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Resumo-Os fungos endofiticos sdo microrganismos que durante seu ciclo de vida invadem os tecidos vegetais sem causar
nenhuma patologia, atuando como agentes controladores de microrganismos fitopatdgenos, além de funcionar no controle de
insetos e até protegendo as plantas de herbivoros. O presente trabalho teve como objetivo analisar a micobiota endofitica isoladas
das plantas medicinais e aromaticas. Os fungos endéfitos podem penetrar as plantas hospedeiras principalmente pelos estdmatos,
ferimentos e raizes colonizando-as, 0s quais podem se tornar novos produtos farmacéuticos e também podem ser utilizados como
agentes de controle biolégico. Dos 47 isolados de fungos endofiticos 21 apresentaram atividade proteolitica havendo
predominéancia do género Colletotrichum. A espécie Guignardia bidwellii teve o maior indice enzimético, tato nas atividades
proteoliticas como amiloliticas. Com relacdo a atividade amilolitica, dos 47 isolados de fungos endofiticos, 24 ouve
predominéancia do género Nigrospora. Uma vez identificada a acdo proteolitica e amilolitica dos fungos endofiticos da hortela e
manjericdo, tem-se novas perspectivas, em relacdo ao potencial biotecnolégico.

Palavras-chave: Enzimas. Fungos. Microrganismos. Recursos naturais.

Abstratc- Endophytic fungi are microorganisms that during their life cycle invade the plant tissues without causing any
pathology, acting as controlling agents of phytopathogenic microorganisms, besides working in the control of insects and even
protecting the plants of herbivores. The present work aimed to analyze the endophytic mycobiota isolated from Medicinal and
Aromatic Plants. Endophyte fungi can penetrate host plants mainly by stomata, wounds and roots colonizing them, which can
become new pharmaceuticals and can also be used as biological control agents. The 47 isolates of endophytic fungi, 21 presented
proteolytic activity with predominance of the genus Colletotrichum. The species Guignardia bidwellii had the highest enzymatic
index, tact in the proteolytic activities as amylolytic. With regard to the amylolytic activity, of the 47 isolates of endophytic
fungi, 24 the genus Nigrospora predominates. Once the proteolytic and amylolytic action of the endophytic fungi of mint and
basil has been identified there are new perspectives regarding the biotechnological potential.
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INTRODUGAO

Desde as mais antigas civilizagdes, muitas espécies
vegetais vém sendo utilizadas como fitoterapicos. Esse
conhecimento vem resistindo e perpetuando-se de geracdo em
geracdo. A datar de 1977, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) tem incentivado o estudo de plantas que apresentam
relatos de uso na medicina popular, objetivando avaliar através
de métodos cientificos os beneficios da utilizacdo dessas
plantas, assim como, analisar 0s riscos da sua indevida
utilizacdo. Centros de pesquisa de todo o mundo, vém
desenvolvendo estudos sobre as propriedades farmacoldgicas
das plantas medicinais (FELLOWS, 1992; YUNES et al.,
2001; HOSTETTAMANN et al, 2003; SILVA;
CARVALHO, 2004; CHAPLA et al., 2013; NERI, 2018).

No Brasil, com a crescente procura por plantas
medicinais como tratamento alternativo para o tratamento de
patologias em geral, 0 Governo Federal garantiu o acesso a
estas e a medicamentos fitoterapicos integrando-os ao Sistema
Unico de Sadde (SUS) através do Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicas no ano de 2006, através do
Decreto da Presidéncia da Republica n°. 5.813, de 22 de junho
(CHAPLA et al., 2013; FUIGUEIREDO et al., 2014; NERI,
2018).

A interagdo entre fungos e plantas vem sendo estudados
h& bastante tempo, no decorrer desses estudos essas intera¢fes
ttm se demonstrado benéfica, destacando entre elas a
simbiose. Os fungos endofiticos vem sendo estudados em
espécies vegetais por produzirem enzimas hidroliticas
extracelulares, que funcionam como mecanismos de
resisténcia contra invasdo microbiana e obter nutrientes (TAN;
Z0U, 2001; CUZZI, 2011; ORLANDELLI, 2012; TAVARES
etal., 2012; SIQUEIRA et al., 2012; BARBOSA et al., 2015).
Fungos endofiticos vivem em associacdo intima com plantas
hospedeiras vivas e sadias, colonizando os tecidos vegetais
sem ocasionar danos ou sintomas nas plantas, acredita-se que
muitas substancias bioativas que ocorrem nas plantas podem
ser produzidas por estes microrganismos associados, porém a
exata relacéo fisica e bioquimica entre os endofiticos e a planta
permanece obscura (STROBEL, 2003; SILVA et al., 2015;
MARTINS; RODRIGUES, 2015; CUNHA et al.,, 2016;
MARTINS et al., 2016, FARIA et al., 2017; TOZZE et al.,
2018; SILVA., 2018; RAMOS et al., 2018).

