido fitopatégeno, benéfico para outras plantas e o Colletotrichum um género
comum de causadores de doencas de plantas, descrito e avaliado como endofitico de outras
plantas sem manifestar doenca (ADELEKE et al., 2022). Azevedo (2014) relatou que isolados
do género Guinardia sdao morfologicamente muito semelhantes ao patogénico Guignardia
citricarpa e diferiam apenas em relacdo as bainhas dos conidios e cor da col6nia em diferentes
meios de cultivo.

Neste estudo, os fungos obtidos dos géneros Colletotrichum, Diaporthe, Fusarium,
Macrophomina, Rhizoctonia, e Cadophora ja sdo conhecidos por possuirem espécies
relatadas como patégenos, inclusive da préopria soja. J& os géneros Aspergillus, Trichoderma
e Cladosporium ndo sado essencialmente patdgenos de plantas e podem ser encontrados
também no solo ou em locais de armazenamento de graos e sementes (HENNING, 2015). Ou
seja, 0s patdgenos identificados podem ter sido isolados em condicdo endofitica antes da
manifestacdo da doengca ou em modo latente. Alguns autores citam que muitos fungos
endofiticos sdo presumivelmente evoluidos a partir de fungos fitopatogénicos, permanecendo
assintomaticos por muitos anos ou geracdes e sO se tornam parasitas quando seus
hospedeiros estdo em desequilibrio ou senescéncia (DESHMUKH et al., 2006; KOGEL;
FRANKEN; HUCKELHOVEN, 2006). Adicionalmente, White et al. (2019) descrevem que
alguns enddfitos sdo microrganismos que alternam entre uma fase de vida livre nos solos e
uma fase endofitica e que outros sdo disseminados pelas sementes.

Algo importante a salientar é que os estudos dos enddfitos, nas Ultimas décadas,
sugerem que a planta hospedeira é capaz de identificar o microrganismo endofitico
mutualistico (benéfico) daqueles que agem como patdgenos. Isso ocorre por meio de
comunica¢Oes complexas desencadeadas pelas respostas imunes da planta hospedeira e de

sinalizacdes emitidas pelo préprio enddfito (LIU et al., 2019).
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5.2 Determinacédo dos indices de diversidade endofitica

Embora os resultados tenham demonstrado néo haver diferenca significativa entre as
coletas antes e depois da aplicagédo do fungicida, observa-se que todos os indices da coleta
apés a aplicacdo sdo maiores que os indices calculados antes da utilizacdo do fungicida
(Tabela 2). Ariqueza dos géneros foi diferente entre as duas coletas realizadas pois, 0 género
Aspergillus s6 foi obtido na primeira coleta e os géneros Macrophomina e Cadophora s6 foram
obtidos na segunda coleta resultando em uma riqueza de 9 géneros antes da aplicacéo do
fungicida e 10 apds a aplicacado do fungicida.

Em relacdo ao indice de Shannon-Wiener (H’), os valores obtidos foram de 1,480
(antes da aplicacao do fungicida) e 1,854 (ap0s o fungicida). Obter um valor menor que o valor
tedrico de H’ maximo significa que a distribuicao de isolados entre os géneros é heterogénea
e tende para a dominancia de uma ou mais espécies. O indice de Shannon-Wiener (H’)
considera individuos escolhidos ao acaso em uma comunidade, sendo relativamente
independentes do tamanho da amostra e confere peso maior as espécies raras (ocorréncia
menor que 5%). Contudo, comparando-se os valores antes e depois do fungicida, observa-se
que o valor de H’ apés o fungicida esta mais proximo do seu Hmax, demonstrando maior

presenca de géneros dominantes do que antes do fungicida.

Tabela2 Avaliacédo dos indices de diversidade aplicados a obtencéo de isolados endofiticos
de soja antes e apoés a aplicagdo do fungicida Trifloxistrobina + Protioconazol

indices Antes do fungicida Apés o fungicida

Total de individuos (N) 122 137

Riqueza de géneros (S) 9 10

Simpson (D) 0,325 0,200
Simpson (1-D) 0,675 0,800
Shannon-Wiener (H") 1,480 1,854
H’ méximo 2,197 2,303
Pielou (e) 0,673 0,805

Os valores obtidos para o indice de Simpson (D): 0,325 e 0,200, demonstram alta
diversidade dos géneros nas duas coletas pois, quanto menor é valor de D, maior é a
diversidade da amostra. Entretanto, alguns autores optam por avaliar o valor de 1-D por se
tratar de um valor mais intuitivo e de melhor interpretacdo (URAMOTO; WALDER; ZUCCHI,
2005). Nesse caso, a escala varia de 0 a 1, em que O representa nenhuma diversidade e 1
determina alta diversidade. Neste estudo, os valores obtidos foram de 0,675 e 0,800, sendo
possivel perceber que ambas as coletas demonstraram alta diversidade e que a coleta apés

o fungicida foi relativamente mais diversa que antes do fungicida.
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Por fim, o indice de Pielou (e) avalia a equitabilidade de isolados entre os géneros. A
escala de interpretacao também varia de 0 a 1, em que O representa igualdade ou auséncia
de dominéncia e 1 alta dominancia. Os valores obtidos foram de 0,673 e 0,805, que sugerem
presenca de dominancia de alguns géneros sobre outros, validando a dominancia dos
géneros Diaporthe e Alternaria principalmente na coleta apés o fungicida.

Xiao-Xuan et al. (2022) obtiveram resultados semelhantes ao avaliarem a diversidade
de fungos endofiticos isolados de Scutellaria baicalensis, uma planta medicinal chinesa, e,
também, obtiveram alta diversidade com valores de D= 0,29 e H'= 1,51, em que o género
Alternaria foi mais abundante. Ming et al. (2022) encontraram diversidade 1-D de 0,89 no
isolamento de fungos endofiticos de folhas de Coptis chinensis e H' de 2,447, em que 0s
géneros Colletotrichum e Fusarium foram dominantes.

Semelhantemente a este estudo, Fernandes et al. (2015) também avaliaram os
indices de diversidade nos fungos endofiticos isolados de folhas e raizes de soja, cultivadas
sem utilizagdo de defensivos agricolas. Foram obtidos valores de 1-D= 0,876, H'= 2,777 e
e= 0,752, no isolamento realizado a partir das folhas. Pode-se observar que os valores obtidos
neste estudo corroboram os obtidos por Fernandes et al. (2015), reafirmando a alta
diversidade endofitica que habita as plantas de soja e a presenca de géneros com maior
dominancia sobre os demais.

