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Resumo

Os fungos endofiticos habitam de forma assintomatica o interior dos 6rgaos e tecidos dos
vegetais e possuem grande importancia biotecnolégica como potencial fonte de novos
produtos naturais de interesse industrial, como na producéo de enzimas. As proteases sao
bastante utilizadas como agente coagulante do leite na industria de queijo. O presente
estudo teve como objetivos avaliar a composicdo endofitica fingica das bromélias Dyckia
limae e Tillandsia catimbauensis de area de Caatinga no Parque Nacional do Catimbau, e a
producdo de enzimas proteoliticas com atividade coagulante do leite pelos endéfitos. Para
isso, foram coletadas amostras de folhas de 15 individuos de cada espécie e, ap0s assepsia,
para o isolamento dos fungos, foram utilizados 420 fragmentos de cada espécie vegetal.
Um total de 298 enddfitos foi isolado, sendo 114 de D. limae e 184 de T. catimbauensis. A
identificacdo foi feita através de analises morfologicas (macroscépicas e microscopicas) e
moleculares, e os resultados demonstraram que estes fungos foram pertencentes a duas
classes e 35 géneros e encontram-se distribuidos nos filos Ascomycota (79,31%),
Basidiomycota (13,79%) e Mucoromycota (6,89). Penicillium e Talaromyces predominam
entre os géneros de fungos endofiticos de T. catimbauensis e espécies pertencentes a classe
Dothideomycetes entre os de D. limae. Penicillium spl e Penicillium sp2 estdo sendo
descritas como novas espécies para a ciéncia. Doze isolados pertencentes aos géneros
Penicillium e Talaromyces foram testados quanto a producdo de protease utilizando o
método de fermentacdo submersa com farinha de soja como substrato e todos apresentaram
resultados de atividade especifica variando de 46,38 a 234,8. Os isolados com os melhores
resultados (Penicillium sp. URM7965 e P. decaturense URM7966) foram utilizados nos
testes de coagulagdo. Penicillium sp. URM7965 teve a atividade coagulante méaxima em
pH 8,5 e a 45°C; a atividade proteolitica em pH 7,0 ou 8,5 a 45°C e permaneceu estavel na
faixa de pH 6,5 e 7,5 e até 40°C por 180 minutos. Para P. decaturense URM7966, a
atividade coagulante foi méaxima em pH 8,0 a 40°C e a atividade proteolitica em pH 8,0 a
65°C e manteve-se estavel na faixa de pH 7,0 e 9,0 e até 40°C por 180 minutos. A
atividade maxima de coagulacao ocorreu na concentracdo de 0,02M de CaCl, para os dois
isolados. O conjunto dos resultados apresentados neste estudo sugere que fungos
endofiticos de bromélias apresentam potencial como agente coagulante para utilizacdo em
processos de fabricagéo de queijo.

Palavras-chave: Penicillium sp. Protease alcalina. Dyckia limae. Tillandsia catimbauensis.



Abstract

Endophytic fungi inhabit asymptomatically the interior organs and tissues of plants and can
confer several benefits to the plants which are associated, besides having great
biotechnological importance as potential source of new natural products of interest in
different branches of the industries, as in the production of enzymes. Proteases are widely
used as a milk coagulant in the cheese industry. The present study had as objective to
evaluate the fungal endophytic composition of the bromeliads Dyckia limae and Tillandsia
catimbauensis of the Caatinga area in the Catimbau National Park and the production of
proteolytic enzymes with milk coagulant activity by endophytes. For this, leaf samples of
15 individuals of each species were collected and, after asepsis, for the isolation of fungi,
420 fragments of each plant species were used. A total of 298 endophytes were isolated,
being 114 of D. limae and 184 of T. catimbauensis. The identification was made through
morphological (macroscopic and microscopic) and molecular analyzes and the results
showed that these fungi belonged to two classes and 35 genera and are distributed in the
phyla Ascomycota (79,31%), Basidiomycota (13,79 %) and Mucoromycota (6.89).
Penicillium and Talaromyces predominate among the genera of endophytic fungi of T.
catimbauensis and species belonging to Dothideomycetes among D. limae. Penicillium spl
and Penicillium sp2 are being described as new species for science. Twelve isolates
belonging to the genus Penicillium and Talaromyces were tested for protease production
using the submerged fermentation method with soybean meal as substrate and all showed
results of specific activity varying from 46.38 to 234.8.. The isolates with the best results
(Penicillium sp. URM 7965 and P. decaturense URM 7966) were used in the coagulation
tests. Penicillium sp. URM 7965 had the maximum coagulant activity at pH 8.5 and at
45°C; the proteolytic activity at pH 7.0 or 8.5 at 45°C and remained stable in the range of
pH 6.5 and 7.5 and up to 40°C for 180 minutes. For P. decaturense URM 7966, the
coagulant activity was maximal at pH 8.0 at 40°C and proteolytic activity at pH 8.0 at
65°C and remained stable in the range of pH 7.0 and 9.0 and until 40°C for 180 minutes.
The maximum coagulation activity occurred at the concentration of 0.02M CaCl, for the
two isolates. The set of results presented in this study suggests that endophytic fungi of
bromeliads present potential as a coagulant agent for use in cheese making processes.

Keywords: Penicillium sp. Alkaline protease. Dyckia limae. Tillandsia catimbauensis.
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1- INTRODUCAO

A Caatinga ¢ um bioma exclusivamente brasileiro localizado no semiarido nordestino e
que ocupa uma area de aproximadamente 844.453 km? (CASTELLETTI et al., 2003; MMA,
2017). E uma floresta tropical seca que apresenta uma vegetacdo arbustiva, espinhosa e
ramificada com presenca marcante de bromélias, cactaceas e euforbiaceas (COIMBRA-FILHO e
CAMARA, 1996). Alguns estudos demonstram a importancia da Caatinga em termos de
biodiversidade (LEAL et al., 2005), apesar de ja ter sido descrita como um bioma pobre em
diversidade e endemismos (VANZOLINI ET AL., 1980; ANDRADE-LIMA, 1982; PRANCE,
1987). A Caatinga conta com 168 unidades de conservacdo (TEIXEIRA, 2016), dentre elas, o
Parque Nacional do Vale do Catimbau (PARNA do Catimbau), criado através do Decreto 913/12
de 2002 com o intuito de preservar os ecossistemas naturais, possibilitando a realizagdo de
pesquisas cientificas e o desenvolvimento de atividades de educacdo ambiental (MMA, 2002).
Possui uma vegetacao bastante heterogénea, com a presenca de espécies raras e endémicas como,
por exemplo, as bromélias Dyckia limae L.B. Sm e Tillandsia catimbauensis Leme, W. Till &
J.A. Siqueira (DELGADO JUNIOR et al., 2014)

Dyckia limae e T. catimbauensis sdo duas espécies da familia Bromeliaceae endémicas do
PARNA do Catimbau. Essas espécies estdo associadas as condi¢fes de conservacao do Parque,
sendo um bom indicio da individualidade da regido como paisagem natural e um alerta sobre a
importancia do ecossistema como unidade de conservacdo da Caatinga (FABRICANTE et al.,
2014). As bromélias sdo bastante diversificadas, com plantas terrestres, epifitas, rupicolas
(HOLST e LUTHER, 2004), compreendendo cerca de 3.348 espécies pertencentes a 58 géneros
(Luther, 2012). S&o conhecidas por desempenhar importantes funcdes bioldgicas em
comunidades neotropicais (Benzing, 2000), além da importancia medicinal (ALBUQUERQUE
et al., 2007) e uso na producdo de enzimas de interesse biotecnolégico, tais como proteases
(BRUNO et al., 2010), as quais fazem parte de um grupo de enzimas de grande importancia
biotecnoldgica, amplamente utilizadas na industria téxtil, farmacéutica, de detergentes, alimentos
e bebidas (LADEIRA et al., 2010; ZAMBARE et al., 2011) além de serem aplicadas na
coagulacdo do leite para fabricacdo de diferentes queijos (BRUNO et al., 2011).

Sabe-se que, das aproximadamente 300.000 espécies de plantas existentes na terra,
provavelmente cada uma delas apresenta associacdo com micro-organismos endofiticos, os quais
tém sido associados aos vegetais hd milhdes de anos (KRINGS et al., 2007). Os micro-
organismos endofiticos sdo assim definidos por habitarem o interior de 6rgdos e tecidos dos
vegetais, aparentemente ndo produzindo sintomas de doenga em seus hospedeiros (SCHUTZ e
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BOYLE, 2005). Estes podem conferir diversos beneficios as plantas as quais estdo associados
(BISWAS et al., 2012; WHITE JR. e BACON, 2012) e sdo também relatados como potenciais
produtores de metabolitos considerados de grande importancia biotecnoldgica (BEZERRA et al.,
2012; CHANDRA 2012), como as enzimas. Dentre estas, as proteases, que constituem um dos
mais importantes grupos de enzimas industriais e sdo utilizadas na formulagdo de medicamentos,
detergentes, na industria téxtil, de alimentos, bebidas e, principalmente, como coagulantes do
leite na fabricacdo de queijo (GUPTA, 2003; KUMAR, 2005; LADEIRA et al., 2010).

Os estudos realizados com fungos endofiticos, além de demonstrar a importancia
biotecnoldgica, tém contribuido para o conhecimento da diversidade mundial de fungos
(SIQUEIRA et al.,, 2008; BUATONG et al., 2011). Alguns estudos mostram que o perfil
endofitico € mais diversificado em areas tropicais umidas (CHANDRA, 2012) que em regides
secas, desérticas, aridas e/ou semiaridas (SURYANARAYANAN et al., 2011; UNTERSEHER
et al., 2012; BEZERRA et al., 2012, 2013). Em é&reas de Caatinga sdo relatados apenas estudos
de fungos endofiticos associados a espécies de cactos (BEZERRA et al., 2012, 2013) e nenhum
verificou a associacdo desses micro-organismos com espécies de bromélias de area de Caatinga.

Neste contexto, este estudo teve como objetivos investigar a diversidade de fungos
endofiticos das bromélias D. limae e T. catimbauensis em &reas de Caatinga no Parque Nacional
do Vale do Catimbau e avaliar a capacidade dos fungos na producdo de enzimas proteoliticas

com atividade coagulante do leite.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CAATINGA

A Caatinga, cujo nome de origem tupi-guarani significa “mata branca”, foi assim
denominada em referéncia ao aspecto apresentado pela sua vegetacdo quando a maioria das
arvores perde suas folhas e deixa apenas os troncos esbranquicados e brilhantes dominarem
a paisagem (PRADO, 2003). E um bioma exclusivamente brasileiro localizado
principalmente no semiarido nordestino, abrangendo uma é&rea de aproximadamente
844.453 km?, o que corresponde a 11% do territdrio nacional e 70% da regido Nordeste
(CASTELLETTI et al., 2003; MMA, 2017). Embora grande parte deste bioma ocupe o
Nordeste do Brasil, como os estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Alagoas, Sergipe, Pernambuco e Bahia, incluindo também o arquipélago de Fernando de
Noronha (ANDRADE-LIMA, 1981; RIZZINI, 1963), outra pequena parte se estende
também pelo norte do estado de Minas Gerais (Figura 1) (FLORESTAS DO BRASIL EM
RESUMO, 2013; MMA, 2015).

Figura 1. Area de extensio da Caatinga no Brasil
Fonte: EMBRAPA

Considerada uma floresta tropical seca (PENNINGTON et al., 2004), a Caatinga é

caracterizada por um clima quente com temperaturas que variam de 20 a 28°C
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(MARACAJA; BENEVIDES, 2006) e regime de chuvas extremamente irregular. A
precipitacdo média anual varia de 240 a 1500 mm, podendo ser inferior a 750 mm em
cerca de metade da regido de Caatinga. Este clima fortemente sazonal concentra cerca de
50 a 70% das chuvas em trés meses consecutivos do ano, com longos periodos de seca em
algumas regides. Além disso, apresenta algumas caracteristicas consideradas extremas em
termos de pardmetros meteorologicos quando comparadas com outras formacdes
brasileiras como, por exemplo, apresenta a mais alta radiacdo solar, baixa nebulosidade,
mais alta temperatura anual, as mais baixas taxas de umidade relativa, precipitacdo baixa e
irregular, limitada em grande parte a um curto periodo do ano (PRADO, 2003).

Em consequéncia destas caracteristicas climéticas, a vegetacdo da Caatinga
apresenta uma grande diversidade de espécies vegetais e é composta em grande parte por
espécies caducifolias, que perdem suas folhas em periodos secos para reduzir a perda de
agua como resposta ao estresse hidrico (GIULIETTI et al., 2004; LOIOLA et al., 2012).
Trovdo et al. (2007), avaliaram o potencial hidrico e a eficiéncia da fotossintese de
algumas espécies da Caatinga, com o intuito de compreender as estratégias de
sobrevivéncia utilizadas para adaptacdo as condi¢cdes climaticas da regido, com isso, 0s
autores concluiram que as espécies estudadas possuem grande capacidade de se adaptar ao
estresse hidrico, com estratégias de sobrevivéncia altamente eficientes que resultam de
uma alta complexidade evolutiva.

Um mapeamento feito da cobertura vegetal da Caatinga indica que esta possui
aproximadamente 518.635 Km? de cobertura vegetal nativa, o que corresponde a 62,77%
da &rea mapeada. Estes calculos consideram todas as areas maiores que 40 ha que sdo bem
conservadas e também as com sinais de atividade antrépica, mas que possuem chances de
regeneracdo ou possibilidade de convivéncia com intervencdes de baixo impacto (MMA,
2007). Este bioma pode ser caracterizado como uma floresta arbdrea arbustiva, do qual
fazem parte principalmente &rvores e arbustos baixos, onde a maioria apresenta espinhos,
microfilia e algumas caracteristicas xerofiticas, além da presenca marcante de bromélias,
cactéaceas e euforbiaceas (LEAL et al., 2003; COIMBRA-FILHO; CAMARA, 1996).

Apesar de a Caatinga ja ter sido descrita por alguns autores como um bioma pobre
em diversidade e endemismos (VANZOLINI et al.,, 1980; ANDRADE-LIMA, 1982;
PRANCE, 1987), e apenas 14% das pesquisas serem realizadas em florestas tropicais secas
(SANCHEZ-AZOFEIFA et al., 2005), estudos mais recentes demonstram a sua
importancia em termos de biodiversidade (VASCONCELOS et al., 2017). No Brasil, por
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exemplo, até o ano de 2014 cerca de 5 mil espécies de fungos ja haviam sido registradas,
das quais, aproximadamente 850 ja foram observadas na Caatinga (MAIA, 2014). Leal et
al. (2003), comentam que apesar da diversidade de plantas e animais de ambientes aridos e
semiaridos ser menor do que a presente nas grandes florestas tropicais, estas regides secas
apresentam uma fauna e flora adaptadas a condicGes extremas, tornando estes ambientes
com uma alta taxa de endemismos com caracteristicas e espécies Unicas.

Nesta regido vivem aproximadamente 27 milhGes de pessoas, sendo considerada a
regido semi-arida mais populosa do mundo, composta principalmente por uma populacao
carente que depende dos recursos obtidos da Caatinga para sobreviver (HAUFF, 2010).
Devido a grande biodiversidade apresentada, diversas atividades econdémicas podem ser
desenvolvidas nesta regido, como as voltadas para fins agrosilvopastoris e industriais, com
destaque para os ramos farmacéutico, de cosméticos, quimico e de alimentos. Com isso,
este bioma vem sendo desmatado de forma acelerada, tendo como causa principal o
consumo de lenha nativa, que é explorada com fins domésticos e industriais de uma forma
ilegal e insustentavel. No Brasil, cerca de 60% das areas susceptiveis a desertificacdo estdo
localizadas na Caatinga (MMA, 2017). Sendo assim, a Caatinga é considerada um dos
biomas brasileiros mais ameacados e degradados pela acdo antropica e estima-se que
45,3% da sua area total ja tenham sido alterados e que 52% do bioma sofre com problemas
de degradagdo, tornando este o terceiro bioma brasileiro mais modificado, ficando atrés
apenas da Mata Atlantica e do Cerrado (CASTELLETTI et al., 2003; HAUFF, 2010;
KIILL, 2017; ICMBiIo, 2018).

Em relacdo a iniciativas voltadas para conservacao deste Bioma, o Departamento de
Conservacdo da Biodiversidade do Ministério do Meio Ambiente, trabalha em nivel de
conservacdo de paisagem promovendo a criacdo e implementacdo de areas protegidas
(unidades de conservacdo e corredores, principalmente) e em nivel de conservacdo de
espécies, promovendo a conservacdo de espécies ameacgadas de extin¢do, o0 uso sustentavel
das espécies com potencial de uso e o controle de espécies invasoras.

Apesar disso, atualmente a Caatinga possui apenas 8,4% de seu territorio protegido
em unidades de conservacdo federais e estaduais, sendo apenas 1,4% de protecdo integral
(HAUFF, 2010). No entanto, em marco de 2015 foi implantado o Refugio de Vida
Silvestre (RVS) Tatu-Bola, criado com intuito de proteger o habitat natural do tatu-bola
(Tolypeutes tricinctus), mascote da Copa do mundo de futebol em 2014, sendo uma das

maiores areas protegidas da Caatinga e a maior do estado. De acordo com dados da
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Agéncia Estadual de Meio Ambiente (CPRH), a area total protegida da Caatinga em
Pernambuco é de 16.280,81 ha e com o RVS Tatu Bola, sobe para 92.278,34 ha,
aumentando de 0,2% para 1,2% o percentual de area de preservacdo do bioma sé no estado
de Pernambuco (OECO, 2017; CPRH, 2017). Das 168 unidades de conservagdo da
Caatinga (TEIXEIRA, 2016), o Parque Nacional do Vale do Catimbau (PARNA do

Catimbau) é também uma das areas mais importantes de conservacdo do bioma no estado.