A Menta spicata L. é uma espécie vegetal da familia
botanica Lamiaceae (labiadas). A espécie é oriunda do
Mediterraneo. Cultivada em todo o mundo, no nordeste do
Brasil é facilmente encontrada nas matas quintais e jardins,
conhecida popularmente como Horteld da folha miuda ou
Horteld verde (RODRIGUES et al., 2004; ROHLOFF et al.,
2005; DAVID et al., 2006; HARLEY et al., 2015; FREIRE et
al., 2016; COSTA; MARINHO, 2016; BEZERRA et al.,
2018). Devido as esséncias aromaticas presentes em toda a
planta, principalmente nas folhas, seu 6leo essencial rico em
mentol (C1oH200) tem grande aproveitamento nas induUstrias
Cosméticas/farmacéuticas. A horteld da folha midda é
tolerante a variagdes climaticas. No inverno pode perder as
partes aéreas, sobrevivendo através dos seus rizomas, que s
morrem se 0 solo congelar completamente. Fatores ambientais
e a fase de desenvolvimento da planta podem influenciar na
qualidade e quantidade de dleos essenciais (RODRIGUES et
al., 2004; ROHLOFF et al., 2005; DAVID et al., 2006). Tal
como ¢é tipico dos 6leos essenciais do género Mentha, (M.
spicata L.) produz uma série de monoterpenos derivados do
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limoneno (CioHis) por oxidacdo. Nesta espécie predomina
geralmente a carvona (C1oH140) (em geral >60%). Mentona
(C10H180) (34-42%); Mentofurano (CioH140) (34-30%);
Pulegona (CioH160) (14-22%); Acetato de mentila (3-7%);
Mentol (Ci0H200) (5-8%). Podendo ser utilizados como
solventes biodegradaveis, industrial de tintas e vernizes,
producdo de resinas sintéticas e orto-cresol. E como fluido
térmico, defesa contra herbivoria, alelopatico, e no controle
biolégico sendo um étimo agente antimicrobiano (TAVISH;
HARRIS, 2002). Além de ser muito cultivada como planta
ornamental. (CORREA, 1994; CARDOSO et al., 2001; TAIZ,
2004; LEITAO etal., 2014; HARLEY et al., 2015; FREIRE et
al., 2016; COSTA; MARINHO, 2016; BEZERRA et al.,
2018).

Ocimum basilicum L. e Ocimum purpuraceus sdo
espécies vegetais que pertencem a familia botanica Lamiaceae.
O. basilicum L. é popularmente conhecida como manjericéo
verde, manjericdo-da-folha-larga, alfavaca, alfavaca de
jardim, alfavaca-doce, basilicdo. O. purperaceus é comumente
chamada por manjericdo-roxo (HARLEY et al.,, 2015).
Atingindo cerca de 0,5 a 1 metro de altura suas folhas séo
delicadas, ovaladas, pubescentes e de cor verde-brilhante
(Figura 2) (FRANCA, 2016; OLIVEIRA; BALDINI, 2017;
ISHIKAWA, 2017).

As inflorescéncias sdo do tipo espiga e compostas por
flores brancas, lilases ou avermelhadas. Sua polinizacdo é
cruzada e os frutos sdo do tipo aquénio, de coloracéo preto-
azulada. Ocorre mais de 60 variedades diferentes de
manjericdo, com variag¢Ges na cor, tamanho e forma das folhas,
porte da planta e concentragdo de aroma. Sendo mais
conhecida pelos seus poderes culindrios, aromaticos e
medicinais (SIMON et al., 1999; ROSAS et al., 2004;
VELOSO et al., 2014; LEITAO et al., 2014; FRANCA, 2016;
OLIVEIRA; BALDINI, 2017; ISHIKAWA, 2017).

O manjericéo é utilizado na culinéria, ideal para saladas,
pratos de massa, omeletes, sanduiches e molhos a base de
tomate. As folhas do manjericdo roxo sdo muito delicadas,
também utilizada no uso terapéutico (ISHIKAWA, 2017).
Suas folhas séo conhecidas como um natural e suave sedativo
para tratar de enjoos, vomitos e dores de estdbmago. O cha
decocto é Gtimo contra atrasos do ciclo menstrual. E
antiespasmaodica, gastrite, calmante leve, dor de cabeca. Pode
também ser misturado a agua do banho contra stress
(FRANGCA et al., 2016; OLIVEIRA; BALDINI, 2017).

Desta forma, as plantas medicinais séo utilizadas para o
tratamento de enfermidades humanas e muitas das
informagdes a respeito de seu uso vém através da sabedoria
popular (FEELAWS, 1992; YUNES; FILHO, 2001; FUNKE;
MELZIG, 2006; BIAVATTI et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2007; AGRA et al., 2007; CHAPLA et al., 2013). Dados da
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2002; CHAPLA et al.,
2013; FIGUEIREDO et al., 2014) mostram que cerca de 80%
da populagdo mundial faz uso de algum tipo de planta na busca
de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel
(WHO, 2002; CHAPLA et al., 2013; FIGUEIREDO et al,
2014). A utilizacdo de plantas medicinais como pratica
tradicional ainda existente entre os povos de todo 0 mundo.

As enzimas sdo esterases, celulases, proteases, lipases,
amilases (PETRINI et al., 1992; GONCALVES, 2016;
RAMOS et al., 2018) como a protease e amilase séo
necessarias para o crescimento e manutencdo do organismo
(DOCANTO; MENEZES, 1995). Dessa forma, estabelece
papel funcional dos fungos endofiticos, na deteccdo de
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enzimas (CARROLL; PETRINI, 1983; MARTINS et al.,
2016, FARIA et al., 2017; TOZZE et al., 2018; SILVA, 2018;
RAMOS et al., 2018).

A termo endofitico vem do grego éndon + phyton, que
significa “dentro da planta”, abrangendo bactérias, algas,
virus, insetos e fungos que estejam em harmonia simbi6tica
com a planta (SCHULZ; BOYLE, 2005; SPECION, 2015). O
termo endofitico estd direcionado principalmente para
bactérias e fungos. Sturdy e Cole (1974) os determinam de
microrganismos endogenos, enquanto Gardner et al., (1982) os
considera como bactérias residentes do vaso condutor do
xilema. Kloepper e Beauchamp (1992), adéqua o termo
“endofitico”, como microrganismos que ocorrem no interior
dos tecidos de plantas e aparentemente ndo causam sintomas
de doencas ao hospedeiro (PINTO, 2003; PIRES et al., 2015;
LOPES et al., 2017).