A diversidade de enddfitos associados as plantas também pode variar temporal e
espacialmente (EK-RAMOS et al., 2013). Gongalves (2016) afirma que mesmo as plantas que
crescem em condi¢cbes ambientais semelhantes ndo abrigam os mesmos enddfitos. Esse
‘recrutamento” diferencial de endofitos foi observado em outros estudos de populacdes
endofiticas de plantas que crescem no mesmo local, como o estudo de Ulrich, Stauber e Ewald
(2008), em que, ao estudarem a diversidade de endofitos em quatro clones de alamo, notaram
que os clones abrigavam popula¢@es endofiticas distintas.

Ja o estudo metagenémico de microbiomas associados a raizes de arroz, usando
plantas cultivadas sob condi¢Bes controladas em campo, demonstrou que a composi¢cao dos
consorcios microbianos varia entre aqueles que habitam o interior das raizes (endosfera), a
superficie das raizes (rizoplano) e os arredores entre os capilares (rizosfera). Esses
resultados sugerem que uma microbiota central pode ser recrutada de ambientes microbianos
diversos (LEBEIS, 2014).

Ha décadas, existe a necessidade de decifrar a complexa diversidade estrutural e
funcional da riqueza de espécies, que desafiam as metodologias analiticas convencionais.
Portanto, para suprir a lacuna na compreensao das comunicagfes microbianas como um todo,
a nova era de técnicas de sequenciamento de préxima geracao e abordagens moleculares
modernas podem decifrar a composicao e a funcdo da comunidade microbiana endofitica de
forma mais ampla (GUPTA et al., 2021).
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5.3 Sensibilidade dos fungos isolados ao fungicida

Este ensaio teve como objetivo avaliar o crescimento dos fungos endofiticos na
presenga do mesmo fungicida utilizado no cultivo das plantas de soja coletadas para este
estudo (Trifloxistrobina + Protioconazol). Para isso, foram utilizadas 3 concentracdes
diferentes (0,2, 2,0 e 3,8 mg mL™?), dissolvidas em meio BDA, em triplicata, nas quais os
fungos foram medidos e o percentual de inibicdo do crescimento (PIC) foi calculado frente a

placa controle de cada fungo avaliado (Tabela 3).

Tabela 3 Percentual de inibicdo do crescimento (PIC) dos isolados endofiticos avaliados na
presenca do fungicida no meio de cultivo (sélido) em 3 diferentes concentracfes
(Trifloxistrobina 150 + Protioconazol 175 g L)

Codigo Géneros 02mgL™ 20mgL? 38mglL*t

M1 (A4P2F1) Aspergillus 30,31abc 51,4920

M3 (A14P2F3) Diaporthe 5,56¢ 40,013bc 54,8520
M6 (A6P5F2) Fusarium 26,85abc 43,913bc 42,64
M7 (A13P5F1.2) Macrophomina 8,33¢ 37,56 59,052
M8 (A6P4F1) Cladosporium 8,58¢ 7,73¢ 0,00f
M9 (A22P4F1) Bipolaris 22,11¢d 18,03¢¢ 34,394
M10 (A8P5F3.3) Cadophora 25,71k 43,7630 45,86b¢
M11 (A4P5F3.3) Rizhoctonia 24 56 33,902be 47,30b
M12 (A5P3F1.2) Colletotrichum 38,812 68,422

M13 (A9P2F1) Colletotrichum 29,94abc 39,62a0c

M14 (A10P4F2) Trichoderma 3,72¢ 68,012

M15 (A15P5F3.2) Alternaria 10,46% 10,71¢ 19,60°
M17 (A7P4F2) Diaporthe 36,320 71,442

Nota: Letras diferentes correspondem a médias estatisticamente diferentes, a 5% de significancia no
teste Tukey, em cada ensaio.

Os resultados obtidos demonstram que todos os fungos endofiticos avaliados foram
capazes de crescer na presenca do fungicida. Na concentragdo menor (0,2mg L™?) inclusive,
todos os fungos tiveram percentual de inibicdo menor que 50%, indicando baixa sensibilidade
ao fungicida na concentragdo testada.

Dessa forma, todos os fungos foram entdo avaliados na concentragdo de 2,0 mg L*
(10 vezes maior). Nessa concentracao, somente 4 fungos (38%) apresentaram inibigao = 50%
e pertencem aos géneros Aspergillus, Colletotrichum, Trichoderma e Diaporthe. Os demais
fungos menos sensiveis foram testados também na concentracéo de 3,8 mg L.

Quando expostos a concentracdo maior (3,8 mg L), apenas 2 fungos apresentaram
inibicdo = 50%: Diaporthe e Macrophomina. Os fungos Cladosporium, Bipolaris, Cadophora,
Rhizoctonia e Alternaria demonstraram ser 0s menos sensiveis a presenca do fungicida no

meio de cultivo sélido.
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Oliveira, Souza e Martins (2003) avaliaram a sensibilidade de fungos do género
Alternaria e Sclerotinia na presenca de dois fungicidas sistémicos (Azoxistrobina e
Propiconazol), utilizando também trés concentracdes diferentes, em placas de Petri com meio
BDA, nas concentragfes de 62,5, 125 e 187,5 ppm. O fungicida Azoxistrobina também né&o
foi capaz de inibir significativamente o crescimento micelial do fungo Alternaria.

Santos e Silva (2014) mencionam que o controle quimico ainda é o método mais
utilizado no meio agricola e de forma intensiva, mas o seu uso também est4 relacionado a
varias desvantagens, como: resisténcia microbiana, contaminacdo ambiental, contaminacao
do produtor e um elevado custo.

Dessa maneira, a descoberta de microrganismos que possam vir a ser utilizados na
inibicdo dos microrganismos fitopatdbgenos é uma alternativa que vem ganhando espaco e
pode reduzir a utilizagdo desses fitossanitarios na agricultura (SOUSA; SOARES; GARRIDO,
2009).

O monitoramento da resisténcia aos fungicidas é importante para 0 manejo integrado
de doencas e permite evitar custos desnecessarios com aplicagbes excessivas e
contaminacgao ambiental (BAYER, 2020). Para o caso dos endofiticos, a descoberta de fungos
resistentes aos fungicidas permite que estejam presentes no interior da planta atuando em
prol do seu desenvolvimento e possibilita a selecao de espécies para a biorremediacéo.