2.1.1 Parque Nacional do Vale do Catimbau (Parna do Catimbau)

Os parques nacionais (PARNA) séo unidades de conservagdo de uso indireto que
tem como objetivo principal, a preservacao de ecossistemas naturais de grande relevancia
ecoldgica e beleza cénica (SIQUEIRA, 2006). O PARNA do Catimbau é uma das areas
mais importantes de conservacdo da Caatinga e foi criado através do Decreto 913/12 de
2002 com o intuito de preservar os ecossistemas naturais, possibilitando a realizacdo de
pesquisas cientificas e o desenvolvimento de atividades de educacdo ambiental (MMA,
2002; IBAMA, 2002). O parque esta localizado no estado de Pernambuco ocupando uma
area de aproximadamente 62.300 ha e esta inserido no sertdo Central, numa area de
transicdo entre o agreste e o sertdo do estado, distribuido entre os municipios de Ibimirim,
Tupanatinga e Buique (DELGADO JUNIOR et al., 2014). Recebeu este nome devido a
Serra do Catimbau, localizada no distrito do Catimbau em Buique, e € numa modificacdo
do relevo conhecido como Chapada de Séo José que se encontra a maior parte fisica do
parque (VASCONCELOS, 2016).

Figura 2. Parque Nacional do Catimbau (PARNA do Catimbau)
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O PARNA do Catimbau apresenta altitudes variando de 370 a 1068 metros, com as
maiores altitudes no sudeste da area, e um clima regional BSh’w caracterizado por ser
quente e seco, com temperatura média anual de 26°C e precipitacdo anual em torno de
600mm. Devido a posicao geografica, estd submetido aos regimes de outono-inverno (s’) e
verdo-outono (w’), com aproximadamente 60 a 75% das chuvas ocorrendo no periodo de
marc¢o a junho, sendo o més de maio considerado 0 mais chuvoso e novembro o mais seco
(RODRIGUES, 2010; SADMET/INMET, 2013; FERREIRA, 2015). O solo desta regido é
predominantemente do tipo planossolo e podzolico nas encostas de pareddes e, no alto das
serras e demais regides planas, é do tipo litélico. O terreno apresenta uma grande
quantidade de afloramentos rochosos e pode variar de levemente a fortemente ondulado
(FABRICANTE et al., 2014).

De acordo com Rodal et al. (1998), a vegetacdo presente no PARNA ¢ bastante
heterogénea e pode-se caracterizar ao menos quatro fitofisionomias como, por exemplo,
campos rupestres, caatinga arbustiva, vegetacdo perenifolia e arbustiva perenifélia. A
vegetacdo do tipo caatinga € predominante no Parque, tipica da regido semi-arida
nordestina, nele pode-se observar uma caatinga densa com grande quantidade de plantas e
uma caatinga aberta com menos vegetais (MAIA, 2014).

Devido as caracteristicas fisico-climéticas, pode-se observar um mosaico de
paisagens com grande biodiversidade. Uma vegetacdo diversa em espécies e estrutura
devido as variacGes de relevo e topoclima, onde estdo presentes espécies de Cerrado,
Campos Rupestres e Mata Atlantica, além das tipicas da Caatinga (RODRIGUES, 2010).
Esta vegetacdo altamente heterogénea tem a presenca marcante de espécies raras e
endémicas como, por exemplo, as bromélias Dyckia limae L.B. Sm e Tillandsia
catimbauensis Leme, W. Till & J.A. Siqueira (DELGADO JUNIOR et al., 2014),
pertencentes a familia Bromeliaceae. Essas espéecies estdo associadas as condicdes de
conservacdo do Parque, sendo um bom indicio da individualidade da regido como
paisagem natural e um alerta sobre a importancia do ecossistema como Unidade de
Conservacao da Caatinga (FABRICANTE et al., 2014).

2.2 FAMILIA BROMELIACEAE Juss.

Bromeliaceae é uma familia de monocotileddneas quase exclusivamente
Neotropical, com excecio de apenas uma espécie que ocorre na Africa Ocidental (GOUDA

et al.,, 2015; CRUZ et al.,, 2017) e € considerada a segunda maior familia de
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monocotiledbneas epifitas (MANETTI et al., 2009). Com base nos resultados de estudos
filogenéticos e de radiacdo adaptativa em Bromeliaceae realizados por Givinish et al.
(2007; 2011), ha evidéncias de que as bromélias surgiram no Escudos das Guianas ha 100
milhGes de anos, no periodo cretaceo, e as subfamilias comecaram a divergir umas das
outras em torno de 19 milhdes de anos atras, sendo reconhecidas hoje, oito subfamilias,
Brocchinioideae, = Bromelioideae, = Hechtioideae, = Lindmanioideae, = Navioideae,
Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae. Um estudo de checklist de espécies de
Bromeliaceae realizado por Ferreira et al. (2015) no Parque Nacional do Catimbau,
concluiu que esta familia esta representada no Parque por 11 espécies, distribuidas em 8
géneros e 3 subfamilias, sendo a Bromelioideae a mais representativa com 5 géneros e 5
espécies, seguido da subfamilia Pitcairnioideae.

As bromélias sdo plantas bastante diversificadas e altamente tolerantes e adaptaveis,
podendo ser encontradas em litorais ou no calor extremo e seco dos desertos, sendo
especialmente comuns em florestas tropicais Umidas e presentes desde o nivel do mar até
altitudes acima de 4000 m (MANETTI et al., 2009; GIONGO et al.,, 2013). Séo
representadas por espécies terrestres, epifitas e rupicolas (Holst e Luther, 2004),
compreendendo cerca de 3470 espécies pertencentes a 58 géneros (GOUDA et al., 2015).
Estima-se que 40% das espécies e 73% dos géneros ocorram no Brasil (SANTOS et al.,
2005), com maior diversidade na Floresta Atlantica brasileira (MANETTI et al., 2009).
Segundo Forzza et al. (2015), somente no Brasil foram catalogadas 1.343 espécies,
pertencentes a 44 géneros, dos quais 17 sdo endémicos e ocorrem nas regides Norte,
Nordeste, Sul, Sudeste e Centro-Oeste nos dominios fitogeograficos do Cerrado, Caatinga,
Mata Atlantica, Amazonia, Pantanal e Pampa.

Representantes desta familia sdo conhecidas por desempenhar importantes func@es
bioldgicas em comunidades neotropicais (BENZING, 2000). Por exemplo, as bromélias
geralmente possuem suas folhas do tipo lanceoladas largas com ou sem espinhos nas
bordas e se encontram normalmente dispostas em forma de rosetas, o que favorece o
acumulo de agua formando um tipo de reservatorio que serve tanto para o metabolismo da
propria planta, como de micro habitat para diversos organismos que vivem associados a
bromélias, abrigando varias espécies de animais como anuros, beija-flores, morcegos,
abelhas, vespas, aracnideos e formigas, favorecendo o desenvolvimento, alimentacdo e
abrigo dos mesmos (MOREIRA et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2011; DIAS et al., 2014;
FORZZA et al., 2015). Em estudo realizado por Nascimento et al., (2012), com o objetivo
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de investigar a composicao floristica de um brejo de altitude, os autores observaram nos
estratos mais altos da floresta estudada, que as bromélias apresentam adaptacdes
morfoldgicas para absorcdo de dgua e nutrientes.

Outra relevante caracteristica da familia Bromeliaceae é sua importancia econdmica
tanto no uso para alimentacdo como no uso ornamental e fonte de fibras (BENNETT;
BENZING, 2000). A espécie Neoglaziovia variegata conhecida como “caroa-verdadeiro”,
possui grande valor econdmico ao ser utilizada como produtora de fibras (MOREIRA et
al., 2006). Em periodos de seca, uma bromélia conhecida popularmente como macambira
(Bromelia laciniosa), ap6s a queima dos espinhos, é bastante utilizada como alternativa na
alimentacdo do gado (SOUZA; SOUZA, 2016). Também o abacaxi (Ananas comosus), que
é conhecido como uma das frutas tropicais mais populares do mundo, cultivada em mais de
70 paises de clima tropical e subtropical, tanto para consumo da propria fruta como para
fabricacdo de doces, bebidas, sobremesas (MOREIRA et al., 2006; MANETTI, 2009;
FRANCA-SANTOS et al.,, 2009). Na ornamentacdo, estas plantas possuem grande
destaque em decoracdo de interiores e projetos paisagisticos, o que se deve a algumas
caracteristicas como a beleza das suas cores e formas, adaptacdo a pequenos jardins, baixa
demanda de cuidados e durabilidade das inflorescéncias. Devido ao grande valor
ornamental destas bromélias e consequente aumento na procura, 0 extrativismo de seu
ambiente natural tem se intensificado e, com isso, colocado algumas espécies em certo
grau de ameaca (MOREIRA et al., 2006; MANETTI et al., 2009).

Além da importancia ecoldgica e econémica, pode-se observar o grande potencial
medicinal destas plantas. Albuquerque et al. (2007), realizaram uma analise a respeito das
informagdes divulgadas sobre plantas medicinais presentes na Caatinga e utilizadas pelas
comunidades tradicionais. Os autores citaram que bromeélias sdo utilizadas com aplicacédo
medicinal como, por exemplo, espécies de Tillandsia que sdo usadas com efeito
hemostatico, no tratamento de ulceras, reumatismo (T. recurvata), como laxante,
tratamento de doencas cardiacas (T. streptocarpa). Entre outras diversas espécies da
familia Bromeliaceae como, Aechmea lingulata, Ananas sativus, Bromelia laciniosa, que
possuem indicacdo terapéutica contra diarréia, febre, hepatite, caspas, problemas
respiratorios em geral. O abacaxi, além de ser grande destaque como alimento, é também a
principal fonte da enzima bromelina. O nome bromelina é dado ao conjunto de enzimas
proteoliticas presentes em todas as espécies da familia Bromeliaceae que, com base na sua

atividade proteolitica possui grande interesse biotecnoldgico e é normalmente usada para
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producdo de farmacos, tratamento de disturbios digestivos, nas indlstrias téxteis para
amaciamento de fibras, producdo de detergentes, além do uso na industria alimenticia para
clarificacao de cervejas, preparo de alimentos infantis e dietéticos, amaciamento de carnes
e proteases que podem ser utilizadas na coagulagdo do leite para fabricacdo do queijo
(FRANCA-SANTOS et al., 2009; BRUNO et al., 2010; 2011).

2.2.1 Dyckia limae L. B. Sm.

Dyckia Schult. f. é considerado um género monofilético, confirmado por Krapp et
al. (2014) através de uma recente e ampla anélise filogenética com base em seus
moleculares. Em estudo anterior, Krapp et al. (2012), afirmam que a escassez de
informacdo a respeito das relacBes infragenéricas dentro de Dyckia, de sua estrutura
genetica, variacdo dentro de espécie e mecanismos de especiacdo, se deve em parte ao fato
de que espécies de Dyckia sdo endémicas e raras, mal representadas em herbéarios e
colecdes vivas e algumas espécies sdo conhecidas apenas na sua localidade. Além disso,
apresenta um alto grau de plasticidade morfoldgica intraespecifica, o que dificulta uma
delimitacdo em Dyckia.

O género ¢é pertencente a subfamilia Pitcairnioideae (Bromeliaceae) e esta
representado por cerca de 159 espécies, dentre elas, Dyckia limae. No PARNA do
Catimbau, a subfamilia Pitcairnioideae é a segunda mais representativa (FERREIRA et al.,
2015). As espécies deste género sdo terrestres ou rupicolas e possuem suas folhas
distribuidas em forma de roseta, geralmente coridceas com margem espinhosa e diferentes
graus de suculéncia, e apesar de ser caracteristica das bromélias, a disposi¢do das folhas do
género Dyckia ndo apresenta formacgdo de tanques que favorecem o acUimulo de &gua
(HIRSCH, 2016) (Figura 2). As inflorescéncias estdo inseridas lateralmente, podendo ser
simples ou ramificadas e sdo plantas de habito fortemente xerofitico. As flores podem ser
sésseis ou pediceladas e apresentam pétalas, sépalas e inflorescéncias com cores variando
do vermelho, laranja ao amarelo. Ocorrem no Brasil, Argentina, Bolivia, Paraguai e
Uruguai, mas é no Brasil que se encontra 83% das espécies conhecidas (KRAPP et al.,
2014; MELO, 2016).

Fabricante et al. (2014), trataram a espécie Dyckia limae como endémica do PARNA
do Catimbau, mas segundo Forzza et al. (2015), esta possui ocorréncia confirmada nos
estados de Pernambuco, Paraiba, Sergipe e possivelmente em Alagoas, estando distribuidas
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no dominio geografico da Caatinga e nos tipos de vegetacdo floresta estacional
semidecidual e vegetacdo sobre afloramentos rochosos.

Dyckia limae apresenta altura variando de 70-80 cm, de 15 a 20 folhas densamente
rosuladas, coriaceas, suculentas e as bainhas mais largas que as laminas. As laminas
possuem formato triangular, canaliculadas, fortemente recurvadas unilateralmente e
coloracdo verde, opaca (FABRICANTE et al., 2014). No PARNA do Catimbau esta
espécie esta distribuida nas formas rupicola em pareddes ou terricola em solos arenosos,
normalmente em individuos isolados em altitudes superiores a 800 metros (FERREIRA et
al., 2015). De acordo com estudo realizado por Fabricante et al. (2014), a area de extensao
de D. limae no parque é de 15,1 km?, e area de ocupacgdo de 5 km2 (Figura 3). Devido a
estas caracteristicas juntamente com dados sobre condi¢des de conservagdo do PARNA do
Catimbau, embora D. limae ndo esteja inserida na lista de espécies brasileiras ameacadas

de extingdo, 0s autores consideram esta em risco critico.

Figura 3. Distribuicdo da bromélia Dyckia limae no Parque Nacional do Catimbau
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Figura 4. Area de extensdo de ocorréncia e estimativa da area de ocupagio de Dyckia limae no PARNA do Catimbau
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2.2.2 Tillandsia sp2 Leme, W. Till & J.A. Siqueira

Pertencente a subfamilia Tillandsioideae, Tillandsia L. é um dos géneros mais
numerosos dentro da familia Bromeliaceae, com cerca de 620 espécies (GOMEZ
ROMERO; NOVARA, 2010; LUTHER 2010), e compreende seis subgéneros, Tillandsia,
Allardtia (A. Dietr.) Baker, Anoplophytum (Beer) Baker, Diaphoranthema (Beer) Baker,
Phytarrhiza (Vis.) Baker e Pseudalcantarea Mez (BARFUSS et al. 2005). No PARNA do
Catimbau, esta subfamilia é a terceira mais representativa das bromélias, com um género e
quatro espécies, sdo elas, Tillandsia catimbauensis, Tillandsia loliacea,
Tillandsia recurvata e Tillandsia streptocarpa. O género ndo é endémico do Brasil e
possui distribuicdo geogréafica com ocorréncia confirmada em todas as regides brasileiras
(Norte, Nordeste, Centro-oeste, Sudeste e Sul), distribuido nos dominios fitogeogréficos da
Amazodnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal (FORZZA et al., 2015).
Para Pontes e Agra (2006), Tillandsia é um dos géneros da familia Bromeliaceae mais
representados na Caatinga, mas com poucos estudos sobre a diversidade do género neste

bioma.
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Espécies deste género podem ser epifitas, rupicolas, terricolas, casmofiticas,
saxicolas; caulescentes ou acaulescentes, além de possuir grande valor econémico
(MENDONCA et al., 2005; BUNEKER et al., 2014; FORZZA et al., 2015). Sdo bastante
utilizadas na ornamentacdo, pois assim como o género Dyckia, ndo possuem como
caracteristica 0 acumulo de agua ¢ formagdo de “tanques”, portanto, ndo fornece risco a
proliferacdo de mosquitos causadores da dengue (MENDONCA et al., 2005). Algumas
espécies sdo comercializadas em floriculturas no mundo inteiro (T. cyanea, T.
xerographica, T. aeranthos), inclusive na Paraiba como, por exemplo, as espécies nativas
T. gardneri, T. tenuifolia e T. polystachia. Além do uso na confeccdo de arranjos com T.
usneoides, utilizada em diversas floriculturas do estado (PONTES; AGRA, 2006).

Outra importante caracteristica de espécies de Tillandsia € seu uso como
bioindicador de poluicdo ambiental. As plantas epifitas sdo eficientes biomonitores de
poluicdo do ar por ndo manterem contato com o solo, utilizando apenas nutrientes da
atmosfera, e 0 uso destas consiste na transferéncia do espécime coletado em local ndo
poluido para area a ser monitorada (FIGUEIREDO et al., 2001, 2004). Alguns estudos
foram realizados utilizando espécies de Tillandsia como bioindicadores. Figueiredo et al.
(2004), utilizaram a bromélia epifitica T. usneoides como um biomonitor de poluigéo do ar
na cidade de S&o Paulo (SP) através da exposi¢cdo dos espécimes em diferentes locais da
cidade, e concluiram que houve um actmulo de alguns elementos quimicos como Al, As,
Cr, Fe, Mo, Sh, Ti, V e Zn, nas plantas expostas em lugares poluidos, indicando esta
espécie como um potencial promissor de biomonitoramento da poluicdo atmosférica em
Sédo Paulo.

Para Fabricante et al. (2014), Tillandsia catimbauensis é uma espécie endémica do
PARNA do Catimbau. Porém, de acordo com Forzza et al. (2015), a espécie é endémica
do Brasil e nativa da Caatinga, de distribuicdo restrita ao estado de Pernambuco.