As definicBes de endofiticos dependem das perspectivas
pelas quais estdo sendo isolados e avaliados (ARAUJO et al.,
2008; FARIA, 2011; MISSI-DIAS, 2012; ARAUJO et al.,
2018). Com a interagdo mutualistica, os endofiticos recebem
nutrientes e protecdo da planta hospedeira e as plantas recebem
estimulo e sdo induzidas para o processo de germinacao
(HOLLAND, 1997; FREYERMUTH et al., 1996; SPECION,
2015), aumento do seu crescimento (HALLMANN et al.,
1997; BENT; CHANWAY, 1998; LOPES et al, 2017;), maior
resisténcia em ambientes de maior estresse (SAIKKONEM et
al., 1998), resisténcia contra patégenos (HALLMANN et al.,
1997; M’PIGA et al, 1997; RYU et al, 2006;
SENTHILKUMAR et al., 2007; SPECION, 2015). Entdo, 0s
endofiticos sdo importantes para o desenvolvimento da planta
hospedeira. Vale ressaltar que esta relacdo em condicGes de
estresse do hospedeiro pode ser negativa, podendo o0s
endofiticos desencadear sintomas de doengas (MAES et al.,
2009), ou ainda reduzir a capacidade fotossintética. Quando
isso ocorre o fungo passa a ser um fitopatégeno ocasionando
sintomas e danos as plantas (PINTO et al., 2000).

As proteases sdo utilizadas em diversas atividades
industriais, como, formulacdo de detergentes, processamento
de alimentos, bebidas, processamento de couro e pele, no
amaciamento de carne e fabricagdo e formulacdo de
medicamentos etc. A grande utilizagdo dessas enzimas
corresponde a 60% do mercado mundial de biocatalizadores,
atualmente avaliados em 1bilh&o de dolares (SOARES et al.,
1999; BARBOSA et al., 2015; RAMOS et al., 2018).

As enzimas sdo proteinas vitais que catalisam reacfes
bioguimica com grande especificidade, entre as enzimas estéo
as proteases, que catalisam a quebra das ligagGes peptidicas em
proteinas (RAO et al, 1998; OLIVEIRA, 2006;
GONGCALVES, 2016; SILVA, 2017). As proteases tém alta
atividade catalitica e especificidade de substrato, podem ser
produzidas em larga escala, tornando-se  assim
economicamente bem viaveis, Sdo fontes de proteases, 0s
vegetais, animais e microrganismos (fungos e bactérias), sdo
utilizadas fortemente na indUstria de detergentes, de cerveja,
couro, farmacéutica e alimenticia, como na coagulacdo do leite
para producdo de queijos, agente hidrolitico, na maturacao de
queijos, panificacdo, etc. (BJURLIN et al., 2002; KUMAR et
al., 2005; SILVA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2017;
ROCHA et al., 2017).

As proteases de origem vegetal sdo utilizadas em
diversos processos industriais como na fabricacdo de cervejas,
na elaboracdo de amaciantes de carne, na producdo de
hidrolizados de proteinas e na formulacdo de produtos
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farmacéuticos (LOPEZ, 2008; CUZZI, 2011; ORLANDELLI,
2012; TAVARES et al., 2012).

As enzimas proteoliticas de origem vegetal sao

provenientes principalmente do mamdo (papaina), figo
(ficina), e do abacaxi (bromelina) (GRIEBELER et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2016; SILVA, 2018).
A ficina ¢ uma enzima proteolitica extraida do latex de
diversas espécies do género Ficus (ROBINS, 1930;
GRIEBELER et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016; SILVA,
2018). E um principio ativo onde age em proteinas, possuindo
acdo antiparasitaria e anticoagulante (THOMEN, 1939;
CANCADO, 1944; SIQUEIRA et al., 2012). Na natureza
grande parte da atividade necessaria para o aproveitamento da
matéria organica é realizada por fungos e bactérias produtores
de enzimas. Tais micro-organismos representam excelente
fonte de enzimas devido a facilidade de manipulagdo genética
e a ampla diversidade bioquimica (GODFREY; WEST, 1996;
CUZzl, 2011; ORLANDELLI, 2012; BARBOSA et al.,
2015). Estes degradam as proteinas e utilizam seus produtos
como nutrientes para o seu crescimento.

A utilizag8o das enzimas nas industrias é extremamente

indispensavel, pois podem melhorar a qualidade de um
produto e tornar fécil a obtengéo deste, originam um produto
intermediario como por exemplo, as amilases e proteases que
tém a capacidade de fazer a reducéo da viscosidade dos sucos
de frutas tornando assim seu processo de clarificagdo mais
facil (LIMA et al., 2001; CUZZI, 2011; TAVARES et al.,
2012; SIQUEIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016;
SILVA, 2018; TOZZE et al., 2018).
Existem vérias enzimas que sdo consideradas as mais Uteis nas
industrias, tendo assim um maior mercado. Pode-se dizer que,
cada uma delas possui uma porcentagem de venda, sendo elas:
30% a 35% (Proteases de Bacillus), 10% a 12% (Amilase de
Bacillus), 10% a 12% (Renina bovina), 8% a 10%
(Glicoamilase), 5% a 7% (glico-isomerase), 2% a 4% (Renina
microbiana), 4% a 5% (Pectinase), 2% a 4% (Pancreatina),
4% a 6% (Papaina, bromelina), 2% a 3% (Lipase), 5% a 10%
(outras enzimas) (LIMA et al, 2001 CUZzZI, 2011;
TAVARES et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2012; OLIVEIRA
et al., 2016; SILVA, 2018; TOZZE et al., 2018).

