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Enzymatic diversity of fungi associated with Caatinga plants

Filamentous fungi participate in food production, health products and recycling of biosphere com-
pounds. In industry they are used in the production of enzymes, vitamins, polysaccharides, pigments,
lipids and glycolipids, valuable in biotechnology. Brazil has a great biological diversity of landscapes
and among them, the Caatinga, is widely explored regarding the plant's biotechnological potential,
but there are few studies on the potential of microorganisms associated with this biome. This study
aimed to evaluate the production of enzymes from fungi isolated in soil associated with plants from
the semi-arid region. Soil samples were collected in the Grota do Angico region, municipality of Poco
Redon-do, Sergipe, associated with two characteristic plants of the caatinga, Croton heliotropiifolius
Kunth and Xiquexique gounellei. Thirty-nine fungi were isolated from soil samples and their proteo-
Iytic, amylolytic and pectinolytic activities were evaluated. The 17 fungi associated with C. heli-
otropiifolius present predominantly protease activity, only one of them showed pectinase activity, in
the others the results were negative. On the other hand, the fungi 22 isolated from the soil associated
with X. goiunellei showed greater enzymatic diversity, despite the fact that most fungi showed prote-
olytic activi-ty. Amylase activity was detected in eight fungi, protease activity in 12 fungi and pecti-
nase activity in 6 fungi. From the results obtained in this study, the potential of fungi isolated from
the caatinga biome for the production of enzymes, mainly proteolytic, was evidenced. Fungi isolated
from soil associated with Caatinga plants have potential for the production of enzymes, mainly pro-
teolytic ones.

RESUMO

Palavras-chaves
diversidade do semiarido
proteases

amilases

pectinases

Os fungos filamentosos participam da produgdo de alimentos, nos produtos para satde e na recicla-
gem de compostos da biosfera. Na industria eles séo utilizados na produgdo de enzimas, vitaminas,
polissacarideos, pigmentos, lipidios e glicolipidios, valiosos em biotecnologia. O Brasil possui grande
diversidade bioldgica de paisagens, entre elas estd a Caatinga, bastante explorada quanto ao potencial
biotecnoldgico vegetal, mas com poucos estudos sobre o potencial dos microrganismos associados a
esse bioma. Este estudo teve por objetivo avaliar a producéo de enzimas de fungos isolados no solo
associado a plantas do semi-arido. As amostras de solo foram coletadas na regido da Grota do Angico,
municipio de Poco Redondo, Sergipe, associadas a duas plantas caracteristicas, Croton heliotropiifo-
lius Kunth e Xiquexique gounellei. Foram isolados 39 fungos das amostras de solo e suas atividades
proteolitica, amilolitica e pectinolitica foram avaliadas. Os 17 fungos associados a C. heliotropiifolius
apresentam predominantemente atividade de proteases, sendo que apenas um deles apresentou ativi-
dade de pectinase, nos demais os resultados foram negativos. Por outro lado, um maior nimero dos
22 fungos isolados do solo associado & X. goiunellei, atividade enzimética e diversidade de enzimas,
sendo que a maioria apresentou atividade proteolitica. Foi detectada atividade amilolitica em oito
fungos, atividade proteolitica em 12 fungos e atividade pectinolitica em 6 fungos. Evidenciou-se o
potencial dos fungos isolados do bioma da Caatinga para produgdo de enzimas, principalmente pro-
teoliticas. Os fungos isolados no solo associado a plantas da Caatinga apresentam potencial para a
producdo de enzimas, principalmente proteoliticas.
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INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos extremamente impor-
tantes, utilizados na producdo de alimentos como
o0s produtos fermentados e bebidas alcoodlicas, con-
tribuem na indudstria farmacéutica, estdo presentes
no processo de biodegradacdo e tratamento biolé-
gico de efluentes, atuam na producao de enzimas de
interesse industrial e na biotransformacdo (Men-
doza et al., 2022; Silva e Malta, 2017). Possuem
importancia agricola, ecolégica e biotecnoldgica,
por meio deles é mantido o equilibrio no ambiente,
decompondo os restos dos vegetais, degradando
substancias toxicas, auxiliando as plantas a cresce-
rem e se protegerem contra microrganismos pato-
génicos (Abreu et al., 2015). Além disso, os bioati-
vos, subprodutos do seu metabolismo, podem apre-
sentar valor biotecnolégico (Valencia, 2011).