A combinagao de Protioconazol, do grupo dos Inibidores da Desmetilagéo C-14 (DMI)
e Trifloxistrobina, uma estrobirulina pertencente ao grupo dos inibidores da Quinona Oxidase
(QOI), € um produto classificado como extremamente tdxico, muito perigoso e altamente
persistente ao meio ambiente (BAYER, 2020).

Portanto, os fungos endofiticos obtidos neste estudo, que demonstraram baixa
sensibilidade ao fungicida (Cladosporium, Alternaria, Bipolaris, Cadophora, Rhizoctonia),
possuem também potencial para serem avaliados quanto a capacidade de degradacéo desse
composto visando a biorremediagéo de solos impactados pelo uso prolongado ou até mesmo
devido a acidentes ambientais causados por esse agroquimico.

Alguns autores tém relatado experimentos in vitro, avaliando fungos endofiticos que
apresentaram baixa sensibilidade a fungicidas na biodegradacéo desses compostos. E o caso
de Escudero-Leyva et al. (2022) que avaliaram isolados do género Trichoderma frente aos
fungicidas azoxistrobina, clorotalonil, ciproconazol e trifloxistrobina. A remocéo foi de até 89%
para clorotalonil, 46,4% para ciproconazol e 33,1% para trifloxistrobina.

Latz et al. (2020), em seus estudos in vitro e em campo, na Dinamarca, identificaram
dois isolados endofiticos do trigo (Penicillium olsonii e Acremonium alternatum) com potencial
para implementacédo desses fungos em estratégias integradas de manejo de doencgas, por sua

tolerancia ao fungicida composto por protioconazol e acdo antagonista (antifingica) ao fungo
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Septoria tritici (sin. (Mycosphaerella graminicola), causador da doencga septoriose (mancha
salpicada da folha de trigo).

5.4 Prospecc¢éo enzimatica

5.4.1 Triagem para atividade enzimética em cultivo sélido

Foram utilizados exemplares dos 14 géneros endofiticos isolados, previamente
crescidos em meio BDA e inoculados em triplicata em novas placas com meio soélido
especifico para avaliacdo da producdo de diferentes enzimas. Dos 14 fungos,
11 apresentaram atividade positiva para CMCase, xilanase e protease e somente 5 fungos
apresentaram atividade positiva para amilase. Os fungos dos géneros Trichoderma,
Cadophora, Colletotrichum e Alternaria demonstraram potencial de producdo para todas as
enzimas testadas, enquanto o fungo do género Macrophomina apresentou potencial apenas
para amilase (Tabela 4).

Em relagcdo a producdo das enzimas degradadoras de biomassa lignocelulésica
(CMCase e xilanase), os fungos dos géneros Aspergillus e Rizhoctonia demonstraram
atividade somente para CMCase, 0s géneros Fusarium e Bipolaris somente para xilanase e
os fungos Diaporthe, Trichoderma, Cladosporium, Cadophora, Fusarium, Colletotrichum
(M13), Trichoderma (M14), Alternaria e Diaporthe foram positivos tanto para CMCase quanto

para xilanase (Tabela 4).
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Tabela4 Deteccéo inicial de formacao de halos de degradacéo enzimatica nos ensaios em
placas com meio sélido

Presenca/auséncia de halo de degradacéo

Caédigo interno Género Xilanase CMCase Protease Amilase
M1 (A4P2F1) Aspergillus - + + -
M3 (A14P2F3) Diaporthe + + - -
M4 (A1P3F1) Trichoderma + + + +
M6 (A6P5F2) Fusarium + - + -
M7 (A13P5F1.2) Macrophomina - - - +
M8 (A6P4F1) Cladosporium + + + -
M9 (A22P4F1) Bipolaris + - - -
M10 (A8P5F3.3) Cadophora + + + +
M11 (A4P5F3.3) Rhizoctonia - + + -
M12 (A5P3F1.2) Colletotrichum + + + +
M13 (A9P2F1) Colletotrichum + + + -
M14 (A10P4F2) Trichoderma + + + -
M15 (A15P5F3.2) Alternaria + + + +
M17 (A7P4F2) Diaporthe + + + -

Os resultados dos ensaios em meio s6lido foram expressos em indice Enzimatico (IE),
gue consiste na razdo obtida da divisdo entre os valores de medic&do do diametro dos halos
formados (mm) pelos valores de medicédo do diametro das colonias (mm). Na Figura 7 séo
apresentadas as imagens dos halos de degradacédo dos trés fungos com maior IE para cada

um dos ensaios realizados.
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Figura7 Formacdo dos halos de degradagdo enzimética dos isolados endofiticos
selecionados na triagem em meio sdlido. A-C) triagem xilanolitica: Fusarium,
Colletotrichum (M12-A5P3F1.2) e Bipolaris; D-F) triagem celulolitica:
Colletotrichum (M13-A9P2F1), Colletotrichum (M12-A5P3F1.2) e Diaporthe (M3-
A14P2F3); (G-I) triagem proteolitica: Cladosporium, Fusarium e Trichoderma (M4-
A1P3F1); J-L) triagem amilolitica: Cadophora, Alternaria e Colletotrichum (M12-
A5P3F1.2).

Em virtude do calculo para indice enzimatico considerar ndo somente o tamanho da
zona de degradacao, mas também o proprio tamanho da col6nia, valores de IE iguais a 1,0
referem-se a auséncia de formacéao de halo, valores acima de 1,0 sédo halos que ja podem ser
considerados e valores superiores a 2,0 demonstram boas zonas de degradacdo pois,
representam o dobro da medida da coldnia. No caso de valores de IE menores que 1,0 (como

foi encontrado no ensaio de atividade amilolitica), esse valor significa que a zona de



54

degradacéo revelada € menor que o tamanho da coldnia e permite ser observada somente
pelo fundo da placa.