Sabe-se que ao encontrar condi¢cBes favoraveis a sua
sobrevivéncia, os fungos sobrevivem no solo, plantas e dgua.
Alguns deles os endofiticos possuem a capacidade de sintetizar
produtos industriais como a amilase, protease, renina, acidos
organicos e outros (SANTIAGO; MOTTA, 2006; CUZZI,
2011; ORLANDELLI, 2012; TAVARES et al, 2012;
BARBOSA et al., 2015; GRIBELER et al., 2015; SILVA,,
2017; SILVA, 2018).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as
atividades proteoliticas e amiloliticas de fungos endofiticos
isolados de plantas medicinais e aromaticas, coletados do
Horto Florestal de Mamanguape-PB, Nordeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS
Caracterizacao da area de estudo

A area de pesquisa estd localizada na Depressao
Sublitoranea do Estado da Paraiba, na Mesorregido do Litoral
Norte, na Unidade Geoambiental dos Tabuleiros Costeiros.
Esta unidade acompanha o litoral de todo o nordeste brasileiro,
apresentando altitude média de 50 a 150 metros. Compreende
platdbs de origem sedimentar, que apresentem grau de
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entalhamento variavel, ora com vales estreitos e encostas
abruptas, ora abertos com encostas suaves e fundos com
varzeas. De modo geral, os solos sdo profundos e de baixa
fertilidade natural. O municipio de Mamanguape dista 50 km

da capital Jodo Pessoa-PB. A zona urbana esta a 6°35°05°” ao
sul da linha do Equador e a 35°23°50°* oeste do Meridiano de
Greenwich conforme a (Figura 1)

Figura 1-Localizacdo geogréafica do municipio de Mamanguape-PB.
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Fonte: Fonte: AESA (2012) organizado por Pires (2013).

O Horto Florestal do Litoral Norte da Paraiba foi criado
em 21 de dezembro de 1952, como Posto de Fomento Florestal
(POFOM), e tinha por funcéo a produgéo de mudas de plantas
nativas. Em 1992 passou a ser um Posto de Fiscalizagéo
Ambiental do IBAMA. O espac¢o também conta com uma area
de lazer para criangas e idosos, uma area de convivéncia, ideal
para piqueniques, uma sala de aula para praticas ambientais,
uma area destinada exclusivamente para abrigar mudas para
doacdo a comunidade, e um espaco para pesquisas dede
Ecologia, Agroecologia, Produ¢do de Mudas e Melhoramento
Genético de Plantas, Horta Orgénica e uma Farmécia Viva de
Plantas Medicinais (Figura 4).

O Horto Florestal Municipal se encontra como um 6rgéo
de preservacéo do Municipio. Entre os principais objetivos do
Horto Florestal estdo a conservagdo da fauna e flora nativa, a
producdo de mudas para arborizagdes, reflorestamentos e
praticas de Educacdo Ambiental com as Escolas do Municipio
do Estado e da UFPB Campus Il e IV. A partir da sua
reinauguracdo em setembro de 2017 até os dias atuais diversas
as acdes educativas sdo promovidas pelo Horto, sendo
evidenciadas aquelas vinculadas a Trilha Ecoldgica.

As amostras de folha de horteld e as trés variedades das
espécies de manjericdo roxo, manjericdo verde, (roxo, verde e
modificado geneticamente) Mentha spicata L. (horteld da
folha miuda), Ocimum basilicum L. (manjericdo verde),
Ocimum purperaceus (manjericdo roxo) e o geneticamente
modificado (manjericdo), foram coletadas no Horto Florestal
de Mamanguape, acondicionadas em sacos de papel
devidamente etiquetados e levadas ao laboratério, para andlise.

O material coletado foi lavado abundantemente com agua
corrente e detergente neutro para retirar epifiticos. Em seguida,
o mesmo sofreu fragmentacdo em discos com auxilio de
vazador comum estéril de 5 mm de didmetro.

Ap06s esse processo, 0 material foi esterilizado em alcool 70%
por 1 minuto, em hipoclorito de sddio 3% por 4 minutos,
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seguido de trés lavagens com &gua destilada esterilizada
durando 1 minuto cada lavagem. Em seguida, a assepsia 0s
discos foliares foram transferidos para placas de Petri, em
triplicata, contendo o meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
(BDA\), acrescido com cloranfenicol (50 mg L™?).

Seis discos, equidistantes, de cada uma das amostras
foram colocados por placa. Estas foram incubadas a
temperatura ambiente (28 + 2°C) e observadas diariamente.
Para avaliar a eficiéncia do método, uma aliquota da ultima
lavagem foi semeada em placa de Petri contendo o meio de
cultura (BDA).

Ap6bs o desenvolvimento (2-4 dias), as colénias foram
transferidas para tubos de ensaio contendo o meio BDA e
mantidas nas mesmas condicOes ambientais até a identificagdo
das espécies (Figura 8). Em seguida, foi feita a purificacdo das
coldnias.

A identificagdo dos fungos endofiticos isolados das
espécies foi realizada na Micoteca URM do Departamento de
Micologia da Universidade Federal do Pernambuco, Recife,
Nordeste do Brasil.

A identificagdo das espécies ocorreu por meio da observacao
de caracteristicas macroscépicas (cor, consisténcia, presenca
de pigmentos etc.) das coldnias e caracteristicas microscopicas
(morfologia de estruturas e sométicas). Os aspectos foram
comparados com base nas chaves taxonémicas (BUTTON,
1980; BARNETT; HUNTER, 1987; HALIN, 2000).

Todos os meios de cultura tiveram seu pH ajustado para 6,5,
foram acrescidos de antibidtico clorafenicol (50 mg L) e
esterilizados em autoclave a 120°C, durante 20 minutos a 1
atm.

Na primeira fase da preparacdo do meio de cultura, 10 g
de leite desnatado foi dissolvido em 100 ml de agua destilada,
em seguida autoclavado por trinta minutos durante dois dias
seguidos com valvula aberta. Na segunda fase, os demais
compostos foram solubilizados na agua destilada e a solucéo
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foi autoclavada a 120°C a latm durante 20 minutos. Ap6s o
resfriamento a +45°C, estes foram misturados e vertidos em
aliquotas de 10 ml em placas de Petri.