H& grande diversidade ecoldgica, fisioldgica e
morfoldgica dentro do Reino Fungi, eles podem ser
encontrados na forma de fungos filamentosos, ou
na forma unicelular de leveduras. Os fungos fila-
mentosos participam da producéo de alimentos, nos
produtos para salde e na reciclagem de compostos
da biosfera. Na industria eles sdo utilizados na pro-
ducdo de enzimas, vitaminas, polissacarideos, pig-
mentos, lipidios e glicolipidios, valiosos em biotec-
nologia (Abreu et al., 2015). As leveduras sdo 0s
microrganismos mais intensamente utilizados em
industrias, a sua fermentacdo em larga escala reali-
zada é responsavel pela producéo de alcoois para o
uso industrial e como combustivel, mas elas séo
mais conhecidas por seu papel na producédo de be-
bidas alcoodlicas (Abreu et al., 2015).

Séo fontes de produtos naturais, muitos de seus
metabdlitos demonstram aplicag&o industrial, como
é 0 caso das enzimas (Belinato et al., 2019), que sdo
utilizadas principalmente na degradacdo de com-
postos organicos como petroleo (Wetler-Tonini et
al., 2010) e de polimeros (Costa et al., 2015), na in-
dustria téxtil (Marroques, 2020), alimenticia (Agui-
lar e Sato, 2018), na formulagdo de detergentes
(Centurién et al., 2019), e no tratamento de couro e
pele (Souza, 2010). Possuem relagdo com a bio-
prospeccéo, que se caracteriza em obter valor eco-
ndmico da biodiversidade e assim encontrar por
compostos provenientes de seres vivos, que possi-
bilitem a aplicagdo e viabilizem o desenvolvimento
do produto (Saccaro Junior, 2011).

As enzimas flngicas mais estudas sdo as celula-
ses (Silva et al. 2015), proteases (Razzaq et al.,
2019), amilases (Far et al., 2020), fenoloxidases
(Esiana et al., 2021), lacases, peroxidases (Motato-

Véasquez et al., 2016), pectinases (Haile e Ayele,
2022) e ligninases (Kumar e Chandra, 2020).

Um indicativo da demanda pela producdo de en-
zimas esté no fato de que somente no ano de 2019,
0 Brasil importou 30 mil toneladas de enzimas ou
de preparados enzimaticos principalmente da
China, Estados Unidos e Dinamarca, e exportou
apenas 9,3 mil toneladas do produto, sendo que a
enzimas importadas em maior quantidade s&o as
amilases, utilizadas em diferentes segmentos da in-
dustria (Santana, 2020). Ainda segundo 0 mesmo
autor, somente o comércio mundial de enzimas bi-
ocombustiveis foi avaliado em 623 milhdes de do-
lares em 2014, sendo que para 2023 esta estimado
em 24,8 bilhdes de dolares.

O Brasil é um pais que possui grande diversidade
bioldgica de paisagens (Silva et al., 2018). Entre es-
sas paisagens esta a Caatinga, bastante explorado
quanto ao potencial biotecnolégico dos vegetais
(Almeida e Santos, 2018; Menezes et al., 2021,
Mesquita, et al., 2017), mas ainda existem poucos
estudos sobre o potencial biotecnoldgico dos mi-
crorganismos associados a esse bioma.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a producdo de enzimas de fungos
isolados no solo associado a plantas do semiarido
sergipano.