Tabela5 Valores das medi¢des das colbnias, dos halos de degradacdo enzimatica e do IE
dos fungos endofiticos nos quatro ensaios realizados em meio solido

Xilanase CMCase
Diametro Diametro Diametro Diametro

Cédigo interno  col6nia (mm) halo (mm) IE colénia (mm) halo (mm) IE

M1 (A4P2F1) 4500 + 3,00 0,00 % 0,00 0,00° 56,33 + 3,23 651 + 421 1,16°
M3 (A14P2F3) 32,46 + 152 36,2 + 1,25 1,11b 5393 + 6,10 71,7 + 7,71 1,32
M4 (A1P3F1) 27,87 + 229 345 + 153 1,24° 31,60 + 0,78 36,2 + 2,00 1,14°
M6 (A6P5F2) 1991 + 1,96 426 + 2,11 2,14% 3460 + 406 00 + 0,00 0,004
M7 (A13P5F1.2) 46,82 + 1,59 0,00 + 0,00 0,00° 54,07 + 1,53 00 + 0,00 0,00¢
M8 (A6P4F1) 11,62 + 685 19,7 + 9,72 1,30° 427 + 111 45 + 1,11 1,05°
M9 (A22P4F1) 3966 * 066 52,1 =+ 190 1,31° 4487 + 7,24 0,0 + 0,00 0,004
M10 (A8P5F3.3) 29,40 + 061 32,1 + 1,33 1,09° 30,37 += 6,79 344 + 599 1,14°
M11 (A4P5F3.3) 52,53 + 4,00 0,00 + 0,00 0,00° 55,00 + 2,17 730 + 2,00 1,33
M12 (A5P3F1.2) 21,30 + 0,71 27,7 + 4,46 1,31° 13,37 + 2,84 21,0 + 0,40 1,62%
M13 (A9P2F1) 23,61 + 227 293 + 266 1,24° 980 + 062 188 <+ 2,75 1,922
M14 (A10P4F2) 2231 + 140 270 =+ 154 1,21° 26,10 * 489 31,0 + 445 1,20°
M15 (A15P5F3.2) 35,29 * 241 424 =+ 231 1,20° 21,33 + 251 270 £ 3,01 1,27
M17 (A7P4F2) 18,39 + 3,82 253 + 2,39 1,23° 27,40 = 6,77 314 + 6,26 1,16°

Protease Amilase

M1 (A4P2F1) 61,10 + 8,48 740 + 6,43 1,22bc 3403 + 100 00 + 0,00 0,004
M3 (A14P2F3) 4393 + 751 00 £ 0,00 0,00° 4257 + 129 00 + 0,00 0,004
M4 (A1P3F1) 36,67 + 2,32 482 + 191 1,32 30,17 + 1,20 105 + 1,46 0,35°
M6 (A6P5F2) 3527 + 2,05 47,1 + 2,19 1,332 16,97 + 586 00 =+ 0,00 0,009
M7 (A13P5F1.2) 74,67 + 537 00 <+ 0,00 0,00 54,77 + 8,87 204 + 3,67 0,38
M8 (A6P4F1) 15,83 + 2,83 22,1 + 2,72 1412 6,27 + 015 0,0 <+ 0,00 0,004
M9 (A22P4F1) 5883 + 081 0,0 <+ 0,00 0,00 4263 + 216 0,0 <+ 0,00 0,004
M10 (A8P5F3.3) 46,83 + 101 543 + 160 1,16% 28,67 + 430 30,8 + 366 1,102
M11 (A4P5F3.3) 69,03 + 467 781 + 506 1,13« 46,97 + 329 00 + 0,00 0,004
M12 (A5P3F1.2) 29,03 + 1,53 36,3 + 1,30 1,25 23,07 + 240 10,7 + 1,70 0,46
M13 (A9P2F1) 3393 + 267 414 + 543 1,28k¢ 23,70 + 131 00 <+ 0,00 0,001
M14 (A10P4F2) 4350 + 1,57 50,0 + 2,48 1,15 2153 + 1,00 00 <+ 0,00 0,001
M15 (A15P5F3.2) 40,47 + 1,79 424 + 156 1,05¢ 26,73 + 059 19,0 =+ 3,23 0,71
M17 (A7P4F2) 30,57 + 2,48 38,1 =+ 290 1,25 2767 + 271 00 * 0,00 0,001

Nota: Cada valor representa a média das triplicatas + o desvio padréo. Letras diferentes representam
médias estatisticamente diferentes dentro de cada ensaio, conforme teste Tukey, a 5% de
significancia.

Dentre as quatro enzimas avaliadas, a triagem xilanolitica foi a que apresentou o maior

IE (2,14), com o fungo do género Fusarium. Na triagem celulolitica o melhor foi o fungo do

género Colletotrichum (M13- A9P2F1) com indice de 1,92 e na atividade proteolitica foi o

fungo Cladosporium com indice de 1,41. Como mencionado, a triagem amilolitica n&o revelou

zonas de degradacéo consideravelmente maiores que as coldnias e, portanto, o maior indice

encontrado foi para o fungo Cadophora com IE de apenas 1,10.
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Farouk, Attia e El-katatny (2020) também avaliaram fungos endofiticos de soja em
ensaio de placas, a partir de diferentes partes da planta (folha, caule e raiz), para deteccéo
de halos de degradacdo para CMCase (CMCase) e xilanase e obtiveram resultados
semelhantes, com IE maximo de 1,72 para xilanase (Trichoderma harzianum) e 1,75 para
CMCase (Fusarium oxysporum). Robl et al. (2013) obtiveram resultados relevantes também
na deteccdo em placas de producdo de xilanases com fungos endofiticos do género
Penicillium, Aspergillus, Diaporthe e Fusarium.

As proteases sdo enzimas que hidrolisam as ligacBes peptidicas de proteinas e sao
visadas industrialmente para serem utilizadas em detergentes, industria de couro, alimenticia,
farmacéutica e processos de biorremediacdo (CORREA et al., 2014). Orlandelli et al. (2015)
avaliaram a atividade proteolitica de fungos endofiticos isolados de Piper hispidum Sw. e
obtiveram uma incidéncia de 28,57% dos isolados positivos para protease. Semelhante aos
resultados obtidos nesta pesquisa com Cladosporium na triagem proteolitica (IE de 1,41),
Djamel, Ali e Nelly (2009) relataram atividade proteolitica significativa com cepas de
Penicillium utilizando o mesmo método (hidrélise da caseina do leite).

