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RESUMO
ANDRADE, Jayanaraian Ferreira Martins. Produc¢ao e Otimizagao de Lacases e Peroxidases
obtidas de Diaporthe spp. isolados como Endofiticos de Solanum falciforme Farruggia.
Brasilia, 2021. Disserta¢ao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias da

Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2021.

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que colonizam o interior de diversas espécies
vegetais nos seus espacos intercelulares ou dentro de células, mantendo um relacionamento
simbidtico com eles. Seu potencial biotecnolégico como produtores enzimaticos vém
despertando cada vez mais interesse. Neste trabalho, dois fungos endofiticos foram isolados da
planta Solanum falciforme Farruggia, nativa do Cerrado Brasileiro. Os isolados, “P1” e “P2”
foram submetidos a identificagdo molecular utilizando-se a regido ITS para estabelecer a
relacdo filogenética deles: P1 foi agrupado com Diaporthe stictica e P2 com Diaporthe
maritima. Eles foram identificados como pertencentes ao género Diaporthe, relatado com um
dos géneros de fungo endofitico mais frequentemente isolados. Os dois isolados fungicos foram
analisados quanto a sua capacidade de producgdo de enzimas oxidativas: lacases e peroxidases
totais. Para estabelecer o melhor dia de producdo dessas enzimas o perfil de liberagdo
enzimatico das enzimas de interesse para cada isolado foi analisado por 30 dias. Para o “P1”
foi selecionado o 11° dia (38,63 Ulacase/mL; 46,77 Uperoxidases totaismL) € para o “P2” o 10° dia
(P2: 41,21 Ulacase/mL; 13,55 Uperoxidases totaisymL). Para cada isolado foi realizado um
planejamento fatorial 23 com um ponto central em triplicata para otimiza¢do da produgdo
enzimatica pelos fungos, testando-se os fatores pH inicial do meio nos niveis 4 e 8, a quantidade
de peptona, como fonte de nitrogénio, nos niveis 0,0g e 1,0g e bagago de cana, como fonte de
carbono, nos niveis 0,25g e 0,75g; o ponto central combinou o pH inicial, peptona e de bagaco
de cana nos niveis 6, 1,0g e 0,50g, respectivamente. Nenhum modelo estabelecido pelos
planejamentos fatoriais obteve significancia estatistica de acordo com os niveis em que esses
fatores foram testados (nivel de confianca: 95%), apenas os fatores pH inicial, peptona e a
interacdo entre eles foram considerados significativos (p<0,05) para a producdo de lacase para
o isolado “P1”. De modo geral, a produg@o enzimatica aumentou quando o pH inicial estava no
nivel mais baixo e a quantidade de peptona no nivel mais alto. Esse trabalho gerou dados
relevantes sobre a producdo extracelular de enzimas oxidativas por fungos endofiticos do

género Diaporthe.

Palavras-chave: Diaporthe, enzimas lignoliticas, planejamento fatorial.



ABSTRACT

ANDRADE, Jayanaraian Ferreira Martins. Production and optimization of laccases and
peroxidases obtained from Diaporthe spp. isolated as endophytic from Solanum falciforme
Farruggia. Brasilia, 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de
Ciéncias da Satude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2021.

Endophytic fungi are microorganisms able to colonize the interior of plant hosts in intercellular
spaces or within cells, maintaining a symbiotic relationship. Endophytic fungi can be isolated
from several plant species. Their biotechnological potential as enzyme producers has gained
more interest in the last decade. In this work, two endophytic fungi were isolated from Solanum
falciforme Farruggia, native to Brazilian Cerrado. Isolates, “P1” and “P2” were subjected to
molecular identification, using the ITS region to establish their phylogenetic relationship,
isolate “P1” was clustered with Diaporthe stictica, while “P2” was clustered with Diaporthe
maritima. The isolates were identified as belonging to the genus Diaporthe, reported as one of
the most frequently isolated genera of endophytic fungi. They were analyzed for their ability to
produce oxidative enzymes: laccases and total peroxidases. Curves of 30 and 15 days were
performed to establish the best day of production of these enzymes for each isolate. For “P1”,
the 11th day was selected (38.63 Ulaccase/mL; 46.77 Utotal peroxidases’mL) and for “P2” the 10th day
(P2: 41.21 Ujaccase/mL; 13.55 Utotal peroxidases/mL). For each isolate a 23 experimental design was
carried out with a central point in triplicate to optimize enzymatic production, testing the
following factors: initial pH of the medium at levels 4 and 8, amount of peptone, as nitrogen
source, at levels Og and 1g and sugarcane bagasse, as carbon source, at levels 0.25g and 0.75g;
central point combined initial pH, peptone and sugarcane bagasse at levels 6, 1.0g and 0.50g,
respectively. No model established by the experimental designs obtained statistical significance
according to the levels at which these factors were tested (confidence level: 95%), only the
factors initial pH, peptone and the interaction between them were considered significant (p
<0.05) for the production of laccase for the “P1” isolate. In general, enzyme production
increased when the initial pH was at the lowest level and the amount of peptone at the highest
level. This work generated relevant data on the extracellular production of oxidative enzymes

by endophytic fungi of the genus Diaporthe.

Key Words: Diaporthe, lignolytic enzymes, experimental design
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1 INTRODUCAO

O termo “endofitico” ¢ utilizado para se referir a microrganismos que colonizam o interior
das plantas e que, de maneira geral, desenvolvem um relacionamento mutualistico com elas
(MISHRA et al., 2014). Os fungos endofiticos vivem ao menos um periodo do seu ciclo de vida
dentro de estruturas vegetais, podendo melhorar a capacidade de defesa das plantas contra
ataques de insetos e microrganismos fitopatogénicos, promover o crescimento vegetal, fixar
elementos uteis para o seu hospedeiro, enquanto encontra uma fonte de nutricdo no seu
hospedeiro (SUDHA et al., 2016; SUNITHA; DEVI; SRINIVAS, 2013). No entanto, fungos
endofiticos também podem se tornar fitopatogénicos (GOMES et al., 2013).

Os fungos endofiticos tém despertado cada vez mais interesse quanto ao seu potencial para
produzir metabdlitos secundarios e enzimas extracelulares que tém emprego industrial
(CORREA et al., 2014). Nesse sentido, ja foram isoladas pectinases, celulases, lipases,
xilanases, lacases, fosfatases e proteinases de fungos endofiticos (CALDWELL;
JUMPPONEN; TRAPPE, 2000; MACCHERONI, JR.; AZEVEDO, Jodao Lucio, 1998;
PETRINI et al., 1993; REDDY; LAM; BELANGER, 1996; SUTO et al., 2002; WANG, J. W.
et al., 2006). Dentro do grupo dos fungos endofiticos, o género Diaporthe ¢ relatado com um
dos mais isolados em véarios hospedeiros e espécies desse género também ja foram relatadas
como produtores de enzimas (ALBERTO et al., 2016; BOTELLA; DIEZ, 2011).

Esses fungos sdo capazes de produzir enzimas lignoliticas, que sdo aquelas com capacidade
de degradar a lignina, um dos biopolimeros mais abundantes da Terra, mas muito recalcitrante
e dificil de ser decomposto. Devido a baixa especificidade dessas enzimas, elas tém o potencial
de ser empregadas em diversos processos industriais (KRACHER; LUDWIG, 2016). Essas
enzimas podem ser dividas pelo seu modo de acdo em dois grupos: (i) as enzimas hidroliticas
(como lipases e proteases) e (ii) as enzimas oxidativas, como as lacases, manganés peroxidases
e lignina peroxidases, que sio de interesse desse trabalho (CORREA et al., 2014).

As enzimas oxidativas possuem aplicacdo na indistria do papel, atuando na polpagdo e no
branqueamento da celulose; em kits e ensaios para realizagdo de diagndsticos; na degradacao
de xenobidticos, no tratamento de residuos lignocelulosicos, na biorremediacao do solo, da agua
e de efluentes téxtis; na producdo de etanol, na industria cosmética, na industria alimenticia,
dentre outras aplicagdes (BETTIN; BOFF, 2016; HAMID; KHALIL-UR-REHMAN, 20009;
KUCHARSKA et al., 2018; KUMAR; CHANDRA, 2020; UPADHYAY; SHRIVASTAVA,;
AGRAWAL, P. K., 2016).
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Dessa forma, o objetivo deste estudo foi realizar o isolamento de fungos endofiticos de uma
espécie vegetal do Cerrado e a sua identificacdo por morfologia e filogenia molecular, avaliar
seu potencial biotecnoldgico como produtores de enzimas lignoliticas e otimizar sua produgdo
para posterior purificacdo e potencial aplicagdo dessas enzimas como biorremediadoras de

efluentes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  FUNGOS ENDOFITICOS

Os fungos endofiticos s3o um grupo diversificado de ascomicetos, que em sua definicao
mais ampla, sdo microrganismos que ocorrem de forma assintomadtica nos tecidos e 6rgaos
vegetais, como folhas, ramos e raizes sem prejuizo imediato para as plantas e trazendo
beneficios para ambas partes (YAN, L. et al., 2019). Esses fungos ocorrem em todo o territorio
terrestre, e ha relatos de que foram encontrados em todas as espécies de plantas estudadas para
esta finalidade até hoje (JALGAONWALA; MAHAJAN, 2011; NITHYA; MUTHUMARY,
2011; TORRES, M. S. et al., 2012; ZAFERANLOO et al., 2013).

Os endofiticos podem ser divididos em dois grandes grupos: (i) os clavicipitaceous, que
infectam as gramineas e (ii) os ndo-clavicipitaceous, que sdo mais comuns em plantas
vasculares e ndo vasculares (RODRIGUEZ et al., 2009). Esses fungos ainda podem ser
subclassificados quanto ao seu modo de reproducdo (sexuado ou assexuado), seu modo de
transmissdo (horizontal ou vertical), sua fonte de nutri¢cdo, seu local de infec¢do na planta (raiz

ou partes aéreas) e a expressdo dessa infec¢do (sintomatica ou assintomatica).

Alguns autores relatam que a intera¢do entre os fungos endofiticos e as plantas pode
trazer varios beneficios para o crescimento vegetal através da producdo de fitohormonios e da
fixagcdo de elementos uteis pelos endofiticos; podem melhorar sua protecdo contra
microrganismos fitopatogénicos e podem aumentar a biodiversidade dos ecossistemas, através
da indugdo de respostas de resisténcia sistémica intrinsecas a defesa das plantas e da producdo
de metabolitos secundarios (BAI et al., 2018; FIRAKOVA; STURDIKOVA; MUCKOVA,
2007; HARTLEY; GANGE, 2009; LIU, H. et al., 2017; SASSE, J.; MARTINOIA;
NORTHEN, 2018; VANDENKOORNHUYSE et al., 2015; WAQAS et al., 2012).

Embora, de maneira geral, a associa¢do entre os fungos endofiticos e as plantas seja
benéfica ou neutra, algumas espécies podem ser fitopatogénicas e levar ao surgimento de lesoes,
descoloragdes, doengas e retardamento do crescimento vegetal, como o Diplodia mutila, que
torna-se patogénico por influéncia da quantidade de luz que a planta recebe durante o seu
desenvolvimento, sendo capaz de causar pontos de necrose foliar em [riartea deltoidea, um
espécie de palmeira; o Aurantioporthe corni, capaz de causar cancro em Cornus alternifolia,
espécie vegetal nativa do norte dos Estados Unidos; o Diaporthe aspalathi e o Diaporthe

caulivora, capazes de causar o cancro da haste da soja e o Epichloe festucaeis capaz de mudar
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sua relacdo com a graminea Lolium perenne de simbidtica para fitopatogénica devido a
condigdes de estresse nutricional (ALVAREZ-LOAYZA et al., 2011; BEIER et al., 2015;
EATON; COX; SCOTT, 2011; RENSBURG, VAN et al., 2006; SANTOS, J. M. et al., 2011,
SIKORA et al., 2008).

Virias espécies diferentes de fungos endofiticos podem colonizar a mesma parte de uma
planta, mas cada espécie pode possuir um local de preferéncia da planta para se alocar. Além
disso, fungos de uma mesma espécie podem produzir substincias diferentes, dependendo do

local onde estdo presentes na planta (GANGE et al., 2012) .

Os microrganismos endofiticos associados a plantas representam uma fonte ainda pouco
explorada de produtos naturais e de substancias bioativas novas, que podem conferir a esses
microrganismos potencial industrial, uma vez que colonizam um ambiente ecoldgico ainda

pouco explorado (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2012).

