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RESUMO

Fungos endofiticos podem ser definidos como microrganismos que habitam o interior
de vegetais em alguma ou toda parte do seu ciclo de vida sem que prejuizos sejam notados. A
complexidade na interagdo entre endofito e planta ainda é muito questionada, tornando-se
necessarios estudos que visem compreender a relacdo. Um bioma importante a ser explorado ¢
a Mata Atlantica, uma das florestas tropicais mais ricas em diversidade e que possui apenas 2%
do seu territorio protegido por Unidades de Conservagdo (UCs). Entre as UCs da Mata
Atlantica, a Reserva Biologica de Pedra Talhada (REBIO de Pedra Talhadada), situada nos
estados de Alagoas e Pernambuco, possui grande diversidade vegetal, onde também se encontra
a planta Miconia mirabilis. Endofitos fingicos sdo conhecidos por seu potencial biotecnologico
através da producao de metabdlitos secundarios, como a enzima L-asparaginase, importante nas
industrias farmacéutica e alimenticia. O objetivo desse estudo foi determinar a diversidade de
fungos endofiticos de M. mirabilis na Reserva Biologica de Pedra Talhada e verificar o
potencial dos endofitos na producdo da enzima L-asparaginase. O isolamento foi realizado
através de coleta de folhas de M. mirabilis em éarea natural e area antropizada da REBIO de
Pedra Talhadada. Apo6s a purificagdo, os isolados foram identificados por taxonomia
morfologica e/ou molecular. Indices ecoldgicos foram utilizados para estimar riqueza e
diversidade das areas estudadas, e arvores filogenéticas utilizando sequencias de DNA foram
construidas para agrupar os fungos endofiticos estudados. Um total de 270 fungos foram
i1solados, sendo Xylaria o género mais frequente, seguido de Colletotrichum e Nemania. O
estudo apresentou uma alta taxa de coloniza¢dao dos fragmentos foliares (>90%) o que pode
estar relacionado ao periodo de estudo (chuvoso) e a area coletada (floresta tropical umida).
Apesar de um alto nimero de isolados de fungos endofiticos, a diversidade foi relativamente
baixa e ndo mostrou diferenga entre as areas. A dominancia de alguns géneros pode estar
relacionada a uma diversidade menor que outros estudos com fungos endofiticos. Novidades
taxonOmicas sdo comuns em estudos de comunidades endofiticas sendo a espécie Penicillium
alagoense descrita nesse estudo. Alguns fungos foram selecionados e testados quanto a
producao da enzima L-asparaginase e o isolado N39 do género Diaporthe foi o maior produtor
(1,59 U/g). Alguns fungos endofiticos ja foram relatados como bons produtores de L-
asparaginase, sendo os géneros Aspergillus e Penicillium bastante citados na literatura. Esse foi
o segundo estudo que mostra Diaporthe como produtor da enzima. E necessario estudos a
respeito da diversidade de fungos endofiticos em plantas ainda ndo estudadas e nos diversos

ecossistemas, ressaltando a importancia da conservagdo desses biomas. A manuten¢do dos



fungos endofiticos em seu habitat natural ¢ importante para possiveis estudos que ampliem o
conhecimento de sua diversidade e distribuicdo, bem como a utiliza¢ao desses microrganismos

como potenciais produtores biotecnologicos.

Palavras-chave: Biodiversidade brasileira. Endofitos fingicos. Enzimas. Riqueza de fungos.



ABSTRACT

Endophytic fungi can be defined as microorganisms that inhabit the interior of plants in
some or all of their life cycle without damage being noticed. The complexity of the interaction
between endophyte and plant is still very much questioned, making studies that aim to
understand the relationship necessary. An important biome to be explored is the Atlantic Forest,
one of the tropical forests richest in diversity and which has only 2% of its territory protected
by Conservation Units (UCs). Among the UCs of the Atlantic Forest, the Pedra Talhada
Biological Reserve (REBIO de Pedra Talhadada), located in the states of Alagoas and
Pernambuco, has great plant diversity, where the Miconia mirabilis plant is also found. Fungal
endophytes are known for their biotechnological potential through the production of secondary
metabolites, such as the enzyme L-asparaginase, important in the pharmaceutical and food
industries. The aim of this study was to determine the diversity of M. mirabilis endophytic fungi
in the Pedra Talhada Biological Reserve and to verify the potential of endophytes in the
production of the enzyme L-asparaginase. The isolation was accomplished by collecting leaves
of M. mirabilis in a natural and anthropized area of REBIO in Pedra Talhadada. After
purification, the isolates were identified by morphological and/or molecular taxonomy.
Ecological indexes were used to estimate the richness and diversity of the studied areas, and
phylogenetic trees using DNA sequences were built to group the studied endophytic fungi. A
total of 273 fungi were isolated, Xylaria being the most frequent genus, followed by
Colletotrichum and Nemania. The study showed a high rate of colonization of leaf fragments
(> 90%) which may be related to the study period (rainy) and the area collected (humid tropical
forest). Despite a high number of isolates of endophytic fungi, the diversity was relatively low
and showed no difference between areas. The dominance of some genera may be related to a
lower diversity than other studies with endophytic fungi. Taxonomic novelties are common in
studies of endophytic communities and the species Penicillium alagoense is described in this
study. Some fungi were selected and tested for the production of the L-asparaginase enzyme
and the N39 isolate of the genus Diaporthe was the largest producer (1.59 U / g). Some
endophytic fungi have already been reported as good producers of L-asparaginase, with the
genera Aspergillus and Penicillium being widely cited in the literature. This was the second
study showing Diaporthe as an enzyme producer. Studies are needed regarding the diversity of
endophytic fungi in plants not yet studied and in the different ecosystems, highlighting the

importance of the conservation of these biomes. The maintenance of endophytic fungi in their



natural habitat is important for possible studies that expand the knowledge of their diversity and

distribution, as well as the use of these microorganisms as potential biotechnological producers.

Keywords: Brazilian biodiversity. Fungal endophytes. Enzymes. Richeness of fungi.
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1 INTRODUCAO

Fungos endofiticos sao definidos como microrganismos que habitam em todo, ou
pelo menos um periodo de seu ciclo de vida, o interior de vegetais sem causar prejuizos
aparentes (Azevedo e Araujo, 2007; Hyde e Soytong, 2008; Suryanarayanan et al., 2005;
White Jr. e Bacon, 2012, Hardoim et al., 2015).

E estimado que existam entre 2.2 e 3,8 milhdes de espécies de fungos no mundo,
entretanto, apenas aproximadamente 120 mil foram descritas até entdo, menos de 10% da
estimativa total (Hawksworth e Liicking, 2017). No que diz respeito a diversidade
endofitica, das mais de 300 mil espécies vegetais, apenas uma pequena parcela tem
comunidade endoéfitica j& caracterizada (Strobel et al., 2001). Entretanto, endofitos
correspondem um consideravel nimero de fungos ainda ndo descritos (Baucom et al.,
2012), reforcando a necessidade de estudos que fornecam informagdes a respeito da
diversidade e distribuicdo global desses microrganismos (Suryanarayanan, 2013; Vaz et
al., 2014).

A interacdo endofito x hospedeiro € complexa e pouco compreendida (Owen e
Hundley, 2004; Compant et al., 2016). Duas hipoteses principais s3o levantadas: a do
equilibrio antagdnico e a da simbiose mutualistica (Schluz e Boyle, 2005; Kogel et al.,
2006). No entanto, sabe-se que esses microrganismos € suas interacdes com seus
hospedeiros atuam no desenvolvimento das plantas, bem como na defesa a estresse,
doencas e insetos (Clay, 1988; Azevedo et al., 2000; Tadych et al., 2012; White Jr. e
Bacon, 2012; Santoyo et al., 2016). Além disso, acredita-se que a diversidade da
comunidade endoéfitica estd associada com fatores ligados a caracteristicas do vegetal, do
microrganismo e¢ do ambiente onde ocorre a interacao (Dudeja e Giri, 2014).

Assim sendo, os biomas brasileiros (hotspots) se sobressaem por abrigarem
enorme diversidade (Noriler et al., 2018). Um desses “hotspots” ¢ a Mata Atlantica, uma
das areas mais ricas em diversidade, porém que abriga muitas espécies ameacadas. A
regido ocupa cerca de 15% do territorio brasileiro, abrangendo 17 estados (SOS Mata
Atlantica, 2019).

A antropiza¢do constante desde a colonizacdo e a exploracdo excessiva dos
recursos naturais vem acarretando fortes perdas de diversidade bioldgica, resultando em
apenas 12,4% de area original de Mata Atlantica atualmente (Verissimo et al.,2004; SOS

Mata Atlantica, 2019).



Ferro, L. O. - Diversidade de fungos endofiticos de Miconia mirabilis [(aubl.) ........ 19

Com a finalidade de conservar e proteger a diversidade bioldgica “in situ” foram
criadas no Brasil as Unidades de Conservagao (UCs), porém menos de 2% do bioma Mata
Atlantica possui alguma protegdo legal (Braz e Cavalcanti, 2001; Tabarelli et al., 2005)
Entre as UCs na Mata Atlantica, encontra-se a reserva Bioldgica de Pedra Talhada
(REBIO de Pedra Talhada), situada nos estados de Alagoas (nos municipios de Cha Preta
e Quebrangulo) e Pernambuco (nos municipios de Correntes € Lagoa do Ouro) foi criada
em 13 de dezembro de 1989, com o objetivo de proteger a Mata Atlantica. A REBIO esta
localizada em 4rea de transi¢do entre a Floresta Estacional e a Caatinga e retrata partes de
florestas umidas rodeadas por floresta seca (ICMBio, 2019).

Dentre a diversidade vegetal da REBIO, encontra-se a espécie Miconia mirabilis
(Aubl.) L.O. Williams (Melastomataceae) caracterizada por crescimento muito rapido e
valorizagdo na restauracdo de areas degradadas (Pessoa et al.,, 2012). A familia
Melastomataceae vem sendo promissora devido a pesquisas de investigagdo biologica e
fotoquimica, pois além de apresentarem alto nimero de espécies, ainda sdo pouco
estudadas (Leite, 2009).

Sado diversos os estudos que demostram que os endodfitos possuem grande
potencial para a producdo de metabolitos de interesse biotecnoldgico, tais como
antimicrobianos (Nascimento et al., 2015; Malhadas et al., 2017; Eze et al., 2018),
substancias antitumorais (Chandra, 2012; Cheng et al., 2016; Li et al., 2018) e enzimas,
como por exemplo, a L-asparaginase (Bezerra et al., 2012; Silva et al, 2018; Padua et al.,
2018).

Uma das enzimas recentemente estudada para a produgao através de endofitos € a
L-asparaginase, pois devido a sua ac¢do de hidrolise do aminodcido L-asparagina em acido
aspartico e amonia (Jain et al., 2012) as células tumorais morrem por apoptose, pois sao
privadas de um elemento fundamental para sintese de proteinas, além do que, as células
sauddveis ndo sdo afetadas (Narta et al., 2007). A L-asparaginase vem sendo entdo,
utilizada como forma de tratamento para leucemias (linfoblastica aguda, mielocitica
aguda, linfocitica cronica), doenga de Hodgkin e alguns tipos de sarcomas, como por
exemplo, o linfosarcoma (Devi e Azmi, 2012). Além disso, esta enzima ¢ utilizada na
industria alimenticia para evitar a formacao de acrilamida em alimentos processados sob
altas temperaturas, tal uso € importante, pois a acrilamida ¢ classificada como neurotoxina

potencialmente cancerigena (Mohan Kumar et al., 2012).
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A enzima pode ser obtida através de plantas ou algumas espécies de animais,
porém existem dificuldades na extracdo da L-asparaginase por essas fontes.
Microrganismos sdo fontes eficientes e de menor custo na producdo desta enzima (El-
Bessoumy et al., 2004). A L-asparaginase comercializada atualmente para o uso clinico ¢
derivada de bactérias das espécies Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi (Duval et al.,
2002). Porém, o uso prolongado da enzima por fontes procarioticas produz anticorpos no
homem, podendo neutralizar o efeito do farmaco ou ainda provocar choques anafilaticos
(Amena et al.,, 2010). Estudos como o de Dange e Peshwe (2015) indicam
microrganismos eucaridticos como produtores de L-asparaginase com menores efeitos
colaterais. Sendo assim, em razdo da importancia da L-asparaginase no tratamento
oncolégico, ¢ fundamental a procura por novas fontes desta enzima com o intuito de
reduzir os efeitos colaterais e obter aumento de sua produgao e disponibilidade (Lopes et
al., 2015).

Os vegetais mostram-se como potencial substrato para o desenvolvimento de
microrganismos endofiticos. Contudo, o conhecimento sobre esses endofitos é escasso e,
especificamente em Miconia mirabilis, na Mata Atlantica do Nordeste brasileiro nao ha
relatos. Devido ao aumento da aplicagdo de enzimas, ¢ importante o conhecimento a
respeito do potencial biotecnologico de fungos endofiticos de plantas ainda ndo
exploradas, podendo também ser descobertos novos tixons. E importante também
ressaltar a necessidade de obter novas fontes para a extracdo de L-asparaginase, pois
devido aos seus beneficios citados anteriormente ¢ sua crescente demanda,
microrganismos, em especial algumas espécies de fungos, podem ser promissoras quanto
a produgdo da enzima.

O objetivo geral deste trabalho foi determinar a diversidade de fungos endofiticos
de Miconia mirabilis da Reserva bioldgica de Pedra Talhada e detectar o potencial quanto
a producdo da L-asparaginase. Os objetivos especificos foram:

e Isolar e identificar por ferramentas morfologicas e moleculares os fungos
endofiticos de Miconia mirabilis em areas naturais e areas antropizadas;
e Enriquecer as bases de dados genéticos de microorganismos de areas de Mata

Atlantica;

e Apresentar dados ecologicos da estimativa da riqueza, diversidade, abundancia
relativa e similaridade dos fungos isolados nas duas areas;

e Sclecionar isolados de fungos com potencial para producao de L- asparaginase.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FUNGOS ENDOFITICOS — BREVE HISTORICO E CONCEITOS

Os microrganismos endofiticos sdo citados desde o inicio do século XIX, mas
somente em 1866, através de Barry, foram delineadas as provaveis diferencas entre
endofitos e fitopatdogenos (Azevedo, 1998). Na tradugdo fiel, a palavra endofito ¢
originada do grego (endhon + phyton) e quer dizer “no interior da planta” (Kobayashi e
Palumbo, 2000). O estudo dos microrganismos endofiticos foram definidos por
Unterseher et al. (2012) como “endofitologia”.

Na década de 70, a importancia dessas relagdes para o fungo e seu hospedeiro
comecaram a ter mais relevancia e os estudos com fungos endofiticos ganharam destaque
passando a ser mais detalhados, tendo como finalidade entender sobre a interagao
simbidtica entre eles e seus hospedeiros (Carrol et al., 1977), onde todo 6rgdo do
hospedeiro pode ser colonizado pelo enddfito, no qual, todas as interagdes endofiticas
terdo em comum o fornecimento de nutrientes (Bouarab et al. 1999).