As amilases por sua vez, quebram amido, glicogénio e outros polissacarideos
complexos em agucares soltveis (SARANRAJ et al., 2010). Embora os resultados obtidos néo
se demonstraram promissores, varios estudos descrevem producdo de amilases por fungos
endofiticos (MARIA; SRIDHAR; RAVIRAJA, 2005; AYOB; SIMARANI, 2016; FOUDA et al.,
2015; JAGANNATH et al., 2021). Farouk, Attia e El-katatny (2020) também avaliaram
atividade amilolitica, em que obtiveram alto IE de 3,00 somente para o fungo Nigrospora sp.
enquanto para Fusarium oxysporum o IE maximo foi de 1,10 e Aspergillus terreus IE = 1,27,
demonstrando também baixa efetividade para producao amilolitica.

Com base nos resultados obtidos nesse primeiro ensaio, foram selecionados os fungos
com melhor desempenho nas atividades xilanolitica e celulolitica para a continuidade do
estudo enzimatico, tendo em vista o0 grande interesse atual por enzimas hidroliticas
degradadoras da biomassa lignocelulésica, visando o aproveitamento de residuos

agroindustriais.

5.4.2 Triagem para atividade enzimatica em cultivo submerso

Estudos como o de Sridevi e Charya (2011), que também isolaram e avaliaram fungos
com potencial para producéo de xilanases, relatam que, na triagem em placas, o tamanho dos
halos de degradacdo nem sempre revelam os fungos com maior producdo enzimética e que,
portanto, sugere-se avaliar o desempenho também em meio liquido para, assim, determinar

guais fungos de fato sdo melhores produtores.
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Dessa forma, os trés melhores fungos da triagem xilanolitica em placas, M6
(Fusarium), M9 (Bipolaris) e M12 (Colletotrichum) e os trés melhores da triagem celulolitica,
M13 e M12 (ambos do género Colletotrichum) e M11 (Rizhoctonia) foram avaliados em testes
preliminares sob cultivo submerso, durante 240 h, com coleta de amostras a cada 48 h,
utilizando xilano e CMC como fonte de carbono e substrato indutor nos cultivos para xilanase
e CMCase, respectivamente. Os resultados foram expressos em acgucares redutores
presentes no meio extracelular, avaliados pelo método de DNS (Figura 8).
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Figura8 Avaliacdo preliminar do desempenho da produgdo enziméatica em cultivo
submerso. Fungos produtores de xilanase (Gréafico a) e fungos produtores de
CMCase (Gréfico b).

A maior concentracdo de acUcares redutores presentes nas amostras dos cultivos
submersos com fungos produtores de xilanase foi obtida com 96 h e produzida pelo fungo do
género Colletotrichum (M12-A5P3F1.2), com valor de 2,26 mg mL™. O fungo M6 pertencente
ao género Fusarium demonstrou perfil semelhante, porém, com concentragdo méaxima de
1,18 mg mL?, demonstrando que mesmo tendo sido o melhor na triagem em meio sélido, o
fungo M12 é o que obteve destague quando submetido ao cultivo submerso. Ja o fungo do
género Bipolaris atingiu uma concentracdo de aclcares de 1,18 mg mL*em 48 h, porém,
observou-se queda na concentracdo a partir desse tempo.

Em relacdo aos fungos produtores de CMCase, a maior concentracado de acucares foi
de 0,490 mg mLtem 48 h com o fungo Rizhoctonia, que havia se revelado o terceiro melhor
como produtor de CMCase em meio sélido. Os fungos M12 e M13 (ambos do género
Colletotrichum) demonstraram valores de concentracdo semelhantes entre si, porém, com

valor maximo de apenas 0,243 mg mL™.



57

A queda observada na concentragdo de aglcares redutores tanto nos cultivos em meio
contendo xilano como CMC pode estar relacionada ao consumo de agucar pelo metabolismo
do proprio fungo, em virtude do crescimento micelial (BHADRA et al., 2022).

5.4.3 Atividade Enzimatica

A partir dos resultados dos testes preliminares, os fungos M12 (Colletotrichum), M6
(Fusarium) e M11 (Rhizoctonia) foram selecionados e novamente cultivados em meio
submerso tal qual descrito no item anterior, dessa vez com coletas a cada 24 h, para

guantificacéo da atividade enzimética.
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Figura9 Atividade enzimatica em cultivo submerso. Atividade de xilanase (Gréfico a) e
atividade de CMCase (Gréfico b).

Como pode ser observado na Figura 9, os resultados para a quantificagédo da atividade
enzimatica revelaram o fungo M12 (Colletotrichum) como melhor produtor de xilanase com
296,65 U mL! em 144 h e mantiveram o fungo M11 (Rhizoctonia) como melhor produtor de
CMCase com valor de 211,11 U mL* em 72 h (Tabela 6).

Os resultados obtidos se assemelham aos de Ja’afaru (2013), avaliando fungos
isolados de solo, madeira em decomposi¢cdo e serragem, com potencial para producdo de
CMCases e xilanases e obtendo valores de 312 U mL? (Aspergillus ustus) e 338 U mL*
(Trichoderma viride) para atividade de xilanase e 195 e 221 U mL* para os mesmos fungos,
respectivamente, na atividade de CMCase.

Sridevi e Charya (2011) encontraram também valores como estes para fungos do
género Fusarium (240 U mL™?), Rhizoctonia (249 U mL™?) e Penicillium (264 U mL™) com
destaque também para espécies dos géneros Aspergillus e Trichoderma com 369 e 495 U

mL™, respectivamente.
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Tabela 6 Conteudo de proteinas, atividade enzimatica e especifica dos fungos selecionados
em cultivo submerso utilizando xilano e CMC como fonte de carbono

Proteina Atividade Enzimatica Atividade especifica

Enzima Fungo (mg mL™?) (UmL™) (U mg proteina)
xilanase M6 (144h) 0,22 186,20 846,36
M12 (144h) 0,25 296,65 1186,60
CMCase M11 (72h) 0,20 211,11 1055,55
M12 (48h) 0,24 75,26 313,58

5.4.4 Isolamento e Identificacdo dos fungos endofiticos

De acordo com os resultados anteriores, o fungo selecionado foi o fungo sob cédigo
interno M12-A5P3F1.2, por ter sido o melhor produtor de xilanase e produtor de CMCase
(Tabela 6). Conforme as sequéncias obtidas das regibes ITS1 e ITS4, a espécie

correlacionada foi Colletotrichum boninense (Figura 10).