Os fungos endofiticos sdo estudados como fontes de bioprodutos ha mais de 20 anos.
Nesse periodo, inimeros compostos bioativos ja foram isolados com diversas atividades
farmacologicas, como: antibidticas, antivirais, anti-fitopatogénicas, imunossupressoras,
anticancerigenas, antioxidantes; além de outras atividades, como inseticida, herbicida,
larvicida, dentre outras (FORCINA et al., 2015; LI, E. et al., 2008; NATH; PATHAK; JOSHI,
2014; SCHULZ; BOYLE, 2005; SENTHILKUMAR et al., 2007, WU, Y. et al., 2015,
ZHANG, G. et al., 2013, 2013).

O principal foco das pesquisas atuais com fungos endofiticos recai sobre a produgdo e
o acimulo de metabdlitos secundarios desses microrganismos, mas a atengao sobre a utilizagdo
deles como fonte biotecnoldgica de enzimas industriais vem ganhando interesse cada vez maior,
uma vez que a sua produgdo enzimatica para penetrar e colonizar suas hospedeiras ja comegou

a ser conhecida (SURYANARAYANAN et al., 2009).

Segundo Corréa et. al (2014), os fungos endofiticos aparentam ter 2 tipos de sistemas
de enzimas extracelulares, responsaveis por degradar os componentes lignocelulosicos da
parede celular das plantas: (i) as enzimas hidroliticas, principalmente as celulases e xilanases e
(i1) as enzimas oxidativas, principalmente lacases, peroxidases e ligninases, alvo do presente

trabalho que serdo discutidas posteriormente.
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A localizagdo geografica das hospedeiras e as condigdes ecologicas do ambiente podem
afetar a producao das substancias ativas produzidas pelos fungos. Estudos sugerem que os
efeitos benéficos, promovidos pelos endofiticos, podem estender-se a degradacao de compostos
xenobidticos, principalmente em caso de plantas que crescem em locais contaminados
(GERMAINE et al., 2006; STROBEL, G.; DAISY, 2003). Alguns endofiticos associados a
folhas tém alta produgdo de enzimas lignoliticas, como as peroxidases (CARROLL, G. C,;

CARROLL, F. E., 1978).
2.1.1 GENERO Diaporthe

Os ascomicetos do género Diaporthe, também previamente conhecidos como
Phomopsis em seu estado assexuado, formam um grupo que conta com varias espécies, que
pertencem a familia Diaporthaceae, a ordem Diaporthales e a classe Dothideomycetes.
Atualmente, prezando pela uniformidade prevista no Codigo Internacional de Nomenclatura de
algas, fungos e plantas, o uso do termo Phomopsis ¢ preterido por Diaporthe, mesmo para
descrever fungos desse género que sdo conhecidos apenas em seu estado assexuado, uma vez
que ambas nomenclaturas sdo sindonimas, mas o termo “Diaporthe” ¢ priorizado atualmente,
uma vez que detém senioridade sobre “Phomopsis” (CHEPKIRUI; STADLER, 2017; GOMES
et al., 2013; MANAWASINGHE et al., 2019; ROSSMAN et al., 2014). Atualmente o género

conta com mais de mil espécies cadastradas no MycoBank (acessado em dezembro de 2020).

As espécies desse género podem ser encontradas em todo territorio mundial e sdo um
tipo comum de fungo endofitico. Varias espécies de Diaporthe podem infectar diversos
hospedeiros ou ainda, da mesma planta podem ser isoladas mais de uma espécie desse género.
Além disso, a mesma espécie pode ser endofitica ou fitopatogénica, dependendo do seu
hospedeiro e do estado de satde deste. Espécies desse género também ja foram descritas como
saprofiticas e até patogénicas para seres humanos imunocomprometidos e outros mamiferos

(GOMES et al., 2013).

Anteriormente, a classificacdo dos fungos desse género se fazia por associagdo com a
espécie vegetal da qual eram isolados, resultando em vérias nomenclaturas diferentes para
designar o mesmo fungo, porém, como citado previamente, as espécies ndo sdo necessariamente
especificas para cada planta e um mesmo hospedeiro pode portar mais de uma espécie de
endofitico; portanto, atualmente, para identificagdes mais fidedignas, opta-se por identificagdo

polifasica, utilizando-se principalmente as sequéncias da regido ITS do DNA ribossomal e as
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sequéncia parciais dos genes que codificam o TEF 1-q, a B-tubulina e a calmodulina (REHNER;

UECKER, 1994; UDAYANGA et al., 2012).

Do ponto de vista biotecnologico, os fungos Diaporthe t€m sido relatados como
produtores de enzimas, como celulases, pectinases, proteases e amilases (ALBERTO et al.,
2016) e outros metabolitos secundarios com potencial industrial, como as Fomosinas D-G e
outros compostos, extraidas de Phomopsis sp., que possuem atividade antimicrobiana e
antifingica; a Fomosidina, com potente atividade anti-microtibulos, extraida de Phomopsis sp.

TUF 95F47 (DAl et al., 2005; KOBAYASHI et al., 2003).
2.3  ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS OXIDATIVAS

A lignina (Figura 1) é um componente importante de materiais vegetais. E uma
macromolécula aromatica complexa e heterogénea, fornece forca e rigidez as paredes e tecidos
celulares de todas as plantas vasculares, funcionando como uma cola entre os filamentos e fibras
de polissacarideo (HOFRICHTER et al., 2010). Os componentes polissacarideos formam
microfibras e sdo densamente acondicionados em camadas de lignina, que auxilia no transporte
hidrico, protege contra a atividade de enzimas hidroliticas e outros fatores externos e que serve
como um estabilizador da estrutura vegetal complexa. Depois da celulose, ela ¢ o segundo

biopolimero renovavel mais abundante da Terra (LEONOWICZ et al., 1999).

o
I

Figura 1 - Estrutura basica da lignina. Fonte: Adaptado de

http://polymerdatabase.com/polymer%20classes/Lignin%?20type.html.
Acesso em 01/12/2020.
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As enzimas lignoceluloliticas compdem um amplo grupo de proteinas extracelulares
capazes de degradar ou modificar os constituintes da parede celular vegetal, diferenciadas pelo
modo de agdo, oxidativo (lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase) ou hidrolitico
(holocelulases, lipases, esterases e proteases). Essas enzimas possuem baixa especificidade, e
por isso sdo capazes de degradar xenobidticos e tém emprego na industria té€xtil, alimenticia,
de papel, de cosméticos, dentre outras (KRACHER; LUDWIG, 2016; WOICIECHOWSKI et
al.,2013).

Os principais produtores de enzimas lignoliticas sdo os basidiomicetos causadores de
podridao branca, porém os fungos filamentosos, capazes de degradar a parede celular das
plantas, também sdo capazes de produzi-las e t€ém uma grande vantagem em relagdo aos
basidiomicetos, pois sdo mais faceis de serem cultivados e de terem suas enzimas extracelulares

obtidas (CORREA et al., 2014).

2.3.1 LACASES

As lacases (oxidase p-difenol, EC. 1.10.3.2) sdo oxidases extracelulares constituidas por
glicoproteinas monoméricas, diméricas ou tetraméricas, que geralmente contém de trés a quatro
atomos de cobre por monomero distribuidos em trés sitios redox, também conhecidas como
multicobre oxidases; um desses atomos de cobre ¢ responsavel pela coloracao tipicamente azul
dessa enzima (RODRIGUEZ COUTO; TOCA HERRERA, 2006). Pesquisas reportam
isoenzimas com diferentes pesos moleculares, variando entre 50 e 300 kD. A ocorréncia de
diferentes isoformas de lacase estd associada a diversos fatores, como por exemplo as condi¢des
de cultivo e a presenca de indutores no meio (CHANDRA; CHOWDHARY, 2015; PEZZELLA
et al., 2009).

Esta enzima catalisa, principalmente, a oxidagdo de compostos fendlicos. Como sdo
hébeis para utilizar o oxigénio molecular, as lacases nao requerem a adigdo ou sintese de outros
cofatores para exercer sua atividade, no entanto, elas ndo conseguem oxidar alguns substratos
que possuem um tamanho maior do que o seu sitio catalitico (restri¢do estérica) ou que possuem
um potencial redox muito elevado, nesse caso, a presenga de certos mediadores quimicos, como
o 2,2-azino-bis-ethylbenthiazolina (ABTS) possibilitam a oxidacdo dessas moléculas
(AGRAWAL, K.; CHATURVEDI; VERMA, 2018; HATAKKA, 1994). A oxidacdo de

compostos direta e indireta pela lacase esta esquematizada na Figura 2.
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Devido a sua relativa inespecificidade, as lacases sdo capazes de degradar poluentes e
xenobidticos, e possuem emprego em diversas industrias como na alimenticia, na farmaceéutica,
na téxtil, na de cosméticos, na deslignificacdo e braqueamento de madeira para produgdo de
papel, dentre outras (BAJPAI, 2013; BETTIN; BOFF, 2016; D’ANNIBALE et al., 2000;
KUCHARSKA et al., 2018; OSIADACZ et al., 1999; TORRES, E.; BUSTOS-JAIMES; LE
BORGNE, 2003; UPADHYAY; SHRIVASTAVA; AGRAWAL, P. K., 2016).

Substrato

Substrato oxidado

[ H0
@ > A <A ~ A
\ 4
Lacase Lacase Lacase
oxidada
Substrato
Substrato oxidado
: Mediador
0. H:0 Mediador . ‘ oxidado
(©) U 4‘\ \_)
A 4

Lacase

L: )
acase oxidada

Lacase

Figura 2 - Ciclo catalitico da lacase. (a) oxidagdo direta; (b) oxidacdo indireta. Fonte: adaptado de Agrawal et. al.
(2018).

O centro catalitico da lacase compreende 3 centros de 4tomos de cobre: (i) o centro de
cobre do tipo 1 (T1), que possui banda de absor¢ao em torno de 600 nm, regido visivel, do qual
advém a coloragdo azulada, ele contém apenas um atomo de cobre ligado a pelo menos dois
residuos de histidina e um de cisteina; (ii) o centro de cobre do tipo 2 (T2), com baixa absor¢ao
na regido da luz visivel, estd ligado a duas histidinas e uma 4gua e o (iii) o centro de cobre tipo
3 (T3), formado por um par de ions de cobre ligados antiferromagneticamente, cada d&tomo esta
ligado a trés residuos de histidina. T2 e T3 formam um centro trinuclear que esté distante de T1
em média 13 A e se conectam por uma ligagio histidina-cisteina-histidina (BALDRIAN, 2006).
Em T1 ocorre a oxidagdo dos substratos e a transferéncia de elétrons para T2 e T3; e é no centro
trinuclear (T2 e T3) onde ocorre a reducao do oxigénio molecular, que funciona como o aceptor

final de elétrons, a agua (JONES; SOLOMON, 2015) (Figura 3).
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T3

T2

Figura 3 - Representagdo do sitio ativo da lacase. Fonte: Adaptado de Agrawal et. al. (2018)

2.3.2 PEROXIDASES

As peroxidases (EC 1.11.1.7) sdo parte da grande familia de hemeproteinas,
amplamente distribuidas na natureza, que catalisam a oxidacdo do substrato na presenca de
peroxido de hidrogénio ou outros peroxidos. Elas apresentam massa molecular na faixa de 30
a 150 kDa. As peroxidases fungicas extracelulares, isto ¢é: lignina peroxidase (EC 1.11.1.14),
manganés peroxidase (EC 1.11.1.13) e peroxidases versateis (EC 1.11.1.16) pertencem a classe
IT de peroxidases dentro da familia das hemeproteinas (HEINZKILL et al., 1998; WELINDER,
1992). Estas enzimas podem ser extraidas de plantas e diversos microrganismos, incluindo os

fungos (GAUTERIO et al., 2015).

Estudos mostram que essas enzimas sao eficientes na bioremediagado de efluentes téxtis
como as tintas; na polpacgdo de branqueamento da celulose para produgado de papel; na industria
cosmética para a fabricacdo de cremes clareadores; na degradacao de residuos lignocelulésicos
para produg¢do de etanol, na indlstria alimenticia com potencial para a producdo de
flavolizantes, dentre outras aplicagdes (BARBOSA et al, 2008; FALADE et al., 2017,
KUMAR; CHANDRA, 2020; PERALTA-ZAMORA et al., 1997).
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Essas enzimas oxidam os substratos em varias etapas de transferéncias de elétrons e
formagdo de compostos radicalares capazes de oxidar moléculas de substratos, até a ultima

etapa, na qual um peroxido atua como aceptor final de elétrons da reacdo (WONG, 2009).

A Figura 4 mostra resumidamente o ciclo catalitico das peroxidases. Primeiramente, na
presenga de perdxido de hidrogénio, o a&tomo de ferro do grupo heme ¢ oxidado, produzindo o
chamado Composto 1, que ¢ um intermediério reativo de alta valéncia (ferro-oxo porfirina). O
Composto 1 ¢ responsavel pela oxidacdo do substrato (RH), reacdo na qual ¢ reduzido para o
Composto 2, que ¢ ainda capaz de oxidar mais uma molécula do substrato, retornando entdo
para o estado de repouso inicial da enzima (TORRES, E.; BUSTOS-JAIMES; LE BORGNE,
2003).