Outras defini¢des foram sendo usadas e aceitas, como a proposta por Petrini
(1991) definindo fungos endofiticos como organismos que habitam o interior de vegetais
sem causar danos evidentes ao seu hospedeiro. Conceitos similares aos conhecidos ao
longo da historia foram propostos, e alguns autores sugerem que o termo para estudo dos
fungos endofiticos pode ser intitulado como “endofitismo” (Suryanarayanan, 2013) e de
“micoendofitos” (Rai et al., 2014).

Diferencas entre “endofiticos”, “epifiticos (microrganismos que vivem na
superficie de plantas), “oportunistas” e “fitopatogenos” geram dificuldades para que
sejam determinados limites entre eles, uma vez que, por exemplo, um microrganismo
endofitico pode agir como patdogeno, tornando o uso desses termos meramente didatico
(Azevedo, 2000). Mendes e Azevedo (2007) ainda estendem o conceito e consideram
como endofitos todos os microrganismos, cultivaveis ou ndo, € que ndo provocam
prejuizos aparentes, os dividindo em dois grupos: Grupo 1: ndo produzem estruturas
externas em seu hospedeiro; Grupo 2: produzem estruturas externas em seu hospedeiro.

Schulz e Boyle (2005) dividem, artificialmente, os fungos endofiticos em dois
grupos ecoldgicos: 1) balansiaceous (colonizadores de gramineas) e 2) nao-
balansiaceous. Os balansiaceous apresentam grande importancia ecoldgica e por isso, sdo

os mais estudados, além de exibirem estruturas especializadas para absor¢ao de nutrientes
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e secretarem diversos metabolitos (White et al., 2000). Sao compostos por espécies de
Epichloe e Balansia e podem crescer intracelularmente e de forma sist€émica em qualquer
orgdo das gramineas onde sdo transimitidos, por meio de suas sementes, de forma vertical
(Bacon e White, 2000).

O grupo dos nédo-balansiaceous compde em sua maioria espécies do filo
Ascomycota e sdo obtidos de quase todas as plantas terrestres ja estudadas (Petrini, 1991;
Stone et al., 2004) e seu crescimento varia entre as formas inter ou intracelular, sisttmica
ou localizada (Schulz e Boyle, 2005). Os endéfitos podem ser disseminados para o seu
hospedeiro de forma horizontal, através de aberturas naturais (estbmatos ou crescimentos
de raizes) e artificiais (danos ocorridos nas técnicas agricolas) e de forma vertical, por
meio das sementes de seu hospedeiro, sendo que se a transmissao ocorrida for por essa
ultima forma, o fungo endofitico € capaz de permanecer em uma planta por toda sua vida
(Aly et al., 2010).

A biologia dos microrganismos endofiticos ¢ uma éarea em ascensdo, com
utilizagdo em diversas areas e que recentemente conquistou o campo agricola, com
importancia no controle biologico e no desenvolvimento de compostos naturais (Strobel,
2018). Os avangos a respeito do microbioma humano gerou um enorme interesse no fato
da intera¢do do microbioma da planta e de como esses organismos poderiam interferir no
crescimento, desenvolvimento e a capacidade de resisténcia que as plantas adquirem a
situagdes especificas em seus habitas, como por exemplo: doengas, seca, frio etc (Reid e
Greene, 2013).

Além do auxilio no crescimento do hospedeiro através da disponibilidade de
nutrientes, os fungos endofiticos também produzem varios metabolitos secundarios como
alcaloides, terpendides, esteroides, compostos aromaticos, fendis, quinonas, furandionas,
xantonas, etc. (Bae et al., 2008). Um dos metabdlitos que pode ser citado como exemplo ¢
o taxol, usado como medicamento oncologico, foi extraido a partir do endofito Taxomyces
andreanae 1solado da planta Taxus brevifolia que também tem a capacidade de produzir
a substancia (Stierle; Strobel; Stierle, 1993). Plantas endémicas pouco ou ainda ndo
estudadas simbolizam um forte potencial para novos achados de endofitos com potencial de

produzirem compostos para atuar nas mais diversas atividades biologicas (Gonzalez-

Mendélez et al., 2018).
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2.2 DIVERSIDADE, DISTRIBUICAO DE FUNGOS ENDOFITICOS E
RELACAO COM O HOSPEDEIRO

Estima-se que existam entre 2,2 ¢ 3,8 milhdes de espécies de fungos no mundo,
entretanto, aproximadamente 120 mil foram descritas até entdo, menos de 10% da
estimativa total (Hawksworth e Liicking, 2017). No que diz respeito a diversidade
endofitica, esses microrganismos correspondem a uma consideravel riqueza
negligenciada ainda pouco estudada ou desconhecida (Baucom et al., 2012), refor¢ando
a necessidade de estudos que fornecam informacgdes a respeito dessa micodiversidade e
sua distribui¢cdo global (Suryanarayanan, 2013; Vaz et al., 2014). Assim sendo, os biomas
brasileiros sdo hotspots da diversidade bioldgica que se sobressaem por suas
caracteristicas especificas (Noriler et al., 2018).

Somente cerca de 1% dos vegetais do mundo foram caracterizados quanto a
diverdiade endofitica e de forma incompleta, visto que na maioria dos estudos apenas
endofitos de folhas sdo isolados, fato que torna os critérios de abundancia e diversidade
questionados (Arnold, Maynard e Gilbert, 2001). Além disso, a caracterizacdo do
micobioma endofitico por meio de isolamento nao ¢ confiavel no que diz respeito a
diversidade total, porém a metagénomica pode atuar como ferramenta complementar
dessa questdo e com isso tragar meios para o isolamento de taxons especificos
aumentando assim a riqueza da comunidade endoéfitica (Sapkota et al. , 2017; Collinge et
al., 2019).

Viérios isolados podem ser obtidos através de um mesmo hospedeiro e a relagdo
pode se mostrar especifica com espécies que se mostram endémicas (Siqueira et al.,
2011). No que diz respeito a diversidade de endofitos, Frohlich e Hyde (1999) levantaram
a hipotese de que cerca de seis espécies de fungos podem habitar uma mesma planta.
Estudos posteriores que revelam que endofitos sdo parte essencial da diversidade
microbiana de vegetais demostram um niimero aumentando de cerca de 33 esécies por
planta (Strobel e daisy, 2003).

Na tabela 1 podemos verificar alguns estudos mais recentes isolando endéfitos das

mais diversas plantas.
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Tabela 1 — Lista de trabalhos de fungos endofiticos e seu respectivo hospedeiro.

Fungo endofitico

Planta hospedeira

Referéncias

Achaetomium lippiae

Acremonium curvulum

Alternaria alternata

Alternaria spp.

Alternaria tenuissima

Aspergillus flavus
Aspergillus fumigates

Aspergillus niger

Aspergillus ochraceus

Aureobasidium pullulans

Bezerromyces brasiliensis

Bipolaris sp.

Chrysonilia sitophila

Colletotrichum gloeosporioides

Lippia gracilis

Bauhinia forficata

Artemisia thuscula

Opuntia humifusa

Verbascum lychnitis

Pinus wallichiana

Juniperus procera

Kandelia obobata

Juniperus procera

Musa spp

Bauhinia forficata

Opuntia humifusa

Tacinga inamoena

Musa spp

Opuntia ficus-indica

Crous et al., 2017
Bezerra et al.,
2014
Cosoveanu;
Sabina; Cabrera,
2018
Silva-Hughes et
al., 2015
Wezowecz;
Rozpadek; Turnou,
2015
Quadri et al., 2014
Gherbawy;
Elhariry, 2014
Wu et al., 2018a
Gherbawy;
Elhariry, 2014
Zakaria; Aziz,

2018

Bezerra et al.,
2014
Silva-Hughes et
al., 2015
Bezerra et al.,
2017
Zakaria; Aziz,

2018

Freire et al., 2015

Santos et al., 2015
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Colletotrichum sp.

Diaporthe caatingaensis

Diaporthe inconspicua

Diaporthe infecunda

Diaporthe miriciae

Diaporthe oncostoma
Diaporthe pseudoinconspicua

Diaporthe spp.

Drechmeria panacis

Fusarium solani

Fusarium sp.

Indigofera suffruticosa Miller

Coffea arabica

Myracrodruon urundeuva

Musa spp.

Tacinga inamoena

Poincianella pyramidalis

Astragalus membranaceus

Copaifera pubiflora

Astragalus membranaceus

Poincianella pyramidalis

Myracrodruon urundeuva;
Vochysia divergens; Stryphnodendron
adstringens
Rhizophora stylosa
R. mucronata

Opuntia humifusa

Verbascum lychnitis

Panax notoginseng

Cassia alata

Musa spp

Camellia oleifera

Oliveira et al.,

2014

Padua et al., 2018
Zakari e Aziz,

2018

Crous et al., 2016

Bezerra et al.,
2018
Kim et al., 2017

Carvalho et al.,

2018
Kim et al., 2017
Crous et al., 2018

Padua et al., 2018
Noriler et al., 2018
Zhou et al., 2018
Silva-Hughes et
al., 2015
Wezowecz;
Rozpadek; Turnou,
2015
Yuetal., 2018a

Khan et al., 2018

Zakaria; Aziz,

2018
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Gibberella fujikuroi

Guignardia bidwellii

Mpyrothecium verrucaria

Mucor sp.

Neofusicoccum sp.

Nigrospora sp.

Paraconiothyrium lycopodinum

Penicillium cataractum

Penicillium janthinellum

Penicillium
oxalicum

Penicillium sclerotiorum

Penicillium spp.

Pestalotiopsis sp.

Bauhinia forficata

Calotropis procera

Bauhinia forficata

Arabidopsis arenosa

Artemisia thuscula

Vochysia divergens

Stryphnodendron adstringens

Musa spp

Lycopodinum annotinum

Ginkgo biloba L.

Panax notoginseng

Juniperus procera

Cassia fistula L.

Myracrodruon urundeuva

Musa spp

Camellia oleifera

Rhizophora stylosa

Yu et al., 2018b

Bezerra et al.,
2014
Nascimento et al.,
2015
Bezerra et al.,
2014
Domka et al., 2018

Cosoveanu;
Sabina; Cabrera,
2018
Noriler et al., 2018
Zakaria; Aziz,

2018

Pawlowska et al.,
2014
Wuetal., 2018b

Xie et al., 2018

Gherbawy;
Elhariry, 2014

Kuriakose et al.,
2018
Padua et al., 2018

Zakaria; Aziz,
2018
Yu etal., 2018b
Zhou et al., 2018
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Peyronellaea sp.

Pichia spp

Phaeoramularia calotropidis

Phyllosticta capitalensis

Phyllosticta catimbauensis

Phyllosticta sp.

Phoma brasiliensis

Phoma sorghina

Phoma sp

Preussia spp.

Pseudocochliobolus pallescens

R. mucronata

Pinus wallichiana

Juniperus procera

Verbascum lychnitis

Calotropis procera

Coffea arabica

Mandevilla catimbauensis
Myracrodruon urundeuva;
Vochysia divergens
Stryphnodendron adstringens

Lycopodinum clavatum

Musa spp

Schinus terebinthifolius

Artemisia thuscula

Pinus wallichiana

Juniperus procera

Indigofera suffruticosa Miller

Quadri et al., 2014

Gherbawy;
Elhariry, 2014
Wezowecz;
Rozpadek; Turnou,
2015
Nascimento et al.,
2015
Oliveira et al.,
2014
Crous et al., 2017

Padua et al., 2018
Noriler et al., 2018

Pawlowska et al.,
2014
Zakaria; Aziz,

2018

Silva et al., 2017

Cosoveanu,;
Sabina; Cabrera,
2018
Quadri et al., 2014
Gherbawy;
Elhariry, 2014
Santos et al., 2015
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Pseudophialophora sorghi

Quambalaria fabacearum

Talaromyces sp.

Toxicocladosporium sp.

Toxicocladosporium sp.

Trichoderma piluliferum

Umbelopsis isabellina

Verruconis panacis

Verticillium dahliae

Sorghum bicolor

Mimosa tenuiflora

Myracrodruon urundeuva

Melocactus zehntneri

Pilosocereus

gounellei subsp. gounellei

Bauhinia forficata

Tillandsia catimbauensis

Panax notoginseng

Kadsura angustifolia

Crous et al., 2017

Bezerra et al.,
2018
Padua et al., 2018

Bezerra et al.,
2017
Bezerra et al.,
2017
Bezerra et al.,
2014
Bezerra et al.,
2018
Zhang et al., 2018
Huang et al., 2015

Fonte: O autor, 2019

Entender a relacdo entre a planta e o seu hospedeiro ainda ¢ bastante complexo,
porém fatores como as caracteristicas do vegetal, do microrganismo e do ambiente estao
relacionadas com essa interacdo (Owen e Hundley, 2004; Compant et al., 2016). Duas
hipoteses principais sdo abordadas: a da simbiose mutualisitica e a do equilibrio
antagdnico (Schulz e Boyle, 2005; Kogel et al. 2006; Maheshwari, 2006).

Por ser uma interagdo assintomatica, estranha-se o fato relatado em alguns estudos
in vitro que revelaram que tanto o fungo quanto a planta liberam substancias toxicas para
ambos (Peters et al., 1998). Porém, Schulz e Boyle (2005) sugerem que a relacdo ocorre
de forma assintomatica como consequéncia de um balanceamento nessa interagdao
antagdnica entre vegetal/endofito. Outra hipotese € a que existe uma leve harmonia entre
a viruléncia do fungo e os mecanimos de defesa da planta, porém caso este equilibrio seja
perturbado, havera o surgimento da doenca (Schulz et al., 2002).

O estilo de vida biotrofico dos endofitos durante a colonizagao do hospedeiro
indica uma importante relacdo nas interagdes entre ambos, entretanto a disponibilidade

de nutrientes pode ser um dos fatores para resposta da interacdo ser mutualistica ou
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antagodnica (Eaton et al., 2011; Lahrmann et al., 2013). Outro aspecto a ser considerado ¢
a associagao multitrofica entre varios grupos de endofitos e plantas, que por sua vez €
considerada aspecto unico do endofitismo, onde as interagdes com 0s outros organismos
endofiticos como virus e bactérias sob fatores bidticos e abidticos interfere na simbiose
entre eles (Kusari et al., 2012)

Tais hipoteses revelam a necessidade de pesquisas que se concentrem na
associacdo multitrofica e nos mecanismos de agdo dos endofitos em seus hospedeiros, no
qual ja existe um esfor¢o para esclarecer tais associagdes, porém, os dados disponiveis
sao bastantes limitados (Mathys et al. 2012; Straub et al. 2013). Tal limitacdo ocorre
devido a complexidade dessa interagao, porém ha também a dificuldade de se recriar as
condi¢des de endofitos in vitro ou estuda-las “in planta” (Gundel et al., 2012; Qawasmeh
et al., 2012).