1 2 3 P 3L

Legenda: PCR das amostras de DNA gendmico do fungo

1. Marcador 1 Kb Ludwig 2,5 ul P: Padrdo 100 pb Ludwig Biotec 4 uL
2. Amostra fungo A (5 ul/gel)

3. Amostra M12 (5 ul/gel) 3L - fungo M12 - 5ul
st e U 1 e &l
v | il
Colletotrichum boninense strain CGMCC 3 15124 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal ichum b 974 974 99% 0.0 98.38%
Colletotrichum boninense isolate LS1 internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene a... mb.. 970 970 99% 0.0 98.20%
Colletotrichum boninense isolate LL20 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene mb.. 970 970 99% 0.0 98.20%

Colletotrichum boninense strain JL7 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene an... Colletotrichum b... 968 968 100% 0.0 98.03%

Colletotrichum boninense isolate YB15 small subunit ribosomal RNA gene._partial sequence; internal transcribed ... Cs imb.. 968 968 99% 0.0 98.20%

Colletotrichum boninense isolate SM7 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal transcribed s 968 968 99% 0.0 98.20%

Colletotrichum boninense isolate GY4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence:_internal transeribed s 968 968 99% 0.0 98.20%

Calletotrichum boninense isolate HRY1006-5 6 small subunit ribosomal RNA gene _partial sequence; internal tran 966 968 99% 0.0 98.20%

= = = =

Calletotrichum boninense isolate HRY1006-5 3 small subunit ribosomal RMNA gene _partial sequence; internal tran 966 968 99% 0.0 98.20%

Figura 10 a) Produto da PCR analisado em gel de agarose 1% em tampao Tris-EDTA,
corado com brometo de etidio e visualizados sob luz UV. b) Constatacao da
espécie identificada (NCBI/BLAST).

5.4.5 Avaliacdo da biomassa lignocelulésica como substrato indutor

O ensaio foi realizado com o fungo identificado como Colletotrichum boninense
avaliando duas biomassas de cana-de-acucar (bagaco e palha) como fonte de carbono, no

periodo de 144 h e em diferentes proporcdes (tratamentos). O gréafico para xilanase
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(Figura 11) indica um perfil ascendente da producdo enzimatica em todos os tratamentos,
sendo que o melhor desempenho foi com a mistura de 50% de bagacgo e 50% de palha, em
gue a amostra de 144 h revelou o maior valor de atividade de xilanase de 383,63 U mL™. Esse
resultado foi superior inclusive aos resultados predecessores, quando foi utilizado o xilano
como substrato (296,65 U mL™?) e, portanto, mostrou que as biomassas sé@o bons indutores
da biossintese da enzima xilanase.

450
—X— 100% bagago

400 | _o— 750 bagaco + 25% palha
< 350 | —#—50% bagago + 50% palha
_EI 200 —4&— 25% bagaco + 75% palha
2 —i— 100% palha
@ 250
g
< 200
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[}
S 100 /x
o©
2 50 X
<

0 X
24 48 72 96 120 144
Tempo (h)

Figura 11 Producéo de xilanase por C. boninense utilizando bagaco e palha de cana-de-
acucar como fonte de carbono.

Na producdo de CMCase, ndo houve diferenga significativa entre as diferentes
preparagfes, inclusive demonstrando valores de atividade inferiores aos obtidos
anteriormente com CMC (Tabela 4). Portanto, bagaco e palha de cana-de-agucar, neste caso,

nao se mostraram bons indutores da biossintese de CMCase para esse fungo (Tabela 7).

Tabela7 Conteudo de proteinas, atividade enzimatica e especifica C. boninense em cultivo
submerso utilizando palha e bagaco de cana-de-acucar como fonte de carbono

Atividade especifica Atividade especifica
Proteinas Xilanase de xilanase CMCase de CMCase
Substrato indutor (mgmL?Y) (UmL?) (U mg proteina?) (UmL™?) (U mg proteina?)
100% bagago 0,38 159,28 419,16 71,832 189,03
75% bagacgo + 25% palha 0,50 203,122 406,24 45,882 91,76
50% bagago + 50% palha 0,45 383,632 852,51 88,922 197,60
25% bagaco + 75% palha 0,46 195,523 425,04 33,862 73,61
100% palha 0,46 222,44 483,57 29,112 63,28

Nota: Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes dentro de cada ensaio,
conforme teste Tukey a 5% de significancia.
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Devido ao elevado numero de usinas que processam a cana-de-agucar, residuos
desse processamento, como a palha e o bagaco, tornam-se alvo de inUmeras pesquisas
buscando alternativas para o seu melhor aproveitamento. Correa et al. (2014) mencionam
inclusive que cultivos utilizando diferentes residuos agroindustriais vém demonstrando ser
uma forma adequada para o cultivo de fungos endofiticos devido ao seu carater indutor na
atividade enzimética.

Colletotrichum sp. e Alternaria sp., isolados como enddfito da planta Centella asiética,
foram descritos como bons produtores de CMCase. quando cultivados em palha de arroz e
farelo de trigo em fermentacdo em estado sélido (DEVI; PRABAKARAN; WAHAB, 2012).
Wipusaree et al. (2011) também avaliaram atividade de xilanase em Aternaria alternata e
obtiveram 402,13 U mL", utilizando 2% de farelo de arroz no meio de cultivo.

Margues et al. (2018) avaliaram fungos endofiticos em substrato contendo uma mistura
de bagaco de cana-de-agucar e farelo de trigo (1:1) e encontraram valores de atividade de
CMCase para o fungo Cladosporium cladosporioides de 88,51 U g de substrato e para
Trichoderma viridae (64,56 U). Ainda sobre o mesmo estudo, com o fungo Phomopsis stipata
obtiveram valores de 83,44 e 694,33 U ¢! de substrato para CMCase e xilanase,
respectivamente, apresentando perfil muito semelhante com o encontrado neste trabalho com
o fungo M12 (88,92 e 383,63 U mL* para CMCase e xilanase, respectivamente).

Graciano et al. (2020) conseguiram aumentar a producao de xilanase de uma linhagem
termofilica de Aspergillus fumigatus utilizando 6,5% de palha de milho no meio de cultivo,
atingindo 530 U mL™.

Em virtude do melhor desempenho do fungo endofitico C. boninense. em relacao a
atividade de xilanase na condig&o de cultivo submerso com palha/bagaco (50-50%), essa foi
considerada a condicdo ideal de cultivo para producdo de xilanase para dar sequéncia a

avaliacdo dos parametros cinéticos desta enzima.