R*+ H,O

Estado de repouso COOH RH

Composto 1 —\

HOOC COOH HOO OOH

RH R*

Figura 4 - Ciclo catalitico das peroxidases na presen¢a de perdxido de hidrogénio. Adaptado de Torres et. al.
(2003).
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2.4 CERRADO BRASILEIRO

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro ocupando uma area de aproximadamente
22% do territdrio nacional (2,04 milhdes de quilometros quadrados). Ele ocupa a area central
do Brasil, englobando diversos estados dessa regido, incluindo o Distrito Federal. Esse bioma
¢ considerado um hotspot, no qual cerca de 5% da biodiversidade da flora e da fauna mundiais
sdo encontrados e pelo menos um ter¢o da biodiversidade brasileira (SANO, 2008; KLINK e
MACHADO, 2005; BORLAUG, 2002).

Quando se tém a inten¢do de utilizar microrganismos como fontes de bioprodutos, ¢
melhor que esses microrganismos sejam isolados da propria regido, para evitar que haja
invasoes biologicas de espécies estranhas ao bioma local, e que potencialmente possam causar
impactos imprevisiveis na area (PIVELLO, 2011).

Os relatos na literatura sobre quantificacdo de enzimas lignoliticas obtidas de fungos
endofiticos ainda sdo muitos escassos, € inexistentes quanto a atividade dessas enzimas obtidas

de Diaporthe na espécie vegetal Solanum falciforme Farruggia.

2.5 PLANEJAMENTO FATORIAL

O planejamento de experimentos ¢ essencial para estabelecer o layout sob o qual as
hipoteses de pesquisa serdo avaliadas. As verificagdes dependem da utilizagdo de métodos de
andlise estatistica, que dependem da maneira sob a qual as observagdes foram adquiridas,
tornando a etapa do planejamento de experimentos de suma importancia para o sucesso do

trabalho (MARINHO; CASTRO, 2005).

Geralmente, a otimizagdo de varidveis experimentais ¢ realizada por meio de
procedimentos que avaliam o efeito de apenas uma variavel por vez (univariado), apresentando
desvantagens, principalmente associadas ao maior tempo gasto e a falta de avaliagdo sobre as
interagdes entre as variaveis que afetam o processo em estudo (CUNICO, M. W. M. et al.,
2008). Para otimizar esses parametros, a técnica de planejamento fatorial ¢ aplicada.

Segundo Fisher (1935), pai da estatistica moderna, os planejamentos experimentais
devem seguir a repeti¢do, o controle local e a casualizagdo como principios fundamentais. A
repeti¢do independente dos ensaios (replicatas) torna possivel a estimagdo do erro experimental
e demonstra a repetibilidade do experimento; o controle aumenta a exatidao dos resultados, e a
casualizacdo, que ¢ a aleatorizacdo da execu¢do dos ensaios, evita que sejam adicionados
vieses, sejam eles conhecidos ou ndo, que possam interferir na resposta observada ou invalidar

a estimativa do erro experimental (FISHER, 1935).
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No planejamento fatorial o primeiro passo ¢ decidir quais sdo os fatores (as varidveis de
entrada) que afetam ou ndo as respostas, que sao as variaveis de saida, ou parametros de analise,
do sistema que se investiga. O sistema pode ser representado por uma equacao, inicialmente
desconhecida, que opera relacionado o efeito das variaveis de entrada, que sdo as combinagdes
entre os fatores e os niveis, sobre as varidveis de saida, que sdo as respostas observadas
experimentalmente (Figura 5). O objetivo do planejamento fatorial ¢ descobrir qual é essa
funcdo para entender a natureza da reacdo e, dessa forma, possibilitar a escolha das melhores
condi¢des de operacdo do sistema (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Esse tipo de experimento envolve combinagdes entre os niveis (concentragdes,
intensidades, valores) de dois ou mais fatores (varidveis), tanto os fatores quanto os seus niveis
sdo definidos segundo o interesse do pesquisador. Se todas as combinacdes de fatores e niveis
sdo testadas, trata-se de um planejamento fatorial completo (RODRIGUES; IEMMA, 2014,
p.95).

Um planejamento fatorial completo com p niveis e k fatores requer no minimo a
realizacdo de p* ensaios. Um planejamento fatorial completo 22 requer a realizacdo de, no
minimo, 4 ensaios para testar todas as combinacdes possiveis de niveis e fatores. Quando o
numero de fatores ¢ reduzido, ¢ uma boa opcao optar pelo fatorial completo (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).

De forma recorrente, a necessidade de replicatas nos experimentos para o calculo do
erro experimental também eleva o numero de ensaios a serem realizados, portanto, nos
planejamentos fatoriais, € possivel a inclusdo de um ponto central (PC), que equivale a média
dos niveis previamente determinados para cada fator ¢ ¢ no PC que a medida do erro

experimental é realizada (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Resposta 1

Resposta 2

Resposta j

&8
L L

Figura 5 - Representag@o de um sistema sendo influenciado por fatores de entrada e suas respostas. Adaptado de
Neto (2010).
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Por sua vez, a significancia dos efeitos ¢ calculada pela constru¢do de intervalos de
confianga (IC) para cada efeito. Se o zero estiver contido no intervalo de confianca, a leitura
feita ¢ a de que existe uma probabilidade de 1 — a (sendo a o nivel de significdncia adotado)
de que o valor daquele efeito sobre a resposta seja igual a zero, ou seja, ndo ¢ significativo
(TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Considerando suas caracteristicas, os sistemas de planejamento fatorial permitem
avaliar simultaneamente o efeito de um grande numero de varidveis, a partir de um niimero
reduzido de ensaios experimentais, quando comparados aos processos univariados, levando a

otimizagdo eficiente de um processo (CUNICO et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

a. Objetivo Geral
e I[solar fungos endofiticos de uma espécie vegetal do Cerrado e obter enzimas oxidativas
de interesse industrial e que possam ser usadas na bioremediacdo de efluentes,
realizando a otimizagdo de sua produgao.
b. Objetivos especificos
e Isolar e identificar fungos endofiticos isolados de Solanum falciforme Farruggia;
e Identificar a espécie vegetal da qual os fungos endofiticos foram isolados;
e Verificar a capacidade de producdo de lacases e peroxidases totais pelos fungos
isolados;

e Otimizar a producdo de lacases e peroxidases através de planejamentos fatoriais.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ISOLAMENTO DE FUNGOS ENDOFITICOS

Foi realizada a coleta de duas folhas da espécie vegetal selecionada para isolamento de
fungos na Universidade de Brasilia (UnB), campus Darcy Ribeiro, as 15h21 do dia 12 de margo

de 2019. O isolamento dos fungos seguiu o protocolo a seguir:

Quadro 1 - Protocolo de isolamento de fungos endofiticos

PROTOCOLO DE ISOLAMENTO DE FUNGO ENDOFITICO

- Fazer a desinfeccdo da superficie das folhas lavando com 4gua corrente e detergente
sem romper o tecido.
- Seguir as seguintes imersdes em capela de fluxo laminar:
- 1* Etanol 70°GL por 60 segundos
- 2% Hipoclorito de sédio 2% por 60 segundos
- 3% Hipoclorito de sédio 2% por 90 segundos
- 4* Hipoclorito de sddio 2% por 180 segundos
- 5% Etanol por 60 segundos
- 6* H20 autoclavada por 30 segundos
- 7* H20 autoclavada por 30 segundos
- 8 H»0 autoclavada por 30 segundos
- Retirar o excesso de d4gua em papel filtro autoclavado;
- Pipetar 500 uL da 4gua da tltima lavagem em placa com meio BDA para controle
negativo;
- Fazer a impressao da superficie das folhas em placa com meio BDA para controle
negativo da superficie;
- Fazer 3 recortes de cada folha e plaquear em placas de Sabouraud + 2% Extrato de

Malte

4.1.1 PRESERVACAO E MANUTENCAO DOS FUNGOS

Os fungos isolados foram preservados pelo método de congelamento a -80°C
(Ultrafreezer Panasonic -80°C) em solugdo de glicerol e tween 80 que seguiu o seguinte
preparo: dissolugdo de 0,9 g de cloreto de sddio (NaCl) em 50 mL de 4gua destilada, na qual

foi adicionada 50 mL de glicerol e 0,2 mL de tween 80. A solugdo foi distribuida em criotubos
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de 1 mL e autoclavada por 20 minutos a 121°C. Apds o procedimento de esterilizacdo, 3 discos
de 1 mm de cada fungo isolado foram armazenados nos seus respectivos tubos e acondicionados

no freezer.

A manutencao dos fungos foi feita com a realizagdo de repiques periddicos em placas

de Petri contendo meio Sabouraud e Extrato de Malte (2%).
4.2 PREPARO DE MEIOS DE CULTIVOS E SOLUCOES

e Meio Sabouraud (SB) e Extrato de Malte (EM) 2% (SB/EM2%)
Foram pesados 65 g de 4dgar Sabouraud dextrose (Acumedia®) e 20 g de extrato de
malte (Merck®), que posteriormente foram dissolvidos em agua destilada até atingir um
litro.

e Meio Solido de Bagago de Cana de Agucar (BGS)
O protocolo seguido foi o de Machado et. al (2005) com adaptacdes. A composicao do

meio pode ser vista na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢do do meio BGS.

Reagentes Quantidades (g/L)
(NH4)2S04 (Dinamica®) 2

MnS04.H>0 (Dindmica®) 0,04

NaCl (Cromoline®) 0,1

CaCl,.2H20 (Vetec ®) 0,1
KH>P0O4.7H>0 (Dindmica ®) 10

Glicose (Dinamica ®) 20

Bagac¢o de Cana em po 10

Agar (Acumedia®) 20

O bagaco de cana foi doado pelo Dr. Félix Siqueira, da Embrapa Agroenergia.
O meio liquido foi preparado da mesma forma, porém sem a adigdo do agar a
formulacdo. Para alguns ensaios, a glicose foi substituida por peptona (Sigma-Aldrich®).
e Tampao Acetato de S6dio 200 mM pH 5,0
Para obtengdo do tampdo foram preparadas duas solugdes. Para a solu¢do 1 foram

pesados 13,12 g de acetato de sédio (Vetec®), que foram dissolvidos em agua destilada até
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atingir um volume de 800mL; para a solu¢do 2 foram pipetados 3,43 mL de acido acético
Dindmica®) em 4agua destilada q.s.p 300 mL. Em seguida, foram retirados 293,72 mL da
solugdo 2 e adicionados a 706,28 mL da solucdo 1 totalizando 1L de tampao. O pH foi ajustado
para 5 com Hidréxido de Sédio (NaOH) 1,0 M.
e Solugdo de ABTS (2,2-azino-bis-(4cido 3 etilbenzotiazol-6-sulfonico)) 5 mM
Foram pesados 0,14g de ABTS (Sigma-Aldrich®) e dissolvidos em 4gua destilada q.s.p
50 mL.
e Solugdo de H,O2 2 mM
Foram pipetados 226,6 pL de H>O; (Dindmica ®) em agua destilada q.s.p 100 mL.
e Arzida Sédica 10%
Foram pesados 5 g de azida sodica (Merck®) e dissolvidos em qg.s.p. 50 mL de 4gua
destilada.

4.3 CONDICOES DE CULTIVO EM MEIO SOLIDO

Para o cultivo em meio solido, um disco de micélio de 6 mm foi transferido de uma
placa de meio so6lido de Sabouraud e Extrato de Malte 2% para uma placa de meio BGS,
contendo bagaco de cana como indutor da produgdo de enzimas lignoliticas (MACHADO;
MATHEUS; BONONI, 2005). Os fungos foram incubados a 28°C por 7 dias em estufas
(Tecnal®), apos esse periodo, o meio sélido foi rompido com auxilio de espatula e transferidos
para frascos tipo Erlenmeyer nos quais foram adicionados 30 mL de tampdo acetato de sddio
200 mM pH 5,0 para extragcdo das enzimas, os frascos foram colocados em Shaker por 30
minutos, 121 rpm e 28°C, apds esse periodo foi obtido o extrato bruto por filtracdo em funil de
Biichner com papel filtro do tipo Whatman n° 1 e coleta do sobrenadante, os extratos foram

acondicionados em tubos do tipo Falcon e armazenados em refrigerador até a analise.
4.4 CONDICOES DE CULTIVO EM MEIO LiQUIDO

O cultivo em meio liquido (BGS) para os fungos endofiticos foi feito em frascos
Erlenmeyer de 125 mL ou 250 mL, contendo 50 mL de meio liquido. Os frascos foram
autoclavados a 121°C por 20 min. Posteriormente, a inoculacdo foi feita com a transferéncia de
um disco de 6 mm de micélio fingico da placa para os Erlenmeyers em fluxo de capela laminar

(Veco®).
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O cultivo permaneceu em agitacdo constante em shaker (Innova®) a 28°C e 121 rpm.
Apos o tempo determinado de cultivo para cada ensaio, os meios foram filtrados com bomba a
vacuo (Diapump®) em funil de Biichner com papel filtro do tipo Whatman n° 1 e o
sobrenadante foi coletado e nomeados de extrato bruto enzimatico (EBE); os EBEs foram
transferidos para tubos tipo Falcon, nos quais foram adicionados 400 pL de 4zida sddica 10%

(v/v) e foram armazenados em refrigerador até a andlise.