Sabe-se que endofitos produzem substancias quimicas como espécies reativas de
oxigénio (ROS), fitoalexinas, fitohormonios e substincias organicas volateis (COV)
(Schirmbock et al. 1994; Khan et al. 2012). Waqas et al. (2014) relataram um maior
crescimento nas raizes em linhagens vegetais incouladas com endofitos e tal fato esta
associado a secregoes de algumas dessas sustancias dentro da planta, como por exemplo,
os fitohormodnios. As espécies reativas de oxigénio por sua vez, agem acarretando a
producao de antioxidantes com fun¢do de protecao ao hospedeiro do estresse oxidativo
(Tanaka et al. 2006; White e Torres 2010). Além disso, alguns endofitos podem alterar o
metabolismo do hospedeiro e modificar a absor¢do de nutrientes (Sherameti et al., 2005;
Singh et al., 2013).

Outra respota de endofitos as plantas hospedeiras ¢ a indugdo a expressao génica
na defesa das plantas (Mathys et al. 2012), pois sabe-se que a interagdo ocorrida pode
provocar alteragdes locais ou sistémicas no hospedeiro (Glazebrook 2005; Ownley et al.
2010). As plantas hospedeiras sdo capazes de detectar a presenca dos endo6fitos e com isso
desencadear um mecanismo de transdugdo de sinais que levam a resposta de defesa das
plantas, fato semelhante a interacdo com organismos patogénicos da planta, o que altera
os estados metabolicos da mesma (Qawasmeh et al., 2012).

Alguns endoéfitos conseguem induzir respostas imunes as plantas pelo que
chamamos de Padroes Moleculares Associados a Microrganismos (PMAPSs) que possuem
reconhecimento semelhante as respostas produzidas pelos patdégenos (Latz et al.,

2018). H4 também a supressdao de imunidade das plantas através de efetores, mecanismo
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usado pelos endofitos para evitar a detecgcdo (Rovenich et al., 2014 — cillinge 19) podendo
até levar a uma susceptibilidade induzida (Busby, Ridout ¢ Newcombe, 2016).

Entender completamente a ecologia associada ao endofitismo requer um estudo
integrado de ferramentas atualizadas, tais como metagendmica, metabolomica ou
transcriptomica (Sapkota et al., 2017).

Tecidos fosseis mostraram em estudos que a relagdo entre o hospedeiro e seu
microrganismo evoluiu a cerca de 400 mildes de anos e com isso suportam a teoria que
os fungos se transportaram para a terra através das plantas (Krings et al., 2007). E estudos
cientificos sobre essas associagdes que remetem a mais de 400 milhdes de anos afirmam
que a presenca desses endofitos de forma simbiotica no interior de seus hospedeiros deve
ser considerada como uma regra € ndo como uma exce¢ao (Albrectsen et al. 2010; Partida-
Martinez e Heil 2011).

Fungos endofiticos podem ser isolados de quase todos os 6rgaos das plantas (raiz,
caule, folha, flor, fruto e semente) também ¢ sugerido que todas as plantas, incluindo as
ocednicas e algumas plantas inferiores como as hepaticas, podem ser hospedeiras dos
endofitos. A maioria dos géneros de fungos frequentemente isolados como patogénicos
também podem ser isolados como endofitos. Geralmente os géneros mais comuns
isolados compreendem Cladosporium sp., Curvularia sp., Colletotrichum sp., Fusarium
sp., Pelatotiopsis sp., Phoma sp Xylaria sp., entre outros e pertecem na maioria das vezes
ao filo Acomycota Caval. -Sm., porém fungos zigomiecetos ou do filo Basidiomycota

R.T. Moore podem ser relatados (Newsham, 2011; Hardoim et al., 2015; Strobel, 2018).

2.3 MATA ATLANTICA

A mata atlantica esta entre as 34 areas mundiais de “Hotspot de biodiversidade”,
ou seja, zonas que por seus estagios avancados de degradacao sdo consideradas prioridade
para a conservacdo da biodiversidade (Mittermeier et al., 2004). No Brasil, a Mata
atlantica € um dos dois hotspots da biodiversidade do pais (Brandom et al., 2005). Sendo
umas das florestas tropicais mais ricas de diversidade de espécies, o bioma abrange cerca
de 15% do territdrio total brasileiro, incluindo 17 estados. Atualmente, restam apenas
12,4% de érea original da Mata Atlantica, sendo 80% dessa parcela localizado em areas
privadas. Foi o primeiro bioma brasileiro a ser garantido por lei de protecao (Lei da Mata
Atlantica 11.428/2006) (SOS Mata Atlantica, 2019). Menos de 2% de sua area ¢ protegida

por Unidades de Conservagdo, além disso, ¢ um bioma que desde a colonizacdo, vem
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sofrendo com exploracao excessiva dos seus recursos naturais ocasionando perda de sua
diversidade (Verissimo et al., 2004; Tabarelli et al., 2005).

E a segunda maior floresta imida da América do Sul e que se desenvolveu na
regido semiarida do Nordeste devido aos efeitos da altitude e correntes atmosféricas
oceanicas umidas (Camara, 2005). Esses fatores também proporcionam uma permanente
umidade com temperatura média anual ente 15°C e 25°C e um bom regime pluviométrico
(2.000 a 4.000 mm de chuva por ano), necessario para o suporte de alguns importantes
mananciais hidricos do Brasil (Thomas e Barbosa, 2008).

O bioma ¢ formado por diversas formagdes florestais como florestas ombrofila
densa, ombrofila mista, estacional semidecidual, estacional decidual e ombrofila aberta
se estendendo por cerca de 1.300.000 km? do territdrio brasileiro (Ministério do Meio
Ambiente, 2015). E caracterizada por um grande indice de biodiversidade apresentando
alto endemismo de plantas vasculares, em torno de 20.000 espécies e seu grau de
endemismo pode chegar até a cerca de 50% em algumas regides do bioma, tornando a
Mata Atlantica uma das areas do mundo com maiores niveis de endemismo (Stehmann et

al., 2009).

2.3.1 Reserva Biologica de Pedra Talhada

Sabe-se que um dos maiores problemas atuais € a ndo conservagao da diversidade
biologica levando assim a uma considerdvel perda da mesma (IUCN, 2016). Com isso,
para atenuar este problema € necessario a preservacao “in situ” dessa diversidade em areas
que recebam protecao (Haddad et al., 2005). Em 18 de julho de 200, pela Lei No 9.985
foram criadas no Brasil as Unidades de Conservagao (UCs) com fungdo de conservar e
proteger a diversidade bioldgica, em especial as espécies que se encontrem ameagadas ou
vulneraveis, bem como as endémicas (Braz e Cavalcanti, 2001).

Uma dessas UCs ¢ a Reserva Biologica de Pedra Talhada (REBIO de Pedra
Talhada), criada pelo decreto n® 98.524 de 13 de dezembro de 1989 com intuito de
proteger a Mata Atlantica, a REBIO possui area de 4.382,37 hectares e estd localizada
nos estados de Alagoas (nos municipios de Cha Preta e Quebrangulo) e Pernambuco (Nos
municipios de Correntes e Lagoa do Ouro). A reserva encontra-se em area de transi¢ao
entre a Floresta Estacional e a Caatinga, apresentando florestas imidas rodeadas por

florestas secas (ICMBio, 2019).
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Figura 1 — Localizagdo da Reserva de Pedra Talhada no Brasil e delimitagdo das divisas dos trés municipios
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Figura 2 — Reserva Biologica de Pedra Talhada — Quebrangulo/Alagoas

o (A

Fonte: erro, L.O.



Ferro, L. O. - Diversidade de fungos endofiticos de Miconia mirabilis [(aubl.) ........ 33

2.3.2 Melastomataceae Juss.

Pertecente a Ordem Myrtiales, se apresenta como grupo monofilético de
cacacteristicas morfoldgicas diversas, tais como condutores com perfuragdes
ornamentadas, estames com conectivos espessados e/ou prolongados entre outros
(Cogniaux 1883-1888; Wurdack et al. 1993; Clausing e Renner 2001).

Em termos de diversidade, Melastomataceae € a sétima maior familia e uma das
mais numerosas da vegetagao do Brasil, abrigando aproximadamente 155 génetos e 4.500
espécies (Renner, 2004; Baumgratz et al., 2010). Seus géneros mais representativos sao
Leandra Raddi, Miconia Ruiz e Pav. e Tibouchina Baill (Goldenberg et al. 2009).

E uma familia com pouca exploragio a respeito do potencial biotecnolégico com
poucos compsotos isolados (Cunha et al., 2003), porém indicam um grupo importante
para a parte ambiental, no reflorestamento e recuperagao de areas na Mata Atlantica, pois

sdo espécies poioneiras e que apresentam rapido crescimento (Silva e Tabarelli, 2000).

2.3.3 Miconia mirabilis

Miconia mirabilis ¢ uma espécie de Meslastomataceae em forma de arbusto ou
arvores de tamanho pequeno e de origem nativa. Nao ¢ uma planta endémica do Brasil e
estd presente nas regides Norte, Nordeste e Sudeste nos dominios fitogeograficos

pertencentes a Amazonia, Caatinga e Mata Atlantica (Flora do Brasil, 2019)

Miconia mirabilis Classificacao (Ruiz e Pav.)
Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae)
Ordem: Myrtales

Familia: Melastomataceae

Espécie: Miconia mirabilis L.O. Williams
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Figura 3 — Folhas de Miconia mirabilis presentes na Reserva Biologica de Pedra Talhada.

~ -

Fonte: Ferro, L. O
Miconia mirabilis pode ser conhecida com nome popular de “Quaresma-do brejo”
e ¢ uma planta que possui raizes respiratorias e cresce nas margens de riachos podendo
direcionar o crescimento de novas raizes e evitar a andxia nos periodos de cheia. A espécie
vegetal também pode ser encontrada nas margens de afloramentos rochosos e possui
estratégia cromatica através de suas inflorescéncias com botdes abertos que evidenciam
os estames vermelhos que se tornam amarelos quando maduros, ficando bem visiveis

(Studer, Nusbaumer e Spichiger, 2015).

2.4 FUNGOS ENDOFITICOS PRODUTORES DE ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas capazes de catalisar as mais diversas reagdes nos sistemas
biologicos, sendo assim denominadas de biocatalisadores que participam da degradagao
e constru¢ao de moléculas, fazendo com que a energia quimica se mantenha ou se
modifique a partir de precedentes essenciais (Nelson et al., 2005). A estrutura molecular
de cada enzima pode estar relacionada com outras moléculas, por ex.: lipideos, e fatores
como sua estrutura tridimensional, pH, temperatura etc., sdo dependentes de sua atividade

de catalisar as reagdes, bem como sua estabilidade e especificidade (Lima et al., 2007).
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O mercado de enzimas a nivel mundial esta separado em dois grupos: 1) as
enzimas industriais, que respondem a 60% de todo mercado industrial; 2) as enzimas
especiais, como as terapéuticas (podendo em sua maioria também fazer parte das
industriais), enzimas para diagnosticos e para as pesquisas (Zimmer et al., 2009). As
enzimas microbianas ganham preferéncia por apresentarem tempo de produgcdo menor,
especificidade e estabilidade, vantagens na purificagdo, assim como a facilidade na
manipulacdo genética (Nagarajan, 2012). No meio industrial, todas essas vantagens
implicam em um menor custo nas produ¢des (Reinehr et al., 2014). Sendo assim, ¢é
necessario a identificagao de novas fontes microbianas, em especial que nao sejam toxicas
ao ser humano (Alves et al., 2002).

Fungos, em especial os filamentosos, se destacam na produc¢ao enzimatica devido
facil cultivo, uma vez que conseguem secretar suas proprias enzimas no meio € com isso
nao hé obriga¢do de liberacdo por rompimento celular, além de serem fontes importantes
de novas biomoléculas comerciais (da Silva et al., 2015). Dentre os fungos filamentosos,
pode-se citar os fungos endofiticos que veem sendo estudados devido as aplicagdes
biotecnoldgicas como a produgdo enzimatica (Pavithra et al., 2012). As plantas que
abrigam os endofitos sdo, na maioria das vezes, fontes importantes de metabolitos
secundarios bioativos e o microrganismo tende a herdar essa capacidade, representando
uma ferramenta valiosa na produ¢do de enzimas importantes na industria, em especial as
industrias farmacéutica e alimenticia que fazem uso da L-asparaginase (Krishnamurthy

et al., 2008).

2.5 A ENZIMA L-ASPARAGINASE

A L-asparaginase (CE 3.5.1.1, L-asparagina amidohidrolase, L-ASNase), abreviada
por L-ASNase, ¢ uma enzima capaz de catalisar a reacdo da hidrolise do aminoacido L-
asparagina em dacido aspartico e amonia (Shrivastava et al., 2015). Esta reacdo pode ser
observada na Figura 1, onde em detalhes a L-asparaginase catalisa a hidrdlise do nitrogénio
no grupo amina da cadeia lateral do aminoacido e com isso o converte no 4cido (Loureiro,

2010).
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Figura 4. Reacdo catalisada pela enzima L-Asparaginase
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Fonte: Narta; Kanwarazmi, 2007

A reacdo de hidrolise da L-asparaginase consome rapidamente os niveis celulares do
aminoacido (asparagina) que esta presente no corpo humano. Algumas células tumorais nao
tém a capacidade de assegurar o proprio abastecimento de asparagina, diante disso as células
necessitam receber extracelularmente esse aminodcido, fazendo com que a resposta ao
tratamento com L-asparaginase seja eficaz (Mohan-Kumari, Manonmani, 2012). Essas
células tumorais sdo geralmente linfocitos que necessitam de grande quantidade de
asparagina para o rapido crescimento, assim além de usar a asparagina (limitada) sintetizada
pela propria célula irdo precisar também de asparagina presente no soro sanguineo, também
obtida da dieta e consequentemente poder atender sua alta demanda (Narta; Kanwwar; Azmi,
2007).

A falta da apasgarina (extracelular) através da atuacdo da L-asparaginase interfere na
sintese de proteinas em linfoblastos, fazendo com que ocorra a inibi¢do na producdo das
células cancerigenas por apoptose, inibindo assim o crescimento tumoral, conforme

representado na figura 2 (Fernandez et al., 2013; Guilleme et al., 2013).
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Figura 5. Esquema ilustrando o processo de reag@o da enzima L-asparaginase nas células.
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Fonte: https://www.researchgate.net/figure/271316401 figl Fig-1-Schematic-illustration-of-the

reaction-mechanism-of-L-asparaginase.