MATERIAL E METODOS

Local de coleta. As amostras de solo foram cole-
tadas no dia 17 de margo de 2022 na Reserva Mo-
numento Natural Grota do Angico, uma Area de
Protecdo Ambiental de Caatinga, localizada 32 km
de Canindé de S&o Francisco, 45 km de Pogo Re-
dondo (Andrade et al., 2015), e a 220 km da capital
do Estado, Aracaju. A regido apresenta clima tipico
do semiarido, seco e quente, com precipitacao
anual total média entre 380 e 760 mm, temperatura
média anual superior a 18°C, variando durante o dia
entre 31 e 38°C, onde predominam espécies vege-
tais tolerantes a altas temperaturas e a pouca dispo-
nibilidade de 4gua (Andrade et al., 2015). Segundo
0S mesmos autores, a regido apresenta Luvissolos
nas areas mais elevadas e Neossolos nos declives.
A Figura 1 mostra a localiza¢do da Grota do Angico
no mapa de Sergipe, destacada em vermelho.

Primeiramente houve a escolha do local conside-
rado mais adequado para coleta e sele¢do das duas
diferentes plantas caracteristicas do local, Croton
heliotropiifolius (Figura 2-A) e Xiquexique goi-
unellei (Figura 2-B).
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Figura 1 - Localizacdo geografica da reserva do Monumento Natural Grota do Angico, entre Canindé do Séo
Francisco e Pogo Redondo, Sergipe, indicando os dois pontos de coleta identificados pelo nome das plantas.

Fonte: autoria propria.

Figura 2 - Imagem de Croton heliotropiifolius (2-A), planta de referéncia para a coleta 1; e Xiquexique

goiunellei (2-B), planta de referéncia para a coleta 2.

A seguir, foram tracados trés pontos com distan-
cias de 1, 3 e 5 metros de duas diferentes plantas
caracteristicas da Caatinga. A coleta de fungos as-
sociados a primeira planta ocorreu nas coordenadas
9° 39 '41.0"S, 37° 40' 28.1"W, e a coleta associada
a segunda planta ocorreu nas coordenadas 9° 40
'09.4"S, 37° 51' 27.2"W.

Coleta das amostras de solo. As amostras de

solo, constituidas de quatro subamostras foram co-
letadas a uma profundidade de 10 cm, de acordo
com o descrito por Filizola et al. (2006). Trés amos-
tras de solo associado a Croton heliotropiifolius
Kunth foram coletadas nas distancias 1, 3e 5 m da
planta (Figura 3), acondicionadas em caixa de iso-
por e encaminhadas ao laboratério para o isola-
mento.
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Figura 3 - Esquema da coleta das amostras do solo, com distancias determinadas de 1, 3 e 5 metros, pontos de

coleta das amostras a partir das plantas de referéncia.

O mesmo procedimento foi realizado com amos-
tras de solo associadas a planta Xiquexique goi-
unellei.

Isolamento dos fungos. As amostras foram ho-
mogeneizadas, peneiradas e diluidas em 1:10 em
agua destilada e espalhante adesivo Tween 80. A
suspensdo gerada de cada amostra foi diluida a 10
! e distribuida em placas de Petri, contendo meio
Sabouraud, em 5 repeti¢des, sendo cada placa con-
siderada uma repeticdo, como descrito por Silva et
al., (2011), com adaptacdes. As placas foram incu-
badas em temperatura de 30+2°C. Os fungos isola-
dos do solo associado a C. heliotropiifolius foram
identificados como CT1, CT3 e CT5, para amostras
coletadas a 1, 3 e 5m, respectivamente e os fungos
isolados do solo associado a X. goiunellei foram
identificados como XQ1, XQ3 e XQ5 para amos-
tras coletadas a 1, 3 e 5m, respectivamente.