Antes das andlises para determinacdo das atividades enzimaticas, 5 mL de cada extrato
foram filtrados com auxilio de seringa descartavel e filtro de membrana hidrofilica de

politetrafluoretileno hidrofilizado (H-PTFE) com porosidade de 0,45 um (Unifil®).

Para as curvas de 30, 15 e 10 dias as amostras foram retiradas a cada dia (3 Erlenmeyers

para cada fungo) e todo o contetido foi vertido e filtrado.

Nas curvas de 15 dias, o pH foi medido no inicio e apds a retirada de cada amostra em

pHmetro (Quimis®), assim como o pH inicial para cada amostra dos planejamentos fatoriais.
4.5 DETERMINACAO DE LACASE

O protocolo para a determinacdo da atividade de lacase consiste em expor o substrato
padrdo, ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), ao extrato bruto enzimatico e
monitorar a formagao do cation radical ABTS+ por espectrofotometria (absorbancia a 420 mn)
por 90 segundos de acordo com o protocolo estabelecido por Wolfenden e Wilsons (1982), com

adaptagoes.

Os ensaios foram realizados em placas de Elisa de 96 pogos, para cada amostra foram
adicionados 180 uL de tampdo acetato de s6dio 200 mM pH 5, 180 uL de extrato bruto
enzimatico, ¢ imediatamente antes da leitura foram adicionados 40 uL da solu¢ao de ABTS 5
mM. Uma leitura de absorbancia foi obtida a cada 5 segundos, totalizando 19 valores de
absorbancia por amostra, cada ensaio foi realizado em triplicata. A partir da correspondéncia
desses valores com o tempo do ensaio, uma fun¢do do primeiro grau (y = ax+b) foi obtida e o
coeficiente angular foi utilizado para o célculo da concentragdo enzimatica segundo a equacao
a seguir:

XAx Fd

Atividade = [ 106] Uigcase-mL™ Y (Equagio I);

minX



32

XA corresponde a média dos coeficientes angulares das triplicatas;
Fd ¢ o fator de dilui¢do, obtido pela equacao II;
tmin € 0 tempo do ensaio em minutos, que corresponde a 1,5;

e ¢ o coeficiente de extingdo molar especifico do ABTS, que ¢ 36000 para a
concentragdo de 1 mol/L em caminho optico de 1 cm, como o pogo da placa de 96 pocos de

Elisa mede 0,5 cm, utilizou-se o valor de 18000;
10° ¢ o valor de conversdo de mol para umol.

V0lincuba(;éo

Fd = Vol

(Equagao I1);

aliquota

O Volincubagao € 0 volume total do ensaio, 400 uL;

O Volgiiquota € 0 volume da amostra utilizado, 180 uL, como esses valores ndo se

alteram, o valor de Fd ¢ igual a 2,22 para todos os ensaios.

Os ensaios foram realizados no espectrofotdmetro Spectramax® Plus 384 (Molecular

devices, sunnyvale, USA) a 28°C.
4.6 DETERMINACAO DE PEROXIDASES TOTAIS

A determinagdo da atividade de peroxidases totais também consiste em expor 0 mesmo
substrato padrao, ABTS (2,2-azino-bis-(3 etilbenzotiazol-6-sulfonico)), ao extrato enzimatico,
mas agora, na presenca de peroxido de hidrogénio, e monitorar a formagdo do cation radical
ABTS+ por espectrofotometria (absorbancia a 420 nm) por 90 segundos (HEINZKILL et al.,
1998).

Os ensaios foram realizados em placas de Elisa de 96 pogos, para cada amostra foram
adicionados 140 uL de tampdo acetato de sodio 200 mM pH 5, 180 uL de extrato bruto
enzimatico, 40 uL de H,O> 2 mM e imediatamente antes da leitura foram adicionados 40 uL da
solugcdo de ABTS 5 mM. O célculo para a atividade de peroxidases totais foi 0 mesmo da
equacdo I, subtraindo-se o valor da atividade de lacases do valor da atividade de peroxidases

totais.
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_1 _ . . . .
Uperox totais-ML™" = Atividade,erox — Atividadeqcqses

(Equacgao III)

Os ensaios também foram realizados no espectrofotometro Spectramax® Plus 384

(Molecular devices, sunnyvale, USA) a 28°C.
4.7 PLANEJAMENTO FATORIAL

Foi selecionado um planejamento fatorial 23 com um ponto central para a otimizagio
da producdo de lacases e peroxidases totais pelos fungos. Na tabela 2 estdo representados os
fatores (varidveis de entrada): o pH inicial do meio de cultivo, a quantidade de peptona (fonte
de nitrogénio) e a quantidade de bagago de cana (indutor enzimatico); e os niveis selecionados

para eles e para o ponto central.

Tabela 2 - Fatores e Niveis selecionados para otimizagdo da produgdo enzimatica.

Fatores Niveis
Real Codificado -1 0 1
pH inicial X1 4 6 8
Peptona” X2 (g) 0 1 2
Bagaco de cana”  X; (g) 0,25 0,50 0,75

*Por cultivo (50 mL)

Na tabela 3 encontra-se a matriz do planejamento fatorial, na qual é possivel consultar

a combinacdo dos niveis de cada fator em cada combinagdo de ensaios.

Tabela 3 - Matriz do planejamento fatorial. “T” se refere as combinagdes dos ensaios (tratamentos) e “PC” se

refere ao ponto central, realizado em triplicata.

Ensaio X1 X2 X3
T1 -1 -1 -1
T2 1 -1 -1
T3 -1 1 -1
T4 1 1 -1
T5 -1 -1 1
T6 1 -1 1
T7 -1 1 1
T8 1 1 1
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PC 1 0 0 0
PC2 0 0 0
PC3 0 0 0

Todos os ensaios foram aleatorizados por sorteio antes da realizagdo. A varidvel
resposta foi definida como unidade de enzima por mililitros de extrato bruto enzimético

(Uenzima-mL™1) e a otimizagdo foi realizada por Metodologia de Superficie de Resposta.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas no Microsoft Excel® e no software Design

Expert 7.0.
4.9 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

Primeiramente, foi realizada uma observa¢ao morfoldgica e microscopica para agrupar
os diferentes isolados em grupos com caracteristicas semelhantes. Porém, diferentes autores
citam a ineficiéncia de uma andlise apenas morfologica para correta identificacdo de
microrganismos; portanto, para uma identificagdo mais fidedigna optou-se pela identificacao

molecular dos fungos isolados.
4.9.1 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Os fungos foram cultivados em placas com batata dextrose dgar (BDA) cobertas com
papel celofane e mantidas a 25 °C por até duas semanas, variando de fungo para fungo. O
micé¢lio foi removido com auxilio de palitos de madeira esterilizados e colocados em
microtubos de 2,0 mL juntamente com microesferas (beads), as amostras foram colocadas em
um disruptor de células (L-Beader 6, Loccus®) por 30 segundos a 4000 rpm, para liberacao do
DNA no meio. A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando o kit de purificacdo de
DNA gendmico da Promega (Wizard Genomic DNA Purification Kit) conforme o protocolo do

fabricante, com adaptacdes de Pinho et al. (2013).

4.9.2 AMPLIFICACAO DO DNA, SEQUENCIAMENTO E ANALISES
FILOGENETICAS

As regides génicas parciais correspondentes ao Internal transcribed spacer - 1TS

(regido espagadora interna transcrita, em portugués) e ao Nuclear Large subunit ribosomal
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ribonucleic acid - LSU foram amplificadas para cada isolado usando os seguintes primers da

tabela 4.

Tabela 4 - Sequéncias dos primers utilizados para amplificar as regides ITS e LSU.

Loco Sequéncia dos primers Referéncia

ITS1- 5> TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’
ITS White et al., 1990

ITS4 - 5° TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’

LR5 - 5" TCCTGAGGGAAACTTCG 3’ Vilgalys & Hester 1990
LSU
LROR - 5> GTACCCGCTGAACTTAAGC 3’ Rehner & Samuels, 1994

Cada reag@o de PCR foi preparada utilizando 18 uL de Platinum® PCR SuperMix, 0,4
uL de cada primer na concentracdo de 10 uM e 1,2 uL. de DNA gendmico (25 ng/uL). As
amplificagdes foram realizadas de acordo com as especificacdes de cada primer e do fabricante

da Platinum® PCR SuperMix.

O ciclo da PCR foi programado para desnaturacao inicial a 92°C por 4 minutos, seguido
de 35 ciclos de desnaturacao a 92°C por 40 segundos, anelamento a 52°C por 1 minuto e 30
segundos e extensdes a 72°C por 2 minutos antes da extensdo final a 72°C por 5 minutos. Os
produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 0,8 % corados com GelRed™
(Biotium Inc.) para verificar a pureza e tamanho dos fragmentos. Os produtos de PCR foram
purificados e sequenciados pela empresa especializada Macrogen Inc., Coreia, Seul, Republica

da Coreia (http://www.macrogen.com).

As sequéncias de nucleotideos foram editadas com o software MEGA X. Sequéncias

adicionais foram obtidas do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para comparagdo dos

isolados por uma andlise de BLAST (basic local alignment tool)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para possivel identificagdo com outras sequéncias
previamente depositadas no GenBank. As novas sequéncias futuramente serdo depositadas no

GenBank e ficardo disponiveis para consulta.



36

Para a andlise filogenética, as sequéncias editadas no MEGA X foram alinhadas pelo
software MUSCLE (KUMAR et. al, 2018). Baseando-se nas regides de ITS amplificadas, uma
analise de Maxima Verossimilhanga (ML - maximum likelihood, em inglés), para identificar
os isolados nesse estudo através da sua relacdo filogenética com outras espécies previamente
identificadas, foi realizada no RAXML-HPC v.8 on XSEDE na plataforma CIPRES Science
Gateway com 1.000 reamostragens para calculo dos valores de Bootstrap (BV) (MILLER, M.
A.; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010). A arvore filogenética foi visualizada no software FigTree
(RAMBAUT, 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

A arvore da qual os fungos foram isolados foi identificada pelo Prof. Christopher
William Fagg como Solanum falciforme Farruggia, ela foi escolhida devido a facilidade de
acesso. Essa espécie ¢ endémica do Brasil, restrita ao bioma Cerrado e pode ser encontrada
como arbusto ou arvore de até cinco metros de altura. Ela ¢ considerada parte do chamado
“grupo de S. crinitum”, que inclui pelo menos 10 espécies de Solanum com ocorréncia
confirmada no Brasil, a saber: S. crinitum Lam., S. lycocarpum, S. quaesitum C.V. Morton, S.
medusae e S. gomphodes Dunal; que junto com a S. falciforme Farruggia sdo encontradas fora
da Amazonia e S. altissimum Benitez, S. orientale Benitez, S. acanthodes Hook.f., e S.
tricuspidatum Dunal), que sio espécies exclusivas da Amazénia (GOUVEA; STEHMANN;
KNAPP, 2019).

Ela se assemelha, principalmente, as S. lycocarpum (lobeira) e S. crinitum, mas se
distingue pela presenca de pelos macroscopicos em formato de foice com pedinculos longos
nos caules jovens, nas inflorescéncias e no calice. Além da sua ocorréncia no Distrito Federal,
ela ja foi confirmada em Goias, na Bahia e em Minas Gerais (FARRUGGIA; BOHS, 2010).

Até o momento, ndo consta o registro dessa arvore no Herbério da Universidade de Brasilia,

Figura 6 - Solanum falciforme Farruggia.
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Foi realizada a coleta de duas folhas que foram designadas de P e G. A primeira, “P”,
mediu aproximadamente 8 cm e apresentou um formato deltéide (triangular) alongado na
extremidade, com suas margens lobadas. J4 a folha “G” mediu aproximadamente 14 cm, com
um formato falciforme e margens onduladas. Ambas sdo opacas dos dois lados das folhas,
cobertas de tricomas na superficie com e estrutura peninérvea (nervuras ramificadas), além

disso, a folha G apresentou um espinho no tergo inferior da sua superficie (Figura 7).

Figura 7 - folhas coletadas de Solanum falciforme Farruggia.

