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RESUMO

Os endofiticos sdo microrganismos, geralmente fungos e bactérias, gque vivem sistematicamente
no interior das plantas, sem causar aparentemente dano a seus hospedeiros. A cultura do
maracujazeiro possui significativa participacdo no mercado nacional. A evolugdo da producdo do
maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) ajudou a permitir o destagque do
Brasil como maior produtor mundial. Fungos endofiticos sdo capazes de produzir substancias de
interesse biotecnoldgico, entre elas algumas enzimas que possuem aplicacbes em processos
industriais. O objetivo deste trabalho foi realizar a avaliacdo da atividade enzimatica, como a
producdo de celulase e amilase, de fungo endofitico isolado de Passiflora spp.

Palavras-chave: fungos endofiticos, enzimas, caracterizacao.

INTRODUCAO

Microrganismos endofiticos vivem no interior de plantas habitando, de modo geral, suas
partes aéreas como caules e folhas, sem causar, aparentemente, qualquer dano aos seus
hospedeiros. Eles distinguem-se dos patogénicos, que causam doencas nas plantas, e dos
epifiticos que vivem na superficie dos vegetais®.

A primeira descricao de fungos endofiticos foi feita por Bary em 1866 e até 1970 eram
considerados assintomaticos, ou seja, nao produziam efeitos prejudiciais nem benéficos a suas
plantas hospedeiras®. Os enddfitos podem co-evoluir com a sua planta hospedeira de forma que
apresentem uma interacdo gendtipo-especifico’. Por haver esta associacdo entre enddfito e
planta, surgiu a hipdtese de microrganismos exercerem efeitos benéficos em suas plantas
hospedeiras tais como o controle bioldgico de pragas e sua utilizagdo como bioherbicidas, a
producdo de metabdlitos de interesse farmacoldgico®, a promocdo de crescimento e controle de
fitopatdgenos>.

Plantas medicinais ou com propriedades terapéuticas estdao sendo cada vez mais
analisadas a partir de pressupostos de sua interacdo com microrganismos endofiticos os quais
tem apresentado diversos beneficios como produtores de antibidticos, metabdlitos secundarios
de interesse farmacoldgico®. O maracujd-azedo ou maracuja-amarelo é uma planta originaria da
America Tropical, com mais de 150 espécies nativas do Brasil, encontrada em todo territorio
Brasileiro, onde apresenta excelentes condicdes ecoldgicas para o seu cultivo. Enzimas sdo
proteinas essenciais para a realizagdo de atividades metabdlicas de todos os organismos vivos
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além de terem um papel importante na degradagao da matéria organica,
na infeccdo do hospedeiro e deterioracdo dos alimentos®. Possuem duas caracteristicas
consideradas mais importantes, sdo elas a sua grande eficiéncia como catalisadoras de reacoes
e seu alto grau de especificidade com os substratos’. A maioria dos processos industriais que
empregam enzimas sao relativamente simples, faceis de controlar, eficientes energeticamente e
de baixo custo®.

Enzimas de origem animal e vegetal sdo as mais estudadas, porém sabe-se que as de
origem microbiana apresentam grande potencial para a aplicagdo industrial, pois, via
fermentagdo, sdo produzidas facilmente em larga escala. Além de serem facilmente expressas
(clonadas) em organismos de cultivo j& estabelecido®. Enzimas microbianas ndo estdo sujeitas
as limitacdes de producdo ou de suprimento e devido a descoberta de novas enzimas e
aplicacdes, sua diversidade vem aumentando a cada dia®.

Objetivou-se com este trabalho avaliar o isolado (Gl P1.13) de Passiflora spp.
pertencente ao estoque do laboratdrio de Biotecnologia Microbiana- UEM na prospecgao
enzimatica de celulase e amilase.

MATERIAL E METODOS

Para a producao de enzimas, o fungo foi previamente cultivado em meio BDA (batata
dextrose agar) por sete dias. Trés discos de micélio do endofitico foram cultivados em meio
liquido Solucdo de Manachini (KH,PO, , 2 g.L ' ; (NH,),S04, 1 g.L *; MgS04.7H,0, 0,1 g.L *;
Na,HPO4.2H,0, 0,9 g.L ™ ; extrato de levedura, 1 g.L ™' ; 4gua destilada, 1000 mL), adicionado
de substrato indutor (0,5%), e pH ajustado para cada enzima: amilase (amido de milho
Maizena®, pH 6,0) e celulase (carboximetilcelulose ou CMC Fluka, pH 5,0). A incubacdo foi
conduzida a 28 °C, sob agitacdo a 140 RPM, durante 120 horas'' e o experimento foi realizado
em triplicata.

Apds o periodo de incubacdo em meio liquido, as amostras foram filtradas com gaze
esterilizada, para a separacao da massa micelial. Quantidades de 100 pL do filtrado foram
inoculadas em cup plates de 6 mm de diametro perfurados na superficie de meios de cultura
sdlidos adequados para a deteccdo de cada enzima em placa de Petri. Para amilase utilizou-se
dgar-amido (4gar, 18 g.L™' ; amido, 10 g.L”' , tampdo citato-fosfato 0,1 M, pH 5,0). Para
celulase, dgar-CMC (agar, 18 g.L ™!, carboximetilcelulose, 10 g.L”" , tamp&o acetato de Na* 0,1
M, pH 5,0).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a técnica de cup plate foi possivel detectar se o isolado produziu celulases e
amilases. As placas de agar-CMC foram reveladas com corante Vermelho do Congo, e a
formacdo de uma zona clara em forma de halos indicou a agao enzimatica da celulase, enquanto
que a parte ndo afetada pela enzima corou-se de vermelho'®. As amilases foram visualizadas
revelando-se as placas de agar-amido com tintura de iodo. O amido cora-se de azul e a area de
degradacdo enzimatica apresenta halos translicidos. O isolado G1 p3.13, de Passiflora sp. se
destacou quanto a producao de amilase e teve resultado inferior para a producao de celulase.

O controle positivo da amilase exibiu halos de degradacdo enzimatica de 11 mm, valor
muito proximo ao do enddfito testado, que obteve halos de 10 mm. Ja a celulase, o controle
positivo gerou halos de 27 mm, enquanto que o isolado testado nao gerou halos.
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Figura 1 — Fotos das placas coradas mostrando a formagao dos halos. A-
halos gerados pelo isolado pela producdao de amilase; B- controle positivo para amilase; C —
halos gerados pelo isolado pela producao de celulase; D- controle positivo para celulase

CONCLUSOES
O isolado de Passiflora sp., G1 P3.13 é capaz de produzir amilase, possuindo potencial
biotecnoldgico nas industrias de alimentos, papel e téxtil.
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