Representantes de T. catimbauensis sdo rupicolas ou eventualmente epifitas, carecem
de caule e variam de 27-30 cm de altura com aproximadamente 45 folhas, coridceas, iguais
ou mais curtas que a inflorescéncia. As laminas foliares sdo ligeiramente triangulares,
canaliculadas com cerca de 18-25 cm de comprimento. A inflorescéncia se apresenta
simples, oblongo-elipsoide, subereta, densamente florida, com 9 a 11 flores de 26-27
centimetros de comprimento (FABRICANTE et al., 2014). No PARNA do Catimbau, a

forma rupicola é predominantemente encontrada, mas também observada na forma epifita.
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Esté restrita a porgdo do Parque em que ocorrem as serras, sempre em alturas superiores a
800 metros (FERREIRA et al., 2015) (Figura 4).

Assim como para bromélia Dyckia limae, Fabricante et al. (2014) realizaram, no
mesmo estudo, a categorizacdo do risco de extingdo de T. catimbauensis no PARNA do
Catimbau e observaram que a area de extensdo de T. catimbauensis no Parque é de 22,1
km2, e a area de ocupacdo de 8,5 km? (Figura 5), e a partir desses dados associados aos
dados de conservacdo do Parque, concluiram que T. catimbauensis corre risco critico de
extin¢cdo na natureza mesmo ainda nao fazendo parte da lista de espécies da flora brasileira

ameacadas de extingéo.

Figura 5. Distribuicdo da bromélia Tillandsia catimbauensis em paredfes rochosos do Parque Nacional do Catimbau

Figura 6. Area de ocorréncia de Tillandsia catimbauensis no PARNA do Catimbau
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2.3 FUNGOS ENDOFITICOS: CONCEITO E DIVERSIDADE

O termo endofitico é derivado do grego e significa “dentro da planta” (endo = dentro,
e phyton, planta). A ciéncia responsavel pelo estudo destes micro-organismos foi
estabelecida recentemente como “Endofitologia” por Unterseher et al. (2012), com intuito
de facilitar o entendimento da relagdo entre estes micro-organismos e seus hospedeiros.
Estes micro-organismos definidos como enddfitos podem ser fungos e bactérias que
colonizam o interior de érgdos e tecidos vegetais sadios, inter e/ou intracelularmente, e ndo
desenvolvem sintomas visiveis de doencas nos seus hospedeiros (TAN; ZOU, 2001;
SCHUTZ; BOYLE, 2005). No caso dos fungos, esta associagdo se da principalmente na
forma micelial, com isso, para que seja denominado fungo endofitico, € necessario que
haja, no minimo, a presenca de hifas no tecido vivo (KAUL et al., 2012). Os fungos
endofiticos sdo considerados um grupo polifilético e bastante diverso na natureza,
pertencentes principalmente ao filo Ascomycota (ARNOLD, 2007). Por exemplo, em
estudo realizado por Lacerda et al. (2018) sobre a diversidade de fungos endofiticos de
Eucalyptus microcorys, os autores coletaram 120 folhas da planta ao longo de um ano em
uma plantacdo de eucaliptos na cidade de Sdo Paulo e obtiveram como resultado um total
de 709 endofitos, pertencentes a 59 taxa, onde o Filo Ascomycota foi 0 mais dominante,
sendo representado por 99% dos isolados.

Segundo Azevedo (1999), foi no século XIX que estes micro-organismos foram
citados pela primeira vez, mas em 1866, através de Bary foi delimitada uma diferenca entre
estes e 0s patdgenos de plantas. Em 1887, Galippe foi o primeiro cientista a mencionar que
diversos vegetais poderiam hospedar micro-organismos no seu interior, e acreditava que
estes adentravam nas plantas através do solo (COMPANT et al., 2012).

Encontrados em folhas, flores, frutos, caules e raizes (PARK et al., 2012), estes
fungos podem penetrar no hospedeiro de forma horizontal através de aberturas naturais
como estdmatos e hidatddios ou por feridas causadas por insetos e até mesmo por injurias
causadas nas raizes pelo contato com o solo durante seu crescimento, tendo provavelmente
nas raizes a sua principal porta de entrada (AZEVEDO, 1988; ALY et al., 2011).

Ganley et al. (2004), afirmaram que estes micro-organismos desempenham funcgoes
primordiais nos ecossistemas, sendo inclusive capazes de retirar nutrientes e realizar uma
colonizagdo também de forma vertical, onde sdo transmitidos para outras geracGes de

plantas através das sementes do hospedeiro.
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A colonizagdo endofitica pode ocorrer de forma sistémica, local, intercelular ou
intracelular, na qual a interacdo fungo-planta resulta da extensdo de resposta da planta
através do modo pelo qual o fungo infecta seu hospedeiro (MAKI, 2006). Alguns autores
acreditam que estes fungos geralmente ndo penetram diretamente nas células vegetais, mas
crescem como hifas esparsas no espacgo intercelular onde gastam grande parte do seu ciclo
de vida no hospedeiro, consumindo nutrientes a partir dos fluidos intercelulares das plantas
(PARK et al.,, 2012). Entretanto, esta interacdo € de grande importancia também aos
vegetais, pois, ao contrario dos fitopatogenos, estes endofitos podem conferir diversos
beneficios as plantas as quais estdo associados.

Estes fungos sdo capazes de ocupar uma infinidade de nichos biolégicos como, por
exemplo, as plantas superiores, além de possuir grande capacidade de crescimento em
ambientes bastante incomuns, como algas, plantas marinhas, gramineas e raizes de
orquideas (STROBEL; DAYSI, 2003), podem colonizar plantas que crescem em ambientes
extremos como o Artico e Antartica, solos geotérmicos, desertos, florestas tropicais,
manguezais e florestas costeiras (CHOWDHARY et al., 2012).

Normalmente, centenas de fungos endofiticos podem ser isolados de uma Unica
planta, onde pelo menos uma espécie se mostra especifica ao hospedeiro (TAN; ZOU,
2001). Essa especificidade pode ocorrer devido as diferengas quimicas ou teciduais
apresentadas pelas estruturas internas dos 6rgdos das plantas (SILVA et al., 2014). Um
estudo realizado por Arnold e Herre (2003), com fungos endofiticos de Theobroma cacao
de uma Floresta tropical no Panama, verificou que os endofitos cresceram mais rapido em
meios contendo extratos foliares de T. cacao do que em meios contendo extrato de outras
espécies de &rvores co-ocorrentes na regido, o que sugere que diferencas na quimica foliar
entre as espécies podem influenciar na associacdo dos endofitos. Mahapatra e Banerjee
(2010), estudando a especificidade dos endodfitos aos tecidos de uma mesma planta,
verificaram que a frequéncia de colonizagdo de fungos endofiticos € muito maior nas
folhas (44,66%) em comparagdo aos peciolos (32,16%) e cascas (23,17%). Demonstrando
também evidéncias para a especificidade tecidual de fungos endofiticos.

Estes estudos visando a verificagdo da comunidade de fungos endofiticos, além de
demonstrar a importancia biotecnoldgica destes, vém contribuindo para o conhecimento da
diversidade mundial de fungos (SIQUEIRA et al., 2008; BUATONG et al., 2011). A maior
riqueza e frequéncia destes enddfitos tém sido associadas a ecossistemas com maior
biodiversidade (HAWKSWORTH, 2001), sendo mais investigadas em florestas tropicais
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Umidas e temperadas. Com isso, alguns estudos mostram que o perfil endofitico é mais
diversificado em areas tropicais Umidas (CHANDRA, 2012) que em regifes secas,
desérticas, aridas e/ou semiaridas (SURYANARAYANAN et al., 2011; UNTERSEHER et
al., 2012; BEZERRA et al., 2012, 2013), como mostra estudo realizado por Santos et al.
(2015) com fungos endofiticos de Indigofera suffruticosa coletada na Floresta Atlantica
Costeira e na Caatinga durante as esta¢des seca e chuvosa, com isso, 0s autores concluiram
gue o maior nimero de isolados fungicos foi obtido na Floresta Atlantica Costeira nas duas
estacdes, quando comparado a Caatinga.

No entanto, varios estudos realizados na floresta tropical seca brasileira (Caatinga)
tém demonstrado a riqueza de fungos endofiticos associados a plantas de ambientes secos.
Em areas de Caatinga sdo relatados apenas estudos sobre fungos endofiticos associados a
espécies de cactos (BEZERRA et al., 2012, 2013; 2017a; 2017b; 2017c; FREIRE et al.,
2015; CROUS et al., 2017). No Brasil, algumas pesquisas verificaram a riqueza de
enddfitos associados a bromélias, por exemplo, leveduras endofiticas em areas de Mata
Atlantica nas regides Norte e Sul do pais (LANDELL et al., 2006, 2015; FELIX et al.,
2017; PI'TEK et al., 2017, CROUS et al., 2018), mas até 0 momento nenhum estudo da
diversidade de endofitos associados com espécies de bromélias da Caatinga foi realizado.

Segundo Strobel et al. (2004), a selecdo das plantas para isolamento de fungos
endofiticos € baseada em alguns critérios como, a escolha de plantas presentes em
ecossistemas Unicos, as que possuem algum histérico etnobotanico com aplicacdes e uso
de interesse, pois em ultima analise pode ser proposto que os produtos naturais da planta
que possuem poderes de cura estejam atribuidos ao endofitico e ndo a planta; as que
crescem em é&reas de grande biodiversidade ou adaptadas a condigdes limitantes de
sobrevivéncia, pois, de acordo com Rodrigues (2010), a diversidade na comunidade
endofitica pode estar relacionada as necessidades adaptativas das espécies vegetais em
relagdo ao ambiente.

Além disso, esses endodfitos tém sido associados a vegetais ha milhGes de anos
(KRINGS et al., 2007). Devido a este fato, das aproximadamente 300.000 espécies de
plantas existentes na terra, provavelmente cada uma delas abriga micro-organismos
endofiticos (STROBEL; DAISY, 2003). Ha estimativas de que a biodiversidade destes seja
de aproximadamente um milhdo de espécies (GANLEY et al., 2004), embora grande parte

ainda ndo tenha sido descrita.
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2.3.1 Importancia ambiental e biotecnolégica de fungos endofiticos

Através da interacdo com seus hospedeiros, a micobiota endofitica desempenha
funcBes importantes na sanidade dos vegetais como, por exemplo, podendo atuar no
controle de fitopatdgenos, protegendo as plantas contra o ataque de herbivoros, tornando-
as mais resistentes a nematoides, insetos e outros animais (PEIXOTO NETO et al., 2002,
KAUL et al., 2012, NUR, 2016). Esteves et al., (2007), realizaram estudo com a planta
Baccharis dracunculifolia e observaram que a riqueza de fungos endofiticos foi
inversamente proporcional a riqueza de herbivoros na planta, provavelmente devido a
producdo de toxinas por alguma classe de fungos, o que evidencia a importancia dos
enddfitos na defesa de determinados hospedeiros. Em contrapartida, as plantas fornecem
estrutura espacial, nutrientes, fotoassimilados (FAETH; FAGAN, 2002), e inclusive
precursores para sintese de metabdlitos secundarios (CLAY; SCHARDL, 2002). Além
disso, por possuir atividade antagbnica, estes fungos podem ser também utilizados como
agentes no biocontrole (OLIVEIRA et al., 2011), promover o crescimento mais rapido das
plantas através de mecanismos, embora ndo totalmente esclarecidos, como a producéo de
fitohorménios (PEIXOTO NETO et al., 2002, KAUL et al., 2012), e podem melhorar a
resisténcia das plantas a condicOes de estresses ambientais (CLAY, 1988; WOLOCK-
MADEJ e CLAY, 1991), a doencas (CHEN et al., 1994), maior fixacdo de nitrogénio
(TEIXEIRA et al., 2007), possibilitar o hospedeiro explorar habitats extremos, como
regides quentes e secas, com pouca luz e baixa fertilidade do solo. Por exemplo, analisando
a relacdo entre a riqueza de enddfitos de B. dracunculifolia e a sazonalidade, Esteves et al.,
(2007) verificaram uma maior riqueza de fungos associados a planta na estacdo seca (35
morfotadxons) quando comparado com a esta¢do chuvosa (17 morfotédxons).

Os fungos sdo considerados também como potenciais produtores de uma grande
diversidade de metabolitos primarios e secundarios de grande importancia biotecnoldgica,
sendo uma potencial fonte de novos produtos naturais de interesse e exploracdo na
medicina, agricultura, inddstria de alimentos e bebidas, uso farmacéutico (STROBEL,
DAYSI, 2003; SOUZA et al., 2004, CHAPLA et al., 2013), como enzimas (BEZERRA et
al., 2012; CHANDRA, 2012), agentes anti-tumorais (GONCALVES et al., 2016), toxinas,
antibioticos (AZEVEDO, 1998), pigmentos (DEMAIN, 1992).

Pesquisas avaliando esta grande diversidade de compostos bioativos produzidos por
micro-organismos constataram que as linhagens produtoras pertencem principalmente ao
Reino Fungi (BRAKHAGE; SCHROECKH, 2010). Esta interacdo de fungos endofiticos
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com as plantas proporciona a producdo de enzimas extracelulares por estes fungos que
podem ser purificadas e utilizadas em uma ampla gama de processos industriais, como no
processamento de alimentos, bebidas, producdo de medicamentos, detergentes,
amaciamento de carnes, industria téxtil e de couro (WENZEL et al., 2013). Moura et al.
(2015), avaliaram o potencial de fungos endofiticos de folhas de amoreira (Morus nigra)
na biorremediacdo de corante téxtil e concluiram que os endofitos testados possuem
capacidade de degradar corante téxtil, sugerindo os fungos como uma alternativa para o
tratamento destes poluentes.

Além disso, varios produtos naturais obtidos de fungos tem se tornado farmacos
inovadores contra uma diversidade de doengas (JIANG; AN, 2000). Wenzel et al. (2013),
avaliaram a atividade antimicrobiana de fungos endofiticos isolados de soja (Glycine max)
e verificaram que alguns fungos foram eficientes contra pelo menos uma bactéria
patogénica ao homem. Assim como, Oliveira et al. (2015), isolaram fungos endofiticos de
folhas de Piper glabratum, também com o objetivo de avaliar a capacidade dos endéfitos
na inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas ao homem. Os autores concluiram que
estes fungos possuem grande potencial na producdo de compostos antimicrobianos.

Enzimas como a L-asparaginase (MURALI, 2011; THEANTANA et al., 2007) vem
sendo bastante utilizada no tratamento do cancer e pode ser produzida por diversas
espécies de fungos endofiticos (SILVA et al., 2015; KRISHNAPURA et al., 2016;
PADUA et al., 2018), além do taxol, outro poderoso anticancerigeno, isolado inicialmente
do endofito Taxomyces andreanae, associado a Taxus brevifolia e utilizado no combate a
diversos tipos de cancer (STIERLE et al., 1993).

Um fato relevante é que o estudo de micro-organismos endofiticos associados a
plantas medicinais é de grande importancia como uma alternativa na preservacdo da
biodiversidade vegetal. Peixoto Neto et al. (2004), citam a quase extincdo da planta
medicinal Taxus brevifolia, antes da descoberta do fungo endofitico Taxomyces andreane,
produtor do Taxol, pois, inicialmente, eram necessarios cascas de mais de 1000 &rvores,
cada uma com 100 anos de idade, para se obter um 1 kg de Taxol. A exploracdo de
substancias com aplicacdo medicinal de uma fonte microbiana € considerada mais facil e
mais econdmica, levando a um aumento na disponibilidade do produto e consequente
reducdo no custo em mercado, minimizando a necessidade de retirada de plantas raras ou

de crescimento lento do ambiente. Além disso, alguns endofitos ja foram relatados
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produzindo os mesmos compostos naturais dos seus hospedeiros (STIERLE et al., 1993;
KHIRALLA et al., 2017).

2.3.2 Fungos endofiticos na producéao de enzimas

As enzimas sdo proteinas responsaveis por catalisar reacGes quimicas, e sdo
essenciais no metabolismo de todos os organismos vivos, desempenhando papel
fundamental na degradacdo de matéria organica, infeccdo do hospedeiro e deterioracdo de
alimentos. Com base nas reacdes que catalisam, podem ser classificadas em
oxidorredutases (catalisam reacOes de oxidoreducdes); transferases (catalisam reacGes de
transferéncia de grupos de uma molécula a outra); hidrolases (catalisam reaces de
hidrolise); liases (catalisam reacdes de quebra de ligacdes); isomerases (catalisam reagdes
de mudanca intramolecular, transformando substrato em um produto isdbmero) e ligases
(catalisam a ligacdo covalente de moléculas, com simultanea quebra de uma ligacdo de alta
energia) (ORLANDELLI et al., 2012).

S&o bastante empregadas em diversos processos industriais como, por exemplo, no
tratamento de efluentes (CASTRO et al., 2005), na industria téxtil, de alimentos, bebidas e
detergentes (MOREIRA et al., 2002; UENOJO; PASTORE, 2007; LADEIRA et al., 2010),
medicamentos (HASAN et al., 2006), papel, couro, combustiveis, tendo como principal
fonte de producdo os micro-organismos (ZIMMER et al., 2009; ORLANDELLI et al.,
2012). Comparadas a enzimas proveninentes de plantas ou animais, as de origem
microbiana tornam-se mais Uteis devido a grande variedade de atividades cataliticas
disponiveis, alto rendimento, facilidade de manipulacdo genética, fornecimento regular e
rpido crescimento de microorganismos com baixo custo na producdo (HASAN et al.,
2006).