O isolamento seguiu o protocolo descrito na se¢do 4.1. Foram retirados 3 pedagos de

cada folha para obtenc¢do dos fungos, como pode ser visto na Figura 8 abaixo.

Figura 8 - Placas contendo os fragmentos de tecido vegetal para obtengdo dos isolados fingicos. (a) Folha “G”;
(b) Folha “P”.
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O resultado dos controles mostra que os fungos sdo, de fato, endofiticos e que também
ndo houve contaminacdo do ambiente. Nas Figuras 9 e 10 é possivel observar o crescimento de

dentro do tecido vegetal para o meio da placa.

Figura 9 - Controles e isolados com 3 dias de crescimento. (a) controle da dgua da ultima lavagem conforme o
protocolo de isolamento; (b) controle da superficie da folha “P”’; (¢) isolados da folha “G”; (d) controle do ambiente

(i.e. fluxo laminar); (e) controle.

Figura 10 - Isolados com 5 dias de crescimento. (a) Folha “P”; (b) Folha “G”.
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De cada placa foram isolados 3 fungos designados: P1, P2 e P3 e G1, G2 e G3, no
entanto, devido a contaminagao, o fungo G3 foi descartado. A observagao morfologica permitiu
inferir que os fungos G1 e G2 eram os mesmos que P2 e P3, respectivamente; portanto, optou-

se por seguir o trabalho apenas com os fungos isolados da folha “P”.

Figura 11 - Fungos isolados em meio SB/2%EM. (a) Fungo “P1”; (b) Fungo “P2”; (c) Fungo “P3”.

Os trés fungos apresentam coloragdo branca, no entanto o fungo “P1” apresentou
crescimento aéreo e superficial ao meio, com um aspecto cotonoso; enquanto os fungos “P2” e
“P3” apresentaram crescimento com estruturas imersas no meio solido e aparentam ser mais
“ralos” superficialmente (Figura 11). O fungo “P1” demora em média 7 dias para colonizar a

placa completamente; “P2” e “P3” demoram em média 12 dias.

5.1.1 EXTRACAO E AMPLIFICACAO DO DNA GENOMICO

A observacao morfoldgica ndo € suficiente para se chegar a uma correta identificagao,
uma vez que as caracteristicas dos microrganismos podem softrer, por exemplo, influéncias do

ambiente em que se encontram no momento em que foram isolados. Por isso, a identificacdo
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molecular ¢ mais apropriada para a correta identificacdo de microrganismos. Os 3 isolados da
folha “P” foram entdo submetidos ao processo para identificagdo molecular.

Para amplificagdo do DNA, selecionou-se primers de regides de ITS (ITS 1 e ITS 4 —
aproximadamente 500 pb), considerado o codigo de barras (barcode) para fungos, e LSU (LRS
e LROR — aproximadamente 800 pb (SCHOCH et al., 2012). Os produtos da PCR foram entdo
confirmados por meio da eletroforese de gel de agarose 0,8%, corado com GelRed ™ e revelado
em transluminador ultravioleta, conforme ilustrado pela Figura 12. As regides amplificadas
foram enviadas para purificacdo e sequenciamento na empresa especializada Macrogen Inc.,

Coreia.

Figura 12 - Confirmacao das regides génicas de ITS amplificadas. 1) “P17,2) “P2 e 3) “P3”. (M) Marcador 1Kb+.

As bandas amplificadas estdo proximas da segunda banda do marcador, indicando um
tamanho de aproximadamente 1300 pb, confirmando que as regides selecionadas foram, de

fato, amplificadas.

5.1.2 ANALISE FILOGENETICA

As sequéncias obtidas pela Macrogen Inc. foram editadas com o software MEGA X e,
entdo submetidas a comparacdo com amostras do GenBank utilizando-se o BLAST apenas das
regides de ITS amplificadas, pois a parte correspondente a regido LSU apresentou baixa
qualidade, segundo observado nos cromatogramas. Todas as sequéncias de ITS foram

relacionadas a sequéncias de regides de ITS do género Diaporthe. Essas sequéncias serdao
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depositadas no GenBank futuramente. A arvore filogenética foi construida pelo modelo de
Maxima Verossimilhanga.
Diaporthe garethjonesii
Diaporthe ovoicicola CGMCC 3.17093
Diaporthe amygdali CBS 126679
Diaporthe ternstroemia CGMCC 3.15183
Diaporthe fusicola CGMCC 3.17087
Diaporthe sterilis CBS 136969
Diaporthe kadsurae CFCC 52586
Diaporthe kadsurae CFCC 52588
Diaporthe kadsurae CFCC 52589
Diaporthe kadsurae CFCC 52587
Diaporthe acaciigena CBS 129521
—| — Diaporthe saccarata CBS 116311
— Diaporthe elaeagni-glabrae LC4802
L Diaporthesp.1 CFC2681
L piaporthe stictica CBS 370.54
Diaporthe macintoshii BRIP 55064a
Diaporthe vangueriae CPC 22703
— Diaporthe anacardii CBS 720.97
Diaporthe velutina LC4421
~|k— Diaporthe inconspicua CBS 133813
Diaporthe pterocarpi

—

Diaporthe diospyricola CPC 21169
-E Diaporthe psoraleae CPC 21634
— Diaporthe cissampeli CPC 27302
—— Diaporthe canthii CPC 19740

— Diaporthe isoberliniae CPC 22549
1¢ Diaporthe foeniculacea CBS 111553

Diaporthe maytenicola CPC 21896
-I——Diapodhe parapterocarpi CPC 22729
Diaporthe baccae CBS 136972
Diaporthe rhusicola CPC:18191
Ll{)iaporthe ravennica

Diaporthe chamaeropis CBS 454.81
Diaporthe cytosporella

Figura 13 - Relagdo filogenética de sequéncias parciais de ITS obtida por Maxima Verossimilhanga (ML) do

fungo P1. Os isolados neste estudo estdo destacados em negrito.
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Diaporthe compactum LC3083
Diaporthe ganjae CBS 180.91

Diaporthe sambucusii CFCC 51986

Diaporthe sambucusii CFCC 51987

— Diaporthe cichorii MFLUCC 17 1023

~ Diaporthe kongii

—— Diaporthe ovalisporaZJUD93
| - Diaporthe cuppatea CBS 117499
Diaporthe gulyae

& Diaporthe cucurbitae DAOM 42078

- Diaporthe schoeni MFLU 15 1279
Diaporthe angelicae CBS 111592

{Diaporthe subordinaria CBS 464.90

) ‘irDiaporthe arctii DP0482

Diaporthe neoarctii CBS 109490

Diaporthe phaseolorum AR4203

— Diaporthe convolvuli CBS 124654

Diaporthe endophytica CBS 133811

~ Diaporthe masirevicii BRIP 54256

Diaporthe yunnanensis LC6168

Diaporthe subellipicola KUMCC 17 0153

————— Diaporthe helianthi CBS 592.81

— Diaporthe lusitanicae CBS 123212

- Diaporthe acericola MFLUCC 17 0956

+ Diaporthe novem CBS 127269

Diaporthe terebinthifolii CBS 133180
Diaporthesp.2 CFC2679

Diaporthe maritima

Diaporthe schini CBS 133181

Diaporthe racemosae CPC 26646

H
0.050

Continuacio da Figura 13: Relacdo filogenética de sequéncias parciais de ITS obtida por Maxima

Verossimilhanga (ML) do fungo P2. Os isolados neste estudo estdo destacados em negrito.
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A reconstrugdo das relacdes filogenéticas entre organismos necessita da aplicagdo de
um método que considere e corrija varios eventos mutacionais no mesmo sitio. De maneira
resumida, a Méxima Verossimilhanga ¢ um método em que uma hipdtese € julgada por quao
bem ela prediz os dados observados; a arvore mais verossimil ¢ aquela que tem a maior
probabilidade de produzir as sequéncias observadas com base no modelo evolutivo selecionado
pelo pesquisador. Em outras palavras, a relacao de verossimilhanga de uma topologia, de acordo
com um alinhamento, ¢ a soma das verossimilhangas dessa topologia para cada um dos sitios
do alinhamento (DEMPSTER, 1972; FELSENSTEIN, 1981; HOLDER; LEWIS, 2003).

Pela relacdo filogenética estabelecida através das regides de ITS utilizadas, o isolado
“P1” se agrupou com a espécie Diaporthe stictica e o isolado “P2” foi agrupado com a espécie
Diaporthe maritima. No entanto, ¢ importante ressaltar que o tamanho dos ramos reflete
divergéncias entre as unidades taxondmicas operacionais terminais, que no caso desta analise
sd0 as espécies; na pratica, isso significa que nessa relacdo filogenética que foi estabelecida
pelas regides amplificadas, o isolado “P2” estd mais proximo de D. maritima do que “P1” esta
de D. stictica (Figura 13). Apesar de esse género ja ter sido relatado como um dos géneros mais
comuns de fungos endofiticos isolados (BOTELLA; DIEZ, 2011), para o conhecimento desse
trabalho, esse ¢ o primeiro relato de endofiticos do género Diaporthe em Solanum falciforme
Farruggia. Nao foi possivel realizar inferéncias sobre a relagdo filogenética através do
sequenciamento do isolado “P3”, pois o resultado do sequenciamento indicou contaminagao,
portanto, decidiu-se seguir o trabalho apenas com os isolados “P1” e “P2”. Uma nova tentativa
de identificacdo para o isolado “P3” serd realizada futuramente dos discos que estdo
conservados.

Ha apenas um relato da espécie D. maritima em Picea rubens (abeto vermelho), no
Canadi; da qual foi isolada os metabolitos Fomopsoélidos (Phomopsolides, em inglés) A, B e
C, que possuem atividade antibidtica contra bactérias Gram-positivas, sendo esses metabolitos
considerados dominantes para essa espécie. Além de um composto alfa-pirona estavel com
atividade inseticida (TANNEY et al., 2016). A espécie D. stictica também conta com apenas
um relato de ocorréncia em hospedeiro vegetal, tendo sido isolada pela primeira vez na Italia
de Buxus semperviens (buxo) por Ribaldi em 1954 e originalmente nomeado de Phomopsis
stictica (GOMES et al., 2013), maiores informagdes sobre a producdo de seus metabolitos
secundarios ndo foram encontradas.

Para se estabelecer uma relagdo filogenética mais precisa, principalmente do isolado

“P1” com alguma espécie de Diaporthe, ou ainda avaliar se se trata de uma espécie que ainda
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ndo foi identificada, serd necessario a amplificacdo de outras regides génicas, como TEF1-a, -
tubulina e calmodulina, que sdo regides utilizadas atualmente preconizadas para identificagao

molecular de espécies de Diaporthe (DISSANAYAKE, A., 2017).

5.1.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO GENERO Diaporthe

O género Diaporthe ¢ caracterizado por possuir conidiomata picnidial negro ostiolado
contendo fialides cilindricas e alongadas (Figura 14.B). As fialides s@o as estruturas que

produzem os conidios, que no caso desse género sdo hialinos, globosos (Figura 14.C),

filamentosos e nao septados (Figura 14.D).

: - . t L SAR | ’ v
Figura 14 - Morfologia de Diaporthe spp. (“P2”) Isolado de Solanum falciforme Farruggia. A. Colonia em BDA

depois de 14 dias. B. Conidiomata ramificado em meio de cultura. C. Massa de conidioforos e conidios. D.

Conidio6foros e conidios. Microscopia Optica. Barra de escala: 10 um



46

5.2 CULTIVO EM MEIO SOLIDO

Os fungos foram cultivados em meio s6lido BGS por 7 dias a 28°C para se verificar a
producdo de lacases e peroxidases totais segundo o protocolo descrito por Machado et. al.
(2005). Como no meio de manutencdo, SB/2% EM, o fungo “P1” manteve a mesma
caracteristica, crescendo mais superficialmente ao meio, esbranqui¢ado, porém ndo colonizou
totalmente a placa e cresceu com um aspecto mais enrijecido. Os fungos “P2” e “P3” cresceram
bem no meio so6lido e, nesse ambiente, apresentaram uma pigmentagdo esverdeada. A Figura

15 mostra as caracteristicas dos fungos no meio BGS.

Figura 15 - Fungos isolados em meio BGS. (a) Fungo “P1”; (b) Fungo “P2” frente; (c) Fungo “P2” verso; (d)

Fungo “P3” frente; (e) Fungo “P3” verso.
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Ao ser repicado novamente em meio SB/2%EM os fungos voltaram a apresentar as
caracteristicas vistas na Figura 11.