Na primeira fase os componentes do meio de amilase
foram pesados em uma balanca analitica (extrato de levedura,
amido solGvel e o0 meio minimo M9.), em seguida todos 0s
compostos foram solubilizados na &gua destilada, em 1.000
ml, fundindo por 5 minutos. Na segunda fase, a solugdo foi
autoclavada a 120°C a latm durante 20 minutos. Apds o
resfriamento a +45°C, estes foram misturados e vertidos 10 ml
em placas de Petri.

Um fragmento de cada amostra a ser testada foi
inoculado no centro de placa de Petri distintas contendo o meio
de cultura BDA, estas foram incubadas a temperatura ambiente
(28 £ 2°C) durante 08 dias. Ap6s o seu desenvolvimento, com
0 auxilio de vazador de 5 mm de didmetro obteve-se os blocos
com gelose ou os discos. Posterior os discos foram postos em
placas com o meio de caseina (protease) e amilase.

A atividade proteolitica foi verificada através da
degradacédo da caseina. Em que discos padronizados, de cada
espécie fangica a ser testada foram inoculados no centro de
placas de Petri contendo o meio caseina e incubados a
temperatura ambiente (28 = 2°C) durante 8 dias, para
observacdo da formacéo de halo de crescimento.

Para a verificacdo da hidrdlise da caseina aplicou-se um
revelador, sobre 0 meio na placa de Petri durante 10 minutos,
composto por 12g de cloreto de mercurio e 16 ml de acido
cloridrico concentrado, dissolvidos em 80 ml de dgua destilada
(FRAIZER, 1926). O halo de degradacdo da protease foi
mensurado em milimetros (mm) com o auxilio de uma régua
milimétrica.

A atividade amilolitica foi verificada através da
degradacdo do amido. Em que discos padronizados de cada
espécie fangica a ser testada foram inoculadas no centro de
placas de Petri, contendo o meio de amilase (Extrato de
levedura (v/v) 0,5g, amido soltvel (v/v) 10g, meio minimo M9
(an), peptona 10g, extrato de carne 3.0g, cloreto de sddio
(NaCl) 5.0g, Agar 159, 4gua destilada 1.000ml), e incubados a
temperatura ambiente (28 * 2°C) durante 8 dias, para
observacdo da formacéo de halo de crescimento.

Para a verificacdo da degradacéo do amido aplicou-se um
revelador, sobre 0 meio na placa de Petri durante 10 minutos,
composto por solucdo lugol (5 g de KI; 1 g de iodo; 100 ml de
H.0) sobre a superficie do meio de cultura. Apds 10 minutos,
a solucdo lugol foi descartada e a atividade amilolitica
detectada pela formacéao de halo amarelado circundando zona
azulada. O halo de degradacdo da amilase foi mensurado em
milimetros (mm) com o auxilio de uma régua milimetrada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies de fungos endofiticos isolados encontrados
nas folhas sadias da Mentha spicata L. (Horteld da folha
milGda), do Ocimum basilicum L (Manjericdo verde), do
Ocimum purpuraceus (Manjericdo roxo) e da espécie de
manjericdo geneticamente modificada, foram um total de 47
isolados de 8 fungos endofiticos, conforme apresenta a (Tabela
1).

Tabela 1 - Ocorréncia de fungos endofiticos identificados nas espécies Mentha spicata L. Ocimum basilicum L., Ocimum

basilicum e Ocimum purperaceus.

Colbnia (n°)
Téxons Material Biolégico
Horteld Manjericdo
Verde Roxo Mod. Total

Colletotrichum gloeosporioides 4 3 5 4 16
(Penz.) Sacc.

Drechslera australiensis 1 - - 2 3
Fusarium lateritium (Nees.) - 2 1 1 4
Guignardia bidwellii (Ell.) Viala e Ravaz 1 2 2 2 7
Nigrospora aryzae (Berk e Br.) Petch. 3 - 1 - 4
Nigrospora spherica (Sacc.) Mason 1 2 1 4 8
Ophiaparodia pulchra (Petrak e Ciff.) - 1 2 - 3
Xilaria spp. (Hill e H.Schrenk) 1 1 - - 2
Total de isolados 11 11 12 13 47

Fonte: Pesquisa de campo, 2018.

A maior incidéncia de fungos endofiticos isolados das
folhas Mentha spicata L. (Hortela da folha midda), do Ocimum
basilicum L (Manjericdo verde) do Ocimum purpuraceus
(Manijericao roxo) e da espécie de manjericdo geneticamente
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modificada, foi verificada para as espécies C. gloeosporioides
(34,04%), seguido de N. spherica (17,02%) e G. bidwellii
(14,89%), conforme a (Tabela 2).






Tabela 2- Ocorréncia de fungos endofiticos isolados de Mentha spicata L. Ocimum basilicum L., Ocimum basilicum e Ocimum

purperaceus.
Téxons Colénia (n°) Taxa (%)
Colletotrichum gloeosporioides 16 34,04
Drechslera australiensis 3 6,38
Fusarium lateritium 4 8,51
Guignardia bidwellii 7 14,89
Nigrospora aryzae 4 8,51
Nigrospora spherica 8 17,02
Ophiaparodia pulchra 3 6,38
Xilaria spp. 2 4,27
Total de isolados 47 100

Fonte: Pesquisa de campo, 2018.

Resultados semelhantes foram obtidos por Silva et al.
(2006), os quais verificaram a presenca das espécies dos
géneros Colletotrichum, Drechslera, Nigrospora, Fusarium,
Guignardia e Aspergillus endofitico de plantas de pinha e
graviola. Alguns desses fungos endofiticos foram também
constatados em outras espécies vegetais, tais como
maracujazeiro-amarelo (LUZ et al., 2006), -cafeeiro
(FERRERA et al., 2005) e coqueiro (MARIANO et al., 1997).
A composicdo microbiana endofitica, segundo Carroll (1988),
pode variar em funcdo da espécie vegetal, distribuicdo
geogréfica, idade da planta, precipitacdo anual entre outros

fatores Ambientais/climaticos A atividade proteolitica dos
fungos endofiticos isolados de Mentha. Spicata L. e Ocimum.
Basilicum L., Ocimum purpuraceus e a geneticamente
modificada foram verificadas através da possivel capacidade
de degradar no meio de cultura a caseina do leite.