A L-asparaginase ¢ usada como medicamento antineoplésico, sendo mais utilizada
dentre as drogas recomendas no tratamento da Leucemia Linfoide Aguda (LLA), sendo
um bioproduto de extrema importancia, visto que dispde de um grande espectro de
atividade antitumoral (Loureiro, 2010; Saison et al., 2014). Além da LLA, a enzima ¢
utilizada no tratamento de outras neoplasias (Leucemia mielomonocitica aguda, leucemia
linfocitica cronica), alguns sarcomas (linfossarcoma, retilossarcoma, melanossarcoma) e
ainda na doenca de Hodgkin (Duval et al., 2002; Kavitha; Vijayalakshi, 2012).

Leucemias estao agrupadas nas doengas neoplasicas derivadas de expansao clonal
de blastos (células imaturas) e as célula-tronco hematopoiéticas sdo capazes de se
diferenciar em duas linhagens: linfoide e mieloide (Schoch et al., 2001). Porém, nas
leucemias essas células ficam incapacitadas de se diferenciar, impedindo que células
normais, isto €, maduras sejam formadas e com isso geram acimulo de células imaturas
na medula 6ssea e no sangue periférico (Greaves; Wiemels, 2003).

As leucemias sdo o tipo de cancer infantil mais comum na maioria das populacdes,
sendo também, no Brasil, a principal causa de morte em criangas de 1 a 19 anos. No
Brasil, estimam-se aproximadamente 10 mil casos novos de leucemia para cada ano do

biénio 2018-2019 (Inca, 2019).
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E estimado a longo prazo, uma melhora pés tratamento com L-asparaginase em
cerca de 80% de criangas e entre 38 a 50% em adultos, tendo uma taxa de sobrevida global
de 90% (De Bont et al., 2004; Pui e Howard, 2008).Além do uso médico, a L-asparaginase
se mostra como forte potencial na industria alimenticia (Kornbrust et al., 2009) pois
consegue evitar a formagdo de acrilamida em alimentos processados sob altas
temperaturas, geralmente em alimentos a base de amido (Pedreschi et al. 2008; Mohan
Kumar et al., 2013) e segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer
(IARC, 1994) a acrilamida ¢ considerada como neurotoxina potencialmente cancerigena.

As células humanas precisam para sua sintese proteica um fornecimento constante
do aminoacido Asparagina e a maioria dessas células humanas obtém seus proprios
suprimentos de L-asparagina, ndo precisando consegui-lo a partir da dieta, conseguindo
o aminoacido através do uso da enzima asparagina sintetase (Muller; Boss, 1998).
Contudo, as células ndo saudéveis, como ¢ o caso de células de alguns tipos de tumores,
ndo dispdem de um nivel suficiente de asparagina sintetase e assim ndo conseguem
regular o gene desta enzima fazendo a sintese deste aminoacido ocorra de forma lenta
(Wink, 2009).

Ainda sobre essas células neoplasicas, as mesmas necessitam de grandes
quantidades de L-asparagina para um crescimento mais acelerado e com isso, para atender
a esta demanda, a asparagina € obtida no meio extracelular. Porém, ao permitir que a L-
asparaginase chegue a corrente sanguinea, havera deplecao de L-asparagina e assim as
células neoplasicas serdo impossibilitadas de conseguir o aminoacido e
consequentemente as células tumorais se destruirdo devido a incapacidade de realizagao
completa da sintese de proteinas (Talluri et al., 2014).

A L-asparaginase ¢ largamente distribuida na natureza e pode ser obtida em
animais, microrganismos e plantas, mas ndo ¢ encontrada em seres humanos. Nos
animais, em especial, os mamiferos e peixes, ¢ obtida através dos tecidos (figado,
pancreas, cérebro, ovario, testiculo, rins, bago e pulmdes) Porém, a L-asparaginase
encontrada em vdrias espécies de plantas e animais possuem problemas no processo de
extragdo, tornando dificultosa sua obteng@o por essas fontes. Assim, os microrganismos
se apresentam como fontes mais faceis, eficazes e de menor custo para obtengdo dessa
enzima. As vantagens do uso dos microrganismos também estdo associadas ao rapido
crescimento e facilidade na otimizagdo enzimatica e modificagdo genética para aumento

do rendimento além de apresentarem melhor estabilidade (Thakur et al., 2013).
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As vantagens do uso de microrganismos nos bioprocessos atrelada a um baixo
conhecimento sobre a diversidade microbiana fazem deles uma forte alternativa para
inovag¢do na procura de novas fontes de ASNase com propriedades melhoradas (Lopes et
al., 2015). Outra vantagem do uso de enzimas obtidas através de fontes microbianas ¢ a
estabilidade da mesma (Balakrishnan, Nair, ¢ Kumar, 2013). Além do mais, apresentam
maior facilidade para modificacdo genética e consequentemente aumento de rendimento
(Lopes et al., 2015).

Atualmente, as formas disponiveis comercialmente de L-asparaginase sdo: 1) L-
asparaginase nativa; 2) PEG-aspaginase, ambas obtidas da bactéria Escherichia coli e 3)
Crisantaspase, a L-asparaginase proveniente da bactéria Erwinia chrysanthemi. Todos os
trés tipos apresentam mecanismo igual, porém sdo diferentes em relagdo as propriedades
farmacocinéticas (Cortijo-Cacajares; Jiménez-Cerezo; Tejada, 2012; Kawedia; Rytting,
2014).

A grande maioria da enzima ASNase microbiana ¢ de origem intracelular, porém
na perspectiva industrial a enzima secretada extracelularmente ¢ considerada mais
benéfica, pois ¢ mais facil de ser produzida em larga escala em condigdes normais de
cultura, além do que a purificacdo também se torna mais acessivel e econdmica
(Hosamani e Kaliwal, 2011).

Uma das vantagens no tratamento com L-asparaginase estd no fato das células
normais nao serem afetadas, ja que sdo capazes de sintetizar a enzima, porém com um
tratamento a longo prazo com L-asparaginase de origem bacteriana, ¢ gerado uma série
de reacdes adversas (Sarquis et al., 2004).

A terapia com L-asparaginase em seres humanos exibi dois modelos de toxicidade
que devem ser observados com atencao devido a sua importancia. Um deles € referente a
episodios de reacdes de hipersensibilidade, a custa do fato do organismo esta recebendo
uma proteina estranha, o segundo esta relacionado aos sinais de toxicidade estimulados
pelo bloqueio da sintese de proteinas que se deve a baixa dos niveis de L-asparaginase na
circulacao e também a liberacdo de produtos ap6s a hidrolise da enzima (Rizzari et al.,
2013).

Os efeitos colaterais mais frequentes sdo as reagdes de hipersensibilidade, que
varia entre 6 a 43% de incidéncia podendo estar associados a casos de anafilaxia grave
em cerca de 10% dos casos (Cortijo-Cascajares; Jiménez-Cerezo; Tejada, 2012). Na

administragdo da enzima obtida por cepas de E. coli em sua etapa inicial as reagdes de
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hipersensibilidade chegam a apenas 4%, entretanto, pode subir para 80% em pacientes
que utilizaram a enzima mais de uma vez (Kurtzberg et al., 2011).

Junto das reagdes de hipersensibilidade veem a produgdo de anticorpos anti-L-
Asparaginase, sendo essa a causa fundamental da resisténcia ao medicamento (Rizzari et
al., 2013). Com a diminuic¢do da atividade da enzima a diminui¢do de L-asparagina no
plasma nao acontecera (Avramis et al., 2002) e essa atividade pode até nao ser detectada
(Kawedia; Rytting, 2014).

Alguns dos sintomas sdo: urticaria, edema, febre, erup¢do na pele, purido e
raramente choque anafilatico (Brunton; Lazo; Parker, 2010). O problema ¢ que, com
excecdo da urticaria que pode ser tratada com anti-histaminicos, os outros sintomas
precisam da suspensdo do tratamento para desaparecerem (Graham, 2003). Todavia, a
utilizagdo de anti-histaminicos como medidas preventivas ndo ¢ recomendada, ja que
pode camuflar os sintomas da enzima inativada (Narazaki et al., 2012).

Demais efeitos colaterais demonstrados sdo: alteracdes na coagulagdo sanguinea,
incluindo niveis séricos reduzidos de antitrombina III e fibrinogénio, vomitos, diarreia,
alteragdes hepaticas, pancreatite, hiperglicemia e supressdo da medula 6ssea (Narazaki et
al., 2012; Quintanilla-Flores et al., 2014).

Dos dois tipos de L-asparaginase obtidos por E. coli, a nativa pode apresentar
reacOes de hipersensibilidade mais graves e entdo, a forma conjugada com polietileno
glicol (PEG-asparaginase) ¢ a forma mais segura, pois aponta um menor grau de
imunogenicidade (Pieters et al., 2011) e também, apresenta maior tempo bioldgico de
meia-vida (Avramis et al., 2002).

Casos de encefalopatia e hepatotoxicidade vistos ao decorrer do tratamento podem
estar associados a amonia liberada no sangue a partir da hidrolise da L-asparagina
catalisada pela L-asparaginase (Loureiro, 2010).

Na L-asparaginase originada por bactérias além da hidrolise de L-asparagina, a
glutamina também pode ser hidrolisada, entretanto com menor afinidade (Van der sluis et
al., 2013). Essa hidrdlise resulta em produto final glutamato e aspartato, o que pode estrar
relacionado com casos de neurotoxicidade que ocorrem em cerca de 25% dos casos. A
neurotoxicidade ¢ mais comum em pacientes adultos e seus sintomas incluem: depressao,
fadiga, sonoléncia, confusdo, irritabilidade, agitacdo e tontura (Loureiro, 2010). A

ASNase ¢ produzida através de fermentagao, geralmente submersa (SF), e embora varias
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bactérias estejam relatadas, E. coli € E. chrysanthemi continuam sendo as principais para
producao em proporgdes industriais (Lopes et al., 2015)

A produgdo da enzima sofre influéncia de um conjunto de fatores como: tipo e
concentragdo de fontes de carbono e nitrogénio, pH, temperatura, tempo de fermentagao,
aeracao e principalmente qual o microrganismo utilizado (Basha et al., 2009; Gurunathan
e Sahadevan, 2012; Zia et al., 2013). A L-asparaginase ¢ ativada em pH alcalino e
temperatura por volta de 37°C (Dange e Peshwe, 2013). A ASNase pode ser produzida
geralmente por meio de trés tipos: fermentagdo submersa (SmF), fermentagdo em estado
solido (SSF) e DNA recombinante (Vimal; Kumar, 2017).

Os efeitos colaterais causados no tratamento com L-asparaginase podem estar
relacionados com o uso prolongado da enzima por fontes procaridticas (Amena et al.,
2000). Estudos como o de Dange e Peshwe (2015) indicam microorganismos eucarioticos
como produtores de L-asparaginase com menos efeitos colaterais. Sendo assim, em razao
da importincia da L-asparaginase no tratamento oncologico e também na industria
alimenticia, ¢ fundamental a procura por novas fontes desta enzima com o intuito de
reduzir os efeitos colaterais e obter aumento de sua produgao e disponibilidade (Lopes et
al., 2015). Os fungos aparecem entdo, como fonte para a produ¢do de L-asparaginase
representada por fontes eucaridticas (Sarquis et al., 2004) pois apresentam-se
evolutivamente mais proximos dos seres humanos e por este fato especula-se que a

enzima isolada a partir deles provoca menor imunogenicidade (Shrivastava, et al., 2012).

2.5.1 Breve historico sobre a enzima L-asparaginase

A evidéncia da L-asparaginase como droga antitumoral se deu em 1922 através de
pesquisas realizadas por Clementi que ao usar soro de mamiferos, percebeu que o de
porquinhos-da-india exibiu uma atividade enzimatica (Narta; Kanwar; Azmi, 2007). Em
1953, Kidd descreveu a regressao de linfomas transplantados em camundongos que
receberam o soro dessas cobaias. Contudo, apenas os soros de porquinhos-da-india
apresentaram efeito inibidor do crescimento celular e o soro de outros mamiferos nao,
além do mais, somente alguns tumores eram suscetiveis. Anos mais tarde, Broome
compilou os resultados de Clementi e Kidd e observou que o fato dos linfomas

transplantados em camundongos terem diminuidos era atribuido a necessidade de
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asparagina exogena nas células neoplasicas e concluiu quea atividade antineoplasica
presente era resultado da atividade da L-asparaginase (Broome, 1963)

Em 1966 foi possivel purificar parcialmente duas isoformas da L-asparaginase
obtida do soro de porquinhos-da-india, porém apenas uma das isoformas apresentou a
atividade antitumoral in vivio (Yellin; Wriston-Jr, 1966). Com toda dificuldade para
extracdo da enzima a partir do soro das cobaias a pesquisa sobre as acgdes da L-
asparaginase ndo progrediu, contudo, os pesquisadores buscaram outras fontes,
especialmente as provenientes de microrganismos (Narta; Kanwar; Azmi, 2007; Loureiro,
2010).

Mashburn e Wriston em 1964 e Campbell ¢ Mashburn (1969), publicaram
trabalhos onde obtiveram a purificagdo da L-asparaginase através de cepas de Escherichia
coli com a atividade enzimatica antineoplasica equivalente aquela demonstrada no soro
das cobaias anteriormente pesquisadas. Dessa forma, esses resultados promoveram um
aumento na producdo da enzima em propor¢des maiores € quantidade propicia para

ensaios clinicos (Asselin et al., 1993; Narta; Kanwar; Azmi, 2007).

2.5.2 L-asparaginase produzida por fungos endofiticos

Tendo em vista os efeitos colaterais produzidos pela terapéutica com L-
asparaginase de origem procariotica, a busca por fontes eucarioticas vem sendo alvo de
pesquisas com a ASNase, sendo assim, fungos filamentosos e leveduras veem sendo
relatados como potencial produtor desta enzima com menores reagdes adversas
(Shrivastava, Khan, Shrivastav, Jain, e Singhal, 2012).

Estudos propdem que endofitos durante os anos de coevolugdo e recombinagao
genética conquistaram a capacidade de biossintetizar com sua planta hospedeira os
compostos produzidos pela planta (Huang et al., 2015). A utilizagdo de microrganismos,
no caso os fungos endofiticos, ¢ relatada por Peixoto Neto et al. (2002) como alternativa
para minimizar o uso de plantas e assim diminuir o risco de ameaca de algumas espécies
vegetais.

Os tratamentos oncoldgicos obtidos por produtos naturais advindos de
microrganismos veem movimentando os avangos em pesquisas que busquem novas

fontes medicamentosas (Costa-Lotufo et al., 2010). Foi através dessa busca que um dos
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compostos pioneiros no tratamento de neoplasias, o taxol, foi isolado do fungo endofitico
Taxomyces andreanae (Stierle; Strobel; Stierle, 1993).
Os fungos endofiticos veem sendo estudados para a producdo de L-asparaginase,
entretanto, ainda s@o poucos os relatos usando endofitos na produgdo de L-asparaginase.
A literatura mostra que varios estudos ja foram realizados com fungos para a produgao
da enzima L-asparaginase sendo as espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium, e Penicilium

frequentemente associadas a uma boa produ¢do da enzima (Padua et al., 2018; Silva et al.,

2018).
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3 METODOLOGIA

3.1 AREA DE COLETA

A coleta do material vegetal ocorreu na Reserva Bioldgica (REBIO) de Pedra
Talhada (36°22” a 36°28” W, 9°11” a 9°16’ S). A REBIO de Pedra Talhada foi criada em
13 de dezembro de 1989 por meio do Decreto n® 98.524 com o objetivo de proteger a
Mata Atlantica e seus recursos naturais. A REBIO possui area de 4.382,37 hectares
distribuidos nos municipios de Lagoa do Ouro e Correntes (Pernambuco) e Quebrangulo
e Cha Preta (Alagoas) (ICMBio, 2019).