O experimento realizado com os extratos brutos obtivos do cultivo em meio solido nao
foi capaz de detectar atividade enzimatica, entdo se optou por realizar o cultivo em meio liquido

BGS.
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5.3 CULTIVO EM MEIO LiQUIDO

O cultivo em meio liquido foi realizado pelo mesmo periodo de 7 dias do cultivo em
meio solido. A observacao desses ensaios foi apenas qualitativa, pois se buscava saber se os
fungos eram ou ndo capazes de produzir lacases e peroxidases. A reagao tanto de lacases como
de peroxidases totais € colorimétrica e pode ser vista a olho nu; quando ha atividade enzimatica,
a oxidacdo do ABTS leva o extrato bruto, que era levemente amarelado, a se tornar azul-
esverdeado, quanto mais forte o tom de azul, maior a atividade enzimatica, um exemplo da
coloracdo do ensaio pode ser visto na Figura 16, realizado para determinar a atividade de lacases

de “P1” e “P2”.

Figura 16 - Placa de 96 pocos contendo extratos brutos de cultivo de 7 dias com atividade enzimatica de lacase.
Na coluna 1 e na coluna 2 (pogos A, B e C), correspondentes ao “P1” ¢ possivel ver a coloragdo azul-esverdeada
claramente, nos pogos D, E ¢ F da coluna 2 e na coluna 3, correspondentes ao “P2” € possivel ver apenas uma leve

coloragdo esverdeada, indicando uma atividade maior de “P1” do que a de “P2”.
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Como o resultado foi indicativo para produ¢do de lacases e peroxidases, seguiu-se a
realizagdo de uma curva de 30 dias para determinar qual seria o dia de produ¢do maxima de

enzimas para os fungos “P1” e “P2” nesse periodo.
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5.3.1 CURVA DE PRODUCAO ENZIMATICA DURANTE 30 DIAS

A degradagdao da lignina ¢ um processo oxidativo atribuido principalmente ao
metabolismo secundario, ou a disponibilidade restrita de carbono, nitrogénio ou enxofre, e
normalmente ndo ¢ degradado como unica fonte de carbono e energia (SILVA, L. S. et al.,
2010).

Os residuos lignocelulodsicos, presentes no meio-ambiente em grande quantidade, sdo
essencialmente compostos de celulose, hemiceluloses e lignina. Esses residuos podem ser
usados como fonte de substratos para indu¢do de producdo de diversas enzimas fungicas, com
vistas ao fornecimento de bioproutos para as industrias (EGGERT; TEMP; ERIKSSON, 1996).
Nesse estudo, o residuo bagago de cana foi empregado como indutor da producdo das enzimas
de interesse.

O fungo “P1” foi capaz de produzir tanto lacases quanto peroxidases. O pico da
producdo de lacases (152,31 U/mL) ocorreu no dia 10 e o de peroxidases totais (136,57 U/mL)
no dia 9. Apo6s o 12° dia a produgdo de peroxidases caiu para niveis proximos de zero,
permanecendo assim até o final da curva. No mesmo periodo, houve também uma queda na
producdo de lacases, mas seus niveis continuaram elevados em comparacdo a producdo de
peroxidases totais, provavelmente o fungo continuou produzindo lacases para aproveitar o
residuo lignoceluldsico de bagaco de cana para utilizd-lo como fonte de carbono para

manuten¢do de sua sobrevivéncia (Figura 17).
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Figura 17 - Grafico da curva de producdo enzimatica de lacases e peroxidases totais pelo fungo “P1” durante
30 dias.
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Sobre esse experimento, ¢ importante ressaltar que ele foi o unico realizado em um
espectrofotometro (Multimode Plate Reader EnSpire® - PerkinElmer) diferente do resto dos
outros ensaios, pois apos esse ensaio, devido a problemas técnicos do equipamento utilizado,
foi necessario buscar outro espectrofotometro para dar continuidade ao trabalho e realizar as
leituras. O célculo também ¢ realizado pela equacdo I, mas valor da absorbancia que o software
desse equipamento da como resposta oferece apenas um valor final como resultado da diferenca
entre a ultima leitura (1minuto e 30 segundos) e a primeira (30 segundos), o que ndo € o mais
apropriado para explicar uma reagdo cinética, podendo haver uma superestimagdo no célculo
das respostas. No entanto, como o objetivo desse experimento foi apenas verificar o dia de pico
da produgdo das enzimas de interesse, o resultado foi utilizado com essa finalidade.

O fungo “P2”, que também foi capaz de produzir as enzimas de interesse para o estudo,
teve seu pico de producao no dia 6 para peroxidases totais (19,02 U/mL) e no dia 26 para lacases
(26,63 U/mL), sendo a producdo de lacases superior a de peroxidases totais, como no fungo
“P1” (Figura 18). Provavelmente o fungo optou por utilizar a glicose disponivel no meio como
fonte de carbono para crescer e se manter até que esse recurso se esgotasse, precisando entdo
produzir lacases para deslignificar a parede celular do residuo de bagaco de cana para, entdo

utilizar esse recurso como fonte de manutengao.
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Figura 18 - Grafico da curva de producdo enzimatica de lacases e peroxidases totais pelo fungo “P2” durante 30

dias.
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Sabe-se que a producdo de enzimas lignoliticas ¢ influenciada por fontes de carbono e
nitrogénio do meio de cultivo, portanto, a fim de tentar antecipar o dia de maior produgao
enzimatica dos fungos, optou-se por retirar a glicose do meio, assim o fungo ndo teria uma fonte
de carbono simples e facil de metabolizar disponivel, tornando o ambiente estressante para ele
e induzindo a produ¢do enzimatica em estagios mais iniciais para utilizacdo do bagaco de cana
como fonte de carbono (SONGULASHIVILI, G. et. al., 2017).

Primeiramente, testou-se a capacidade dos fungos crescerem sem glicose, o resultado
pode ser visto na Figura 19. Naturalmente, os fungos cresceram melhor no meio contendo
glicose, uma fonte de carbono simples, do que no meio sem glicose, mas ambos foram capazes
de crescer com a restri¢do imposta. E interessante notar que, como no meio solido BGS, o fungo
“P2” em presenca de glicose produziu algum metabolito que deixou o meio esverdeado. Para
evitar que os fungos ndo crescessem o suficiente a ponto de ndo conseguirem produzir as
enzimas de interesse devido a falta de glicose, optou-se por suplementa-lo com peptona, uma
fonte organica de nitrogénio, na mesma quantidade em que a glicose estava presente
anteriormente (20 g/L). Estudos prévios citam a peptona como um indutor da produgdo de
lacase melhor do que outras fontes de nitrogénio inorganicas (BETTIN et al., 2009;

MIKIASHVILI ef al., 2006).

Figura 19 - Comparagao do crescimento fingico em meio liquido com e sem glicose por 8 dias. (a) “P1” em meio
sem glicose; (b) “P1” em meio contendo glicose; (c) “P2” em meio sem glicose; (d) “P2” em meio contendo

glicose.
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Para verificar o perfil de liberagdo enzimatica com a nova composi¢cdo do meio e para
selecionar o melhor tempo de incubagdo dos cultivos para os planejamentos fatoriais, realizou-
se novas curvas de atividade enzimatica de 15 dias para cada fungo. O pH também foi medido

durante o periodo do experimento.
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5.3.2 CURVA DE PRODUCAO ENZIMATICA DURANTE 15 DIAS

Foi observado que os dois fungos apresentaram um crescimento maior com peptona do
que com glicose, indicando que a insercdo de uma fonte de nitrogénio foi benéfica para o

metabolismo primario do fungo.
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Figura 20 - Gréfico da curva de produgdo enzimatica do fungo “P1” durante 15 dias.

A nova curva de producdo enzimatica mostrou que a produgdo de lacase foi iniciada
apos o 5° dia e a de peroxidases apds o 8° dia. Houve trés picos de lacase, um em 8 dias (65,77
U/mL), outro em 11 dias (38,63 U/mL) e o maximo em 14 dias (72,38 U/mL); o pico de
peroxidases totais ocorreu em 11 dias (46,77 U/mL). Como o objetivo foi verificar a producgao
e realizar a otimizacao da producdo tanto de lacases quanto de peroxidases totais, optou-se por
selecionar o 11° dia como melhor tempo para execug@o do planejamento fatorial do fungo “P1”

(Figura 20).

O pH inicial do meio era 5,5 e o fungo foi tornando-o mais basico com o passar dos
dias. No 11° dia, que foi o selecionado para a otimizagdo, o pH do meio era 8,8, no dia seguinte

o pH mais alto 8,9 foi marcado (Figura 21).
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Figura 21 - Grafico da curva de pH do fungo “P1” durante 15 dias.

A produgdo enzimatica do fungo “P2” em valor absoluto foi menor do que a do fungo
“P1”. O pico de producdo de peroxidases totais foi no dia 10 (13,55 U/mL) e no dia 12 para
lacases (41,21 U/mL). Para o planejamento fatorial de “P2” foi selecionado o 10° dia, quando
houve a maior produ¢do de peroxidases totais e houve producao de lacases também, ainda que
ndo tenha sido o pico, pois no pico de lacases ndo houve produgdo de peroxidases totais. Os

resultados podem ser vistos na Figura 22 abaixo.
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Figura 22 - Grafico da curva de produgdo enzimatica do fungo “P2” durante 15 dias.
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O pH inicial do meio medido foi de 5,7; no 10° dia, o pH do meio era 7,5. O fungo “P2”
s0 atravessou a faixa de pH de 8 no 13° dia de cultivo, permanecendo assim até o final. A curva
de pH pode ser vista na Figura 23. De modo geral, o pH do meio de “P2” foi ligeiramente mais

baixo do que o de “P1”.

O pH aumentou gradualmente nas duas curvas e ndo apresentou variagdes agudas
durante o cultivo. A literatura relata uma tendéncia de diminui¢ao do pH concomitante ao final
do pico de producao de lacases, pois com o aumento da massa micelial e o consumo das fontes
de carbono e nitrogénio além da fonte de amonia presente no meio leva o metabolismo do fungo
a liberar H" para o meio, acidificando-o e diminuindo a producao de lacase (STERNBERG;
DORVAL, 1979). Nesse trabalho, ndo se verificou essa queda no pH ap6s o pico de lacase.
Entretanto, para a producgdo de peroxidases sdo relatadas faixas de pH mais amplas, variando

entre 2,0 ¢ 9,0 (HOFRICHTER et al., 2010; MARTINHO et al., 2019).
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Figura 23 - Grafico da curva de pH do fungo “P2” durante 15 dias.

Nao ¢ possivel estabelecer uma comparagao direta de producdo enzimatica de lacases e
peroxidases totais dentro do género Diaporthe, pois a literatura sobre o tema ainda ¢ escassa,
mas comparando com outros fungos endofiticos, os isolados desse estudo mostram valores de
atividade superiores do que os encontrados em um estudo com o fungo endofitico Myrothecium
verrucaria MD-R-16, isolado de Cajanus cajan, que produziu uma atividade maxima de 11.37
+ 0.26 U/mL de lacase utilizando glicose como fonte de carbono e peptona como fonte de
nitrogénio, o fungo nao produziu peroxidases (DAN et al., 2015). Em um estudo de Martinho

et. al. (2019) com isolados endofiticos de espécies vegetais de manguezal mostra uma produgao
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maior de lacases para Fusarium sp. (41,5 U/L) e Hypocrea lixii (38,0 U/L) e também mostra a
capacidade de um Diaporthe sp. em produzir lignina peroxidase (36,2 U/L) e manganés

peroxidase (19,6 U/L) em cultivo de 7 dias e 28°C em caldo de extrato de malte (Ox0id®) 3%.

Se comparados com a producdo de enzimas lignoliticas de basidiomicetos, os isolados
deste trabalho apresentam uma produgdo bem menor, como recentemente mostrado por
Schneider et. al. (2018) que encontrou um nivel de producao de lacase maximo de 6818 U/mL

para o basideomiceto Marasmiellus palmivorus VE111.
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5.4 PLANEJAMENTO FATORIAL

Os processos industriais requerem enzimas que devem ser produzidas com alto
rendimento por meio de processos fermentativos simples e de baixo custo (CORREA et al.,
2014). Portanto, buscou-se otimizar a producdo enzimatica dos dois fungos por meio de
planejamentos fatoriais.

Para o planejamento fatorial, decidiu-se investigar a influéncia da fonte de nitrogénio
(quantidade de peptona), da fonte de carbono (quantidade de bagago de cana) e o pH inicial do
meio sobre a resposta. O ponto central foi ajustado para pH inicial 6, peptona 1 g e 0,5 g de
bagago de cana.

5.4.1 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LACASE PELO FUNGO “P1”

A Tabela 5 mostra as combinacdes de fatores de cada ensaio e os seus respectivos

resultados para a atividade de lacase obtidos pelo planejamento fatorial realizado.