5.4.6 Efeito do pH na atividade e estabilidade de xilanase

O efeito do pH na atividade de xilanase, utilizando extrato enzimatico bruto, foi avaliado
na faixa de pH de 3,5 a 8,0. A atividade enzimatica apresentou maior valor (295,40 U mL™) no
pH 5,0, indicando ser este o pH 6timo, no qual os residuos dos aminoacidos essenciais a
catalise se encontram em estado de ionizagdo favoravel. Acima do pH étimo a atividade
enzimatica seguiu em queda gradativa & medida que os valores pHs foram aumentando
(Figura 6).
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Figura 12 Efeito do pH na atividade de xilanase (Grafico a) e atividade residual do efeito do
pH na estabilidade de xilanase (Gréfico b).

Xilanases produzidas por bactérias e actinomicetos séo eficientes em uma faixa mais
ampla de pH e temperatura, porém as xilanases fungicas mesmo com faixas de pH mais
restritas (4-6) e temperaturas abaixo de 50 °C podem apresentar maior rendimento e liberagéo
extracelular (SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; NAIR; SINDHU; SHASHIDHAR, 2008).

Xilanases produzidas por fungos do género Aspergillus sp., Penicillium sp, e Fusarium
sp. também séo relatadas atuando melhor em pH 5,0 (KRISANA et al., 2005; MOREIRA et
al., 2013; YANG et al., 2015). Ja para os fungos endofiticos Pestalotiopsis sp., Acremonium
sp., Aspergillus chlamydosporus, Aspergillus sp. e Fusarium sp. a maior atividade de xilanase
e protease foi em pH 9,0.

A avaliacdo da estabilidade das enzimas ao pH é importante para definir em qual
processo industrial sua utilizagdo serd mais adequada. Porém, a exposicdo da enzima a
determinados pHs por tempos prolongados, pode afetar drasticamente a sua atividade
(RAGHAV et al., 2022). Bhadra et al. (2022) citam que enzimas utilizadas para diversas
aplicacdes biotecnologicas devem possuir estabilidade ao pH com atividade 6tima para

executar suas fungdes de forma eficiente.
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No presente estudo, as amostras, quando submetidas ao ensaio de estabilidade frente
ao pH (Figura 12), demonstraram uma tendéncia de aumento da estabilidade até o pH 6,0,
com 54% de atividade residual nesse pH e queda gradual da estabilidade na faixa de pH 6,5
—8,0. No seu pH 6timo, ou seja, pH 5,0, a enzima preservou 52% de sua atividade, enquanto
gue no pH 8,0 apresentou a menor atividade residual (35%).

Vitolo e Filho (1998) afirmam que o pH de maxima estabilidade de uma enzima nem
sempre coincide com o pH de maxima atividade, ou seja, torna-se imprescindivel ndo somente
a determinacéo do pH étimo como também da faixa de pH em que a enzima se mantém mais
estavel.

Benedetti et al. (2013) avaliaram o perfil de estabilidade, em relacdo ao pH, sobre a
atividade da xilanase produzida por Aspergillus niger e observaram que a enzima se

apresenta estavel em uma faixa de pH de 4,5 a 6,0, com atividade residual superior a 70%

5.4.7 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade de xilanase

O efeito da temperatura na atividade da xilanase foi avaliado nas temperaturas de 30,
40, 50, 60 e 70 °C. A faixa de temperatura 6tima encontrada para a atividade de xilanase foi
entre 50 e 60 °C (198,22 e 194,40 U mL1), conforme se observa na Figura 13. Nos valores
extremos de temperatura a enzima adquiriu uma conformagdo menos estavel, resultando em
gueda de sua atividade catalitica.
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Figura 13 Efeito da temperatura na atividade de xilanase.

Vitolo e Filho (1998) afirmam que a temperatura afeta as enzimas da seguinte forma:
a medida que a temperatura aumenta a atividade enziméatica também aumenta e a
estabilidade cai. Quando a temperatura atinge determinado valor, a desnaturacdo proteica

ocorre, consequentemente perde-se atividade. Sendo assim, € importante determinar a
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temperatura Otima para obter a melhor atividade, aliada & avaliagdo da termoestabilidade
dessa enzima.

Para avaliar a estabilidade frente & temperatura, as amostras foram incubadas por 30
e 60 min nas temperaturas de 40 a 70 °C e comparadas com a atividade inicial, conforme
Figura 14. E possivel observar, para todas as temperaturas avaliadas, queda da atividade
enzimatica a medida em que se aumentou o tempo de incubacao. Essa queda foi nitidamente
mais acentuada nas temperaturas de 60 °C e 70 °C. A maxima atividade residual (87%) foi
observada a 40 °C no tempo de 30 min, decrescendo para 81% no tempo de 60 min, o que
demonstra que a enzima € termolabil, perdendo sua atividade catalitica mesmo quando
submetida a condi¢bes brandas durante curtos periodos de tempo. Na sua temperatura étima:

50 °C, observaram-se atividades residuais de 76 e 71%, nos tempos de 30 e 60 min,

respectivamente.
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Figura 14 Efeito da temperatura na estabilidade da xilanase.

Os dados de atividade e estabilidade sdo muito Gteis no screening de enzimas
adequadas para um determinado processo. Heinen et al. (2014) detectaram atividade Gtima
para xilanase purificada de Fusarium heterosporum a uma temperatura de 50 °C e verificaram
que a enzima foi estavel dentro de um faixa de temperatura de 50 a 55°C por 15 min, com
meia-vida em 45 °C de 53 min. Lopes, Valeri e Pessoa-Junior (2013) avaliaram xilanases de
Aspergillus niger e detectaram atividade 6tima também a 50°C.

A xilanase produzida pelo fungo endofitico Aspergillus terreus isolado de Memora
peregrina apresenta termoestabilidade a 55 °C (SORGATTO et al. 2012). Wipusaree et al.
(2011) relataram que a xilanase produzida por Alternaria alternata isolada de Croton
oblongifolius se mostrou termoestavel até 40 °C.
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Lopes, Valeri e Pessoa-Junior (2013) avaliaram a viabilidade do uso de xilanases
purificadas produzidas por Trichoderma sp. na fermentacdo de pées, em que 0 processo
ocorre na faixa de 25 a 36° C. Neste caso, a temperatura 6tima detectada foi em 50 °C,
entretanto, na temperatura desejada (36 °C) a atividade residual ainda se manteve em 60%,
demonstrando potencial para o uso em alguns processos fermentativos da indudstria
alimenticia.