A REBIO de Pedra Talhada esta situada na Provincia da Borborema e sua estagao
pluviométrica mais perto se encontra no municipio de Quebrangulo com actimo anual
médio de 1.628 mm, onde os meses com maiores precipitacdes sdo maio, junho e julho
com mais de 250 mm/m¢és e a estacao mais seca se estendendo de outubro a fevereiro com
menos de 50 mm/més (Studer, Nusbaumer, Spichiger, 2015).

A area ¢ dividida em seis zonas e a pesquisa foi conduzida em duas delas (figura
6): zona primitiva (drea natural) e zona de recuperacdo (4rea antropizada). A reserva
encontra-se em area de transi¢do entre a Floresta Estacional e a Caatinga, apresentando
florestas umidas rodeadas por florestas secas. A coleta do material vegetal ocorreu no

periodo chuvoso no més de julho de 2018.

Figura 6 - Representacdo da metodologia de amostragem, com delimitagdo dos transectos e parcelas onde

os fungos sl. serdo coletados

Unidade de Conservagao

Area antropizada

e ainil

Fonte: Projeto CNPQ/ICMBio 421241/2017-9.
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3.2. COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTANICO

Uma visita a campo foi realizada em periodo chuvoso e trés transectos foram
percorridos em area natural e outros trés em area antropizada (Figura 6). Folhas sadias de
dois exemplares de Miconia mirabilis em area natural e dois exemplares de em area

antropizada foram coletadas, totalizando quatro individiuos.

O material vegetal foi acondicionado individualmente (3/4 folhas por individuo)
em sacos de papel e levados ao Laboratdrio de Micologia Ambiental do Departamento de
Micologia (UFPE) e processados em até 48 horas. O material foi processado como
descrito por Bezerra et al. (2015), com adaptacdes. Resumidamente, a assepsia foi feita
por uma lavagem inicial das folhas com 4gua e detergente para remog¢do de impurezas e
enxaguadas com agua destilada. Na sequéncia foram mergulhados em alcool 70% (1
min), hipoclorito de so6dio 2-2,5% (3 min), alcool 70% (1 min) e por fim as folhas foram

lavadas por trés vezes (1 minuto cada) em dgua destilada e esterilizada.

A fragmentacao das folhas ocorreu com auxilio de 1amina de bisturi esterilizada e
45 fragmentos com cerca de 1cm? foram utilizados, totalizando 180 fragmentos. Foram
distribuidos cinco fragmentos por placa de Petri contendo meio de cultura, totalizando 36
placas (9 por individuo). Os fragmentos foram transferidos para meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) com clorofenicol (50mg/l) para restringir o crescimento bacteriano.
As placas foram incubadas a 28 £ 2 °C por até 10 dias e o crescimento fungico foi
observado diariamente e toda colonia fungica encontrada foi isolada e purificada (Figura
7). Apos isolamento e purificagdo, os endofitos foram mantidos em meio de cultura
adequado ou preservados em agua com glicerol (70%) para posteriores analises
morfoldgicas e/ou moleculares. Para verificar a eficicia da desinfestagdo, 1 ml de agua
ultima de lavagem foi semeada em placas de Petri contendo o mesmo meio, € mantidas

sob as mesmas condic¢oes de incubacao.
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Figura 7: Esquema de isolamento de fungos endofiticos de folhas de Miconia mirabilis da Reserva

Biologica de Pedra Talhada (Mata Atlantica)

>

Colonizacao dos fragmentos
das folhas

Folhas de
Miconia mirabilis

Reserva biologica de Pedra Talhada ./

Area antropizada

Isolamento dos fungos endofiticos

Fonte: Padua, A. P. S. L.

3.3 IDENTIFICACAO DE FUNGOS ENDOFITICOS
3.3.1 Identificacdo morfologica dos fungos endofiticos

A identificacdo morfologica foi realizada através de observacao das caracteristicas
macroscopicas das colonias (cor, aspecto, consisténcia, presenca de pigmento, etc.),
caracteristicas microscopicas (morfologia de estruturas somadticas e reprodutivas),
utilizando-se metodologia e literatura especifica (Morton e Smith, 1963; Ellis, 1971,
1976; Sutton, 1980; Barnett ¢ Hunter, 1987; Hanlin 1990; Samson e Frisvad, 2004;
Domsch et al., 2007; Crous et al., 2007; Bensch et al., 2012; Phillips et al., 2013).

Culturas representativas dos fungos endofiticos isolados e identificados estdo
depositadas no acervo da Colecao de Culturas — Micoteca URM e as laminas permanentes

no Herbario URM, ambas as cole¢des na UFPE.

3.3.2 Identificacio molecular dos fungos endofiticos

3.3.2.1 Extragado, amplificagdo de fragmentos do DNA e sequenciamento

Para extragdo do DNA gendmico foi utilizado o Kit de extragdo de DNA gendémico
da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit) conforme metodologia proposta
pelo fabricante. Culturas representativas de cada morfoespécie foram identificadas por

meio do sequenciamento da regido ITS do rDNA e conforme necessidade outros l6cus do
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DNA foram introduzidos de acordo com cada género ou grupo de fungos estudados
(Tabela 2). Para amplificacao da regido ITS do rDNA foram utilizados os primers ITS5 e
ITS4 (White et al., 1990) ou ITS1 e ITS4 (White et al. 1990; O “Donell,1993).

Os produtos das extragdes de DNA e das reagdes de PCR foram visualizados
através de eletroforese em gel de agarose 1% corados com GelRed (Biotium), e
visualizados sob luz UV. Os produtos da amplificagao foram purificados e posteriormente
encaminhados para sequenciamento na Plataforma Multiusudria de Sequenciamento e

DNA do Centro de Biociéncias da UFPE.

Tabela 2 — Primers utilizados para obtengdo de sequencias de genes especificos para identificacdo

molecular dos fungos endofiticos.

Nome Sequéncia (5’-3’)  Referéncias Géneros estudados

Beta-tubulina

Bt2a GGT AAC CAA Glass e Donaldson Diaporthe, Penicillium
ATC GGT GCT (1995)
GCTTTC
Bt2b ACC CTC AGT Glass e Donaldson  Diaporthe, Penicillium
GTA GTG ACC (1995)
CTT GGC
Calmodulina
CDM5 CCG AGT ACA Hongetal (2006) Diaporthe, Penicillium
AGG AGG CCT
TC
CDM6 CCG ATA GAG Hong et al (2006) Diaporthe, Penicillium
GTC ATA ACG
TGG
ITS
ITS 1 O“Donnell, 1993 Todos os géneros listados
na tabela 4
ITS 4 TCC TCC GCT Whiteetal (1990) Todos os géneros listados
TAT TGA TAT GC
na tabela 4
ITS 5 GGA AGT AAA Whiteetal (1990)  Todos os géneros listados

AGT CGT AAC

AAG G na tabela 4
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GAPDH

GPD1 CAA CGG CTT Berbee etal (1999) Colletotrichum
CGGTCG CAT TG

GPD2 GCC AAG CAG Berbee etal (1999) Colletotrichum
TTG GTT GTG C

RPB2

RPB2-5F2 GGG GWG AYC Sungetal. (2007) Penicillium, Xylaria
AGAAGAAGGC

RPB2-7cR CCC ATR GCT Liuetal (1999) Penicillium, Xylaria
TGY TTR CCC AT

TEF1

EF1-728F CAT CGA GAA Carbone ¢ kohn Diaporthe
GTT CGA GAA (1999)
GG

EF1-986R TAC TTG AAG Carbone ¢ kohn Diaporthe

GAACCCTTACC (1999)

Fonte: O autor, 2020

3.3.2.2. Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

Os cromatogramas do sequenciamento foram analisados para a determinacao das
sequéncias consenso utilizando o programa MEGA v. 7.0 (Kumar et al., 2016). Apos a
edi¢do, todas as sequéncias foram utilizadas para busca das mais similares depositadas no
GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn. As sequéncias experimentais foram entdo
alinhadas e corrigidas manualmente utilizando o programa MEGA v. 7.0 (Kumar et al.,
2016). As novas sequéncias serdo depositadas no GenBank do NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/) e os alinhamentos no banco de dados TreeBASE
(www.treebase.org/).

As construgoes das arvores filogenéticas foram feitas através da maxima
verossimilhanca (ML) ou por Infereréncia Bayesiana (BI). As sequéncias foram alinhadas

usando O Maft v.7 (Katoh e Standley, 2013) e editadas manualmente usando o programa
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MEVAv.7 (Kumar et al., 2016). As analises de ML e de BI foram realizadas com MrBayes
on XSEDE e RAXML-HP BlackBox v.8.2.8 (Stamatakis et al., 2008), respectivamente
no CIPRES Science Gateway (www.phylo.org/). A construcdo da arvore por maxima
verossimilhanga foi realizada usando o modelo de substituicdo nucleotidica GTR+G+I
com 1000 reamostragens de bootstrap. Para a Inferéncia Bayesiana (BI) foi empregado o
método da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) e o modelo de substitui¢ao
nucleotidica como sugerido pelo MrModelTest 3.7 (Posada e Crandall, 1998). A analise
de BI foi realizada através do programa Mr. Bayes v.3.2.1 (Ronquist e Huelsenbeck,
2012). As arvores filogenéticas foram visualizadas no software FigTree (Rambaut, 2009)

e exportadas para edicao.

3.4 ANALISES ECOLOGICAS

A taxa de colonizagao (TC) foi obtida através da razdo entre o namero de
fragmentos colonizados (Nf) e o numero total de fragmentos (Nt) isolados do tecido
vegetal, multiplicado por 100 (TC=N{f/Nt X 100) (Araujo et al. 2002).

As comunidades dos fungos foram avaliadas em termos quantitativos e
qualitativos (frequéncia de ocorréncia absoluta e relativa) e sua estruturagao, analisada
por meio de indices ecoldgicos de diversidade. A frequéncia absoluta foi calculada como
numero total de isolados endofiticos e a abundancia relativa (frequéncia relativa) de cada
espécie foi calculada aplicando-se a formula: Di = (Ni/N) x 100, onde Di = abundancia
da espécie i; Ni = nimero de UFC da espécie i; N = numero total de UFC (Photita et al.,
2001).

Para o célculo da diversidade foi utilizado o indice de diversidade de Shannon-
Wiener na base logaritmica 2: H> = X (pi) x (logzpi), onde pi = abundancia relativa de
cada espécie. Os diagramas de Venn foram construidos usando a ferramenta InteractiVenn

disponivel on-line em http://www.interactivenn.net/ (Herbele et al., 2015).

3.5 SELECAO DE FUNGOS QUANTO A PRODUCAO DE L- ASPARAGINASE
(ASNASE) EM MEIO LiQUIDO

Foram selecionados, aleatoriamente, 20 fungos endofiticos de Miconia mirabilis
para a etapa de producdo da enzima L-asparaginase, pertencentes a nove géneros

identificados previamente. Fungos selecionados:
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> Isolados da area natural: J2A — Nigrospora sp. ; J8B - Colletotrichum sp. (URM
8300); J61 - Nigrospora sp. (URM 8313); J70 - Colletotrichum sp. (URM 8302); L1A-
Phyllosticta sp. (URM 8196); L2 - Xylaria sp. (URM 8314); L6 — Hypoxylon sp.; L30 -
Phyllosticta sp. (URM 8307); L33 - Nemania sp. (URM 8299); L48 - Colletotrichum sp.
(URM 8301); L59 - Penicilllium sp. (URM 8317).

> Isolados da area antropizada: M46 - Penicilllium sp. (URM 8318); N18 — Xylaria
sp.; N23 — Diaporthe sp. (URM 8304); N28 — Xylaria sp.; N31B - Penicilllium sp. (URM
8320); N39 - Diaporthe sp. (URM 8321); N42A Talaromyces sp (URM 8305); N44 —
Nigrospora sp.; N66 - Penicilllium sp. (URM 8087).

Para a preparagdo do indculo, os isolados selecionados e previamente
armazenados em agua e glicerol, foram reativados em placas de Petri contendo o meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA), incubados por até sete dias. As etapas utilizadas para
a producdo (Pré-fermentacdo e Fermentacdo) da enzima seguiram metodologia de
Loureiro et al. (2012) com adaptagdes de Silva et al. (2018) e Padua et al. (2018).

A produgdo da L-asparaginase foi realizada utilizando o meio Czapek Dox’s
(CDM) modificado pela adi¢ao de L-asparagina (Saxena e Sinha, 1981) e modificado por
Gulati et al. (1997). O meio é composto por glicose (14,0 g/L), L-asparagina (10,0 g/L),
KH>PO4 (1,52 g/L), KCl (0,52 g/L), MgS04.7H>0 (0,52 g/L), CuNOs3.3H>0O (0,01 g/L),
ZnS04.7H20 (0,01 g/L), FeS04.7H20 (0,01 g/L) e (NH4)2SO4 (2,0 g/L) com pH ajustado
para 6,2.

Para a etapa de pré-fermentagao, foram utilizados 50 mL do meio CDM contidos
em frascos de Erlenmeyer (250 mL), onde cinco discos de 5 mm de micélio das culturas
selecionadas foram inoculados e incubados a 30°C, a 120 rpm por 96 horas. ApoOs esse
periodo as culturas foram filtradas utilizando papel de filtro Whatman n° 1 e o micélio
utilizado na etapa de fermentagao.

Na etapa de fermentagao o micélio coletado na pré-fermentagado foi inoculado em
frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL do meio CDM (com auséncia de
(NH4)2S04 e reducao da glicose para 2,0 g/L) e incubados a 30°C, a 120 rpm por 120
horas. Apos esse periodo, as culturas foram filtradas utilizando papel de filtro Whatman

n° 1 e a biomassa foi utilizada para quantificar a atividade enzimaética (Loureiro et al.,
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2012 modificado por Silva et al., 2018 e Padua et al., 2018).