De acordo com os dados obtidos da (Tabela 3), pode-se
verificar que dos oito géneros de fungos endofiticos isolados
que apresentaram atividade proteolitica foram todos os dos
géneros: Colletotrichum, Drechslera, Fusarium, Guignardia,
Nigrospora, Ophiaparodia e Xilaria sp.

Tabela 3- Atividade proteolitica dos fungos endofiticos isolados de Mentha spicata L. Ocimum basilicum L., Ocimum basilicum

e Ocimum purperaceus.

Fungos Endofiticos

Atividade Proteolitica

Horteld Manjericdo

Verde Roxo Mod.

Colletotrichum gloeosporioides

C. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

O O O O O O O O O O] O O O O

. gloeosporioides

Drechslera australiensis
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D. australiensis

D. australiensis

Fusarium lateritium

F. lateritium

F.lateritium

F. lateritium

Guignardia bidwellii

G. bidwellii

G. bidwellii

G. bidwellii

G. bidwellii

G. bidwellii

G. bidwellii

Nigospora. Aryzae

N. aryzae

N. aryzae

N. aryzae

N. sphearica

N. sphearica

N.sphearica

N. sphaerica

N. sphaerica

N. sphaerica

N.sphearica

N. spherica

Ophiaparodia pulchra

O. pulchra

O. pulchra

Xilaria spp

Xilaria spp

Auséncia (-) e presenca (+) de halo de degradacéo.
Fonte: Pesquisa de campo, 2018.

Apos o periodo de incubacdo dos fungos endofiticos
isolados (Tabela 3) no meio de caseina, durante oito dias e com
o0 uso do revelador, houve a diminuicdo da area de clareamento
do halo de crescimento indicando que a caseina presente no
meio havia sido degradada, enquanto que a intensificacdo da
transparéncia do halo indicou a ocorréncia de protease.

O célculo do Indice Enzimatico (IE), realizado ap6s 8
dias de incubacéo, é uma ferramenta prética e rapida de selecéo
e comparacdo da producdo de diferentes enzimas por
diferentes microrganismos, uma vez que ele correlaciona o
didametro do halo de degradacdo e o didmetro da colénia do
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microrganismo estudado. Recomenda-se um valor do indice de
atividade enzimatica > 2,0 para mostrar a habilidade do
microrganismo em degradar amido em meio solido. Esta
correlacdo nos da atividade qualitativa da atividade enzimatica
(LEALEM; GASHE, 1994).

Como verificado na (Tabela 4), os microrganismos que
mais tiveram atividade proteolitica, em nimero de espécies,
foram do género Colletochtricum, seguido de Nigrospora,
Fusarium e Guignardia. Onde o maior indice Enzimatico foi
obtido para a espécie Guignardia bidwelli.
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Tabela 4 - Atividade proteolitica das espécies fungicas mais frequentes isolados de Mentha spicata L. Ocimum basilicum L.,
Ocimum basilicum e Ocimum purperaceus.

Espécies Diametro do fungo Diametro d~o halo de indice Enzimatico
(mm) degradacdo (mm) (IE)! (mm)
Colletotrichcum gloeosporioides 23 32 1,39
C. gloeosporioides 63 72 1,14
C. gloeosporioides 71 84 1,18
C. gloeosporioides 65 73 1,12
C. gloeosporioides 41 54 1,31
C. gloeosporioides 49 63 1,28
C. gloeosporioides 31 52 1,67
Drechslera australiensis 39 52 1,33
Fusarium lateritium 62 73 1,17
F. lateritium 46 59 1,28
Guignardia bidwellii 14 35 2,50
G. bidwellii 13 36 2,76
Nigrosora. aryzae 30 37 1,23
N. aryzae 57 68 1,19
N. sphearica 40 58 1,45
N. sphearica 25 39 1,56
N. sphearica 37 48 1,29
N. sphearica 36 45 1,25
N. sphearica 38 49 1,28
Ophiaparodia pulchra 72 78 1,08
Xilaria spp 50 64 1,24

10 indice enzimatico representa o didmetro do halo de degradagdo/ didmetro da col6nia.
Fonte: Pesquisa de campo, 2018.

Nos resultados da andlise de variancia apresentadas na  significativas, ao nivel de 5% de probabilidade, entre o0s
tabela 5, foram encontradas evidéncias de diferengas tratamentos, com relagdo ao didmetro medio do fungo (mm).

Tabela 5- Anélise de variancia da atividade proteolitica acerca do didmetro médio (mm) do fungo em relacdo ao didmetro médio
(mm) do halo de degradacéo e indice enziméatico médio (mm).

Causas de variacdo GL Soma de Quadrados Quadrados Médios F Sig.
Tratamentos 7 4310,021250 615,717321 3,74 0,01
Residuos 16 2631,805000 164,487813
Total 23 6941,826250

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Nos resultados da andlise de variancia apresentadas na  tratamentos, com relacdo ao didmetro médio (mm) do halo de
tabela 6, ndo foram encontradas evidéncias de diferencas  degradacéo.
significativas, ao nivel de 5% de probabilidade, entre os

Tabela 6- Anélise de variancia da atividade proteolitica acerca do didmetro médio (mm) do halo de degradacdo em relagdo ao
didmetro médio (mm) do fungo e indice enziméatico médio (mm).