Tabela 5 - Resultados experimentais da atividade enzimatica de lacase obtidos pelo planejamento fatorial 23 do
fungo “P1”. X1: pH inicial; X2: peptona; X3: bagaco de cana. As quantidades de X2 e X3 sdo referentes a cada

cultivo de 50 mL

Niveis

Ensaios Atividade de

X X, (g) X; (g) Lacase (U/mL)
Tl 4 0 0,25 0,00
T2 8 0 0,25 0,00
T3 4 2 0,25 28,86
T4 8 2 0,25 2.97
5 4 0 0,75 0.82
T6 8 0 0,75 0,00
7 4 2 0,75 90,69
8 8 2 0,75 6,66
PC 1 6 1 0,50 0,00
PC 2 6 1 0,50 0,00
PC 3 6 1 0,50 0,00
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Os pontos centrais ndo produziram atividade nesse experimento, o que pode se dever ao
fato de que eles tiveram seu pH inicial e a quantidade de peptona ajustados. Apenas a
combinac¢do dos ensaios T3, T4, TS5, T7 e T8 apresentaram atividade enzimdtica. A melhor
combinagdo para a produ¢do de lacase para “P1” foi a do ensaio T7, com o pH inicial 4 e os

niveis de peptona e bagago de cana no nivel +1.

Observando-se cada fator de maneira independente (Tabelas 5 e 6), o efeito do pH
inicial foi negativo (-27,69) e pode ser exemplificado pela comparacdo entre os ensaios T3 e
T4, TS e T6 ¢ T7 e T8, em todas essas comparacdes ¢ possivel ver que o aumento de pH,
enquanto o nivel de peptona e de bagago de cana eram os mesmos (+1, -1; -1, +1 e +1, +1,
respectivamente) reduziu a resposta. De forma semelhante, € possivel observar o efeito positivo
da peptona (32,09) sobre a resposta quando os ensaios T1 e T3, T2 e T4, TS e T7 e T6 e T8 sdo
comparados, em todas essas comparagdes ha um aumento na resposta quando o fator X passa
do nivel -1 para o +1 e os outros dois niveis estdo fixos (-1, -1; +1, -1; -1, +1 e +1, +1,
respectivamente.). E assim como a peptona, o aumento do bagaco de cana afeta a resposta de
maneira positiva (16,59), efeito esse exemplificado pela comparagdo entre os ensaios T3 e T7,
T4 e T8 e TS e T1, nos quais a resposta aumenta quando o fator X3 passa do -1 para o +1 e os

outros fatores permanecem iguais entre os ensaios (-1, +1; +1, +1 e -1, -1, respectivamente).

Em resumo, um efeito positivo significa que o aumento de um fator de um nivel mais
baixo até certo nivel mais alto deve aumentar a resposta; e um efeito negativo significa que esse
aumento deve causar uma diminui¢do da resposta. Mas apenas essa analise ndo ¢ suficiente para
determinar a significancia de cada fator e suas possiveis interacdes para a resposta, portanto

uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada e estd resumida na Tabela 6.

A andlise estatistica mostrou um modelo bem perto da significancia e um bom valor do
coeficiente de determinacdo de 0,9413, o coeficiente de determinagdo indica que quanto mais
préximo de 1,00, melhor o ajuste do modelo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010,
p.229).

O pH inicial do meio e a quantidade de peptona, assim como a interagdo entre eles foram

os Unicos fatores significativos, essa informagao também estd ilustrada na figura 24.
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Tabela 6 - Analise de variancia (ANOVA) para o modelo linear utilizado na otimizacdo de lacase do fungo

“P1”.

FV SQ gl MQ valordeF  p-valor Efeito
Model 6588,622 6 1098,1 8,0269 0,0579

A: pH inicial 1533,084 1 1533,08 11,198  0,0442" -27,69
B: Peptona 2059,347 1 2059,34 15,042  0,0304" 32,09
C: Bagaco de cana 550,357 1 550,357 4,02 0,1387 16,59
AB 1487,797 1 1487,8 10,867  0,0459" -27,28
AC 434,683 1 434,683 3,175 0,1728 -14,74
BC 523,358 1 523,358 3,823 0,1455 16,18
Falta de ajuste 410,726 1 136,909

Erro puro 0 2 410,726

FV: fonte de varia¢do; SQ: soma dos quadrados; g.l.: graus de liberdade; MQ: quadrado médio; R2= 0,9413.

*Nivel de significancia de 95%

t-Value of |Effect|

Pareto Chart

6.58 BonferroniLint 6,574
4.93 —|
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Figura 24 - Grafico de Pareto dos efeitos dos fatores e suas interagdes sobre a resposta (atividade de lacase do

fungo “P1”). A: pH inicial, B: peptona, C: bagago de cana. Nivel de significancia de 95%.
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O gréfico de Pareto determina a magnitude e a importancia dos efeitos. As barras que
cruzam a linha de referéncia sdo estatisticamente significativas. Logo, a Figura 25 corrobora
com os dados da Tabela 6, que indicam a significancia estatistica do efeito do pH inicial do

meio e da quantidade de peptona sobre a resposta, assim como da sua interagao.

Apesar do modelo ndo ter alcangado a significancia estatistica, o desenho da superficie
de resposta, que pode ser visualizado na Figura 25, mostra uma tendéncia de a resposta ser

maior quando o X; estd no menor nivel (4) e X2 e X3 no maior nivel (2 g e 0,75 g,

respectivamente).

100

75

Lacase (U/mL)

8.00

0.00  4.00

A: pH inicial

Figura 25 - Grafico da superficie de resposta para a atividade de lacase (U/mL) em fungdo da quantidade de

peptona (X2) (g) e do pH inicial do meio (X1) para o fungo “P1”. Xs: +1.

Segundo esse modelo, a atividade enzimatica de lacase para “P1” pode ser calculada

pela equacao I'V:

—43,8155 x 7,26825 x pH inicial x 40,7795 x peptona x 89,279 bagacgo de cana x
— 6,818625 x pH inicial x peptona x

— 14,7425 x pH inicial x bagacgo de cana x 32,353 peptona x bagaco de cana

(Equacgao IV)
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5.4.2 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE PEROXIDASES TOTAIS PELO FUNGO
“Pl”

A Tabela 7 abaixo mostra a combinacdo entre os niveis e fatores para cada ensaio.
Novamente os pontos centrais ndo produziram atividade enzimatica e as unicas combinagdes
com resultado foram os do ensaio T3 (Xi: -1; X2: +1 e X3: -1) e do ensaio T6 (Xi: +1; Xa: -1;

Xs: +1).

Tabela 7 - Resultados experimentais da atividade enzimatica de peroxidases totais obtidos pelo planejamento
fatorial 23 do fungo “P1”. X1: pH inicial; X2: peptona; X3: bagago de cana. As quantidades de Xz e X3 sdo referentes

a cada cultivo de 50 mL.

Ensaios Niveis ?2:(;2?(;1;52:
X1 X2 (g) X3 (g) Totais (U/mL)
T1 4 0 0,25 0,00
T2 8 0 0,25 0,00
T3 4 2 0,25 15,10
T4 8 2 0,25 0,00
TS 4 0 0,75 0,00
T6 8 0 0,75 0,94
T7 4 2 0,75 0,00
T8 8 2 0,75 0,00
PC1 6 1 0,50 0,00
PC2 6 1 0,50 0,00
PC3 6 1 0,50 0,00

Tanto o efeito do pH, quanto o do bagaco de cana foram negativos sobre a resposta, ja
o efeito da peptona foi positivo. A combinag¢ao entre pH inicial do meio e o bagaco de cana foi

a unica positiva.

Nao ¢ possivel estabelecer uma relagdo dos fatores, nos niveis em que foram estudados,
sobre a resposta e ¢ isso que a analise estatistica mostra (Tabela 8), nenhum dos fatores e

nenhuma interacdo entre eles foi considerada significativa, assim como o modelo também nao
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foi. No entanto, nota-se novamente uma tendéncia de se obter uma resposta maior quando o pH

estd no nivel mais baixo (-1) e a quantidade de peptona no nivel mais alto (+1) (Figura 26).

Tabela 8 - Analise de variancia (ANOVA) para o modelo linear utilizado na otimizagdo de peroxidases totais do

fungo “P1”.

FV SQ gl MQ valorde F  p-valor Efeito
Modelo 171,625 6 28,604 342481  0,1699

A:pH 25056 1 25,056 300 0,1817  -3,54
B: Peptona 25056 1 25056 3,00 0,1817 3,54
C: Bagaco de cana 25,056 1 25,056 3,00 0,1817 -3,54
AB 32,152 1 32,152 3,84962  0,1446 4,01
AC 32,152 1 32,152 3,84962  0,1446 4,01
BC 32,152 1 32,152 3,84962  0,1446 4,01
Falta de ajuste 25,056 1 25,056

Erro puro 0 2 0

FV: fonte de variagdo; SQ: soma dos quadrados; g.l.: graus de liberdade; MQ: quadrado médio; R2= 0,8726.

*Nivel de significancia de 95%

Peroxidases Totais (U/mL)

B: Peptona 1

A: pH inicial

Figura 26 - Grafico da superficie de resposta para a atividade de peroxidases totais (U/mL) em funcdo da

quantidade de peptona (X2) (g) e do pH inicial do meio (X1) para o fungo “P1”. X3 esta fixado no nivel -1.
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A equacdo V definida pelo modelo para o calculo da atividade de peroxidases totais esta
descrita abaixo, no entanto ¢ necessario ressaltar que o modelo ndo alcangou a significancia
estatistica para os niveis em que esses fatores foram testados. Portanto, o mais indicado seria
repetir o planejamento fatorial com niveis mais afastados para cada fator, ou ainda, com outros

fatores que ainda ndo foram considerados para a obtengdo de um modelo significativo.

Peroxidases totais
= 11,0885 x 7 — 1,88725 x pH inicial x 11,7935 x peptona x
— 23,117 bagacgo de cana x

—1,002375 x pH inicial x peptona x 4,0095 x pH inicial x bagaco de cana x
— 8,019 peptona x bagago de cana

(Equacao V)
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5.4.3 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LACASE PELO FUNGO “P2”
Para o fungo “P2”, o resultado da atividade de lacase, assim como a combinacdo dos

fatores e niveis de cada ensaio estdo descritos na Tabela 9 abaixo.

Tabela 9 - Resultados experimentais da atividade enzimatica de lacase obtidos pelo planejamento fatorial 23 do
fungo “P2”. X1: pH inicial; X2: peptona; X3: bagaco de cana. As quantidades de X2 e X3 sdo referentes a cada

cultivo de 50 mL

Ensaios Niveis Atividade de
X, X2 (g) X; (g) Lacase (U/mL)
Tl 4 0 0,25 0,85
T2 8 0 0,25 0,00
T3 4 2 0,25 31,03
T4 8 2 0,25 0,00
5 4 0 0,75 0,00
T6 8 0 0,75 0,061
7 4 2 0,75 0,00
T8 8 2 0,75 0,00
PC 1 6 1 0,50 22,06
PC 2 6 1 0,50 23,35
PC3 6 1 0,50 26,46

Nesses ensaios, as combinagdes de T1, T3, T6 e os pontos centrais resultaram em
atividade enzimatica, sendo T3 a combinagdo (-1, +1, -1) com maior valor de atividade.
Novamente, o efeito do pH foi negativo sobre a resposta, assim como o efeito do bagago de
cana, o efeito da peptona também foi positivo para produgao de lacase para “P2”. Observando
apenas a tabela, ¢ dificil estabelecer uma relacdo dos fatores sobre a resposta, o que ¢

confirmado pela analise de variancia dos dados (Tabela 10).
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Tabela 10 - Analise de varidncia (ANOVA) para o modelo linear utilizado na otimizagdo de lacase do fungo “P2”.

FV SQ gl MQ valordeF  p-valor Efeito
Modelo 722,664 6 120,444 2,9233  0.2036

A:pH 126,556 1 126,556  3,0716  0.1780  -7,955
B: Peptona 113,394 1 113,394 2,7522 0.1957 7,523
C: Bagaco de cana 126,556 1 126,556 30716 01780  -7,955
AB 114,315 1 114315 27745 0.1944  -7,560
AC 127,528 1 127,528 3,0952 01768  7,9825
BC 114,315 1 114315 27745 0.1944  -7,560
Curvatura 869,505 1 869,505 21,103 0.0194"

Falta de ajuste 113,394 1 113,394 22208 0.0422"

Erro puro 10,2112 2 5,106

FV: fonte de variagdo; SQ: soma dos quadrados; g./: graus de liberdade; MQ: quadrado médio; R2= 0,85394.

*Nivel de significancia de 95%

A maior resposta obtida segue a tendéncia dos ensaios anteriores: a resposta aumenta

quando pH esta no nivel mais baixo e a peptona no nivel mais alto (Figura 27).

Nenhum fator ou interag@o de fatores foi considerada significativa para esses niveis em
que foram analisados. O coeficiente de determinacdo foi de 0,8594; porém a falta de ajuste do
modelo obteve significancia (p<0,05), o que indica que esse modelo ndo pode ser utilizado para

prever o efeito dos fatores sobre a resposta.