3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade da enzima L- asparaginase foi verificadade acordo com Drainas et al.
(1977), modificado por Silva et al. (2018) e Padua et al. (2018) onde a solugdo para
determinago da atividade enzimatica foi composta por 1,5 mL Tris-HCI (20 mM, pH 8,6),
0,2 mL de solucao de L-asparagina (100 mM), 0,2 mL de solu¢do de hidroxilamina pH
7,0 (1 M) e 0,1 g de biomassa fungica. O tampao Tris-HCL foi adicionado a biomassa de
cada cultura (0,1g) sendo agitada em vortex. As solugdes de L-asparagina e hidroxilamina
foram adicionadas e as amostras branco permaneceram apenas com a biomassa fiingica e
o Tris-HCL, porém ambas amostras foram incubadas a 37°C, 150 rpm, por 30 minutos.
Em seguida foi adicionado a mistura, 0,5 mL de solu¢do de cloreto férrico/TCA/HCI
[10% (w/v) de FeClI3 mais acido tricloroacético a 5% (w/v) em 0.66 mol-L—1 HCI] em
todas as amostras com finalidade de interromper a reacdo. Posteriormente ambas as
amostras foram centrifugadas a 6.000 rpm por 15 minutos. Apds centrifugacdo, os
sobrenadantes de todas as amostras foram lidos em espectrofotdmetro a 500 nm. Uma
unidade de L-asparaginase foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a
formagdo de 1 umol de B-hidroxamico aspartico por minuto a 37°C. Todas as analises
foram realizadas em triplicata e comparadas ao branco da amostra. O melhor produtor foi
definido como o fungo capaz de produzir a maior quantidade de U/g-1 para a atividade

intracelular dentre os endofitos testados neste estudo.

3.7 ANALISE ESTATISTICA DA ATIVIDADE DA L-ASPARAGINASE

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado para determinar se houve
diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) entre os resultados da producao de L-
asparaginase pelos fungos endofiticos testados. Este teste permite comparar duas ou mais
amostras independentes de tamanhos iguais ou diferentes e ndo assume normalidade para
os residuos correspondentes. Todos os calculos foram realizados utilizando o software

Statistic8.
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4 ANALISE E DISCUSSAO DOS DADOS

4.1 DIVERSIDADE DE FUNGOS ENDOFITICOS DE Miconia mirabilis: ANALISES
FIOGENETICAS E ECOLOGICAS

Este ¢ o primeiro estudo que relata a diversidade de fungos endofiticos em M.
mirabilis, porém outros estudos fingicos e de comunidades endoéfiticas foram realizados
com representantes de mesmo género, ordem ou familia de M. mirabilis (Seixas et al.,
2007, Vaz et al., 2014; Piza et al., 2015; Mausse-Sitoe et al., 2016; Mishra et al., 2016).

Um total de 285 isolados de fungos endofiticos foram obtidos da planta M.
mirabilis a partir dos 180 fragmentos das folhas utilizadas, das duas areas estudadas. Os
endofitos foram agrupados de acordo com a morfologia, entretanto, 12 fungos ndo foram
capazes de crescer ap0s reativacao, resultando um total de 273 fungos endofiticos, sendo
149 da area natural e 124 da area antropizada. Essa perda no numero de isolados pode
estar ligada ao que foi mencionado por Strobel (2018) que constatou que fungos de
crescimento mais lento, depois de transferidos para meio de cultura, comegam a crescer
ainda mais lentamente podendo morrer se algum nutriente importante encontrado na
natureza esteja faltando nas condi¢des de cultivo. Apenas fungos filamentosos foram
isolados e, apos purificagdo, foram identificados por letras (J e L — Area Natural; M e N
— Area Antropizada) seguido de nimeros que designam o isolado (Ex.: J1, J2...J80).

A riqueza de fungos endofiticos encontrada neste estudo se assemelha a outros
estudos em dareas tropicais onde o nimero de isolados fingicos também foi alto (Arnold
e Lutzoni, 2007; Nascimento et al., 2015; Lima et al., 2012; Siqueira et al., 2011, Bonfim
etal., 2016; Correia et al., 2018). Porém, ¢ importante destacar que na maioria dos estudos
citados a quantidade de fragmentos foi superior a utilizada no presente estudo, destacando
a alta riqueza encontrada nesse estudo e também, a complexidade da comparacdo de
dados a respeito da microbiota endofitica devido a tipos dierentes de metodologias
empregadas, bem como o tipo de tecido vegetal e o esfor¢o amostral (Cannon e Simmins,
2002, Vieira et al., 2011).

Entretanto, ¢ preciso levar em consideracdo que o numero exato de endoéfitos
fingicos estimado por técnicas dependentes de cultura ndo corresponde a toda a
diversidade da comunidade endofitica, sendo necessario combinar o método tradicional

com técnicas independentes de cultura e que analisem o microbioma de todo o vegetal,
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como por exemplo, analises metagendmicas (Frohlich e Hyse, 1999; Guo et al., 2001;
Zhang et al., 2015; Singh et al., 2017; Sapkota et al. , 2017; Collinge et al., 2019).

Outros estudos em florestas tropicais apresentaram um nimero de isolados menor
que nesse estudo (Yuan et al., 2011; Mishra et al., 2016; Hansan, 2019) e essas diferencas
encontradas podem ser associadas a varios fatores ambientais (tecido vegetal, mudancas
climaticas, relagdes ecologicas entre fungos, hospedeiros e substratos, etc.), o que vem
sendo ressaltado em alguns estudos (Nascimento et al., 2015; Koide et al., 2017).

A média da taxa de colonizacao dos fragmentos de folha de M. mirabilis foi de

93,33% e a taxa de colonizagdo por individuo estudado esta representada na Tabela 3.

Tabela 3 —Taxa de colonizacdo dos fragmentos foliares por individuos dos fungos endofiticos isolados de
de Miconia mirabilis nas areas natural (AN) e antropizada (AA) da Mata Atlantica da REBIO Pedra
Talhada, Brasil.

Individuo Fragmentos foliares com Total de fragmentos Taxa de Colonizacao
! crescimento foliares
fungico
AN1 45 45 100%
AN2 42 45 93%
AA1 40 45 89%
AA2 41 45 91%

Fonte: Ferro, L. O

A taxa de colonizagdo foi alta em comparacao a outros estudos. Embora, endéfitos
com taxa de colonizacdo acima de 50% tenham sido relatados por outros trabalhos
realizados em florestas tropicais (Cannon e Simmons, 2002, Rubin et al., 2005; Luz et al.,
2006; Nascimento et al., 2015). Diferentemente, estudos em florestas tropicais secas
demonstram uma taxa de coloniza¢do muito inferior, muitas vezes ndo ultrapassando 50%
(Sun et al., 2012; Jin et al., 2013). Uma alta colonizag@o endodfitica pode estar associada
as propriedades das florestas tropicais umidas quando comparadas a florestas tropicais
secas, incluindo o periodo chuvoso que pode contribuir para um aumento na taxa de
fragmentos colonizados (Santos et al., 2015).

Os 273 fungos endofiticos isolados foram agrupados morfologicamente por
caracteristicas macroscopicas e microscopicas confirmadas por microcultivos em laminas
e/ou analises filogenéticas. Foram totalizados 14 géneros de fungos endofiticos, todos
fungos filamentosos pertencentes ao filo Ascomycota. O predominio do filo Ascomycota

¢ comum na maioria dos estudos sobre a comunidade endofitica (Bezerra et al., 2012;
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Bullington e Larkin, 2015; Nascimento et al., 2015; Singh et al., 2017, Strobel, 2018),
entretanto em alguns trabalhos ¢ possivel verificar a presenga de fungos Basidiomycota
(Fernandes et al., 2015; Mishra et al., 2016; Correia et al., 2017; Padua et al., 2018) ¢
alguns representantes de fungos do subfilo Mucoromycotina (Bezerra et al.; 2013; 2015;
Fernandes et al., 2015; Freire et al., 2015; Mishra et al., 2016). O niimero baixo de
representantes do filo Basidiomycota pode estar relacionado ao tipo de método
empregado, jA que o crescimento fungico ¢ dependente de cultura, ndo isolando por
exemplo, fungos biotroficos (Singh et al., 2017).

A identificacao de fungos endofiticos apenas com base na taxonomia morfologica
¢ complexa, pois a maioria dos endofitos ndo produz estruturas de reprodugdao em meio
de cultura (Chen et al., 2013). Entre os marcadores de DNA, a regido mais comumente
usada para fungos ¢ a ITS, considerada como o barcode, ou seja, um cédigo de barras
capaz de identificar com sucesso diversos grupos fungicos (Chen et al., 2013).
Posteriormente, a utilizacdo de sequéncias de ITS ndo possibilitou a separagdo entre
espécies e/ou grupos fingicos muito relacionados, necessitando-se da utiliza¢ao de outros
genes para a identificacdo dos fungos, conformes listados na tabela 2.

Os fungos endofiticos isolados de M. mirabilis foram identificados por taxonomia
molecular com base nas sequencias de ITS do rDNA; porém, apenas 113 isolados tiveram
a regido ITS amplificada e sequenciada, e posteriormente foram agrupados por analise
filogenética (Figura 8).

Os representantes com sequéncias de parte da regido ITS do rDNA representam
sete ordens em Ascomycota, sendo a ordem Xylariales a mais comum e representada por
quatro géneros, seguidos por Eurotiales com trés géneros e as demais ordens com apenas
um género cada (Pleosporales, Botryosphaeriales, Glomerellales, Diaporthales e

Trichosphaeriales). Outros dois representantes ndo conseguiram ser definidos por

sequenciamento de ITS e também se encontram como incertae sedis em Sordariomycetes.

Figura 8 - Filograma obtido por inferéncia bayesiana a partir de analises de sequéncias da regidao ITS do
rDNA demostrando o posicionamento de 113 fungos endofiticos isolados de Miconia mirabilis em éarea de
Mata Atlantica do nordeste brasileiro. Fuscoporia sp. (Dai 11680, Basidiomycota) foi utilizado como grupo
externo. Valores de probabilidade posterior a partir de 0.98 sdo mostrados perto ds nos. Os isolados
destacados com a cor verde representam isolados provenientes da area natural e os com cor azul da area

antropizada.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=152647&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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Embora a regido ITS seja o marcador mais utilizado na identificagdo de fungos,
ha relatos de insuficiéncia de suas sequéncias para delimitar grupos fungicos,
principalmente quando envolve complexos de espécies (Gruning et al., 2004; Chen et al.,
2012, Harder et al., 2013; Singh et al., 2017). A familia Xylariaceae ¢ um dos grupos que
a regido ITS ndo ¢ adequada para resolver as relagdes filogenéticas e um dos motivos
pode ser a alta variabilidade presente no gene (Hiesh et al., 2010; Chen et al., 2013).
Alguns estudos tentam combinar outras regides génicas, entre elas sequéncias de a-actina,
B-tubulina e RPB2 (Hiesh et al., 2010; Li et al., 2017; Wendt et al., 2017), para melhor
delimitar as espécies de Xylaria (Hsieh et al., 2005; 2010; Tang et al., 2009; Pazoutova et
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al., 2010).

Foi construido um filograma através de andlise de verossimilhanga (MV) com
sequéncias de RPB2 (Figura 9). Porém, ¢ necessario ainda abordar outros genes na

tentativa de delimitar os tdxons de Xylaria no presente estudo.

Figura 9 - Filograma obtido através de analise de verossimilhanga a partir de andlises de sequéncias da
regido RPB2 do rDNA mostrando o posicionamento de 54 fungos endofiticos isolados de M. mirabilis em
area de Mata Atlantica do nordeste brasileiro pertencentes ao género Xylaria sp. Biscogniauxia arima
(Basidiomycota WSP 122) foi utilizado como grupo externo. Valores de bootstrap a partir de 70% sdo
mostrados perto dos nds. Os representantes de cor verde representam a area natural e os de cor azul a area

antropizada do presente estudo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17020806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17020806
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Dos 14 géneros verificados, Xylaria foi o mais frequente (58,24%) com 159
isolados pertencentes a 10 morfo-espécie, representando mais da metade dos isolados,
seguido por Colletotrichum (18,32%) com 50 isolados pertencentes a quatro morfo-
espécies, Nemania (6,60%) com 18 isolados pertencentes a seis morfo-espécies,
Diaporthe (5,13%) com 14 isolados pertencentes a cinco morfo-espécies, Penicillium
(4,03%) com 11 isolados pertencentes a quatro morfo-espécies, Muscodor (2.20%) com
seis isolados pertencentes a trés morfo-espécies, Nigrospora (1,47%) com quatro isolados
pertencentes a duas morfo-espécies, Phyllosticta (1,10%) com trés isolados pertencentes
a duas s morfo-espécies, Preussia (0,73%) com dois isolados pertencentes a uma morfo-
espécie, Incertae sedis em Sordariomycetes (0,73%) com dois isolados pertencentes a
uma morfo-espécie, e, Aspergillus (0,37%), Hypoxylon (0,37%), Incertae sedis em
Dothideomycetes. (0,37%) e Talaromyces (0,37%) os quais foram isolados apenas uma

vez (Figuras 10 e 11).

Figura 10. Representagdo grafica da frequéncia relativa de fungos endofiticos de Miconia mirabilis nas

areas natural e antropizada da Mata Atlantica da REBIO Pedra Talhada, Brasil
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Fonte: Ferro, L. O. Elaborado no excel, 2019
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Figura 11. Representagdo grafica da frequéncia absoluta de fungo endofiticos de folhas de Miconia

mirabilis nas areas natural e antropizada da Mata Atlantica da REBIO Pedra Talhada, Brasil.
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Fonte: Ferro, L. O. Elaborado no excel, 2019

Xylaria ¢ o género com o maior numero de espécies da familia Xylariaceae
(Xylariales). Entretanto, o nimero exato de espécies ¢ incerto devido ao reduzido namero
de trabalhos taxondmicos desse género (Hsieh et al., 2010). Espécies de Xylaria sao
frequentemente isoladas como endéfito em varios estudos em florestas tropicais (Davis
etal., 2003; Costa et al., 2012; Chen et al., 2013; Santos et al., 2015; Correia et al., 2017).
A 1identificacdo de amostras de Xylaria a nivel taxondmico especifico ¢ dificil devido a
falta ou demora de producao de estruturas sexuais em meio de cultura (Davis et al., 2003;
Chen et al., 2013; Singh et al., 2017).

Embora haja uma alta frequéncia de espécies de Xylaria isoladas como endofitos,
ha dificuldade na formacao de estruturas sexuais e as caracteristicas de muitas espécies
em cultura sdo semelhantes e sem grandes variacdes, sendo os endofitos tnicos e sem
material disponivel em bancos de sequéncias de genes para comparagdo (Roger, 2000).

O género Colletotrichum foi o segundo mais frequente no estudo, sendo o maior
numero de isolados na area antropizada. Colletotrichum ¢ um género encontrado em
diversas espécies vegetais (Mussi-Dias et al., 2012; Senthil et al. 2011; Siqueira et al.
2011; Chow e Ting, 2015) e, por exemplo, foi abundante em um estudo com espécies de

begdnia em 4area de Mata Atlantica no Brasil, correspondendo a 51,6% dos isolados
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(Correia et al., 2018) e o segundo mais frequente em plantas medicinais (Mussi-Dias et
al. 2012).

