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Resumo

Oito fungos isolados de aciculas de Pinus taeda em decomposicdo, da regido de Trés Barras, SC,
Brasil, foram analisados quanto ao potencial de degradarem celulose e lignina. Utilizou-se a técnica
de coloragdo com vermelho congo em meio carboximetilcelulose-agar (CMCA) para a presenga de
celulase, e o teste de Bavendamm em meio extrato de malte-acido tanico-dgar (EMATA) para a
presenca de fenoloxidase. Aspergillus sp. e Cladosporium sp. produziram maior atividade em meio
CMCA, enquanto que Trichoderma sp., Pestalotia sp., Exophiala sp. e Phomopsis sp. produziram
maior atividade em meio EMATA. Os fungos Stachybotrys sp. e Rhizopus sp. se desenvolveram em
CMCA e EMATA, mas ndo apresentaram atividade, indicando que ndo possuem capacidade para
degradar celulose ou fendis em aciculas de pinus.

Palavras-chave: Decomposicéo; fisiologia de fungos; serapilheira.

Abstract

Degradative activities of cellulose and phenols by fungi isolated from Pinus taeda needles. Eight
fungi isolated from Pinus taeda needles under decomposition, from Trés Barras region, SC, Brazil,
were analyzed in relation to their ability to degrade cellulose and lignin. The staining technique
employed congo red on carboxymethylcellulose-agar (CMCA) for cellulose and the Bavendamm test
employed malt extract-tanic acid-agar (EMATA) for phenol oxidase. Aspergillus sp. and
Cladosporium sp. produced higher activity in CMCA environment, while Trichoderma sp., Pestalotia
sp., Exophiala sp. and Phomopsis sp. produced higher activity in EMATA environment. The fungi
Stachybotrys sp. and Rhizopus sp. developed in CMCA and EMATA environment, but without
noticeable activities, which indicates inability in order to degrade cellulose or phenols in pine needles.
Keywords: Decomposition; fungal physiology; litter.

INTRODUCAO

A serapilheira depositada na superficie do solo apresenta quantidades significativas de nutrientes,
que retornam ao solo apos a sua decomposicao e séo absorvidos novamente pelas arvores. Em um bosque,
as folhas constituem a principal fonte de nutrientes para a vegetacdo, fauna e microrganismos. Cerca de
80% da degradacdo das folhas sdo realizados por microrganismos, sendo os fungos um dos principais
agentes (JENSEN, 1974).

A funcdo mais importante da microbiota do solo é degradar materiais organicos e liberar CO, a
atmosfera e nutrientes minerais. A biodegradacdo dos materiais lignocelul6sicos é um evento importante
no processo de ciclagem do carbono, devido a abundancia desses materiais na maioria dos ecossistemas
terrestres. Basicamente, esses materiais sdo compostos de aproximadamente 50% de celulose, 25% de
hemicelulose e 25% de lignina, sem falar nos extrativos (lipideos, proteinas e sais minerais), que podem
variar entre 1 e 5% (SALIBA et al., 2001). Celulose, hemicelulose e lignina sdo 0s componentes mais
importantes das folhas, formando uma intrincada rede de fibras, constituindo de 50 a 80% da sua matéria
seca (TAUK, 1990).

A serapilheira de coniferas é decomposta principalmente por fungos sob condi¢des oxidativas
(MILLAR, 1974; DONNELLY et al., 1990). A principal funcdo desses microrganismos no solo é a
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degradacédo da celulose e da lignina, gerando subprodutos e biomassa proteica que servirdo de alimento
para outros organismos (ROITMAN et al., 1991). Essa decomposicdo auxilia a ciclagem dos nutrientes,
0s quais serdo novamente absorvidos pelas raizes e permitirdo um bom estado nutricional das aciculas de
pinus (REISSMANN; WISNIEWSKI, 2000).

Os estudos sobre a decomposi¢do de aciculas de pinus e a populagdo de fungos atuantes nesse
processo ainda sdo incipientes no Brasil. Um estudo pioneiro sobre a populacdo de fungos associados
com aciculas de Pinus taeda em decomposicdo revelou a presenca de varios fungos celuloliticos
(GHIZELINI, 2005). A proxima etapa desse estudo seria analisar a participacdo individual de cada fungo
no processo da degradacdo das aciculas, para confirmar a liberagdo de celulases e ligninases por esses
microrganismos. Assim, este trabalho apresenta uma avaliagdo das atividades celuloliticas e lignoliticas in
vitro de fungos isolados de aciculas de Pinus taeda em decomposicéo.