Ademais, a curvatura também foi significante, essa fonte de variagao (FV) reflete o quao
bem o modelo prevé a resposta quando todos os fatores estdo no nivel 0 (pontos centrais). A
significancia da curvatura indica que esse modelo, que ¢ linear, ndo consegue explicar muito
bem a regido central dos dados e ndo deve ser utilizado para predizer o efeito dos fatores sobre
a resposta, pois a andlise encontrou residuos muito grandes nesta regiao. Portanto, um modelo
com termos cubicos ou quadraticos pode ser tentado futuramente, se houver a adi¢do de mais

pontos para serem estudados na analise.
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Lacase (U/mL)

A: pH inicial

Figura 27 - Grafico da superficie de resposta para a atividade de lacase (U/mL) em func¢do da quantidade de

peptona (X2) (g) e do pH inicial do meio (X1) para o fungo “P2”. X3 estd no nivel -1.
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5.4.4 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE PEROXIDASES TOTAIS PELO FUNGO
“Pz”

Por fim, as atividades de peroxidases totais para o fungo “P2” estdo descritas na Tabela

11 junto com as combinagdes de fatores e niveis para cada ensaio.

Tabela 11 - Resultados experimentais da atividade enzimatica de peroxidases totais obtidos pelo planejamento
fatorial 23 do fungo “P2”. X1: pH inicial; X2: peptona; X3: bagago de cana. As quantidades de Xz e X3 sdo referentes

a cada cultivo de 50 mL

Ensaios Nivels ?Eféf?ffsgse
X1 X2 (g) X3 (g) Totais (U/mL)
T1 4 0 0,25 0,00
T2 8 0 0,25 0,00
T3 4 2 0,25 0,00
T4 8 2 0,25 0,00
TS5 4 0 0,75 0,00
T6 8 0 0,75 0,00
T7 4 2 0,75 12,213
T8 8 2 0,75 0,039
PC1 6 1 0,50 12,081
PC2 6 1 0,50 7,062
PC3 6 1 0,50 2,075

Além dos pontos centrais, apenas os ensaios T7 e T8 tiveram producdo de peroxidases
totais. Comparando os dois, a diferenga estd no nivel do pH, quando o pH inicial do meio esta
no nivel -1, a resposta foi maior do que quando o pH esta no nivel +1, seguindo a mesma
tendéncia das outras andlises e podendo ser vista na Figura 28, que mostra a superficie de

resposta desse planejamento.

Para esse experimento, novamente o efeito do pH inicial foi negativo e o da peptona

positivo, assim como o efeito do bagago de cana. A analise estatistica ndo detectou nenhum
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fator ou interag@o de fatores significante sobre a resposta nos niveis em que foram analisados

(Tabela 12).

Tabela 12 - Analise de varidncia (ANOVA) para o modelo linear utilizado na otimizagdo de peroxidases totais do

fungo “P2”.
FV SQ gl MQ valordeF  p-valor Efeito
Modelo 111,869 6 18,645 08155  0,6210
A:pH 18,526 I 18526 08103 04344  -3,04
B: Peptona 18,764 1 18764  0,8207 04317 3,06
C: Bagaco de cana 18,764 1 18764  0,8207 04317 3,06
AB 18,526 1 18,526 08103 04344 304
AC 18,526 1 18,526 08103 04344 304
BC 18,764 1 18764  0,8207 04317 3,06
Falta de ajuste 18,526 1 18,526  0,7401 04803
Erro puro 50,060 2 25,030

FV: fonte de variagdo; SQ: soma dos quadrados; g./: graus de liberdade; MS: quadrado médio; R2= 0,6200. *Nivel

de significancia de 95%

A falta de ajuste também ndo foi significante, mas o coeficiente de determinagdo foi
baixo (0,6200), unindo esses dois fatos com a falta de significancia do modelo, conclui-se que
ndo ¢ possivel utiliza-lo para predizer o efeito dos fatores sobre a resposta, necessitando-se
analisar a influéncia dos fatores com niveis mais afastados ou ainda outros fatores que possam

ser significantes para a resposta.

Os resultados dos planejamentos fatoriais realizados, apesar de ndo indicarem a
significancia dos modelos e dos fatores para a resposta, exceto do pH, da peptona e da sua
interagdo para a producdo de lacases de “P1”, indicam uma tendéncia da producdo dessas

enzimas ser melhor em faixas de pH inicial mais acidas (Figura 28).
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Peroxidases Totais (U/mL)

6

A: pH inicial

Figura 28 - Grafico da superficie de resposta para a atividade de peroxidases totais (U/mL) em funcdo da

quantidade de peptona (X2) (g) e do pH inicial do meio (X1) para o fungo “P2”.

No entanto, ¢ preciso investigar melhor os fatores peptona e bagaco de cana e a relagdo
carbono / nitrogénio que eles fornecem para o meio de cultivo, pois outros estudos
demonstraram que uma relacdo alta desses dois elementos, apesar de ser benéfica para o
crescimento micelial, prejudica a expressao de enzimas lignoliticas (D’AGOSTINI et al., 2011;
MARQUES DE SOUZA; ZILLY; PERALTA, 2002; SCHNEIDER, W. D. H. et al., 2018; XU,
F., 1997).

Um estudo conseguiu realizar a otimizagdo da producdo de lacases para o fungo
endofitico Myrothecium verrucaria MD-R16 considerando os fatores: tempo de fermentacao,
temperatura e pH inicial do meio chegando em um valor maximo de 16,53 U/mL com a
combinacdo de 4 dias de fermentacdo, 30°C e pH inicial 6 (DAN et al., 2015). Outro estudo de
otimizagdo obteve sucesso na producdo de lignina peroxidase em pH 9,0 e 37°C e na produgao
de manganés peroxidase em pH 5 e 45°C para Fusarium sp. (MARTINHO et al., 2019).

Considerando a variagdo de condi¢des para producdo de peroxidases, para estudos
futuros, essas enzimas serdo analisadas de forma independente (manganés peroxidases e lignina

peroxidases), para que sejam avaliados seus perfis de produgao.
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5.5 CULTIVO EM MEIO LIQUIDO COM OS 3 FATORES DO PLANEJAMENTO
FATORIAL NOS NiVEIS +1

Tendo em vista que, nos dias selecionados para a realizagao dos planejamentos fatoriais
o pH estava na faixa de 8, decidiu-se investigar se o pico de produgdo poderia ter acontecido
antes dos 11° e 10° dias para “P1” e “P2”, respectivamente; pois, potencialmente, o periodo de
adaptagdo dos fungos seria encurtado e a producdo enzimatica seria adiantada, ou ainda, se o
aumento de pH de 4 para 8 era um fator inibitério para a produgdo enzimatica. Para investigar
essa hipotese, seguiu-se a uma nova curva de 10 dias para cada fungo, com a metodologia
descrita na se¢do 4.3. Essa informagdo também poderia ser importante para justificar a
influéncia negativa do aumento do pH inicial visto nos planejamentos fatoriais apresentados.

A curva do fungo “P1” estd demonstrada na Figura 29, com pico de producio de
peroxidases totais no 2° dia (4,28 U/mL). A maior produ¢do de lacase ocorreu no 8° dia (3,44
U/mL). De fato, o pico de producdo realmente aconteceu antes do 11° dia para peroxidases
totais, se comparado com os valores do planejamento fatorial, porém com valores de producao
abaixo daqueles obtidos na curva de 15 dias para “P1”. J4 para lacase, o resultado do 11° dia

obtido no planejamento fatorial (6,66 U/mL) foi mais alto do que o encontrado nessa curva.
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Figura 29 - Grafico da curva de produgdo enzimatica de “P1” durante 10 dias em cultivo com todos os niveis do

planejamento fatorial no nivel +1.
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Figura 30 - Grafico da curva de produgdo enzimatica de “P2” durante 10 dias em cultivo com todos os niveis do

planejamento fatorial no nivel +1.

Para o fungo “P2”, o pico de peroxidases totais ocorreu no 4° dia (3,75 U/mL) e para
lacase no 5° dia (1,48 U/mL). Esses valores foram maiores do que aqueles encontrados no
planejamento fatorial (0,04 U/mL e 0,00 U/mL) para o ensaio T8 (+1; +1; +1), confirmando
que o pico de atividade enzimatica para as enzimas estudadas ocorreu antes dos 10 dias, que foi
o periodo selecionado para a otimizagdo, mas em valores menores do que os pontos centrais e
do que aqueles encontrados nas curvas de atividade enziméatica de 15 dias (Figura 30).

Também foi observado empiricamente nesse experimento realizado que o fungo nao
cresceu tanto quanto quando o pH inicial do meio era mais baixo. Considerando o ciclo de
crescimento microbioldgico, infere-se que, nas condicdes testadas, os fungos tiveram sua fase
lag (fase de adaptacdo) e sua fase log (fase de crescimento) encurtadas, chegando na fase
estaciondria mais rapidamente; mas, por terem tido suas primeiras fases encurtadas, eles ndo
foram capazes de crescer o suficiente para uma produ¢do enzimatica maior, como ocorre
quando o pH inicial do meio é mais baixo ¢ como foi demonstrado pelos planejamentos
fatoriais. Portanto, infere-se que os fungos se beneficiam de um pH inicial mais acido para
crescer, ainda que as curvas de pH indiquem uma faixa final de 8 do meio de cultivo no dia em

que houve o pico enzimatico das enzimas de interesse. Isso esta de acordo com um estudo que
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relatou um pH inicial entre 4,5 e 6,0 para producdo enzimdtica (ABD EL MONSSEEF;
HASSAN; RAMADAN, 2016).

Para estudos futuros em busca da otimizacdo da producdo de lacases e peroxidases totais,
sugere-se investigar outros fatores que possam interferir na resposta, como foi demonstrado que
a introdu¢do de complexos de cobre no meio de cultivo induziu a producdo de lacases em
basidiomicetos (VRSANSKA et al., 2016); em outro estudo, foi demonstrado que a introdugao
de fons de Cu *" e Fe ** foi capaz de induzir a transcrigdo do gene da lacase no basidiomiceto
Trametes velutina 5930 (YANG et al., 2016). Ainda, a relagdo carbono / nitrogénio, pH em
outras faixas, temperatura e outros residuos lignocelulésicos podem ser analisados, pois sdo
fatores que podem influenciar diretamente e produgdo de lacases e peroxidases, como ja foi
demonstrado por diversos autores (ASGHER; ASAD; LEGGE, 2006; BETTIN et al., 2009;
MIKIASHVILI et al., 2006; SCHNEIDER, W. D. H. et al., 2018; WANG, F. et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

O trabalho foi bem sucedido em isolar fungos endofiticos de uma espécie vegetal do
Cerrado brasileiro que para a qual ainda nao havia relatos da presenca desses microrganismos.
Além disso, os isolados tiveram seus géneros identificados por filogenia molecular utilizando
aregido ITS e os resultados servirdo como base para confirmar as espécies amplificando outras
regides génicas como calmodulina, B-tubulina e TEF1-c.

As curvas de 30 dias para os dois fungos mostraram que os isolados foram capazes de
produzir tanto lacases quanto peroxidases totais, enzimas de interesse industrial. Nas curvas de
15 dias, foi possivel ver que a adi¢do da peptona no meio beneficiou o crescimento do micélio
fingico, mas ainda ¢ necessario ver como a relagdo carbono / nitrogénio afeta a produgdo
enzimatica. A troca de glicose por peptona antecipou o pico de lacases de 10 para 8 dias, mas
atrasou o de peroxidases totais de 9 para 10 dias no caso do “P1”; no caso de “P2” a troca
antecipou o pico de lacase de 26 dias para 12 dias, mas também adiou o de peroxidases totais
de 6 para 10 dias.

Os fatores selecionados para realizagdo da otimizagao, nos niveis em que foram testados,
ndo resultaram em nenhum modelo ou fator com significancia estatistica, a ndo ser o pH inicial,
a peptona e a interacdo entre os dois para a producdo de lacase para o isolado “P1”; nem
apresentaram uma atividade maior do que o picos de produ¢do observados nas curvas de 15
dias para os dias selecionados para os planejamentos fatoriais (P1: 38,63 Ulacase/mL; 46,77
Uperoxidases totais’/ML €; P2: 41,21 Ulacase/mL ; 13,55 Uperoxidases totais/mL), mas geraram resultados
que podem ser utilizados como base para novas tentativas de otimizacao, avaliando os fatores
em outros niveis ou avaliando outros fatores.

De forma geral, esse trabalho gerou dados inéditos e relevantes para se expandir a escassa

literatura sobre a producgdo de enzimas lignoliticas por fungos endofiticos do género Diaporthe.
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