Dentre 0s micro-organismos, os fungos sao relatados como principais produtores de
uma grande diversidade de compostos bioativos de interesse econdmico, sendo os fungos
filamentosos a principal fonte de enzimas industriais devido a sua grande capacidade de
produzir proteinas extracelulares (BRAKHAGE; SCHROECKH, 2010, SILVA et al,,
2017; RIBEIRO e PAMPHILE, 2018). Para os fungos endofiticos, essa capacidade se
deve, possivelmente, as relagcbes metabolicas com seus hospedeiros (CHAPLA et al.,
2012). Inclusive, para que haja associacdo endofitica, os fungos produzem enzimas capazes
de facilitar a penetragéo no tecido vegetal (RIBEIRO e PAMPHILE, 2018).
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Em estudo realizado por Robl et al. (2013), os autores avaliaram a capacidade de
110 fungos endofiticos na producdo de hemicelulases e outras enzimas relacionadas, e
destacaram linhagens pertencentes aos géneros Aspergillus, Trichoderma, Alternaria,
Annulohypoxylon, e Talaromyces como potenciais produtores de enzimas hidroliticas a
serem utilizados como parte de misturas para decompor a biomassa da cana-de-agtcar em
nivel industrial para produgdo de etanol. Diversos outros estudos tem demonstrado a
capacidade de sintese de enzimas proteoliticas por fungos associados aos vegetais, por
exemplo, endofitos pertencentes aos géneros Acremonium sp., Penicillium sp., Fusarium
sp., Phomopsis sp. Cylindrocladium sp., Chaetomium sp., ja foram relatados como bons
produtores de proteases (CUZZI et al., 2011; SILVA et al., 2006; WENZEL et al., 2013).

Cuzzi et al. (2011), avaliaram a capacidade de produzir enzimas extracelulares de
11 especies de fungos endofiticos de Baccharis dracunculifolia e observaram o potencial
de producdo de lipase, amilase e protease por espécies de Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Glomerella sp. Orlandelli et al. (2015), isolaram 98 fungos endofiticos das folhas de Piper
hispidum Sw (Jaborandi) e testaram quanto a producdo de protease, e observaram que 28
enddfitos foram capazes de produzir a enzima em meio de cultura especifico. Rodrigues et
al. (2015), verificaram a producdo de enzimas hidroliticas pelo endofito Penicillium sp.
isolado de folhas de Ricinus communis e 0s autores constataram a capacidade do fungo na
producdo de lipase, enzima capaz de realizar a hidrolise de 6leos e gorduras, uma
caracteristica importante para um possivel emprego na sintese de biodiesel. Um outro
estudo realizado por Bezerra et al. (2012), os autores isolaram fungos endofiticos da
cactdcea Opuntia ficus-indica (palma forrageira) e a maioria dos isolados apresentou
atividade enzimética, indicando potencial promissor na aplicacdo de processos
biotecnoldgicos envolvendo a producdo de pectinases, celulases, xilanases e proteases.

Apesar do grande conhecimento a respeito da capacidade de producdo de
metabdlitos bioativos Unicos a partir de fungos, ainda ha muito para ser explorado em
relacdo a endofitos (RIBEIRO e PAMPHILE, 2018).

2.3.2.1 Proteases

As proteases (EC 3.4) sdo um grupo de enzimas pertencentes a classe das hidrolases
(Figura 7), e tem como fungdo catalitica hidrolisar as ligacdes peptidicas das proteinas.
Segundo o Comité de Nomenclatura Enzimatica (EC) da Unido Internacional de

Bioquimica e Biologia Molecular (NCIUBMB,1992), as proteases pertencem a classe 3
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(hidrolases) e subclasse 3.4 (peptideo-hidrolases ou peptidases) (VERMELHO et al.,
2008).

Figura 7. Representacdo de uma hidrolise protéica catalisada por uma protease

Fonte: Lima et al. (2008)

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas industriais e
representam cerca de 60% do mercado industrial. O comércio mundial destes
biocatalisadores movimenta, por ano, cerca de US$ 300-600 milhdes, sendo 75%
representado por enzimas hidroliticas, das quais dois tercos sdo proteoliticas (SAVITHA et
al., 2011). Devido a grande diversidade, alcance especifico de acdo e capacidade de
atividade em uma ampla gama de temperatura e pH tém atraido a atencdo de biotecnologos
em todo o mundo (SOUZA et al., 2015). As proteases industriais de origem vegetal como a
papaina, bromelina e ficina; e animal (proteases digestivas), ndo atendem as necessidades
do comércio e com isso, as de origem microbiana tem adquirido cada vez mais relevancia
industrial (VERMELHO et al., 2008). Alem de existir uma série de fontes microbianas
capazes de produzir esta enzima de forma eficiente (SOUZA et al., 2015).

Apesar de existir o método de fermentacdo em estado sélido para produgdo de
enzimas a partir de micro-organismos, a fermentacdo submersa (em estado liquido) é o
mais utilizado na producdo de enzimas industriais (ORLANDELLI et al., 2012). Este
permite a producdo de proteases em grandes quantidades num tempo relativamente curto e
apresenta outras vantagens como o controle de parametros como pH, temperatura, oxigénio
e umidade, além de possibilitar a producdo em grande escala. As enzimas de origem

microbiana sdo geralmente extracelulares e facilmente produzidas sob este método,
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simplificando a produ¢do quando comparadas as proteases de origem animal ou vegetal
(ZAMBARE et al., 2011; SANDRI et al., 2015).

Enzimas deste grupo sdo de grande importancia e aplicabilidade biotecnoldgica,
sendo amplamente utilizadas na industria téxtil, formulacdo de medicamentos, detergentes,
alimentos e bebidas (MOREIRA et al., 2002; GUPTA, 2003; KUMAR, 2005; LADEIRA
et al., 2010; ZAMBARE et al., 2011). Na fabricacdo de detergentes, o uso de enzimas é
uma das maiores aplicagdes da industria, aumentando a capacidade dos detergentes em
remover manchas dificeis, além de tornar ambientalmente seguro (SOUZA et al. 2015). Ha
muito tempo foi usada a protease obtida de bactérias, mas para purificacdo desta enzima
sd80 necessarios métodos de filtracdo de alto custo para produzir uma preparacao
enzimatica pura, ao contrario da obtida de fungos, que possuem como vantagem a facil
remocdo do micélio pelo método de filtracdo simples, por serem produzidas
extracelularmente e diretamente no caldo fermentado (PHADATARE et al., 1993;
SAVITHA et al., 2011).

Na indastria farmacéutica sdo de grande importancia na fabricacdo de
medicamentos como pomadas, na preparacdo de vacinas para tratamento de
dermatofitoses, inflamacdes e desordens cardiovasculares. Na &rea de cosmeéticos, a
papaina e bromelina sdo exemplos de proteases utilizadas sobre a pele para realizagdo de
alisamento e peeling que, através de atividade queratinolitica, sdo capazes de promover
renovacdo celular (SAWANT; NAGENDRAN, 2014; VIANNA, 2016). Estas duas
enzimas proteoliticas sdo também bastante empregadas para melhorar o valor nutricional
de racOes, e a papaina é também utilizada na fabricacdo de meios de cultura e extragdo de
aromas e corantes de plantas (SUMANTHA et al., 2006). Na industria do couro, auxiliam
na remocao de pelos em peles de animais, podendo substituir produtos quimicos perigosos
e também economizando tempo e promovendo melhor qualidade de couro (VIANNA,
2016). Além disso, possuem uma grande diversidade de aplicagdes na indlstria de
alimentos, ao atuar na clarificagcdo de cerveja, sucos e vinho, no amaciamento de carne,
processamento do molho e outros produtos de soja, melhoria na qualidade de alimentos
ricos em proteinas e principalmente atuando na etapa de coagulacdo do leite na fabricacédo
de queijo (SAWANT; NAGENDRAN, 2014; SOUZA et al., 2015).

Com base no mecanismo catalitico e pH 6timo para atividade, as proteases podem
ser classificadas em alcalinas, neutras ou &cidas. As alcalinas sdo extensamente utilizadas

na industria de detergentes, ja as proteases acidas, sdo frequentemente aplicadas na
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industria de alimentos e obtidas principalmente de animais ou fungos. As proteases &cidas
de origem flngica sdo capazes de substituir a funcdo de trés importantes proteases
utilizadas no processamento de alimentos, sdo elas a pepsina, papaina e a renina
(IKASARI; MITCHELL, 1996).

2.3.2.2 Proteases na coagulagéo do leite e fabricagéo de queijo

O queijo € um alimento produzido atraves da coagulacdo do leite e é crescente sua
producédo no estado de Pernambuco. A regido Agreste concentra cerca de 70% da bacia
leiteira do estado, o qual j& destina aproximadamente 40% (cerca de 1,8 milh&o de litros
por dia) da producéo para fabricacao de queijos (IPA, 2009; Jornal do Commercio, 2016).

A primeira indicacdo da producdo de queijos surgiu através de pinturas rupestres
por volta de 5000 a.C. Essa producdo pode ter sido descoberta de forma acidental, através
dos ndmades que costumavam viajar em dias quentes estocando o leite em sacos feitos de
estbmago de ruminantes, consequentemente, este leite transformava-se em um coagulo
mole e a fase liquida (o soro do leite) era provavelmente absorvida pela pele ou perdida por
evaporacdo, concentrando ainda mais o produto. Essa coagulacdo possivelmente derivou
da acidez desencadeada pela atividade de bactérias ou através de enzimas coagulantes
presentes nos estdmagos animais usados como sacos para transporte. Historicamente, a
maioria das prepara¢des enzimaticas para elaboragdo de queijo foi extraida do estdmago de
ruminantes, mas enzimas de origem vegetal e microbiana também possuem dados
histéricos muito antigos (HARBOE et al., 2010).

O leite é formado por uma emulsdo de gorduras em agua estabilizada por uma
dispersdo coloidal de proteinas (micelas). As proteinas do leite podem ser divididas em
dois grandes grupos: as caseinas e as proteinas do soro. As caseinas sao dominantes,
representando cerca de 80% das proteinas do leite e estdo presentes na forma de micelas de
caseina, as quais possuem como principais fracoes asl-, as2-, B- e k-caseinas, (sendo a
fracdo da x-caseina a Unica proteina hidrolisada pela renina) e a desestabilizagdo destas
micelas é fundamental para que ocorra a formacdo dos coagulos. Esta coagulacdo ocorre
em duas etapas, a etapa proteolitica em que o componente de estabilizacdo («k -caseina) é
hidrolisado pela enzima para produzir micelas de para- k -caseina, as quais Sao sensiveis ao
calcio, o qual desencadeia a agregacdo das micelas para formar um gel (GUINEE;
WILKINSON, 1992). Em contrapartida, as proteinas do soro sdo um subproduto da
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fabricacdo do queijo e possuem alto valor nutricional sendo amplamente utilizado no meio
esportivo como forma de suplemento (ALVES, 2013; LUZ, 2016; SILVA et al., 2017).
Para que ocorra o processo de coagulacdo, sdo utilizadas enzimas capazes de
realizar essa funcéo, por exemplo, na industria de alimentos, a renina, ou quimosina, é a
principal enzima utilizada na fabricacdo de queijo, pois esta possui capacidade de clivar a
ligacdo Fenilalanina;gs-Metinoninage da k-caseina desestabilizando as micelas de caseina
e, consequentemente, coagulando o leite (NEVES, 2014; SILVA et al., 2017) (Figura 8).
Proteases coagulantes como a pepsina e a renina podem ser obtidas de plantas, animais ou
micro-organismos, sendo a renina tradicionalmente obtida a partir do 4° estdmago de
bezerros em lactacdo. Bezerros em fase de lactacdo apresentam uma renina com cerca de
88-94% de quimosina e 6-12% de pepsina, enquanto a de bovinos adultos apresenta 80-
90% de pepsina e 10-20% de quimosina (HARBOE et al., 2010; ALVES, 2013). No
entanto, devido ao alto custo, escassez, aumento na expansdo da produgdo mundial de
queijos, além de questdes éticas que envolvem a obtencdo do coalho a partir de animais,
tem-se intensificado as pesquisas para obtencdo de fontes alternativas para producdo de
enzimas coagulantes e que ndo comprometam a qualidade do produto. Para isso, estas
enzimas alternativas devem apresentar uma alta atividade coagulante e baixa atividade
proteolitica, do contrario, poderiam prejudicar o rendimento do queijo, aroma e sabor
(MERHEB-DINI et al., 2010; ALECRIM et al., 2015; SILVA et al., 2017).

Figura 8. Representacdo da atividade de uma enzima coagulante nas micelas de caseina do leite
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Diversas pesquisas mostram proteases de origem microbiana sendo estudadas como
alternativa para substituicdo do coalho animal. Fontes microbianas como os fungos

despertam maior interesse devido a grande diversidade bioquimica e susceptibilidade a
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manipulacéo genética (ALECRIM et al., 2015). Vishwanatha et al. (2010), selecionaram
Aspergillus oryzae dentre 16 cepas fungicas como produtor de enzima com maior atividade
coagulante, apresentando uma alta atividade especifica, baixa atividade proteolitica, menor
termoestabilidade em comparacdo aos coalhos microbianos existentes, tornando esta uma
enzima ideal para utilizacdo nas industrias de fabricacdo de queijos. Alecrim et al. (2017),
avaliaram a capacidade de producdo de protease coagulante do leite e consequente
producdo de aflatoxina por Aspergillus flavo furcatis em fermentacdo submersa e em
estado s6lido, concluindo que esta apresenta capacidade de producdo da enzima coagulante
em ambos meios de fermentacéo utilizados e a ndo producgdo de toxina, indicando a espécie
como potencial fonte de enzima coagulante na fabricagcdo de queijo. Martim et al. (2017),
investigaram a producdo de enzimas coagulantes do leite por seis espécies de cogumelos
comestiveis e relataram Pleurotus albidus como a espécie que apresentou o maior valor
coagulante, além de indicar o perfil enziméatico e aplicagdo na producdo de queijo. Em
estudo realizado por Santhalin Shellomith e Preetha (2018), os autores avaliaram a
producdo de enzima coagulante do leite pelo fungo Penicillium camemberti em diferentes
substratos, indicando este como bom produtor.

Em marco de 2017, foi publicada uma patente referente ao processo de obtencdo,
produto e uso de uma protease coagulante obtida do fungo Thermomucor indicae-
seudaticae, na fabricacdo de queijos (SILVA et al., 2017). Em outro estudo, duas espécies
de Mucorales, Mucor pusillus e Mucor miehei, foram relatadas produzindo aspartato
proteases (&cida), enzimas com intensa atividade coagulante do leite e baixa atividade
proteolitica, podendo ser usadas como substituta da renina na industria de laticinios
(ANDRADE et al., 2002). Atualmente, enzimas coagulantes do leite obtidas a partir das
espécies de fungos Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusilus, Aspergillus oryzae ja séo
utilizadas comercialmente (ALECRIM et al., 2015).

Com isso, este estudo teve como objetivos investigar a diversidade de fungos
endofiticos das bromélias D. limae e T. catimbauensis crescendo em &reas de Caatinga no
Parque Nacional do Vale do Catimbau e avaliar a capacidade dos fungos na producéo de

enzimas proteoliticas com atividade coagulante do leite.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE COLETA

As coletas do material vegetal foram realizadas no Parque Nacional do Catimbau
(8°36'35 'S, 37°14'40' 'W) (Figura 9), o qual possui uma area com aproximadamente
62.300ha e esta inserido no sertdo Central entre os municipios de Ibimirim, Tupanatinga e
Buique, estado de Pernambuco (DELGADO JUNIOR et al., 2014). O Parque possui uma
vegetacdo bastante diversa, sendo possivel caracterizar pelo menos 4 fitofisionomias:
campos rupestres, caatinga arbustiva, vegetacdo florestal perenifélia e a vegetacdo
arbustiva perenifolia (RODAL et al., 1998). As coletas foram autorizadas pelo Ministério
do Meio Ambiente (MMA) / Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade
(ICMBI0); nimero de permissdo: 48641-1 / cddigo de autenticacdo, emitido em 10 de abril
de 2015.

Figura 9. Mapa de localizagéo do Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco, Brasil.
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3.2 MATERIAL VEGETAL

Foram coletadas aleatoriamente amostras de folhas de 15 individuos da espécie
vegetal Dyckia limae e 15 da espécie Tillandsia catimbauensis, totalizando 30 amostras.
As coletas foram realizadas no periodo de maio de 2015. Os espécimes vegetais de T.
catimbauensis encontravam-se distribuidos nos pareddes rochosos do PARNA e os de D.
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limae, no solo. O material vegetal foi acondicionado em sacos plésticos, transportados para

o laboratério e processado em até 48 horas.

3.2.1 Isolamento de fungos endofiticos

O material botanico coletado foi processado como descrito por Aradjo et al. (2002).
Foram cortados cerca de 10 cm da folha de cada individuo, lavadas em agua corrente e, em
sequida, para assepsia, 0 material vegetal foi cortado em segmentos de cerca de 1cm? e
imerso em etanol 70% durante 60s, hipoclorito de sodio (2-2,5%) por 180s, etanol 70%
durante 30s, e entdo lavados trés vezes em agua destilada esterilizada.

Depois do processamento, 45 fragmentos de cada individuo foram inoculados em
placas de Petri contendo o meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) suplementado com
cloranfenicol (100 mg/L) e tetraciclina (50 mg/L) para restringir o crescimento bacteriano.
Os fragmentos de cada individuo foram distribuidos em 4 placas, num total de 7
fragmentos por placa e 420 por espécie vegetal. Estas foram incubadas a 28 + 2°C por até
30 dias. O crescimento fangico foi observado diariamente e qualquer coldnia de fungo
encontrada foi isolada, purificada e mantida em BDA para posterior identificacdo. Para
verificar a eficacia da desinfeccdo da superficie, 1 mL de agua da ultima lavagem foi
inoculado em placas de Petri contendo o0 mesmo meio, e incubadas sob as mesmas

condigdes.