Alguns géneros de fungos causadores de doencas em plantas podem também
serem isolados como endofitos e sem causar sintomas de doenga no vegetal, entre eles
podem ser citados os géneros Fusarium, Colletotrichum, Phoma, Diaporthe ¢ Xylaria
(Strobel, 2018), corroborando com as defini¢cdes para fungos endofiticos, que abordam o
endofitismo como um estagio do ciclo de vida fungico dependente das condigdes entre as
interagdes planta x fungo (Azevedo e Aratjo, 2007; Hyde e Soytong, 2008;
Suryanarayanan et al., 2005; White Jr. e Bacon, 2012, Hardoim et al., 2015).

Além de Colletotrichum, os géneros Diaporthe e Phyllosticta também foram
relatados no estudo, corroborando com diversos estudos de endofitos onde os trés géneros
aparecem com maior frequéncia na diversidade endofitica (Singh et al., 2017; Bezerra et
al., 208, Padua et al., 2018) e sdo importantes economicamente devido as doengas que
podem causar principalmente em plantas frutiferas (Dissanayake et al. 2017; Guarnaccia
et al. 2017). Singh et al. (2017), ao estudar uma espécie da familia Verbenaceae em area
de floresta tropical na India, também relataram o género Colletotrichum como o segundo
mais frequente, sendo Diaporthe o género mais comumente isolado.

O género Penicillium também ja foi reportado como endéfito em diversas plantas
(Sunetal., 2012; Bezerra et al., 2015, Silva et al., 2018). Por exemplo, Kusari et al. (2013)
ao estudar a planta medicinal Cannabis sativa na Holanda encontraram alta riqueza de
isolados do género correspondendo a mais de 90% dos endofitos. No estudo uma espécie
de Penicillium (P. alagoense) foi descrita como nova para ciéncia e pode ser consultada
no apéndice A. (Crous et al., 2018). O género Nigrospora foi relatado por Bonfim et al.
(2016) como endofito em um estudo realizado com plantas nativas em area de floresta
tropical no estado de Sergipe.

Outos isolados tiveram apenas um ou dois representantes para cada taxon, sendo
considerados isolados incidentais e/ou raros, sdo eles: Preussia, Incerta sedis em
Sordariomycetes, Aspergillus, Hypoxylon, Incerta sedis em Dothideomycetes e
Talaromyces. Taxons raros sdo constantemente encontrados em estudos com endofitos e
esse numero reduzido de isolados pode estar associado com o predominio de algum
género como os mais frequentes na comunidade endofiticia (Siqueira et al., 2011, Santos

etal., 2015).
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O presente estudo apresentou alta frequéncia (> 60%) de fungos endofiticos

pertencentes a ordem Xylariales (Xylaria, Nemania, Muscodor ¢ Hypoxylon), sendo a

maioria da familia Xylareaceae e apenas Hypoxylon foi recentemente separado e esta na

propria familia Hypoxylaceae (Wendt et al., 2018). Contudo, apenas um isolado nesse

estudo ¢ representando por esse género, sendo a familia Xylareaceae a mais marcante

(Tabela 4).

Tabela 4 — Comunidades de fungos endofiticos isolados de Miconia mirabilis na Reserva Bioldgica de

Género de fungos endofiticos | Area al | Area Antropizada fa ((f/l(; )
Aspergillus 1 0 1 0,37
Colletotrichum 18 32 50 18,32
Diaporthe 4 10 14 5,13
Hypoxylon 1 0 1 0,37
Incerta sedis 1 1 2 0,73

(Sordariomycetes)
Incerta sedis 1 0 1 0,37
(Dothideomycetes)
Muscodor 3 3 6 2,20
Nemania 7 11 18 6,60
Nigrospora 2 2 4 1,47
Penicillium 4 7 11 4,03
Phyllosticta 2 1 3 1,10
Preussia 1 1 2 0,73

Talaromyces 0 1 1 0,37
Xylaria 104 55 159 58,24
Total 149 124 273 100

Pedra Talhada, Alagoas, Brasil. fa = frequéncia absoulta, fr = frequéncia relativa.

Fonte: Ferro, L. O
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Xylareaceae ¢ considerada uma das maiores familias de Xylariales e compreende
aproximadamente 85 géneros e mais de 1300 espécies (Kirk et al., 2008). Os membros
dessa familia s30 em sua maioria saprobios, sendo importantes decompositores de
materiais vegetais, outros também sdo isolados como patoégenos ou endofitos (Petrini e
Petrini 1985; Rogers et al. 2005).

Diversos estudos buscam explicar o surgimento de fungos Xylareaceae como
endofitos, por exemplo, Petrini et al. (1995) observaram que o papel desses fungos como
endofitos poderia estar ligado a decomposi¢do de celulose e lignina quando a planta
comega a senescer, entretanto ha evidéncias que tais fungos podem ser isolados apenas
como endofitos (Rogers, 2000).

Embora a diversidade de fungos endofiticos na area antropizada (H’ = 1.60) tenha
sido superior a area natural (H> = 1.21) ndo ha diferenca estatistica em relagdo a
diversidade entre as areas estudadas (X-squared =0.055846; p-value = 0,8132). A
diversidade total de géneros foi igual a H> = 1,43 como estimado pelo indice de
diversidade utilizado.

Apesar do numero alto de taxons isolados, os valores de diversidade de Shannon-
Wiener nao foram maiores devido a dominancia de alguns géneros, sendo Xylaria o que
teve nimeros maiores na area natural e Colletotrichum com maior frequéncia na area
antropizada, fazendo a diversidade nessa area ser maior. A domindncia de alguns
representantes de fungos endofiticos € comum em estudos sobre a comunidade endofitica
(Huang et al., 2008; Nascimento et al., 2015).

As comunidades de fungos endofiticos das duas areas compartilham 10 géneros
(Figura 14): Colletotrichum, Diaporthe, incertae sedis dentro de Sordariomycetes,
Muscodor, Nemania, Nigrospora, Penicillium, Phyllosticta, Preussia e Xylaria, enquanto
Aspergillus, Hypoxylon e incerta sedis em Dothideomycetes foram tdxons encontrados
apenas na area natural e Talaromyces apenas na area antropizada. O compartilhamento de
géneros sugere que a comunidade de fungos endofiticos tende a ser mais homogénea entre

as areas de estudo.
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Figura 12 - Diagrama de Venn mostrando os géneros de fungos endofiticos tnicos e compartilhados entre
areas natural e antropizada.

Fonte: Ferro, L. O

Conbhecer a diversidade de fungos endofiticos e suas relacdes com os hospedeiros
ainda ¢ complexo e regides de florestas tropicais no Brasil vem sofrendo redugdes em
suas areas, acarretando a perda da micodiversidade associada e podendo resultar na
extincdo de muitos fungos que poderiam ser potenciais produtores biotecnologicos
(Azevedo, 2014). Com isso, sdo necessarias investigacdes a respeito da composicao de
fungos endofiticos dos diversos ecossistemas, refor¢ando a importancia de se conhecer a
diversidade microbiana e suas interacdes, bem como ampliar o conhecimento da

diversidade e distribui¢ao desses microrganismos.

4.2 PRODUCAO DA ENZIMA L-ASPARAGINASE

Dos 20 fungos endofiticos selecionados para verificagdo do potencial de produgao
de L-asparaginase, 17 apresentaram biomassa suficiente para o teste de producdo da
enzima, e destes, oito apresentaram potencial para producdo (Tabela 5).

Apo6s inoculagdo em meio de pré-fermentacio CDM modificado, os fungos
aumentaram sua biomassa possibilitando a filtragem e posterior transferéncia para o meio
de fermentagdo, onde foi realizada nova filtragem e pesagem da biomassa final. Porém,
em trés isolados o aumento da biomassa foi insuficiente, foram eles: L6 (Hypoxylon sp.),
N18 (Xylaria sp.) e N44 (Nigrospora sp.), ndo sendo possivel dar continuidade ao teste

com essas amostras e avaliar a atividade enzimatica.
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O melhor produtor foi o isolado do género Diaporthe com uma atividade de 1,16

U/g. Outros isolados produtores da enzima sdo pertencentes aos géneros Colletotrichum
— J8B (0,65 U/g), Phyllosticta - L30 e L1A (0,64 U/g e 0,58 U/g, respectivamente),
Penicillium — N66 (0,58 U/g), Nigrospora — 161 (0,57 U/g), Talaromyces — N42A (0,57

U/g) e Xylaria — L2 (0,57 U/g). Este € o primeiro relato da producdo de L-asparaginase

por fungos dos géneros Nigrospora e Xylaria.

Tabela 5. Atividade de L-asparaginase obtida por fungos endofiticos isolados de folhas de Miconia

mirabilis em area de Mata Atlantica.

Codigo Género Area Atividade (U/g)
J24 Nigrospora sp AN 0,00
J8B Colletotrichum sp AN 0,65
J61 Nigrospora sp AN 0,57
J70 Colletotrichum sp AN 0,00
LIA Phyllosticta sp AN 0,58

L2 Xylaria sp AN 0,57
L30 Phyllosticta sp AN 0,64
L33 Nemania sp AN 0,00
L48 Colletotrichum sp AN 0,00
L59 Penicillium sp AN 0,00
M46 Penicilllium sp AA 0,00
N23 Diaporthe sp AA 0,00
N28 Xylaria sp AA 0,00

N3IB Penicilllium sp AA 0,00
N39 Diaporthe sp AA 1,16

N42A4 Talaromyces sp AA 0,57
N66 Penicilllium sp AA 0,58

Legenda: AN: Area Natural; AA: Area antropizada

Fonte: Ferro, L. O

Estudos relatam a capacidade de fungos endofiticos de produzir a enzima L-

asparaginase (Theatana et al., 2007, 2009; Santos et al., 2015; Krishnapura e Belur,2016;

Chow e Ting, 2017; Padua et al., 2018; Silva et al.; 2018) sendo os géneros Aspergillus e
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Penicillium os mais frequentemente testados e que tem apresentado bons resultados
(Santos et al., 2015; Silva et al., 2018). Porém apenas os estudos de Padua et al (2018) e
Sila et al. (2018) utilizaram mesma metodologia do presente estudo podendo assim serem
comparados aos resultados aqui relatados.

Espécies de Talaromyces e Penicillium sdo relatadas em varios estudos acerca do
potencial biotecnologico. Por exemplo, Silva et al. (2018) quantificou a atividade de L-
asparaginase de endofitos isolados de uma espécie de bromélia em area de Caatinga e o
melhor produtor foi o isolado Talaromyces cf. cecidicola (URM 7826) com atividade de
2,30 U/g, e segundo melhor produtor foi Penicillium sp. (URM 7827) com atividade de
1,28 U/g.

O género Diaporthe ¢ relatado em outros estudos acerca do seu potencial
biotecnoldgico, sendo apontado como produtor de varias substancias antitumorais,
citotoxicas e antimalarica (Silva et al., 2005; Kumaran, 2009; Hemtasin et al., 2011 e
Udayanga et al., 2011; Abreu et al., 2012). Entretanto, a produ¢do de L-asparaginase foi
verificada no estudo de Padua et al. (2018) que foi o primeiro a relatar isolados de
Diaporthe como produtores e com atividade média entre 2,41 ¢ 1,47 U/g. Nesse mesmo
estudo os géneros Colletotrichum, Penicillium, Phyllosticta e Talaromyces também
apresentaram atividade enzimatica.

O teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis mostrou que héa diferenga
estatisticamente significativa entre a producao de L-asparaginase por endéfitos de M.
mirabilis (p > 0,05) (Figura 15). Comparando a producdo entre os isolados, pode-se
observar que Diaporthe sp. (N39), apesar de ter maior producdo, s6 apresentou diferenca

significativa entre a producao dos isolados Phyllosticta sp. (J61) e Talaromyces sp. (N42).
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Figura 13 — Atividade enzimatica da L-asparaginase de fungos endofiticos de M. mirabilis. - Teste ndo
paramétrico de Kruskal — Wallis (p > 0,05). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente uma da outra.
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Fonte: Ferro, L. O.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo satisfatorios, uma vez que outros
estudos ja apresentarem menor producdo enzimatica. Almeida (2015) testando diferentes
cepas fingicas obtiveram uma atividade variando entre 0,019 ¢ 0,610 U/ml. Theathana et
al. (2007) apresentaram niveis parecidos com o do estudo relatando uma produgao de L-

asparaginase entre 0,019 a 1,530 U/ml.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do estudo da comunidade fingica de M. mirabilis em area de mata
atlantica sugerem que esta planta possui relevante diversidade de fungos endofiticos.

O bioma Mata Altantica possui alta riqueza de fungos endofiticos o que pode estar
atribuido as condigdes climaticas do local, contribuindo também para uma boa
colonizagao endofitica.

O género Xylaria foi o mais frequente no estudo e parece ter relagao ecoldgica
com o ambiente e a planta estudados, além disso um representante deste género foi dos
melhores produtores de L-asparaginase, reforcando o papel dos enddfitos como
produtores de metabdlitos.

O estudo de fungos endofiticos contribui para melhor entendimento nas relagdes
existentes entre fungos e plantas e aumentam o conhecimento e a diversidade conhecida
dos endofitos, além do registro de novos taxons.

Penicillium alagoense foi descrito como espécie nova para a ciéncia aumentando
o numero de espécies conhecidas no Reino Fungi.

Biomas como a Mata Atlantica sdo areas propicias para a descoberta de fungos
com potencias para produ¢do de moléculas bioativas, como a enzima L-asparaginase
tendo o género Diaporthe destaque na producdo da enzina neste estudo. Estes fungos sdo

promissores para processos de otimizagdo enzimatica para o uso industrial.
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Penicillium alagoense L.O. Ferro, A.D. Cavalcanti, 0.M.C. Magalhaes, Souza-Motta

& J.D.P. Bezerra, sp. nov.

Etymology. The name refers to the Brazilian state, Alagoas, where this
fungus was found.

Classification — Aspergillaceae, Eurotiales, Eurotiomycetes.

On malt extract agar (MEA), conidiophores varying in length,
erect not ramified, 70-300 x 2-2.5 pm, stipes septate with
wall echinulate and apice enlarged (4 um); asymmetric penicilli,
monoverticillate, occasionally with branch, biverticillate. lightly
echinulate, spathulate, 10.5-15.5 x 2—-2.5 um, phialides am-
pulliform, 3-4(—5) phialides per metulae, 7.5-10 x 2-2.5 pm;
conidia smooth to echinulate, globose, greenish, 2—-3.5 um.