Causas de variacdo GL Soma de Quadrados Quadrados Médios F Sig.
Tratamentos 7 2717,110714 388,158673 2,45 0,07
Residuos 16 2537,514286 158,594643
Total 23 5254,625000

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
significativas, ao nivel de 5% de probabilidade, entre os

Nos resultados da andlise de variancia apresentadas na R P g
tratamentos, com relacdo indice enziméatico médio (mm).

tabela 7, foram encontradas evidéncias de diferencas

Tabela 7- Analise de variancia da atividade proteolitica acerca do indice enzimatico médio (mm) em relagdo ao diametro médio
(mm) do fungo e diametro médio (mm) do halo de degradacéo.

Causas de variacdo GL Soma de Quadrados Quadrados Médios F Sig.
Tratamentos 7 3,59958333 0,51422619 21,10 0
Residuos 16 0,39000000 0,02437500
Total 23 3,98958333

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Os resultados da Tabela 8, indicam que o fungo G.
bidwellii teve uma atividade enzimatica significativamente
superior (IE= 2,62) ao nivel de p < 0,05 ao demais fungos e
considerado como viavel para producao da enzima em questéo,

uma vez que os demais apresentaram valores de IE abaixo de
2,0. O menor valor foi verificado para a espécie Ophiaparodia
pulchra apresentando IE de 1,10 (Tabela 8).

Tabela 8 - Média da atividade proteolitica das espécies fungicas mais frequentes isolados.

Didmetro do fungo (mm)

Diametro do halo de indice Enzimatico

Espécies degradacdo (mm) (mm)

C. gloeosporioides 49,00% 61,43%¢ 1,30°
D. australiensis 39,00 52,00%° 1,30°
F. lateritium 54,002 66,002 1,25°
G. bidwellii 13,50¢ 35,50°¢ 2,652

N. aryzae 43,500 52,5030¢ 1,20°

N. sphearica 35,200 47,802¢ 1,40°

O. pulchra 72,002 78,002 1,10°
Xylaria spp 49,95 64,002 1,20°

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Duncan p < 0,05).

Os fungos endofiticos produzem proteases em substratos
especificos “in vitro” e durante a colonizacdo, degradando as
proteinas. Suas enzimas atuam no processo de penetragdo,
inclusive na fase de adesdo, antes mesmos da germinacao dos
conidios. Onde as proteases participam do processo de
degradacdo e hidrolisam cadeias polipeptidicas em moléculas
menores auxiliando assim na nutricdo (BRAGA et al., 1994;
ST LEGER et al., 1997; ALVES, 1998).

Ja na atividade amilolitica dos fungos endofiticos
isolados de Mentha spicata e Ocimum basilicum foi verificada
através da possivel capacidade de degradar no meio de cultura
0 amido. Baseando-se nos dados da Tabela 6, pode verificar-
se que dos 7 géneros de fungos endofiticos isolados os que
apresentaram atividade amilolitica foram todos os 7 géneros:
Colletotrichum, Drechslera, Fusaium,  Guignardia,
Nigrospora, Ophiaparodia e Xilaria sp conforme a tabela 9

Tabela 9 - Atividade amilolitica dos fungos endofiticos isolados de Mentha spicata L. Ocimum basilicum L., Ocimum basilicum

e Ocimum purperaceus.

Atividade Amilolitica

Fungos Endofiticos

| Manjericio
Verde Roxo

Hortela
Mod.

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

+ |+ |+

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. gloeosporioides

. australiensis

. australiensis

. australiensis

. lateritium

. lateritium

. lateritium

. lateritium

. bidwellii

. bidwellii

OQOOIOIMMMMO|IOIOOOINO00I0000[00|0[0[0[|0

. bidwellii
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. bidwellii

. bidwellii

. bidwellii

. bidwellii

. aryzae

. aryzae

. aryzae

. aryzae

. Sphearica

. Sphearica

. Sphearica

. Sphearica

. Sphearica

. Sphearica

. Sphearica

+ |+ |+

. Sphearica

. pulchra

. pulchra

o|lo|o|Zz(Z|1Z2|Z2|1Z2|I1Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2|1Z2|0|0|O|®

. pulchra

Xilaria spp

Xilaria spp

Auséncia (-) e presenca (+) de halo de degradacéo.

Apb6s o tempo de incubagdo dos fungos no meio de
amido, durante 8 dias e com o uso do revelador, houve a
diminui¢do da éarea de clareamento do halo de crescimento
indicando que amido presente no meio havia sido degradado,
enquanto que a intensificagdo no clareamento do halo indicou
a ocorréncia de amilase verdadeira como pode ser verificado
na (Figura 11).

O célculo do Indice Enzimatico (IE), realizado ap6s 8
dias de incubagdo como verificado na (Tabela 11), os
microrganismos gue mais tiveram atividade amilolitica, em
namero de espécies, foram do género Nigrospora, seguido de
Colletotrichum, Guignardia, Drechslera, Ophiaparodia e
Xilaria spp. Onde o maior indice Enzimatico foi obtido para a
espécie. Guignardia bidwellii.

Tabela 10 - Atividade amilolitica das espécies fungicas mais frequentes isolados de Mentha spicata L. Ocimum basilicum L.,

Ocimum basilicum, Ocimum purperaceus.

Diametro do fungo

Diametro do halo de indice Enzimatico

Espécies
(mm) degradacéo (mm) (IE)* (mm)
C. gloeosporioides 14 30 2,14
C. gloeosporioides 24 38 1,58
C. gloeosporioides 45 56 1,24
C. gloeosporioides 38 48 1,26
C. gloeosporioides 40 52 1,30
D. australiensis 27 44 1,62
D. australiensis 30 41 1,36
F. lateritium 31 67 2,16
G. bidwellii 16 40 2,50
G. bidwellii 16 48 3,00
G. bidwellii 14 40 2,85
N. aryzae 64 68 1,06
N. aryzae 36 45 1,25
N. aryzae 23 35 1,52
N. aryzae 29 53 1,82
N. sphaerica 19 30 1,57

Rev.Bras.de Gestdo Ambiental (Pombal, PB)13(03)05-22, jul./set. 2019.