3.3 CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA, TAXA DE COLONIZACAO E
FREQUENCIA RELATIVA

A identificagdo morfologica foi realizada pela equipe da Micoteca URM604 do
Departamento de Micologia, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), observando-se caracteristicas macroscopicas e microscopicas, utilizando
metodologia e literatura especifica (Morton e Smith, 1963; Ellis, 1971; Ellis, 1976; Sutton,
1980; Barnett e Hunter, 1987; Hanlin 1990; Samson e Frisvad, 2004; Domsch et al., 2007,
Houbraken et al., 2011), através do cultivo dos fungos em meio de cultura especifico para
anélises das caracteristicas como cor, textura, diametro das coldnias e através de laminas
confeccionadas com acido latico para analises microscopicas de estruturas como hifas,
conidios, conidi6foros, a partir de representantes de géneros fungicos considerados

novidades taxonOmicas.
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Para todos os representantes dos géneros Penicillium e Talaromyces, foi feita uma
suspensdo de esporos ¢ 1ul da suspensdo foi inoculada em trés pontos em cada placa de
Petri contendo os meios de cultura Czapek Agar Extract (CYA), Agar Extrato de Malte
(MEA), Agar de Aveia (OA), Dicloran Glicerol (DG18), Extrato de Sacarose em Agar
Czapek (CYAS), Extrato de Levedura em Agar Sacarose (YES) e Agar de Sacarose em
Creatina (CREA) (Houbraken et al., 2011). Em seguida, as placas foram incubadas a 15 e a
25°C durante 7 dias, e apenas as placas contendo o CYA e o MEA foram também
incubadas a 30 e 37°C durante 7 dias. Para as descricdes macro-morfolégicas utilizou-se
apenas o crescimento a 25°C. Para os representantes de todos os outros géneros, foi feito
in6culo central em placas de Petri contendo meio de cultura MEA (Agar extrato de malte)
e incubadas por 7 dias em BOD a 25°C.

A taxa de colonizacdo (TC%) foi calculada pela razdo entre o numero de
fragmentos com crescimento fangico (Nf) e o nimero total de fragmentos (Nt) (FI=Nf/Nt
X 100) (Aratjo et al., 2002) e a Frequéncia Relativa (FR) de isolamento calculada como o
numero de isolados de uma espécie dividido pelo total do nimero de isolados (Photita et
al., 2001).

3.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS ENDOFITICOS
3.4.1 Extracdo de DNA, amplificacé@o de fragmentos do DNA e sequenciamento

A biomassa dos enddfitos foi obtida a partir de culturas cultivadas em BDA e/ou
MEA contidos em placa de Petri, mantidos a 28°C por até sete dias de um representante de
cada género fangico isolado. Para extragdo do DNA gendmico foi utilizado o Kit de
purificacdo de DNA gendmico da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit)
conforme metodologia proposta pelo fabricante. Para amplificacdo da regido ITS
(espacgador interno transcrito do rDNA) foram utilizados os iniciadores ITS1 e ITS4 (White
et al., 1990). Para os fungos identificados como pertencentes aos géneros Penicillium e
Talaromyces, além da regido ITS, foram amplificadas as regides parciais dos genes -
tubulina, calmodulina e RPB2. Os parametros para amplificacdo e as concentragfes dos
reagentes (dNTPs, cloreto de magnésio, Taq DNA polimerase e tampéo de reacdo) foram
realizadas de acordo com Bezerra et al. (2017b). Controles negativos, contendo todos os
componentes exceto DNA, foram utilizados em cada procedimento para detectar possiveis
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contaminages. O produto das extragdes de DNA e das reagGes de PCR foram visualizados
através de eletroforese em gel de agarose 1% corados com GelRed (Biotium), e
visualizados sob luz UV. Os produtos da amplificacdo foram purificados utilizando as
enzimas exonuclease | e fosfatase alcalina contidas no kit Illustra ExoProStar 1-Step (GE
Healthcare), seguindo as recomendagOes do fabricante, e posteriormente encaminhados
para sequenciamento na Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento e Expressao Génica
do Centro de Biociéncias da UFPE.

3.4.2 Alinhamento das sequéncias e analise filogenética

Os cromatogramas do sequenciamento foram analisados para a determinacédo das
sequéncias consenso utilizando o programa MEGA v. 7 (Kumar et al. 2016). Apos a
edicdo, todas as sequéncias foram utilizadas para busca das mais similares depositadas no
GenBank, utilizando a ferramenta BLASTn. As sequéncias obtidas foram entdo alinhadas
em conjunto com as recuperadas da base de dados utilizando a ferramenta online MAFFT
(https://mafft.cbrc.jp/) (Katoh & Standley 2013) e corrigidas manualmente utilizando o
programa MEGA v. 7.

Na construcdo da arvore filogenética (Figura 11) por Inferéncia Bayesiana (IB) foi
empregado o método da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC). O programa Mr.
MODELTEST 2.3 (Posada e Buckley, 2004) foi utilizado para selecionar o modelo de
substituicdo de nucleotideos para analise de Bl. Os valores de verossimilhanca foram
calculados e 0 modelo foi selecionado de acordo com Akaike Information Criterion (AIC).
A andlise de IB foi realizada através do programa Mr. Bayes v.3.2.1 (Ronquist e
Huelsenbeck, 2012) na plataforma XSEDE do CIPRES science gateway
(http://www.phylo.org/). As quatro cadeias MCMC foram conduzidas simultaneamente,
iniciando as arvores aleatoriamente até 10.000.000 de geragdes. As arvores foram
amostradas a cada 1.000 geracGes, resultando em 10.000 arvores. As primeiras 2.500
arvores foram descartadas da analise. Os valores de probabilidade posterior (Rannala e
Yang, 1996) foram determinados da arvore consenso através das 7.500 arvores
remanescentes. A arvore foi visualizada no software FigTree (Rambaut, 2009) e exportada
para edigdo. Culturas representativas de parte dos fungos endofiticos isolados e
identificados foram depositadas no acervo da Colecdo de Culturas — Micoteca URM da
UFPE.
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35 SELECAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS QUANTO A PRODUCAO DE
PROTEASE

Doze isolados de fungos endofiticos pertencentes aos géneros Penicillim (9) e
Talaromyces (3) obtidos das folhas de D. limae e T. catimbauensis (Tabela 1), foram
testados quanto a produgdo de protesase. Estes géneros foram selecionados com base na
frequéncia de isolamento e por ja terem sido relatados em diversos outros estudos como
bons produtores de enzimas, inclusive proteases com acdo coagulante do leite (CUNHA et
al., 2016; OZTURKOGLU-BUDAK et al., 2016). Os isolados foram cultivados em placas
de Petri contendo meio Agar extrato de malte (MEA) por sete dias a 25°C. Para a produgio
da protease, foi utilizado o método de fermentacdo submersa (FS) a partir da suspensao de
esporos de cada fungo em tubos de ensaio contendo Tween 10% (10 mL por tubo), do qual
300 pl foram colocados em camara de Neubauer para contagem de esporos e obtencdo de
uma concentragdo de, no minimo, 10° esporos/mL. Em seguida, foi retirado 1mL de cada
suspensdo de esporos e inoculado em frascos de Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL de
meio de cultura MS-2 (Meio farinha de soja), modificado de Porto, Campos-Takaki e
Lima-Filho (1996), contendo farinha de soja a 4,0% (p/v), K;HPO,4 0,435% (p/v), NH,CI
0,1% (p/v), MgSQO, 0,06% e 0,1 mL de solugdo mineral (100 mg de FeSO,4, MnCl,, ZnSO,
e CaCl, em 10 mL de &gua destilada com pH 7,0). Os frascos de Erlenmeyer contendo a
suspensao de esporos em meio de cultura, foram incubados em agitador orbital por 96
horas a 120 rpm sob temperatura de 28°C. Apds as 96 horas, foram filtrados com papel
filtro Whatman n°.1 e o filtrado obtido, considerado extrato bruto enzimatico foi estocado e
mantido a -20°C até a sua utilizagdo para as determinaces analiticas.

Tabela 1. Fungos endofiticos de Bromeliaceae caracterizados quanto a producgdo de protease

N° do isolado Fungo endofitico Espécie vegetal
D76.341 Penicillium sp. Dyckia limae
URM 7965 Penicillium sp. Dyckia limae
D61.373 Penicillium sp. Dyckia limae
D74.345 Penicillium sp. Dyckia limae
D56.375 Penicillium sp. Dyckia limae

T184 P. echinulonalgiovense Tillandsia catimbauensis
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T3.155 Penicillium spl Tillandsia catimbauensis
T43.186 Penicillium sp2 Tillandsia catimbauensis
URM 7966 P. decaturense Tillandsia catimbauensis
T95.126 Talaromyces amestolkiae  Tillandsia catimbauensis
T106.150 T. pinophilus Tillandsia catimbauensis
T158.135 T. diversus Tillandsia catimbauensis

3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA E PROTEINA TOTAL

Dos extratos brutos enziméticos obtidos com os 12 isolados, foram quantificadas a
atividade proteolitica e a proteina total. O ensaio proteolitico foi realizado utilizando a
azocaseina como substrato para quantificar a protease de acordo com o método descrito
por Alencar et al. (2003). A atividade proteolitica foi realizada atraves da mistura reacional
contendo 100uL de azocaseina (1,0% p/v em tampao Tris-HC1 0,1 M, pH 7,6) e 60uL do
extrato enzimatico, e incubados por 1 hora no escuro em temperatura ambiente (28 + 2°C).
Posteriormente, a reacgdo foi interrompida pela adigdo de 480ul de acido tricloroacético
(TCA) a 10% p/v e centrifugada por 5 minutos a 8000 rpm sob temperatura de 4°C. Em
seguida, 320uL do sobrenadante foram pipetados e adicionados a 560uL de hidroxido de
sodio (NaOH) 1M, e realizada a leitura em espectrofotdmetro na absorbancia a 440 ny. As
dosagens enzimaticas foram expressas em U mL™. Todos os testes foram realizados em
triplicata e a média dos valores de densidade dptica foi utilizada para compor os resultados.

Para determinar as proteinas totais das amostras, foi realizado ensaio seguindo o
método de Bradford (1976), utilizando como padrdo a soro albumina bovina em diferentes
concentragBes. Em seguida, o ensaio de proteina total foi realizado através da mistura de
50uL da amostra com 1500uL do reagente de Bradford, em triplicata, e a leitura feita em
espectrofotdmetro a 595nm. As dosagens de proteina foram expressas em mg/mL™,

A razdo (R) entre atividade coagulante do leite (MCA) e atividade proteolitica (AP)
foi determinada pela formula R = MCA (U/mL) / PA (U/mL).

3.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE COAGULANTE DO LEITE

Atividade coagulante do leite (ACL) da protease contida em cada extrato bruto
enziméatico obtido foi determinada seguindo o procedimento descrito pela Federacéo
Internacional de Laticinios (IDF), com adaptagdes. O leite de vaca (Camponesa®)
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desnatado em po foi dissolvido a 10% em 100 mL de uma solucéo de CaCl, 0,01M (pH
6,5). Em frascos de vidro (adaptado para uma melhor visualizacdo da formacdo dos
primeiros coagulos do leite), 5 mL da solucdo contendo leite desnatado na presenca de
CacCl, foi pré-aquecida em banho-maria em temperatura de 35°C durante 10 min. Apds esse
tempo, o0 ensaio de coagulagdo foi realizado pela adicdo de 60uL do extrato bruto
enzimatico aos 5mL deste substrato. Todas as amostras foram preparadas em triplicata. O
ensaio branco foi preparado contendo apenas a solucdo de leite na presenca de CaCls,.
Exatamente ap0s a adi¢do da solucédo de leite com CaCl, ao extrato bruto enzimatico,
foi iniciada a contagem do tempo de formacdo dos primeiros coagulos. A atividade de
coagulacdo foi expressa em International Milk-Clotting Units (IMCU)/mL (IDF, 1992),
através da formula 400 x t™, sendo representado pela quantidade de enzima que coagula o
leite em 1 minuto, definida por conter 400 unidades, e 0 “t” é o tempo necessario para

formag&o dos primeiros coagulos na solucéo de leite.

38 EFEITO DO pH NA ATIVIDADE COAGULANTE E ATIVIDADE
PROTEOLITICA

Para determinacdo do pH 6timo da atividade coagulante do leite, foi realizado o
mesmo procedimento descrito no item 3.7 com a utilizagdo de diferentes pHs utilizando as
solucdes tampdo acetato de sdédio (pH 5,5 e 6,0), Tris-HCI (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) e
glicina-NaOH (pH 8,0; 8,5 e 9,0) a 0,2 M, a temperatura de 35°C, na propor¢do de 1:1.
Assim como, para os testes de efeito do pH na atividade proteolitica, foram realizados

conforme descrito no item 3.6.

3.9 EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE COAGULANTE E ATIVIDADE
PROTEOLITICA

Para selecdo da temperatura 6tima, o ensaio de coagulacdo foi realizado através da
incubacdo das amostras contendo o extrato enzimatico na solucdo de leite e CaCl, no
tampdo glicina-NaOH com os melhores pHs (8,0 e 8,5), por 10 minutos em diferentes
temperaturas que variaram de 30 a 95°C, com intervalo de 5°C. A temperatura 6tima da

atividade proteolitica também foi realizada através da incubacdo da solu¢do nas mesmas
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temperaturas citadas anteriormente, e seguindo 0os mesmos procedimentos realizados no

item 3.7, com tampdo glicina-NaOH utilizando os pHs definidos como 6timos (8,0 e 8,5).

3.10 ESTABILIDADE DA ATIVIDADE PROTEOLITICA AO pH

Para os testes de estabilidade enzimatica ao pH na atividade proteolitica, o ensaio
foi realizado através da mistura do extrato bruto enzimatico com as diferentes solucgdes
tampdo acetato de sédio (pH 5,5 e 6,0), Tris-HCI (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) e glicina-
NaOH (pH 8,0; 8,5 e 9,0) a 0,2 M, proporc¢édo de 1:1 e submetidos a temperatura de 40°C
por um total de 180 minutos, onde aliquotas de 60uL foram retiradas nos tempos de 0, 60,

120 e 180 minutos e submetidos aos testes de atividade proteolitica descritos no item 3.7.

3.11 ESTABILIDADE DA ATIVIDADE PROTEOLITICA A TEMPERATURA

Para os testes de estabilidade da enzima a temperatura, o extrato bruto enzimatico
foi incubado em temperaturas que variaram de 35 a 80°C, com intervalo de 5°C. De cada
temperatura testada, nos tempos de 0, 60, 120 e 180 minutos, foram retiradas aliquotas de
60uL e adicionadas a 100 L de azocaseina (tampéo glicina-NaOH, pH 8,0), mantidas em
temperatura ambiente por 1h no escuro e, em seguida, realizado o teste de atividade
proteolitica como descrito no item 3.7.

Posteriormente, as atividades residuais de coagulacdo do leite e atividade

proteolitica foram determinadas sob condigdes 6timas de pH e temperatura.

3.12 EFEITO DA CONCENTRACAO DE CaCl, NA ATIVIDADE COAGULANTE DO
LEITE

Para determinacdo do efeito da concentracdo de CaCl, foi seguida metodologia
proposta por Merheb-Dini et al. (2010). Foi realizado o mesmo procedimento descrito no
item 3.8 para analise da atividade coagulante do leite, entretanto, utilizando concentracdes
crescentes da solucdo de cloreto de calcio (0,001; 0,005; 0,01; 0,015 e 0,020 M). Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em meédia + desvio
padréo (DP).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

A partir do terceiro dia de incubacdo dos fragmentos das bromélias em meio de
cultura BDA, foram obtidos os primeiros isolados (Figura 10). Um total de 298 fungos
endofiticos foi isolado. Dos 420 fragmentos de Dyckia limae, 116 foram colonizados e 114
fungos isolados, resultando em uma taxa de colonizacdo de 27,61%, pertencentes a 19
géneros e 11 isolados identificados a nivel de classe. Em Tillandsia catimbauensis, foram
colonizados 163 dos 420 fragmentos e 184 endofitos isolados, resultando em uma taxa de
colonizagdo de 38,80%, pertencentes a 21 géneros e 14 isolados identificados a nivel de
classe (Tabela 2). Alguns endofitos isolados das duas espécies vegetais ndo cresceram em
meio de cultura artificial apds a retirada destes do fragmento. Sdo poucos os estudos
realizados com enddéfitos de bromélias no Brasil e nenhum deles verificou esta associacdo
com bromélias da Caatinga. Em estudo conduzido por Landell et al. (2006), os autores
realizaram o isolamento de leveduras endofiticas de folhas de 5 espécies de bromélias de
area de Mata Atlantica no Rio Grande do Sul, incluindo duas espécies do género
Tillandsia, e obtiveram um total de 138 linhagens pertencentes a 40 espécies.