Benedetti et al. (2013) avaliaram xylanase de Aspergillus niger em que a mesma
apresentou boa estabilidade térmica a 40 e 50 °C, com preservacao de 80 a 90% de sua
atividade por meia hora, e sua meia-vida, a 60 °C, foi de 30 minutos.

Nesta pesquisa, a meia-vida também foi calculada obtendo-se nas temperaturas de 40
e 50 °C tempos de meia-vida de 107 e 77 min, respectivamente, demonstrando similaridade
aos valores encontrados por Benedetti et al. (2013). J& nas temperaturas de 60 e 70 °C, a
meia-vida foi de 22 min.

A meia-vida de xilanase produzida por C. boninense encontrada neste estudo nas
temperaturas de 40 e 50°C, em comparagdo com outros autores, foi superior a de xilanases
de Aspergillus tamarii (GOUDA; ABDEL-NABY, 2002) que resultou em 50 min, e
Acrophialophora nainiana (CARDOSO; FERREIRA-FILHO, 2003) de 60 min.

5.4.8 Determinacdo dos parametros cinéticos

O comportamento cinético da xilanase foi avaliado frente a variagdo da concentracdo
de seu substrato, xilano de beechwood, na faixa de 3 a 50 mg mL™. Aplicando-se o método
de linearizacao proposto por Lineaweaver-Burk, estabeleceu-se a equacao 1/V = f(1/S) a partir
da qual foram calculados os parametros cinéticos Km e Vwmax (Figura 15).

Os valores de Kn e de Vwax, obtidos experimentalmente, foram 99,3 mg mL? e
3.333 umol mL* min? respectivamente. O alto valor de K, sugere que a enzima requer alta
concentracao de substrato para alcancar metade de sua velocidade maxima e, portanto, baixa

especificidade pelo substrato.
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Figura 15 Gréafico de Lineweaver-Burk (1934) da atividade de xilanase em funcdo da
concentracdo de substrato (variagdo entre 3 e 50 mg mL™?).

Lunkes (2015) encontrou Vmax de 1.000 pumol mint mL* com Kn de 1,56 mg mL* para
xilanase purificada de Penicillium crustosum. Lopes, Valeri e Pessoa-Junior (2013) encontram
para Aspergillus niger e Trichoderma sp. valores de Vmsx de 6,9 e 29,8 U g, respectivamente,
e Kn de 2,07 e 3,31 g L para os dois fungos. Conforme Kocabas, Guider e Ozben (2015), o
Km de xilanases flingicas pode variar entre 0,1 e 12,5 mg mL* e, segundo Knob et al. (2013),
0 Vmax pode variar de 0,1 a 10.000 pmol min* mL™,

No caso do género Colletotrichum, que foi o produtor da xilanase avaliada neste
ensaio, o estudo de Carli et al. (2016) avaliou uma endo-xilanase termoestavel e halotolerante
produzida por C. graminicola, que demonstrou Vmax de 481,3 U mg* e Ky, de 3,7 mg mL*

Uma possivel explicacdo para o valor de Kn obtido neste estudo ter sido maior que o0s
valores relatados por outros autores, pode estar relacionada a composicdo do xilano de
beechwood utilizado, que apresenta uma pureza de apenas 70% e presenca de outros
produtos do processo de hidrélise (glicose, arabinose, lignina), alguns deles podendo ter

atuado como inibidores.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a aplicagdo do fungicida Trifloxistrobina +
Protioconazol na lavoura de soja nao afetou a obtencao de isolados endofiticos e nao resultou
em diferenca significativa em numero de isolados, frequéncia, riqueza e diversidade de
géneros entre uma coleta e outra.

Os fungos do género Alternaria e Diaporthe foram os géneros dominantes mesmo na
coleta apds a aplicacdo do fungicida. Os indices ecolégicos (Simpson, Shannon-Wiener e
Pielou) demonstraram haver alta diversidade de géneros e baixa equitabilidade, o que
reafirma a dominancia de alguns géneros sobre outros.

Em relagéo a sensibilidade dos fungos isolados na presenca do fungicida no meio de
cultivo solido, observou-se que os fungos ndo sdo sensiveis ao fungicida na menor
concentracéo testada (0,2 mg L), com inibicdo de crescimento abaixo de 50%, 4 fungos
apresentaram sensibilidade na concentracdo de 2,0 mg L e os géneros Cladosporium,
Bipolaris, Cadophora, Rhizoctonia e Alternaria permaneceram demonstrando baixa
sensibilidade ao fungicida, mesmo na maior concentragdo testada (3,8 mg L?).

Em relacdo a prospeccdo endofitica, todos os géneros identificados demonstraram
potencial para producéo de uma ou mais das enzimas testadas com destaque para os valores
obtidos para atividade de xilanase, produzida principalmente pelo fungo Colletotrichum
boninense (296,65 U mL™?).

Adicionalmente, foi possivel obter resultados superiores de 383,63 U mL%,com a
utilizacdo da palha somada ao bagaco da cana-de-aglcar como substratos indutores da
xilanase, o que pode representar diminuicdo de custos de processos industriais de producédo
de enzimas. A xilanase bruta apresentou baixa termoestabilidade, mostrando-se adequada
somente para processos industriais convencionais em baixa temperatura, porém, pouco

adeguada para processos continuos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Embora os resultados obtidos sejam promissores, existem muitos desafios ainda para
que seja implementado com sucesso o0 uso de enddfitos na agricultura. Ainda que as
pesquisas recentes estejam identificando os varios beneficios que os enddfitos podem conferir
aos seus hospedeiros vegetais, as praticas agricolas convencionais ainda sdo muito
necessarias. A agricultura atual ainda depende fortemente de fungicidas e altos niveis de
fertilizantes quimicos. Contudo, o controle biolégico e 0 uso de inoculantes ja é uma realidade
e 0 estudo dos endofitos pode contribuir ainda mais para o desenvolvimento de solu¢des
sustentaveis para a agricultura.

Além disso, estudos como este promovem, ndo somente a avaliacdo de diferentes
fontes de enzimas hidroliticas, mas também a oportunizagdo do uso, aproveitamento e
destinagéo de residuos agroindustriais. Os resultados obtidos contribuem cada vez mais para
a exploracdo de novas oportunidades de bioprospeccdo microbiana e enzimética a partir de

fontes tao disponiveis e de amplo acesso como sdo as plantas.
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