Culture characteristics (25 "C, 7 d, darkness) — On Czapek
Yeast extract Agar (CYA): colonies slightly raised, texture vel-
vety, radially sulcate, slow spoerulation. centrally purplish grey,
hyaline mycelium with whitish margin, exudate and pigment
absent; reverse cream. On MEA! colonies low, plane, texture
velvety, light sporulation, greyish green lo greenish glaucous,
hyaline myceliumwith whitish margin, exudate and pigment ab-
sent, reverse brownish to umber. On Yeast Extract Sucrose agar
(YES). colonies slightly raised, texture velvety radially sulcate,
slow sporulation, centrally purplish grey. hyaline mycelium with
whitish margin, exudate and pigment absent, reverse cream to
brownish. On oatmeal agar (OA). celonies low, plane, texture
velvety, greenish olivaceous, hyaline mycelium with whitish
margin, aerial mycelium centrally observed, exudate and pig-
ment absent; reverse whitish. On Dichloran 18 % Glycerol agar
(DG18): colonies low, plane, texture velvety, greyish to centrally
greenish olivaceous, hyaline mycelium with whitish margin,
exudate and pigment absent; reverse cream to yellowish. On
Creatine sucrose agar (CREA): weak growth and very weak or
no acid production. Colony diam, in mm, after 7 d, darkness -
CYA: 15 °C 13-15, 25 “C 26-28, 30 °C 19, 37 °C no growth;
MEA 15°C 18, 25 °C 35-43, 30 °C 31, 37 °C no growth; YES:
15 °C 13-14,25 °C 19-21, 30 °C 18~189, 37 "C no growth: AC:
156 °C 13-14, 25 °C 32-37, 30 °C 35-38, 37 °C no growth;
DG18: 15 °C 5, 25 °C 23-24, 30 °C 19-28, 37 °C no growth;
CREA: 15°C 8,25°C 5§-7,30°C 3, 37 °C no growth.

Typus. BraziL, Alagoas state. Quebrangulo, Pedra Talhada Biological
Reserve, S09°15'26.8" W36°25'563.7", as endophyte from leaves of Miconia
sp. (Melastomataceae), July 2018, L.O. Ferro (holotype URM 83058, cul-
ture ex-type URM 8086, ITS, BenA, CaM and RPB2 sequences GenBank
MK804503, MKB02333, MKB02336 and MK802338, MycoBank MB830760)

Additlonal materfafs examined. Baazi, Alagoas state, Quebrangule, Pedra
Talhada Biological Reserve, S09"14'47.0"W36°25'15.0", as endophyte from
leaves of Miconia sp., July 2018, L.O. Ferro, URM 8087, TS, BenA, CaM
and RPB2 sequences GenBank MK804502, MK802332, MK802335 and
MK802337; Alagoas state, Quebrangulo, Pedra Talhada Biological Reserve,
80971447 D" W38725'15.0", as endophyte from leaves of Handroathus albus
(Bignoniaceae), July 2018, A.D. Cavaicanti, B17B, BenAsoq

(6—8 per metulae, 7.7-10.5 x 2.3—3 pm), metulae (26.4-32 x
2.4-3 pym) and by the procduction of conidia that are ellipsoidal,
globose or subglobose (3.5-5 x 1.8—-2.4 ym) (Ramirez 1982).
In addition, . alagoense differs from P. skrjabinii by macro-
scopic characteristics presenting lower growth in the colonies
and no growth at 37 °C.

— P. spinufiferum NNO72545
r P. wolror CBS 118171
0.98/38

P. araracuarense GBS 113149
P. tanzanicum DAOMC 250514

P panissangtuneum DADMC 250562

P icissh CBS 37248

P. infrabuccatum DACMC 250537

P. obovatum NNG72452

P. pedemalense CBS 140770

P mariae-crucis CBS 271.82

P. grisaoflavum NNO72331

P CBS 328.59
P. cataractum DAOMC 250834
L_|osass
P guangxionse NND44175

Penicillium alagoense URM 8086

MKB02334.

Notes — Penicillium alagoense exhibits phylogenetic and
morphological similarities to P. skijabinil. Penicillium alagosense
differs from £ skijabini by the numbers and size of phialides

Colour lustrations. Atlantic Forest area in Pedra Talhada Biclogical
Reurve Cultures on MEA, CYA, YES, DG18 and CREAafter 7d at 25 °C;
h . phialides, metulae and conidia. Scale bars = 10 ym.

11100
Penicilliium alagoense URM 8087
0.96/86
P. skijabinii CBS 438.75
0.95:96 P. onabense CBS 174.61
D.99/99 P pasaberquei CBS 338.59
P. brasifianum GBS 253 55
P glabrum CBS 125543
0.05

Bayesian inference (Bl) tree ined by a phyl i lysis of the

combined ITS rDNA, BenA and CaM sequences conducted in MrBayes on
XSEDE and Maximum Likelihood (ML) analysis in RAxML in the CIPRES
science gateway (Miller et al. 2010). The substitution model GTR+1G was
used for TS, SYM+G for CaM, and GTR+G for BenA alignments in the Bl
and GTR+G+|in the ML, Bayesian posterior prebability and Maximum Like-
hood bootstrap support values are indicated at the nodes, The new species is
indicated in bold. Penicillium glabrum (CBS 125543) was used as oulgroup.

Layanne O. Fecro Anthony D. Cavalcanti, Oliane M.C. Magalhaes, Cristina M. Souza-Motta & Jadson D.P. Bezerra,

D nento de h
anlhonycavalcanh@yahoo com.br,

idade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil; e-mail: layanne ferro83@hotmail.com,
i d@gmail.com, @yahoo.com.br & jadsondpb@gmail com

©2019 Nalura ls Blociversity Center & Weslerdik Fungsl Biodiversity Insitute



Ferro, L. O. - Diversidade de fungos endofiticos de Miconia mirabilis [(aubl.) ........ 90

ANEXO A - AUTORIZACAO DO ICMBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacgdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagio e Inft ¢ic em Biodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiolégico
| Numero: 62887-4 | Data da Emissao: 09/05/2018 18:21 |

Dados do titular
I Nome: Layanne de Oliveira Ferro ICPF: 095.277.194-29 |

Observagoes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em tedo o terliério Jonal, gue impli o desl to de humanos e
1 | matenais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biclogicos & minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
| | obidos por meio de recursos ¢ tcnicas que se destinem ao estudo. & difusao ou & pesquisa, estao sujeitas 2 autorizacao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
A autorizacdo ndo eximira o pesquisador da necessidade de abter outras anuéncias, como: |) do proprietario, arendatario, posseire ou momdorquando as atividades

forem realizadas em érea de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de acho lederal cujo pi de regl 36 €M Curse;

2 11} da comunidade indigena envolvida, cuvide o drgéo indigenista oficial, quando as atividades ce pesquisa lorem executadas em terra indigena. |Il) do Conselho de
Dsfesa guando as da isa forem em area indi avel a seguranga naconal; IV) da autondade maritima, quando as atividades
de juisa forem em aguas jurisdici ilesil V) do Depar da Produgao Mineral, quando a pesquisa visar a exploragao de

depositos fossiliferos ou'a extragao de especimes fosseis, V1) do 6rgao gestor da unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, dentre outras.
3 | O material biclogico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didatcas no ambito do ensine superior,
E

ioa de p em outros instrumentos legais, bem come de consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera
a
5 Este nao abrange a coleta de vag: idrobios. tendo em vista que o Decreta-Lei n® 221/1967 e o Art. 36 da Lei n* 9.605/1998 estabelecem a
necessidade de obtencio de autorizagio para coleta de ve_ge(ats hudrémos para fins cientificos.
& A autorizagao para envio ao exlerior de material biclog devera ser requenda por meio do G 0 www.ibama.gov.br (Servigos en-line -
| | Licenca para imporiagac ou expartagao de ficra e fauna - CIT ESe nao CITES).
7 Este documento ndo é valido para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espaci cadas de extingio; b) i ou envio
|~ | de materlal blolégico ao exterlor; e ¢) realizaglo de pesquisa em unidade de conservagio federal ou em caverna.
Esta nao disp o da legi ao que dispoe sobre acesso a do &t i no territdrio nacional, na
8 | platalorma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhacimento trad | do ao io genstico, para fins de pesquisa cenifica,
| | bioprospecgao e desenvohvi gico, Veja maiores i caes em www. mma.gov.bricgen.
Esse d nao eximira o i da de obter autras anuéncias, como: |) da comunidade indigena envolvida, ouvido o orgac indigenista oficial,
quando as atividades de pasq forem das em terra indigena; I1) do Conselho de Defesa i quande as ativi de pesquisa forem das em
9 | area indispensavel a i 1) da { maritima, quar\do as de pesg forem das em aguas i lonals brasi 1 1V) do
Departamento Nacional da Produghio Mineral, quando a uisa visar a exploraciio de dep ou a extraciio de espécimes fosseis; V) do brgée gestor
da unidade da Bci dual, distrital ou municipal. dentre outra
Téaxons autorizados

4 Nivel taxonémico | Taxon(s) |
|| ESPECIE | Handroanthus impetiginosus. Miconia mirabilis |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacgéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 63010-1 Data da Emisséao: 21/05/2018 15:36 Data para Revalidagédo®: 20/06/2019
* De acordo com o art, 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronegrama de atividades do projeto,
mas devera ser revalidad | te mediante a ap céo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.
Dados do titular
Nome: Layanne de Qliveira Ferro ICPF: 095.277.194-29
Titulo do Projeto: Produgédo de L-asparaginase por fungos endofiticos de Miconia mirabilis e Handroanthus impertiginosus da Reserva Biolégica de
Pedra Talhada (Mata Atlantica)
Nome da Instituigdo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24,134 438/0001-08

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade Inicio (mésfano) | Fim (mésfano)
1_|Coleta de especie vegetal 08/2018 1212018
2 |revisao de literatura 08/2018 1212019
3 | de fungos i 09/2018 01/2019
4_|identificagio dos isolad 02/2018 0872019
Teste para producac da enzima Lasparaginase 0572018 1012019
Anlises estalisticas & ecologicas 05/2018 1012019
| 7_| Depasito dos fungoes na Micoteca URM 12/2019 0272020
Defesa da dissertagao 02/2020 032020
Observacdes e ressalvas
As alividades de campo exercidas pol pessoa nalulal ou ]ulldlcn esuangelra em lodo [ tcrrlblla que [ de e
1 | materiais, fendo por objeto coletar dados . pegas i da wl(ula rlslws e cullura poputar, presente e passada
obtidos por meio de @ lécnicas que se a0 estudo, a dlfusm oud isa, estdo sujeitas a zacao do Ministerio de Ciéncia & T
Esta i NAQ axime o isador tilular € os membies de sua equipe da jade de obter as i am oulios Inste legais, bam
2 |como do consentimento do responsave! pela area, publica ou privada, onde sera leallzada a atividade, inclusive do orgao gesior de lerra indigena (FUNA), da
unidads de conssrvagao distrital our pal, ou do propri v ¥ iro ou morader de area denlro dos mites de unidade de cunsavagao
federal cujo p de regularzac &M Curso.
Este documento wmenle podera ser utiizado para os fins previstos na Instmqao Normativa ICMBm n® 032014 ou na lns"uqao Normativa ICMBio n® 102010, no que
3 Hica esla A nao pods ser utilizado para fins ir ou O material b letado devers ser ulilizado para allvidades
| |clentificas ou didéticas no dmbito do ensino superior.
4 A autorizagio para envio ao exterior de malerial bioldgico ndc i devera sar requerida por meio do G ico www. ihama gov br (Servigos on-line -
Licenga para i ou de flora e fauna - CITES e ndo CITES).
O tiular de lacel\qa Ou autorizachio e 0s membros da sua equipe deveraoc aplar por de coleta e instr de captura direci sempre que possivel,
5 |aogrupo de i i a morte ou dano significalivo & oulros grupos; e empregar esforgo de coleta cu captura que nao comprometa a viabilidade
|| de populagdes do grupo taxondmico de interesse sm condigio in situ.
O titular de autarizacao ou de licenca permanente, asslm como 05 membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao Vigents, ou quando da inadequagac,
] a0 ou falsa descrigao de i i a ligao do ata, podera, i decisio motivada, ter a zagao ou licenca
sUspensa ou mvo_g_da peh IWBIO, nos termos da Iagislagc i em vigor.
Este n&o disp da legnslagio que dnpée sobre aoesso a K o patril io genético existente no territorio nacional, na
7 i € nazona i ou ao iado ao patri g para fins de pesquisa clentifica,
bloprog?ecﬁo e desenvolvimento tecnolbgice. Veja maiores informagdes em vwww.mma.gov.bricgen
5 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVA(; Q, 0 pesquisador titular desla autorzaciio devera contaciar a administragio da undade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das as para 5o das coletas e de uso da i da unidade.
Equipe
Nome Fungdo CPF Doc. Identidade acionalidade
Anthany Dias Cavalcanti mestrando 063.534.334-76 6683160 SDS-PE rasileira
JADSON DIOGO PEREIRA BEZERRA Co orientador 064.808.044-73 7083645 SDS-PE il
|3 [CRISTINA MARIA DE SOUZA MOTTA Orit 463.204.744-91 2850312 SSP-PE
4 | OLIANE MARIA CORREIA MAGALHAES Ori $50.404.974-15 2892718 SDS-PE E

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Nermativa n® 03/2014. Através do cédigo
de aulenticagéo abaixo, qualquer cidadao poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBic na
Internet (www.lcmbio.gov. br/sisbio)

Caodigo de autenticagdo: 55412112 ||||I"|I|II|’I"|

[ Pagina 1/4 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 63010-1 Data da Emissdo: 21/05/2018 15:36 Data para Revalidagédo®: 20/06/2019
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronegrama de atividades do projeto,
mas devera ser revalidad, Imente mediante a ap tacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular
Nome: Layanne de Qliveira Ferro CPF: 095.277.194-29

Titulo do Projeto: Produgdo de L-asparaginase por fungos endofiticos de Miconia mirabilis e Handroanthus impertiginosus da Reserva Biologica de
Pedra Talhada (Mata Atlantica)
Nome da Instituigdo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO [CNPJ: 24.134.488/0001-08

Locais onde as atividades de campo serdo executadas
#

Municipio UF | Descricao do local Tipo
1 AL RESERVA BIOLOGICA DE PEDRA TALHADA UC Federal
2 PE RESERVA BIOLOGICA DE PEDRA TALHADA UC Federal
Atividades X Taxons
[#1 Atlvidade | Taxons 1
1S sporle de malenal botanice, fungice ou microbialogico | Fungi |

Material e métodos
1] gicas (Fungos) | Quiras bi Folhas de Miconia mirabilis & Handro peligi |
|2 [ Método de caplur: (Fungos) | Coleta manual |

Destino do material bioldgico coletado
[#] Nome local destino | Tipo Destino |
[ UFPE - UNIVERSIDACE FEDERAL DE PERNAMBUCO [colecao ]

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normaltiva n® 03/2014. Através do cédigo
de aulenticagao abaixo, qualquer cidadao poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.lcmbio.gov. brisisbio)

Codigo de autenticagdo: 55412112 II ‘IIV“II"“"I
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 63010-1 Data da Emissdo: 21/05/2018 15:36 Data para Revalidagédo®: 20/06/2019
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronegrama de atividades do projeto,
mas devera ser revalidad, Imente mediante a ap tacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
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