MATERIAIS E METODOS

Os isolados utilizados no presente estudo foram obtidos por Ghizelini (2005) de aciculas de
Pinus taeda coletadas na regido de Trés Barras, situada no estado de Santa Catarina, localizado a latitude
de 26°07" S, longitude 50°19" W e altitude de 775 m acima do nivel do mar. Oito géneros de fungos foram
escolhidos para o estudo: Aspergillus sp., Cladosporium sp., Exophiala sp., Pestalotia sp., Phomopsis sp.,
Rhizopus sp., Stachybotrys sp. e Trichoderma sp. Os fungos foram cultivados em meio BDA (batata-
dextrose-agar comercial, 39 g, &gua destilada, 1000 mL) para a producdo de in6culo, em temperatura
ambiente, até a inoculagdo em meio especifico para celuloliticos e lignoliticos.

A metodologia empregada por Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004) para avaliar a atividade
enzimatica da celulase extracelular de fungos filamentosos em meio sintético agarizado com
carboximetilcelulose (CMCA) como Unica fonte de carbono foi escolhida para este estudo. Os isolados
foram cultivados em meio agar-CMC (KH,PO,, 1,0 g.L™"; (NH,)2S0,, 0,5 g.L™; asparagina, 0,5 g.L™;
KCl, 05 g.L% MgSO, 7H,0, 0,2 gL CaCl, 01 gL extrato de levedura, 0,5 g.L?
carboximetilcelulose, 10,0 g.L™*; 4gar, 20,0 g.L™; 4gua destilada, 1000 mL). As placas foram inoculadas
com discos de micélio-agar de 5 mm, retirados das culturas puras em meio BDA e incubadas por 7 dias a
25 °C. Em seguida, as culturas foram submetidas a choque térmico por 16 h a 50 °C. Para observar a
atividade celulolitica, as culturas foram recobertas com 10 mL de solucéo corante de vermelho congo
(2,5 g.L* em tampao Tris HCI 0,1 M, pH 8,0) e ap6s 30 min. a solucéo foi descartada e as culturas foram
lavadas, por duas vezes, com 5 ml de solucdo de NaCl 0,5 M.

A metodologia utilizada para evidenciar a atividade lignolitica de fungos isolados de madeira de
eucalipto foi baseada em estudo de Castro e Kriigner (1984), com base em meio extrato de malte-acido
tanico-AGAR (EMATA: extrato de malte, 15,0 g.L™; 4cido tanico, 5,0 g.L™*; &gar, 20,0 g.L™%). O método
se baseia na produgdo de oxidase extracelular observada pelo reverso da placa, que reage com o acido
tanico e escurece 0 meio (NOBLES, 1965). Para sua elaboracao, agar e extrato de malte sdo adicionados a
850 mL de &gua destilada em um frasco de Erlenmeyer, enquanto que 150 mL de &gua destilada séo
colocados em outro frasco em separado, ambos esterilizados em autoclave por 15 min a 120 °C. Apés a
autoclavagem, adicionam-se 0s 5 g de acido tanico nos 150 mL de &gua destilada estéril a quente e depois
reline-se com os 850 mL de agar-extrato de malte (TUITE, 1969). A avaliacdo é baseada no teste de
Bavendamm quanto a formacao de um halo marrom, considerado como reacéo positiva para produgao de
fenoloxidases (NOBLES, 1965).

Do ponto de vista pratico, existem varias propostas para determinar a atividade enzimatica por
difuséo radial em meio sélido. Os fatores determinantes que viabilizam essa sele¢do incluem a correlacdo
direta entre o tamanho do halo e a capacidade degradativa dos microrganismos (NOGUEIRA,;
CAVALCANTI, 1996). No presente trabalho, foram medidos os didmetros e, posteriormente, foi
calculada em cada substrato a divisdo do didmetro da coldnia com o halo pelo didmetro da colénia.