Figura 10. Colonizacdo dos fragmentos das bromélias por fungos endofiticos apds 3 dias de incubacdo em
BDA. A - Dyckia limae. B —Tillandsia catimbauensis.
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Tabela 2. Frequéncia absoluta e relativa de fungos endofiticos de Dyckia limae e Tillandsia catimbauensis

Dyckia limae Tillandsia catimbauensis
Género Frequéncia Frequéncia Género Frequéncia Frequéncia
relativa (Fr) relativa (Fr)
Acrocalymma sp. 1 0,02 Cladophialophora sp. 1 0,007
Antracocystis sp. 1 0,02 Cladosporium sp. 1 0,007
Arcopilus sp. 5 010 Colletotrichum sp. 7 0,05
Aspergillus sp. 6 0,12 Diaporthe sp. 5 0,036
Aureobasidium sp. 1 0,02 Dothideomycetes 12 0,08
Curvularia sp. 5 010 Exophiala sp. 3 0,021
Dothideomycetes 11 0,22 Hypoxylon sp. 1 0,007
Exophiala sp. 1 0,02 Microsphaeropsis sp. 3 0,02
Neopestalotiopsis sp. 1 0,02 Neurospora sp. 2 0,01
Nigrospora sp. 1 0,02 Nigrospora sp. 4 0,028
Paraconiothyrium sp. 1 0,02 Paraconiothyrium sp. 5 0,036
Penicillium sp. 4 0,08 Penicillium sp. 38 0,16
Phialemoniopsis sp. 1 0,02 Phoma sp. 1 0,007
Pithomyces sp. 1 0,02 Preussia sp. 1 0,007
Pseudozyma sp. 1 0,02 Sarocladium sp. 9 0,065
Saitozyma sp. 1 0,02 Sordariomycetes 2 0,01
Sterigmatomyces sp. 1 0,02 Spegazzinia sp. 1 0,007
Syncephalastrum sp. 2 0,04 Talaromyces sp. 35 0,26
Talaromyces sp. 3 0,06 Tremella sp. 2 0,01
Trichoderma sp. 1 0,02 Trichoderma sp. 1 0,007
Umbelopsis sp. 8 0,05
Xylaria sp. 11 0,07
TOTAL 48 153

*GEéneros em comum em negrito
A riqueza de géneros isolados mostrou-se semelhante nas duas plantas estudadas,
no entanto, houve diferenga na diversidade dos mesmos, apresentando apenas 5 géneros e
1 ordem em comum (Tabela 2). Em T. catimbauensis, Penicillium foi o género mais
frequente, seguido de Talaromyces. Em estudo realizado por Padua et al. (2018), os autores
isolaram um total de 187 fungos endofiticos de Myracrodruon urundeuva, sendo 35 destes
obtidos a partir de 336 fragmentos de folhas coletadas na Caatinga e 152 endofitos a partir
de 336 fragmentos de folhas coletadas da planta em Brejo de altitude, resultando numa
taxa de colonizacdo dos fragmentos de 10,41% e 39,58%, respectivamente. Gautam et al.

(2012), verificaram a associacdo de fungos endofiticos com diferentes partes da planta
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Cannabis sativa, os autores avaliaram um total de 281 fragmentos da planta, incluindo
folhas, caules e peciolos, e observaram que 212 fragmentos foram colonizados, resultando
assim numa taxa de colonizagdo de 77,65%. A maior taxa foi observada no caule
(84,94%), sequida das folhas (82,41%) e Penicillium foi o segundo género mais frequente.
Outro estudo realizado na Holanda por Kusari e t al. (2012), teve como objetivo avaliar a
diversidade de fungos endofiticos de C. sativa e uma espécie pertencente ao género
Penicillium foi o isolado mais frequente. Diversos outros estudos relatam espécies de
Penicillium em associacdo endofitica com diferentes espécies vegetais como Salvadora
persica e S. oleoides (KOREJO et al., 2014), Opuntia ficus indica (FREIRE et al., 2015),
Bauhinia forficata (BEZERRA et al., 2015), Myracrodruon urundeuva (PADUA et al.,
2018), Catharanthus roseus (ARAUJO et al., 2018). Representantes deste género ocorrem
em uma ampla variedade de substratos, estando entre os fungos mais bem distribuidos no
mundo (Kirichuk et al., 2017).

Em associacdo a bromélia D. limae, espécies pertencentes a classe
Dothideomycetes foram as mais frequentes (11 isolados), seguido do género Aspergillus
(6). Na associacdo com o0s vegetais, diversos fatores influenciam a biodiversidade dos
fungos endofiticos. Dentre estes fatores, destacam-se a idade da planta, as condigdes
fisiologicas do hospedeiro, condi¢cBes ambientais, o tecido ou 6rgao vegetal utilizado para
isolamento, o tempo entre a coleta do material vegetal e o inicio do isolamento, tamanho
dos fragmentos, condicGes de cultivo, metodologia utilizada e até mesmo o meio de cultura
(AZEVEDO, 1998; RIBEIRO e PAMPHILE, 2018).

No presente estudo, apenas 1,07% de todos os géneros isolados das duas plantas séo
representantes de leveduras, pertencentes aos géneros Pseudozyma e Saitozyma. Espécies
de Pseudozyma ja foram isolados como enddfitos de Ananas comosus (abacaxi), uma
espécie de bromélia, por Tristdo et al. (2012). PITEK et al. (2017), isolaram espécies
pertencentes ao género Pseudozyma do filoplano e tanques de dgua de duas espécies de
bromélias que ocorrem no Brasil (Canistrum improcerum e Vriesea minarum). Nao ha
registros de espécies de Saitozyma em associacdo endofitica com bromélias. Espécies de
enddfitos mais frequentemente isoladas sdo, em sua maioria, pertencentes ao Filo
Ascomycota (ARNOLD et al., 2007), o que se assemelha aos resultados obtidos neste

estudo, onde o Filo foi representado por aproximadamente 79,31% dos isolados.
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4.2 CARACTERIZACAO MACROSCOPICA

Todos os isolados de fungos endofiticos foram agrupados em morfotipos de acordo
com as caracteristicas morfoldgicas do anverso e reverso da col6nia, tais como, aspectos da
borda, cor, textura e producdo de exsudatos. As culturas representativas de alguns dos
géneros fangicos isolados apresentaram, apds 7 dias de crescimento em meio de cultura

MEA a 25°C, as seguintes caracteristicas macroscopicas (Figura 11):
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Figura 11. Caracteristicas macroscdpicas de A — Neopestalotiopsis B e C — Arcopilus sp. D — Aureobasidium sp. E
— Cladosporium sp. Fe G — Curvularia sp. H — Dothideomycetes sp. | — Nigrospora sp. J — Talaromyces sp. K
— Trichoderma sp. L — Penicillium sp.
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4.3 ANALISES FILOGENETICAS

Um total de 179 sequéncias da regido ITS dos endoéfitos foi utilizado para compor as
analises filogenéticas. Para confirmagdo dos dados obtidos através das pesquisas no
BLASTN, a construcdo da arvore filogenética mostrou a presenca de 29 géneros de fungos
endofiticos nas duas plantas, e a partir dos 298 enddfitos isolados, o género Penicillium foi
o mais frequente. Os géneros mais frequentes e comuns as duas plantas normalmente estéo
bem representados entre os isolados endofiticos em diversos estudos (FERREIRA et al.,
2015; FREIRE et al., 2015; PADUA et al., 2018).

Os resultados obtidos da reconstrucdo filogenética demonstram que estes fungos
encontram-se distribuidos nos filos Ascomycota (79,31%), Basidiomycota (13,79%) e
Mucoromycota (6,89). Correia et al. (2018), estudando fungos endofiticos de Begonia spp.
da Mata Atlantica, também isolaram enddfitos representantes dos filos Ascomycota (93,5%
do total de 426 isolados), Basidiomycota (4,3%) e Mucoromycota (2,2%), em proporgoes
aproximadas as encontradas neste estudo. Nandhini et al. (2018), estudando fungos
endofiticos de folhas, ramos e raizes de Pennisetum glaucum isolaram 202 endofitos e
observaram que todos pertencem ao filo Ascomycota. Massimo et al. (2015), estudaram
plantas de ambientes secos no Arizona (EUA) e recuperaram um total de 457 fungos
endofiticos a partir de 22.656 fragmentos de plantas, e Preussia sp. (Ascomycota) foi o
género mais frequente. Estes autores afirmam que os endofitos presentes em ambientes
desérticos apresentam uma elevada riqueza e sdo filogeneticamente diversos. Em
comparacdo aos resultados desses autores, o presente estudo mostra também, a grande

diversidade de endéfitos em ambientes secos.
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Para todos os fungos previamente identificados pela morfologia como pertencentes
aos géneros Penicillium e Talaromyces, foi realizada a amplificacdo, além da regido ITS,
dos genes B-tubulina, calmodulina e RPB2. Todas as sequéncias obtidas neste estudo foram
utilizadas para realizar busca das sequéncias mais similares depositadas no banco de dados
GenBank. Segundo Aly et al. (2011), uma limitagdo nos estudos dependentes de cultivo
para o conhecimento da diversidade de fungos endofiticos € a coexisténcia de espécies com
crescimento rapido com outras de pouca forca competitiva, as quais podem permanecer
desconhecidas. No entanto, estudos baseados na andlise de DNA auxiliam no
conhecimento da comunidade endofitica permitindo uma identificagdo mais precisa,
inclusive, de fungos ndo esporulantes ou que ndo crescem em meios de cultura,
possibilitando um maior conhecimento da diversidade de fungos endofiticos.

Neste estudo, foram identificadas e descritas duas novas espécies de Penicillium na
secdo Lanata divaricata através da analise das caracteristicas macroscopicas, microscépicas
e filogenéticas, e descritas aqui como Penicillium spl e Penicillium sp2 (Figuras 13 e 14).
A reconstrucdo filogenética foi realizada atraves das analises de maxima verossimilhanca e
Bayesiana utilizando uma matriz combinada dos genes ITS, CaM, BenA e RPB2, os quais
forneceram topologias suficientes para melhor resolucéo e separacdo das espécies, estando
de acordo com estudos recentes que descreveram novas espécies nesta se¢do. Com cerca de
55 espécies, a secdo Lanata-Divaricata tem seus representantes descritos pelos autores
como principalmente divaricados e com métula subterminal para terminal, em posi¢fes
intercalares (associadas a conidiéforos monoverticilados), sendo um grupo de espécies
muito semelhantes entre si e capazes de exibir variacbes dentro da mesma espécie
(Houbraken e Samson, 2011; Visagie et al., 2015). Um total de 55 sequéncias pertencentes
a todas as espécies da secdo Lanata-Divaricata foi utilizado para compor as analises
combinadas incluindo 1577 caracteres (563 para ITS rDNA, 479 para BenA e 535 para
CaM) e Penicillium glabrum CBS 125543 foi usado como grupo externo (Figura 14).

Buscas por sequéncias mais similares usando a ferramenta BLASTn na base de
dados do NCBI GenBank mostram que os isolados da nova espécie P. sp2 possuem 0S
valores de identidade mais proximos de P. ludwigii (ITS = 98-99%; CaM = 95%; BenA =
93% RPB2 = 98%), mas as analises filogenéticas agruparam estes endéfitos em um dnico
clado com um alto valor de suporte (ML = 100, PP = 1.0), com P. cluniae sendo a
linhagem filogenética mais proxima. Para os isolados agrupados como pertencentes a nova

espécie Penicillium spl, os resultados de busca para sequéncias similares mostraram
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identidade com P. brasilianum (ITS = 98-99%, CaM = 97%, BenA = 97-98%, RPB2 =
96% ), a mesma relacdo foi demonstrada nas analises filogenéticas, onde os isolados se
agruparam em um clado distinto com alto valor de suporte (ML = 100, PP = 1,0). Outro
isolado (URM 7669) demonstrou identidades BLASTn (ITS = 99%; CaM = 94%; BenA =
98%; RPB2 = 99%) e relacdo filogenética com P. echinulonalgiovense. Desde a sua
descricdo por Abe (1956), P. echinulonalgiovense ainda era um nome invalido, mas em
estudo de Barbosa et al. (2018) os autores validaram a espécie e aqui, neste estudo, €
relatado pela primeira vez como enddfito de folhas de T. catimbauensis.

Espécies do género Penicillium ocorrem em uma ampla variedade de substratos e
estdo entre os fungos mais bem distribuidos no mundo (Kirichuk et al., 2017). Possuem
grande importancia em diversas areas como, na medicina (Leal et al., 2010), na agricultura
(lamanaka et al., 2010), nas inddstrias de producdo de enzimas (Souza et al., 2015),
importancia ambiental (Prade e Matsumura, 2014), contaminantes de alimentos e
ambientes internos (Samson et al., 2004), além disso, diversos autores tem referido estes
como endofitos em varios ecossistemas, incluindo florestas tropicais secas (Oliveira et al.,
2011, Wagqas et al., 2012, Devi e Prabakaran, 2014, Bezerra et al., 2015, Gonzalez-Teuber
etal., 2017).

4.3.1 Penicillium spl K.T.L.S. Freire, J.D.P. Bezerra & Souza-Motta, sp. nov.

Diametro da col6nia, 7 dias, em mm: CYA 15°C 22-23; CYA 25°C 39-40; CYA
30°C 39-40; CYA 37°C 10-12; MEA 15°C 25; MEA 25°C 54-55: MEA 30°C 50-51; MEA
37°C 7-8; SIM 50; DG18 24-26; CYAS 29-32; OA 42-43; CREA 27.

Caracteristicas da col6nia: (25°C, 7 d) - CYA: colbnias baixas, plana, textura
aveludada, esporulacdo forte. De cor acinzentada a verde-turquesa nas margens, margem
esbranquicada, micélio hialino, creme amarelado invertido. Exsudado ausente. MEA:
colonias textura aveludada verde-acinzentada com margens esbranquicadas, micélio
hialino, reverso amarelado a castanho claro. Exsudado ausente. YES: colbnias textura
aveludada, sulcada, colbnias baixas a moderadamente profundas, centralmente verde
escuro, coloracdo variando de verde a acinzentado, pequena margem branca, amarelo
reverso, sulcado. Exsudado ausente. OA: colonias de textura aveludada, plana, turquesa-
esverdeada a acinzentada, margem esbranquicada a amarelada, invertida pigmentada
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amarelada. Exsudado observado. CYAS: Colbnia plana, baixa, textura aveludada, verde-
turquesa para creme acinzentado e reverso com margem escura (verde escuro), margem
esbranquicada. Exsudado ausente. DG18: Colénias aveludadas, verde-turquesa, margem

branco-verde, reversa acastanhada. Exsudado ausente.

Micromorfologia: MEA (25°C, 7 d) - Conidi6foros longos, até 600 pum de
comprimento, 3-3.5 um de largura, biverticilado, frequentemente com ramos laterais;
estipes/métulas de parede aspera, 10-13.8 x 3.2, estipe com 3 métulas, com terminacédo
espatulada, com 3-4 (-5) fialides por estipe, fiadlides ampuliformes 7.4-10.6 x 3.2 um;
ramificagdes 11,6-21,2 x 3um, métulas 7,5-19 x 3 um, plantulas 7,5-13 x 3 um; conidios
finamente grosseiros e raramente ricamente echinulados, subglobosos a elipsoidais,

conidios sem pigmentacdo, 2—4 x 2—-3 um.



Figura 13. Caracteristicas macroscépicas e microscopicas de Penicillium spl (URM 7668) — A. Colbnias
em CYA, MEA, YES da esquerda para direita (superior = anverso/ inferior= reverso); CREA (inferior =
anverso). B e C. Conidiéforos. D - G. Estipes, métulas e fialides. H. Conidios.
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4.3.2 Penicillium sp2 K. T.L.S. Freire, J.D.P. Bezerra & Souza-Motta, sp. nov.

Diametro da colbnia, 7 dias, em mm: CYA 15°C 18-19; CYA 25°C 35-37; CYA
30°C 39-40; CYA 37°C 15-20; MEA 15°C 24-26; MEA 25°C 47-51; MEA 30°C 57-58;
MEA 37°C 24-31; SIM 47-52; DG18 24-30; CYAS 30-31; OA 36-37; CREA 24-31.

Caracteristicas da colbnia: (25°C, 7 d) - CYA: colbnias aveludadas, radialmente
sulcadas. Cinza central a margem turquesa-esverdeada, esbranquicada. Colonias levemente
elevadas, exsudato hialino esparso, bege reverso. MEA: Coldnias aveludadas, verde-
acinzentadas com margens levemente esverdeadas, fortemente esporuladas, exsudacao
ausente, reversa amarelo-marrom. YES: Col6nias aveludadas, radialmente sulcadas e
concentricamente sulcadas levemente observadas. Coloragdo cinza-esverdeada com
margens esbranquicadas, auséncia de exsudato, reverso amarelo-marrom, radial e
concentricamente sulcado. OA: colbnias baixas, plano, textura aveludada, verde-
acinzentada com margens ligeiramente esbranquicadas. Exsudado hialino moderadamente
observado. Inverta esbranquicada. CYAS: Col6nias aveludadas, colora¢do cinza-
esverdeada com margens esbranquicadas. Exsudado ausente. Reverso bege-acinzentado,
centralmente acastanhado. DG18: Colbnias aveludadas, planas, centralmente elevadas,
verde-acinzentadas com margens esbranquicadas, reverso acastanhado com margens

claras. Esporulacdo moderada. Exsudado ausente.

Micromorfologia: MEA (25°C, 7 d) - Conidiéforos longos, até 600 pum de
comprimento, 2,5 a 3,5 um de largura, monoverticilados, na maioria das vezes
monoverticilados com um ramo distinto, conidioforos biverticilados raramente observados;
estipes / métulas de paredes lisas, 13-27,5 x 2,5-3,5, septadas regularmente (3-5
septadas), com uma terminagdo espatulada (2,5-3,5 um), frequentemente com 2-4 fialides,
raramente 5 fidlides, fialides ampulliformes 8,5-10 (-15) x 3-3,5 um; cadeias de conidios
com paredes asperas, comumente globosas a subglobose, raramente elipsoidais,
pigmentadas esverdeadas, 2,5-3 (-4,5) x 2-2,5 (-3,5) pm.
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Figura 14. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas de Penicillium sp2 URM 7665 — A. Col6nias
em CYA, MEA, YES da esquerda para direita (superior = anverso/ inferior= reverso); CREA (inferior =
anverso). B e C. Conidioforo. D. Estipe. E. Estipes e fialides. F — H. Conidioforos e conidios. I. Estipe,

métulas e fialides J. Conidios




Figura 15. Arvore fologenética obtida por inferéncia Bayesiana obtida por analise filogenética de dados
combinados de ITS, Tub, Cal e Rpb2 da se¢do Lanata-Divaricata do género Penicillium. Endéfitos
obtidos neste estudo em negrito, e novas espécies estdo representadas em verde e azul. BPP e ML-BS
acima de 0,95 e 70%, respectivamente, sdo mostrados proximos aos nés. Ramos com suporte total (BPP =
1 e ML-BS = 100%) sdo espessados. Penicillium glabrum CBS 125543 foi utilizado como grupo externo.
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Para os isolados identificados como pertencentes ao género Umbelopsis, foi realizada
a identificacdo macroscopica e microscépica (Figura 16) e arvore de maxima
verossimilhanca (ML) obtida com MEGA 7 usando sequéncias da regido ITS (Figura 16)
com intuito de descrever a espécie Umbelopsis isabelina como primeiro relato como fungo
endofitico no Brasil isolado da bromélia Tillandsia catimbauensis. Espécies de Umbelopsis
ja foram isoladas como enddfito de folhas e caules de seringueiras (Hevea brasiliensis) no
Peru por Gazis e Chaverri (2010), endofitos de caule e raiz de uma planta medicinal
(Kadsura angustifolia) coletada na China por Huang et al. (2015) e, além disso, ja foram
relatadas em associacdo a diferentes substratos e hospedeiros (HOFF et al., 2004,
BUDZISZEWSKA et al., 2010). No semiarido brasileiro, U. isabellina ja foi reportada de
amostras de solo (UPADHYAY, 1967).