Avaliacdo qualitativa das atividades enzimati-
cas. Pequenas porcdes da cultura fangica com sete
dias de crescimento em agar Sabouraud foram
transferidas para o centro da placa de Petri com au-
xilio de cabo Kolle de extremidade agulha. Para a
avaliacdo da capacidade de produzir amilase, foi
utilizado o meio agar com adicdo de amido (0,01 g
mL™); para protease, meio modificado pela adi¢do
de caseina (0,01 g mL™); e para pectinases, adicdo
de pectina (0,01 g mL™). Apés 72 horas, as placas
foram analisadas quanto a formac&o de halos que
indicam a presenca das enzimas, para a revelagéo
de atividade de protease foi utilizado o corante Co-
omassie Blue (Zhang et al., 2021), para amido, foi

utilizado lugol (Gonzélez et al., 2004) e para pecti-
nase foi utilizado vermelho congo (Hagerman et al.,
1985).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras de solo foram coletadas na érea
Reserva Monumento Natural Grota do Angico,
historicamente conhecido por ser o local da morte
de Lampido e seu bando (Silva et al., 2013), de
onde foram isolados 17 fungos do solo associado a
C. heliotropiifolius, e estes foram identificados
pelo codigo CT, sendo que os fungos identificados
como CT1 (6 fungos), referem-se aos fungos a um
metro da planta, CT2 (6 fungos), a 3 m da planta e
CT3 (5 fungos), a 5m da planta. O mesmo
procedimento de identificacdo foi utilizado para os
fungos isolados de amostras de solo associadas a
planta X. goiunellei, das quais se obteve 22 fungos,
sendo que 11 fungos foram isolados das amostras
de solo coletadas a um metro da planta (XQ1), 6
fungos a 3 m (XQ2) e 6 fungos a 5 m da planta
(XQ3).

Os 39 fungos tiveram suas atividades
amilolitica, proteolitica e pectinolitica testadas. A
Figura 4 apresenta aimagem de duas placas de Petri
onde foram identificadas as atividades de protease
(Figura 4-A) e amilase (Figura 4-B).
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Figura 4 - Halos de atividade enzimatica ap6s 72 horas de incubacdo em caseina (Figura 4-A) e em amido
(Figura 4-B).

Os resultados das atividades enzimaticas resumidos no Quadro 1.
produzidas pelos 39 fungos isolados do solo estdo

Quadro 1 - Atividades enzimaticas detectadas nos fungos isolados do solo, a partir da formacao de halos de
degradacdo em placas de Petri contendo amido, caseina ou pectina como fonte de carbono, onde (-) indica
auséncia de atividade enzimética e (+) indica presenca.

Fungos Amilase Protease Pectinase
Fungos isolados de solo associado a Croton heliotropiifolius

CT1-1 - - -
CT1-2 - - -
CT1-3 - - -
CT1-4 - + -
CT1-5 - + i
CT1-6 - + -
CT3-1 - + -
CT3-2 - + -
CT3-3 - + )
CT3-4 - + +
CT3-5 - + -
CT3-6 - + -
CT5-1 - + i
CT5-2 - + -
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CT5-3 - + -
CT5-4 - + -
CT5-5 - - -
Fungos isolados de solo associado a Xiquexique goiunellei

XQ1-1 - - -
XQ1-2 - + -
XQ1-3 - + -
XQ1-4 + - +
XQ1-5 + - +
XQ1-6 + - +
XQ1-7 - - -
XQ1-8 . ] .
XQ1-9 . - -
XQ1-10 . ] .
XQ1-11 - - -
XQ3-1 - - -
XQ3-2 - - -
XQ3-3 + + -
XQ3-4 + + -
XQ3-5 + i -
XQ3-6 + - -
XQ5-1 - + -
XQ5-2 - : ;
XQ5-3 - + -
XQ5-4 . + .
XQ5-5 - + +
XQ5-6 - + .
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Como pode ser observado no Quadro 1, os
fungos isolados do solo da Caatinga apresentaram
predominantemente atividade proteolitica,
entretanto, os fungos associados a C.
heliotropiifolius e X. goiunellei apresentam perfil
enzimaético diferenciado.