Atividades enzimaticas de fungos endofiticos isolados de plantas medicinais e aromaticas

N. sphaerica 19
N. sphaerica 23
N. sphaerica 28
N. sphaerica 21
O. pulchra 29
O. pulchra 31
Xilaria spp 64
Xilaria spp 53

32 1,68
45 1,95
53 1,89
49 2.33
46 1,58
49 1,58
79 1,24
68 1,28

10 indice enzimatico representa o diametro do halo de degradacao/ diametro da coldnia.

Fonte: Pesquisa de campo, 2018.

Nos resultados da andlise de variancia apresentadas na
tabela 11, foram encontradas evidéncias de diferencas

significativas, ao nivel de 5% de probabilidade, entre os
tratamentos, com relacdo ao didmetro médio do fungo (mm).

Tabela 11- Analise de variancia da atividade amilolitica acerca do diametro médio (mm) do fungo em relacéo ao didmetro médio

(mm) do halo de degradac&o e indice enzimatico médio (mm).

Causas de variagéo GL Soma de Quadrados Quadrados Médios F Sig.
Tratamentos 7 2867,457933 409,636848 3,94 0,01
Residuos 17 1768,471667 104,027745

Total 24 4635,929600

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Nos resultados da andlise de variancia apresentadas na
tabela 12, foram encontradas evidéncias de diferencas

significativas, ao nivel de 5% de probabilidade, entre os
tratamentos, com relagdo ao didmetro médio (mm) do halo de
degradacéo.

Tabela 12- Analise de variancia da atividade amilolitica acerca do didmetro médio (mm) do halo de degradacdo em relacdo ao

didmetro médio (mm) do fungo e indice enziméatico médio (mm).

Causas de variacdo GL Soma de Quadrados Quadrados Médios F Sig.
Tratamentos 7 2407,711933 343,958848 3,72 0,01
Residuos 17 1570,521667 92,383627

Total 24 3978,233600

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Nos resultados da andlise de variancia apresentadas na
tabela 13, foram encontradas evidéncias de diferengas

significativas, ao nivel de 5% de probabilidade, entre os
tratamentos, com relagdo ao indice enzimatico médio (mm).

Tabela 13 - Anélise de variancia da atividade amilolitica acerca do indice enziméatico médio (mm) em relagéo ao diametro médio

(mm) do fungo e didmetro médio (mm) do halo de degradacdo.

Causas de variacdo GL Soma de Quadrados Quadrados Médios F Sig.
Tratamentos 7 5,05154433 0,72164919 8,64 0
Residuos 17 1,41923167 0,08348422

Total 24 6,47077600

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Observa-se na Tabela 8, que foi produzida atividade
amilolitica por F. lateritium e G. bidwellii. Entretanto,
verifica-se que a média do IE para o fungo F. lateritium ndo
apresentou diferenca significativa em relacdo aos demais
fungos. A média aritmética da atividade amilolitica dos 24

fungos que apresentaram a degradacdo do meio de amido,
verificou-se que o maior indice enzimatico deu-se para a
espécie, Guignardia bidwellii em que seu IE teve o valor de
2,78 enquanto que o menor foi verificado na espécie Xilaria
spp apresentando IE de 1,28 (Tabela 14).

Tabela 14 - Média da atividade amilolitica das espécies fungicas mais frequentes isolados.

Diémetro do fungo

Diametro do halo de indice Enzimatico (mm)

Espécies (mm) degradacéo (mm)
C. gloeosporioides 32,20°¢ 44,80° 1,50
D. australiensis 28,50° 42,50° 1,49¢
F. lateritium 30,95 66,95% 2,15°
G. bidwellii 15,33¢ 42,66° 2,782
N. aryzae 38,00P 50,250 1,41
N. sphearica 22,00 41,80° 1,88
O. pulchra 30,000 47,50° 1,58
Xylaria spp 58,502 73,50° 1,26¢
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Duncan p < 0,05).

A producéo de amilase por fungos endofiticos varia de
acordo com o género e a espécie (GRIFFIN, 1994) e, segundo
Dianese (1989), as amilases sdo comuns em fungos,
permitindo a hidrdlise do amido até glucose. Segundo Annis e
Goodwin (1997), as diferentes enzimas de cada grupo de
enzimas que degradam a parede celular podem ter diferentes
funcbes, incluindo a obtencdo de nutrientes durante o
crescimento saprofitico. A habilidade de varias espécies de
fungos em produzir enzimas é bastante variavel.

CONCLUSAO

Esta pesquisa contribuiu na busca por novas alternativas
biotecnoldgicas, bem como, na importancia da conservagéo
dos recursos naturais, na valorizacdo e no reconhecimento da
legitimidade dos saberes populares e tradicionais com a
experimentacdo e validagdo cientifica.

A metodologia aplicada no estudo permitiu o isolamento
de fungos pertencentes a dois grupos diferentes os fungos
anamorficos e o Filo Ascomycota. Corroborando assim, com
os resultados encontrados nas literaturas, predominaram nas
amostras de hortela e manjericdo o grupo dos anamorfilcos.
Dos 47 isolados de fungos endofiticos 21 apresentaram
atividade proteolitica havendo predominéncia do género
Colletotrichum.

A espécie Guignardia bidwellii teve o maior indice
enzimatico, tato nas atividades proteoliticas como amiloliticas.
Com relacdo a atividade amilolitica, dos 47 isolados de fungos
endofiticos, 24 houve predominancia do género Nigrospora.
Uma vez identificada a acdo proteolitica e amilolitica dos
fungos endofiticos da horteld e manjericdo, tem-se novas
perspectivas, em relagdo ao potencial biotecnolégico.
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