4.3.3 Umbelopsis isabelina W. Gams

Descricdo morfoldgica: Colonias baixas, até 4 mm de altura, 7 cm de didmetro,
aveludadas, inicialmente brancas, tornando-se cinza escuro em MEA a 25 ° C. Reverso
ligeiramente zoneado e cor creme. Esporangioforos simples ou com ramificagdo simples
(até sete) surgindo do mesmo ponto, ramificagées simpodiais também observadas, muitas
vezes inchadas no ponto de ramificagdo; 120-300 (—380) um de comprimento, atingindo
3-5 um de largura perto da base, 1-2 septado, raramente (—4), afinando gradualmente em
direcdo ao apice. Esporangios globosos 7-18 um diametro, Multi-esporos, inicialmente
hialinos, tornando-se acinzentados, paredes evanescentes, raramente coladas. As columelas
sdo geralmente inconspicuas ou ausentes, quando presentes nos esporangioforos maiores,
sdo muito pequenas, levemente convexas, de paredes lisas, 2 a 3 um de diametro.

Esporangiosporos de forma diversa, principalmente globosos, 2 a 5 um em didmetro;
também elipsoidal, 4,5 x 2,5 um, ligeiramente angular, 3,5 pm diam. Clamidosporos
presentes no micélio aéreo, de forma variavel, globosos, subglobosos e doliformes.
Zygosporangia ndo observado.

Culturas e testes de temperatura: Em MEA a 10 °C, crescimento muito limitado (2,2
cm em dia em sete dias, <1 mm em altura), sem estruturas reprodutivas; a 15 °C, coldnias
pequenas (<1 mm de altura) com crescimento lento (4,5 cm em dia em sete dias),
esporulacgdo fraca, esporangioforos simples ou ligeiramente ramificados; a 20 °C, col6nias

crescendo até 3 mm de altura com crescimento rapido (7 cm em cinco dias), fraca
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esporulagdo; a 25 °C, col6nias crescendo 7 cm em quatro dias e até 3 mm de altura, forte

esporulacdo; a 35 °C, sem crescimento e esporulacéo.

Figura 16. Umbelopsis isabellina (URM 7862). A. Superficie de colénia em MEA apds sete dias. B.
Esporangiéforo simples com esporangio. C. Esporangi6foro simples ramificado que surge do mesmo ponto.
D. Esporangiospores simples com columelas inconspicuas (setas). Esporangiosporos Barras de escala: 16, 25,
30 ¢ 10 um, respectivamente
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Figura 17. Arvore de Méaxima Verossimilhanca (ML) obtida com MEGA 7 usando sequéncias de rDNA de ITS de espécies
de Umbelopsis com Spinellus fusiger (CBS 405.63) e Phycomyces blakesleeanus (CBS 270.32) como grupos externos.
Valores de bootstrap ML acima de 60% sdo mostrados nos nds. Os isolados obtidos no presente estudo estdo em verde
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4.4 CARACTERIZACAO DE FUNGOS ENDOFITICOS QUANTO A PRODUCAO DE
PROTEASE

Um total de 12 isolados foi utilizado para os testes quanto a producdo de protease
(Figura 18), atividade proteolitica, proteina total e teste de atividade coagulante do leite e
todos apresentaram resultados positivos. Destes, apenas os dois isolados com os melhores
resultados de coagulacdo do leite (Penicillium sp. — URM 7965 e P. decaturense — URM
7966), um de cada espécie de bromélia, foram escolhidos para dar continuidade aos testes
de efeito pH e temperatura e estabilidade enzimatica e efeito da concentracdo de CaCl, na
atividade coagulante do leite. Os resultados mostram que os fungos selecionados foram
capazes de crescer bem em condigdo ndo estatica apds o periodo de 96h, sob o método de
fermentagdo submersa em meio de farinha de Soja, como apresentado na figura 17.

Os 12 isolados foram selecionados por pertencerem ao género Penicillium e
Talaromyces, pois, além de terem sido isolados frequentes nas duas espécies de bromélias,
espécies pertencentes ao género Penicillium j& foram relatadas em outros estudos como
potenciais produtores de diversos tipos de enzimas, inclusive de proteases com agédo
coagulante do leite (HASHEM, 2000; IKRAM-UL-HAQ; MUKHTAR, 2007; TAVARES
etal., 2012; CUNHA et al., 2016; OZTURKOGLU-BUDAK et al., 2016).

Figura 18. Frascos de Erlenmeyer com crescimento fungico em meio de cultura (MS-2) para teste de
producéao de protease apds 96h a 120 rpm

4.4.1 Determinacdo da atividade proteolitica e proteina total

Nos primeiros testes para analise da atividade proteolitica das amostras, 0s resultados
foram expressos em U mL™. A atividade total enzimética foi exibida em valores da média
da densidade 6ptica ap6s a leitura em espectrofotdmetro na absorbancia de 440 nm, de
17,22 U/mL para Penicillium URM 7965 e 24,42 U/mL para P. decaturense URM 7966,
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utilizando inicialmente o tampdao Tris-HCI pH 6,2. Demonstrando assim que a farinha de
soja se apresenta como um bom substrato para producao de protease com ac¢do coagulante.

Na analise de proteina total das amostras utilizando o método de Bradford com
diferentes concentra¢Bes de soro albumina bovina, o resultado do conteudo proteico total
das amostras foi de 0,126 mg/mL em Penicillium URM 7965 e 0,104 mg/mL para P.
decaturense URM 7966.

4.4.2 Determinacgéo da atividade coagulante do leite

O extrato bruto enzimético dos dois fungos testados apresentou resultados de
atividade coagulante do leite. Nos primeiros testes realizados, atraves da mistura do extrato
bruto enzimatico com o tampao Tris-HCI (pH 6,2), os fungos Penicillium URM 7965 e P.
decaturense URM 7966, apresentaram a formacédo dos primeiros coagulos em 3 minutos e
16 segundos e 1 minuto e 3 segundos, respectivamente. Resultando numa forte coagulacéo
que foi capaz de separar a solugédo em duas fases, como mostra as figuras 19 e 20. Alecrim
et al. (2017), define uma forte coagulacdo como a formacdo de um coagulo distinto e o
soro do leite abundante.

ApoOs obtencdo do tempo de formacdo dos primeiros coagulos e aplicacdo na
formula 400 x t* os resultados foram expressos em International Milk-Clotting Units
(U/mL), sendo de 122,44 U/mL para o isolado URM 7965 e 380,95 U/mL para o URM
7966. Estes sdo resultados anteriores aos testes de selecdo das melhores condigdes de

producdo em pH e temperatura.

Figura 19. A - Coagulacéo do leite através do extrato bruto enziméatico em tamp&o Tris-HCL (pH
6,2) do isolado de Penicillium sp. URM 7965; B - Amostra do branco contendo apenas leite e CaCl,
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Figura 20. Coagulacéo do leite pelo isolado Penicillium sp. URM 7965

4.4.3 Efeito do pH na atividade coagulante e atividade proteolitica

O extrato bruto dos isolados de Penicillium, também apresentou resultados
satisfatérios para atividades coagulante e proteasica apds a sele¢cdo do melhor pH. Para
determinacdo do pH 6timo, a atividade coagulante foi determinada a 35°C nas diferentes
solugdes tampdo de acetato de sddio (pH 5,5 e 6,0), Tris-HCI (pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0),
glicina-NaOH (pH 8,0; 8,5 e 9,0), 0,2 M. Foi possivel observar que o pH étimo da
atividade coagulante ocorreu em 8,5 em tampao glicina-NaOH para o isolado URM 7965 e
8,0 para o isolado URM 7966 (Tabela 3).

Tabela 3. pH 6timo da atividade coagulante do leite dos isolados Penicillium sp. URM 7965 e P.
decaturense URM 7966 em U/mL

pH/Tampdo | Penicillium sp. URM 7965 | P. decaturense URM 7966

(U/mL) (U/mL)
5,5/acetato de sodio 160 153,84
6,0/acetato de sodio 352,94 71,0
6,0/Tris-HCI 83,33 128,34
6,5/Tris-HCI 110,09 98,76
7,0/Tris-HCI 292,68 67,60
7,5/Tris-HCI 104,80 92,30

8,0/Tris-HCl 176,47 183,20
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8,0/Glicina 89,55 666,6
8,5/Glicina 615,38 187,5
9,0/Glicina 342,85 108,59

A figura 21 mostra o efeito do pH na atividade coagulante do extrato bruto
enzimatico do isolado Penicillium sp. URM 7965. E possivel observar que a partir do pH
7,0 houve uma diminuicdo da atividade, sendo acompanhada por um pico de atividade em
pH 8,5 e um seguinte baixa em pH 9,0. Nota-se também que houve atividade residual em
todas as faixas de pH com pico em 100% no pH definido como 6timo. Estes resultados se
assemelham aos encontrados por Soares et a. (2015), onde os autores estudaram uma
protease obtida do extrato bruto do latex da fruta-pao e o melhor resultado foi apresentado
em pH 8,5 para o tampao Tris-HCI. Segundo Souza et al. (2015), espécies de Penicillium
atraem a atencdo para a producao de proteases alcalinas sob condi¢fes de fermentacdo em
estado solido (FES) e fermentagdo submersa (FSm). Um estudo realizado por Germano et
al. (2003) com uma espécie de Penicillium produzindo protease no método de FES,
verificou alta atividade da enzima entre os pHs 6,0 e 9,0, apesar do pH 6,5 ter sido definido
como 6timo. Proteases coagulantes obtidas de Aspergillus flavo furcatus, em estudo de
Alecrim et al. (2015), apresentaram atividade coagulante em todas as faixas de pH, mas o
pH 7,0 foi definido como 6timo.

Estes sdo resultados interessantes, pois, normalmente as enzimas utilizadas
comercialmente na coagulacdo do leite sdo designadas como asparticas, por serem mais
ativas em pHs mais acidos (LLORENTE; BRUTTI; CAFFINI, 2004), por exemplo,
Vishwanatha et al. (2010) ao estudarem proteases coagulantes obtidas de Aspergillus
oryzae, em fermentacdo em estado solido, obtiveram alto valor de atividade de coagulacao
do leite em pH 6,3, indicando esta como um potencial coagulante na industria de queijo.
Silva et al. (2016), estudaram uma protease aspartica purificada do fungo Rhizomucor
miehei que apresentou maior atividade no pH 5,5. Em trabalho realizado por Sun et al.
(2014), os autores obtiveram uma protease purificada de Rhizopus microsporus var.
rhizopodiformis com pH 6timo de atividade também em 5,5. O pH étimo para atividade
coagulante e proteolitica da protease purificada de Rhizomucor miehei, estudada por

Preetha e Boopathy (1997) foi de 5,6 e 4,1, respectivamente. No entanto, enzimas
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empregadas comercialmente também apresentam alta atividade coagulante em pH neutro
como mostra o estudo de Soares et al. (2015).

No efeito do pH na atividade proteolitica de Penicillium sp. URM 7965, também
representado na figura 21, é possivel observar 0 aumento na atividade a partir do pH 5,5,
até atingir a taxa maxima em pH 7,0. Ap6s a diminuigdo da atividade, houve um discreto
aumento no pH 8,0 ao 8,5. Segundo Merheb-Dini (2010), o segundo pico de atividade
proteolitica pode estar relacionado a presenca de outras proteases, visto que, ao estudar
uma protease coagulante de Thermomucor indicae-seudaticae N31, ndo foi observado um
segundo pico de atividade ap6s a purificacdo da enzima, como havia observado antes com
0 extrato bruto enzimatico. Além disso, foi possivel verificar um aumento na atividade
proteolitica em pH 4,5, atingindo a taxa maxima em pH 5,5 e, em seguida, perdendo
atividade ate 7,5 com ligeiro aumento até pH 9,0.

Para o isolado URM 7966, a selecdo do pH 6timo esta representada na figura 22,
onde é possivel observar a atividade coagulante maxima do extrato bruto enzimatico no pH
8,0. Houve atividade coagulante em todas as faixas de pH, mas todas se mantiveram
abaixo dos 30% de atividade residual, chegando a 100% apenas no pH definido como
Otimo. A atividade proteolitica (Figura 22) também foi méxima em pH 8,0, com o0 minimo
de atividade observado em pH 5,5. Estes resultados se assemelham aos encontrados por
Tavares et al. (2012), onde os autores estudaram proteases obtidas de fungos epifiticos e
endofiticos associados a Morinda citrifolia L. e observaram que o pH 6timo de atividade
proteolitica para as proteases obtidas de cepas de Aspergillus variou de 6,0 a 9,0 e para
Penicillium o pH 6timo foi 9,0. Silva et al. (2013), ao estudarem o latex da espécie vegetal
Sideroxylon obtusifolium como fonte de protease coagulante do leite, obtiveram uma
protease com a maior taxa de coagulacdo em pH alcalino 8,0. Assim como, Tripathi et al.
(2011), avaliando proteases do latex da planta Streblus asper, as quais apresentaram
atividade méxima em pH 9,0. Mas diferem dos resultados encontrados por Castro e Sato
(2014) a partir de uma protease parcialmente purificada do fungo Aspergillus oryzae LBA
01, sob o método de fermentacdo em estado sélido, a qual apresentou o maior nivel de

atividade coagulante no pH 5,0 e 5,5, sendo indicativa de uma protease acida.
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Figura 21. Efeito do pH na atividade coagulante (AC) e na atividade proteolitica (AP) do extrato
bruto enzimatico de Penicillium sp. URM 7965
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Figura 22. Efeito do pH na atividade coagulante (AC) e na atividade proteolitica (AP) do extrato bruto
enzimatico de Penicillium decaturense URM 7966
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4.4.4 Efeito da temperatura na atividade coagulante e atividade proteolitica

A figura 23 mostra os resultados da selecdo da temperatura 6tima nas atividades

coagulante e proteolitica de Penicillium sp. URM 7965. Observa-se que o extrato bruto

enzimatico atingiu sua maxima atividade coagulante a 45°C e proteolitica a 40°C. Houve

uma reducdo brusca de até zero na atividade coagulante do extrato a partir de 85°C,
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segundo Soares et al. (2015), isso ocorre provavelmente devido a desnaturacdo térmica da

proteina, onde a enzima perde atividade quando submetida a altas temperaturas.

Resultados similares foram encontrados por Tavares et al. (2012) ao estudarem
proteases obtidas de Aspergillus e Penicillium isolados de Morinda citrifolia, onde
relataram a temperatura 6tima da atividade proteolitica variando de 25°C a 60°C para
Aspergillus e de 40°C para Penicillium. EI-Baky et al. (2011), ao estudarem uma protease
purificada do basidiomiceto Piptoporus soloniensis, observaram uma taxa maxima da
atividade coagulante a 35°- 40°C, sendo mais estavel em pH 6,0 e abaixo de 40°C.
Também para a atividade coagulante e diferindo dos resultados encontrados neste estudo, a
protease coagulante obtida de Aspergillus oryzae em estudo de Vishwanatha et al. (2010),
apresentou a maior atividade em a temperatura de 55°C. A protease purificada de
Rhizomucor miehei em trabalho realizado por Silva et al. (2016), apresentou temperatura
6tima de atividade a 55°C, e 90 e 80% das atividades proteoliticas foram mantidas a 60 e
65°C. Assim como, outros autores obtiveram alta atividade do extrato enzimatico em
temperaturas mais elevadas como, Martim et al. (2017) estudando a producdo de protease
coagulante pelo cogumelo Pleurotus albidus, observaram a melhor atividade do extrato
bruto enzimatico a temperatura de 60°C. Uma protease acida obtida de Rhizopus
microsporus var. rhizopodiformis também apresentou melhor atividade na temperatura de
60°C (Sun et al., 2014). Uma enzima coagulante obtida de Penicillium oxalicum, por
Hashem (2000), apresentou a maior atividade sob temperatura de 65°C, assim como, a
protease obtida de Aspergillus oryzae LBA 01 por Castro e Sato (2014), apresentou a
temperatura 6tima de atividade em 55 e 60°C e Silva et al. (2017a), estudando uma
protease acida obtida de Phanerochaete chrysosporium, também observaram atividade
méaxima de coagulacéo do leite a 60 — 65°C.

Resultados muito semelhantes podem ser observados no teste para selecdo de
temperatura 6tima para o isolado Penicillium decaturense URM 7966 (Figura 24). Assim
como para o isolado Penicillium sp. URM 7965, o extrato bruto enzimatico atingiu sua
méaxima atividade (100%) a 45°C, com atividade relativa acima de 20% em quase todas as
temperaturas testadas, e reducdo a partir de 70°C, atingindo 0% de atividade nas
temperaturas de 85° e 90°C.