Os fungos associados & C. heliotropiifolius
apresentam predominantemente atividade
proteolitica, sendo que apenas um deles (AF2-17)
apresentou atividade de pectinase, e 4 amostras
apresentaram resultado negativo para todas as
atividades enzimaéticas testadas, sugerindo menor
diversidade fangica. Plantas do género Croton
podem apresentar diversos bioativos com atividade
bactericida, antifingica, antioxidante, de acdo
inibidora de acetilcolinesterase, antiparasitaria de
uso animal, carrapaticida, inseticida, ovicida,
larvicida, nematicida e poder alelopatico
(Cavalcanti et al., 2020), além de alto grau de
toxicidade (Silva et al., 2017). Portanto, 0s
principios ativos presentes em C. heliotropiifolius
podem estar interferindo na microbiota do solo.

Por outro lado, os fungos isolados do solo
associado a X. goiunellei, apresentaram maior
diversidade enzimatica, apesar de a maioria dos
fungos apresentarem atividade proteolitica. Foi
detectada atividade de amilase em oito fungos,
atividade de protease em 12 fungos e atividade de
pectinase em 6 fungos. Ao contrario de C.
heliotropiifolius, X. goiunellei é uma planta
utilizada para nutricdo humana (Pessoa et al., 2022)
e animal (Silva et al., 2005).

A bioprospeccdo de fungos é uma pratica
realizada por diversos autores (Montoya-Castrillon
et al., 2021; Peraza-Jiménez et al., 2022; Samuel et
al., 2018; Silva et al., 2011) e representa o primeiro
passo necessario para 0s estudos sobre suas
atividades enziméticas. Diferentemente  dos
resultados apresentados, em um trabalho de
prospeccdo de fungos realizado por Silva et al.,
(2011), em um sistema agroflorestal de
Pernambuco, a atividade de amilase foi produzida
por um maior nimero de fungos isolados do que a
atividade de protease. Por outro lado, a maior
porcentagem de fungos isolados de uma floresta
tropical Umida do México produziram mais
protease em comparacdo a amilase (Peraza-
Jiménez et al., 2022).

Os resultados mostram que a vegetacdo da
Caatinga influencia a biodiversidade
microbioldgica do solo, dessa maneira, a riqueza de
espécies vegetais e sua conservacdo afetam a
manuten¢do da comunidade microbiana fungica e,
consequentemente, a manutencdo do bioma. Além
disso, agrega valor biotecnolégico tanto aos
microrganismos isolados do solo, quanto as plantas
associadas. Este fator pode ser observado através

do mercado mundial bilionario da tecnologia
enzimatica, onde somente no Brasil sdo importadas
anualmente cerca de 30 mil toneladas (Santana,
2020).

A associacdo de plantas a microrganismos é
conhecida, bactérias promotoras do crescimento
vegetal sdo descritas, assim como as micorrizas
(Bald et al., 2021), estudos onde abundancia
microbiana é associada as caracteristicas do solo
sdo comuns (Fragaetal., 2012; Ferreiraetal., 2017,
Leal et al., 2021). No entanto, a diversidade
microbiana do solo associado a plantas especificas
é um trabalho inédito.

De acordo com Carvalho (2008), os fungos do
solo sdo essenciais para a manutencdo e o
funcionamento deste, uma vez que desempenham
diversas funcgdes, tais como decomposicdo e
ciclagem de nutrientes, além de realizar interacdes
com outros organismos do solo e com as plantas, e
sua populacéo pode ser afetada por diversos fatores
como poluigdo ou alteracdo da cobertura vegetal,
que levam a perda da diversidade e ao
empobrecimento do solo. Portanto, é de
fundamental importancia a manutengdo da
biodiversidade e integridade dos biomas.

CONCLUSOES

Evidenciou-se o potencial dos fungos isolados
do bioma da Caatinga para a producéo de enzimas,
principalmente as proteoliticas. Além disso, 0s
diferentes perfis enzimaticos sugerem diferentes
espécies fungicas das amostras de solo associadas
aos vegetais tipicos desse bioma. Dessa maneira, as
plantas caracteristicas do semi-arido assumem
papel importante para a obtencdo de produtos
biotecnoldgicos tanto de origem vegetal, quanto de
origem microbiana, assim, agregando valor a este
bioma, que precisa ter sua biodiversidade discutida
e mais amplamente estudada.
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