Na atividade proteolitica (Figura 23), também foi possivel observar a atividade
relativa acima de 20% para todas as temperaturas, acima de 70% a partir de 40°C com pico

de 100% a 65°C e, em seguida, uma reducdo gradativa até 90°C. Resultado semelhante foi
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observado por Merheb-Dini et al. (2010), cujo extrato enzimético do fungo Thermomucor

indicae-seudaticae N31 atingiu a maxima atividade proteolitica na temperatura de 65°C.

Figura 23. Efeito da temperatura na atividade coagulante (AC) e atividade proteolitica (AP) do
extrato bruto enzimatico de Penicillium sp. URM 7965
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Figura 24. Efeito da temperatura na atividade coagulante (AC) e atividade proteolitica (AP) do
extrato bruto enzimatico de Penicillium decaturense URM 7966
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4.4.5 Estabilidade da atividade proteolitica ao pH

A figura 25 mostra a estabilidade do extrato bruto enzimatico dos isolados
Penicillium sp. URM 7965 e Penicillium decaturense URM 7966, frente a diferentes
valores de pH num periodo total de 180 minutos. E possivel observar que ha uma ampla
faixa de estabilidade da enzima na atividade proteolitica, principalmente entre os pHs 6,5 e
7,5 com aproximadamente 60 a 65% de atividade relativa para Penicillium sp. 7965. Além
disso, apresentou atividade relativa em todas as faixas de pH, exibindo um pico no pH 5,5
e 6,0 entre 70% e 80%. O resultado minimo foi de 7,5% aos 180 minutos para o ensaio em
pH 9,0 em tampdo Glicina. A protease coagulante obtida de Thermomucor indicae-
seudaticae N31 por Merheb-Dini (2010), apresentou resultado semelhante a este estudo se
mostrar estavel na faixa de pH entre 5,0 e 7,0 com atividade relativa de 65 a 70%), mas
diferindo dos resultados de estudo realizado por Merheb et al. (2007), com protease de
Thermoascus aurantiacus a qual manteve alta estabilidade do pH 3,0 ao 9,5. Segundo
Harboe et al. (2010), um ponto importante a ser levado em consideragdo em um coagulante
é a sua estabilidade frente ao pH e temperatura do queijo, o qual evita a diminui¢cdo no
rendimento, minimizando perdas provenientes da variacao na firmeza do produto. Segundo
Castro e Sato (2014), o estudo das propriedades das proteases como condic¢des ideais de
pH e perfis de temperatura e estabilidade s&o muito importantes pois podem ser utilizados

para a aplicagcdo com sucesso das enzimas em processos industriais.

Para o isolado P. decaturense URM 7966, a figura 25 também mostra a estabilidade
da atividade proteolitica em todas as faixas de pH, apresentando atividade relativa acima
de 80%, sendo mais estavel na faixa de pH entre 7,0 e 9,0, atingindo 100% de atividade em
pH 7,0.
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Figura 25. Estabilidade da atividade proteolitica ao pH do extrato bruto enzimatico de Penicillium sp. URM
7965 e P. decaturense URM7966, em ensaio de 180 minutos
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4.4.6 Estabilidade da atividade proteolitica a temperatura

A figura 26 apresenta a estabilidade da atividade proteolitica do extrato bruto
enzimatico do Penicillium sp. URM 7965 e P. decaturense URM 7966 a diferentes
temperaturas. E possivel observar que Penicillium sp. URM 7965 apresentou estabilidade
em todas as faixas de temperatura com atividade relativa acima de 20%. A atividade
méaxima observada foi na temperatura de 40°C em 180 minutos no ensaio com o melhor
pH (8,5), definido anteriormente. Houve uma reducdo brusca da atividade com o aumento
da temperatura a partir de 45°C. O extrato bruto enzimatico de Penicillium oxalicum
estudado por Hashem et al. (2000) apresentou resultado semelhante aos encontrados neste
estudo pois a enzima foi altamente estavel até 40°C por aproximadamente 30 minutos,
retendo 75% de sua atividade original e 58% a 60 minutos. Estes diferem dos resultados
encontrados por Soares et al. (2015), onde nos testes de estabilidade de uma enzima de
origem vegetal na atividade proteolitica, a atividade relativa se manteve acima dos 40%
para todos os tempos e temperaturas, atingindo o valor maximo na temperatura de 70°C em
180 minutos. De acordo com Demir et al. (2008), ao estudarem proteases de Capparis

spinosa, enzimas estaveis a temperatura para atividade coagulante sdo uma étima escolha
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na inddstria de alimentos, pois, segundo Alves (2013), a taxa de coagulacdo aumenta com

a temperatura, e por isso a importancia de uma enzima ser estavel a altas temperaturas.

O extrato bruto enzimatico de Penicillium decaturense URM 7966 (Figura 26),
apresentou a maxima estabilidade frente a temperatura de 40°C no tempo de 180 minutos,
com atividade relativa acima de 80% assim como os resultados apresentados do isolado
URM 7965. A atividade do extrato bruto enziméatico também foi reduzida com o aumento
da temperatura a partir de 45°C. Em estudo realizado por Silva et al. (2009), o extrato
bruto enzimatico obtido do fungo Gliocladium verticilloides, apresentou alta estabilidade a
temperatura da atividade proteolitica com quase 100% de atividade relativa quando
mantido até 60°C por um periodo de 60 minutos, com diminuicdo de atividade em
temperatura superior aos 60°C, reducéo para 22% na atividade relativa quando incubado a
65°C e menos de 10% quando submetida a altas temperaturas.

Resultados semelhantes a este estudo foram observados por Merheb-Dini (2010) para
a protease de Thermomucor indicae-seudaticae N31, onde o extrato bruto enzimatico
permaneceu estdvel até 45°C por 60 minutos apds incubacdo a 50°C, com
aproximadamente 60 a 70% de atividade relativa e zero de atividade apds 60°C na
atividade proteolitica. Diferindo dos resultados encontrados por Merheb et al. (2007), no
qual o extrato enzimatico apresentou 100% de estabilidade na atividade proteolitica até
60°C por um periodo de 60 minutos. Os autores consideram importante a inativacdo da
atividade proteolitica apds aumento da temperatura como um bom indicativo do seu uso na
producéo de queijo. Visto que, uma enzima indicada para a fabricacdo de queijo deve ter
uma alta atividade coagulante e baixa atividade proteolitica, pois, a atividade proteolitica
exerce grande influéncia nas caracteristicas sensoriais do produto como aroma, textura e
sabor (SILVA et al., 2017).
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Figura 26. Estabilidade da atividade proteolitica a temperatura do extrato enzimético de Penicillium sp.
URM 7965 e P. decaturense URM7966, ensaio de 180 minutos
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4.4.7 Efeito da concentracdo de CaCl, na atividade coagulante do leite

A figura 27 mostra o efeito das diferentes concentracBes de cloreto de célcio
(CaCl,) na atividade coagulante do extrato bruto enzimético de Penicillium sp. URM 7965
e Penicillium decaturense URM7966. Para Penicillium sp. URM7965, a atividade méaxima
de coagulacdo ocorreu na concentracdo de 0,02M de CaCl, O extrato enzimatico
apresentou atividade coagulante em todas as concentracbes de CaCl,, com atividade
residual acima de 30% para todas as concentracfes. O cloreto de calcio (CaCl,) tem sido
descrito como uma importante substancia na formacdo de coagulos na fabricacdo de
queijo, tendo como funcdo reduzir o tempo de coagulacdo do leite. Esse sal age na
agregacdo das micelas de caseina quando a temperatura e a concentracdo desses ions calcio
é suficientemente alta (ANEMA et al. 2005; FERNANDES, 2015).

Diferindo dos resultados encontrados neste estudo, Soares et al. (2015), observaram
que 0,01M foi a concentracdo de CaCl, que estimulou uma maior atividade coagulante do
extrato bruto enzimético da protease obtida do latex de Artocarpus altilis. Silva et al.
(2013), também observaram um pico de coagulacdo da protease do latex de Sideroxylon
obtusifolium na concentracdo de 0,01M de cloreto de célcio. Em estudo realizado por

Merheb-Dini (2010), a maior atividade coagulante foi observada na concentracdo de 0,04
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M de CaCl,, assim como, em estudo de El-Baky et al. (2011) com o fungo Piptoporus
soloniensis, os autores observaram 0 aumento na taxa de coagulacdo do leite com o
aumento da concentracdo de CaCl,, sendo méxima em 0,04 M, com diminuicdo na
atividade coagulante em concentragdes superiores a 0,04 M. Silva et al.(2014), também
observaram uma maxima atividade na concentracdo de 0,04 M de CaCl, com diminuigdo
da atividade acima desta concentragdo. Estes autores associam essa diminuicdo da
atividade coagulante provavelmente a saturacdo de residuos negativos de micelas de
caseina com o aumento da concentracdo no meio ou pelo aumento excessivo da forca
ibnica. Neste estudo, a concentracdo maxima utilizada nos testes do efeito da concentracao
de CaCl, foi de 0,02M.

Para o isolado URM 7966, atividade maxima de coagulacdo, assim como o isolado
URM 7965, foi observada numa concentracdo de 0,02M de CaCl, (Figura 27). E possivel
observar que houve atividade coagulante em todas as concentracbes de CaCl,, com
atividade relativa acima de 60% (Figura 27). Ap06s a primeira etapa de coagulacéo,
estimulada pela agdo das enzimas sobre a fragdo “kapa” da caseina ao destruir a capacidade
protetora das micelas, torna as particulas coloidais instaveis na presenca de ions calcio.
Com isso, na segunda etapa da coagulacdo (ndo enzimatica), o cloreto de calcio age na
agregacdo das micelas de caseina e consequente coagulacdo do leite (MERHEB-DINI,
2010; FERNANDES, 2015). Segundo Kumar et al. (2005), o célcio foi considerado um
potente ativador com aumento de 250% na atividade de coagulacéo do leite em relacédo ao
controle (na auséncia de ions de calcio) em estudo realizado com a protease obtida de
Rhizopus oryzae. Para Orddfiez et al. (2005), a coagulagdo do leite ndo depende apenas da
concentracdo de cloreto de célcio, mas também da temperatura, como observado por
Soares et al. (2015), onde os resultados de coagulacdo na melhor concentracdo de CaCl, foi
diretamente proporcional a temperatura, com 100% de atividade residual na temperatura de
80°C.



84

Figura 27. Efeito da concentracdo de CaCl, da atividade coagulante dos extratos bruto enzimaticos de
Penicillium sp. URM 7965 e P. decaturense URM 7966
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Figura 28. A e B - Coagulagéo enzimatica apresentada pelo isolado Penicillium sp. URM 7965 na
concentracdo de 0,02M de CaCl,

4.4.8 Razao entre a atividade coagulante e proteolitica dos extratos bruto enzimaticos
A tabela 4 mostra os resultados da razéo entre a atividade coagulante e proteolitica,

antes e depois dos testes das melhores condi¢cdes de producdo da enzima. Os valores
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obtidos através da razdo entre a AC (U/mL) e AP (mg/mL), foi de 143 e 1784 para
Penicillium sp. URM 7965 e de 312 e 1081 para P. decaturense URM 7966.

Tabela 4. Razdo (R) entre a atividade coagulante (AC) e proteolitica (AP) dos fungos endofitico

Isolado AC (U/mL) AP (mg/mL)-D.O R

URM 7965 Sem melhores 123 0,86 143
condigOes
Com melhores 1142 0,64 1784
condigOes

URM 7966 Sem melhores 381 1,22 312
condicdes
Com melhores 800 0,74 1081
condigdes

Silva et al. (2013), obtiveram uma razdo de 5731 para a protease do latex de
Sideroxylon obtusifolium, a qual os autores consideram uma alta propor¢cdo como um bom
indicativo para o uso na producdo de queijo. Para Arima et al. (1967), a protease de Mucor
pusillus F-27, apresentou uma razao entre a atividade coagulante e proteolitica de 2000,
que os autores também consideram promissora como um substituto do coalho com base em
testes feitos com esta enzima. Segundo Merheb-Dini et al. (2010), os valores obtidos
através da razdo entre as atividades coagulante e proteolitica € um indice utilizado na
caracterizacdo de substitutos do coalho. De acordo com Guinee e Wilkinson (1992), este
valor deve ser sempre alto, pois uma proporc¢éo elevada previne uma proteolise excessiva e
ndo especifica tanto durante a fabricacdo do queijo quanto a maturagdo, assegurando a
razdo proteina-peptidio correta, assim como o sabor, a forma e as caracteristicas funcionais
do queijo.

A protease de Mucor bacilliformis, estudada por Areces et al. (1992) apresentou 0s
valores de proporcao de 225,5 e 733,5 que 0s autores consideram semelhante ao observado
em outros substitutos industriais. Em trabalho realizado por Silva et al. (2014), a protease
obtida por fermentacdo submersa pelo fungo termofilico Thermomucor indicae-seudaticae
N31 apresentou uma razdo AC/AP de 510. O extrato enzimatico de Aspergillus flavo
furcatis DPUA 1493 no estudo de Alecrim et al. (2015), apresentou atividade coagulante

de 68.61 U/ml e uma razdo de 1.81. Os valores de atividade de coagulacdo e a razdo foram
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significativos para Pleurotus albidus, 73,39 U/ml e 21,60, respectivamente, em estudo de
Martim et al. (2017). A relacdo entre a atividade coagulante do leite e a atividade
proteolitica € de grande importancia na fabricacdo de queijo, sendo assim, os resultados
obtidos neste estudo apresentam uma alta proporcdo entre as atividades, semelhante a
outras enzimas indicadas em outros estudos como potenciais para aplicacao na industria do

queijo.
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5 CONCLUSAO

As espécies de bromélias Dyckia limae e Tillandsia catimbauensis, endémicas do
Parque Nacional do Catimbau, abrigam uma grande diversidade de fungos endofiticos
além de ser fonte de novidades taxondmicas, fazendo delas importantes hospedeiros da
diversidade ainda subestimada de florestas secas, principalmente da Caatinga. Além disso,
os fungos endofiticos das bromélias apresentaram potencial para producdo de enzimas
proteoliticas e estas enzimas apresentaram grande capacidade coagulante do leite.

Penicillium e Talaromyces predominam entre os géneros de fungos endofiticos de
T. catimbauensis e espécies pertencentes a classe Dothideomycetes predominam entre o0s
de D. limae. Penicillium spl e Penicillium sp2 sdo propostas como novas espécies para a
ciéncia.

Para utilizacdo em processos biotecnoldgicos que envolvam a atividade de
coagulacao do leite estdo sendo indicados o pH 8,5 a 45°C para Penicillium sp. URM 7965
e pH 8,0 a 40° ou 45°C para P. decaturense URM 7966. Para a atividade proteolitica, o pH
7,0 ou 0 8,5 ae 45°C para Penicillium sp. URM 7965 e o pH 8,0 a 65°C para Penicillium
decaturense URM 7966 sdo indicados.

As proteases dos extratos brutos enzimaticos tanto do Penicillium sp. URM 7965
quanto do Penicillium decaturense URM 7966 sdo estaveis em uma ampla faixa de pH, o
que é uma excelente caracteristica para processos biotecnoldgicos. Ja a temperatura € um
parametro que interfere na estabilidade das proteases dos extratos brutos enzimaticos tanto
do Penicillium sp. URM 7965 quanto do Penicillium decaturense URM 7966.

Este é o primeiro estudo da diversidade de fungos endofiticos das bromélias e do
potencial desses fungos em produzirem enzimas coagulantes do leite, sendo aqui sugerido
novos estudos com as espécies Penicillium sp. URM 7965 e Penicillium decaturense URM
7966 para otimizagdo da producdo de proteases coagulantes para utilizacdo na industria de

alimentos, principalmente na fabricagcéo de queijo.
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ABSTRACT

Here, Quambalaria fabacearum and Neopestalotiopsis brasiliensis are introduced as new species from Brazil, isolated
as endophyte from Mimosa tenuiflora and causing post-harvest rot disease on fruits of Psidium guajava, respectively.
Diaporthe inconspicua is emended to include a more detailed morphological description. Neopestalotiopsis egyptiaca is
reported as new to the Americas and as causing post-harvest rot disease on fruits of Psidium guajava, while Umbelopsis
isabellina is reported as endophyte.

Keywords: Amphisphaeriales, CaM, Diaporthales, H3, ITS yrDNA, LSU rDNA, Microstromatales, TUB2, tef1-a,

Umbelopsidales

Quambalaria fabacearum J.D.P. Bezerra, Firmino,
Souza-Motta & Crous, sp. nov.

MycoBank MB 823271, Fig. 1

Etymology: The name refers to the host plant family,
Fabaceae.

Description: Mycelium superficial to partially immersed;
hyphae hyaline, smooth, branched, loosely septate, 1.5-
2.5 pm wide. Conidiophores similar to hyphae, scattered,
cylindrical, terminal or as short side branches, hyaline,

smooth, 0-2-septate, rarely 3-septate, (12-) 14-58 (-106) x
1.5-2.5 pm (n=20). Conidiogenous cells cylindrical, terminal
orintegrated, (5.5-) 9.5-13 (-34) x 1-2 pm (n=20), straight
to curved, forming conidia by sympodial growth consisting
of a slightly swollen cluster of small conidium bearing
denticles; conidiogenous loci denticulate, inconspicuous,
pointed or flattened. Conidia hyaline, non-septate, smooth,
occasionally guttulate; primary conidia ellipsoidal to fusoid
or obovoid, 7.5-8.5 x 1.5-2.5 pm (n=30), with basal scar
or scars at both ends, often giving rise to one or several
obovoid or narrowly ellipsoidal secondary conidia, (3.5-)
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