O delineamento utilizado foi com oito fungos, dois didmetros e quatro repeticdes (placas). Os
dados de didmetro do halo e da coldnia e o indice enzimatico de cada isolado foram transformados para log
(x + 2), e a analise estatistica foi feita com o programa Assistat versdo 7.5 beta (SILVA; AZEVEDO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos que apresentaram o maior indice enzimatico com o método da coloragdo com
vermelho congo em meio CMCA foram Aspergillus sp., Exophiala sp., Cladosporium sp. e Pestalotia sp.
(Tabela 1). Porém, pela visualizagdo das col6nias, Trichoderma sp., Phomopsis sp., Pestalotia sp.,
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Aspergillus sp. e Cladosporium sp. produziram os maiores diametros de halo. Foi observada a formacéo
de um halo claro ao redor das colénias e uma forte pigmentacdo do micélio, indicando producdo de
celulase no meio de cultura (NOGUEIRA; CAVALCANTI, 1996). A aplicacdo do choque térmico (50 °C)
por 16 horas auxiliou a revelacdo do halo de degradacédo da celulose, pois, de acordo com Montenecourt e
Eveleigh, citados por Nogueira e Cavalcanti (1996), o choque térmico favorece uma hidrdlise mais rapida
da celulose, permitindo a selecdo de colbnias produtoras de enzimas celuloliticas termoestaveis. O
surgimento do halo deve-se ao efeito combinado do aumento da atividade celulolitica e de uma
consequente inibicdo do crescimento do fungo. Segundo esses autores, isso poderia ser devido a liberacdo
de celulases das hifas localizadas nos bordos das colénias por autélise resultante do tratamento térmico.
Segundo Teather e Wood, citados por Nogueira e Cavalcanti (1996), a interacdo do vermelho congo com
polissacarideos (B-D-glucanas) contendo ligagdes 3(1-4) ou 3(1-3) ddo um complexo vermelho intenso.
Se houver a presenca de B-glucanases no meio de cultura, essa coloragdo vermelha intensa nao é formada.

Tabela 1. Atividade celulolitica e lignolitica de fungos isolados de aciculas Pinus taeda em
decomposigdo, cultivados em meio carboximetilcelulose-agar (CMCA) e extrato de malte-
acido tanico-agar (EMATA), por sete dias a 25 °C.

Table 1. Cellulolytic and lignolytic activity of fungi isolated from Pinus taeda needles under
decomposition, grown in carboxymethylcellulose-agar (CMCA) and malt extract-tanic acid-
agar (EMATA), for seven days under 25 °C.

Meio CMCA Meio EMATA
Fungo Didmetro (mm) Indice Diametro (mm) indice Coloracao do
Colénia Halo enzimatico*  Col6nia Halo enzimético* reverso da placa**
Aspergillus sp. 25,0e 42,0c 1,7a 31,0d 34,4d 1,1bc C
Cladosporium sp. 26,1e 37,0d 1,4bc 21,6e 27,2¢ 1,3bc E
Exophiala sp. 19,1f 30,5d 1,6ab 56,7b 58,0b 1,0c E
Pestalotia sp. 48,9d 64,0b 1,3c 65,0b 66,2a 1,0c E
Phomopsis sp. 60,0c 65,4b 1,1d 39,6¢ 41,6¢ 1,0c E
Rhizopus sp. 90,0a 0,0f 0,0e 90,0a 0,09 0,0d SC
Stachybotrys sp. 15,29 16,7e 1,0d 15,7f 20,7f 1,3bc C
Trichoderma sp. 68,6b 76,6a 1,1cd 42,6¢ 69,0a 1,6a E

Cada valor é média de 4 repeticdes. *O indice enzimético é a relagdo diametro da col6nia mais halo de degradagao/diametro da col6nia.
**Coloracéo no reverso de placas com meio EMATA: SC: sem escurecimento do meio; C: coloracéo clara; E: coloragéo escura.

A literatura apresenta conclusfes contraditorias em relacdo ao uso do indice enzimético e a
provavel atividade enzimatica presente. Num estudo semelhante, Nogueira e Cavalcanti (1996)
observaram em 48 linhagens de fungos isolados de aveia industrializada que col6nias com menor
didmetro apresentavam maiores valores de atividade da celulase. Da mesma forma, Ruegger e Tauk-
Tornisielo (2004) relataram que algumas colénias com pouco crescimento apresentaram 0S maiores
indices enzimaticos. Em outro estudo, De Oliveira et al. (2006) relataram que a producéao extracelular de
amilase, lipase, pectinase e protease de isolados de riz6bia é maior quanto maior for o indice calculado.
Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004) concluiram, com base em seus estudos, que o valor do indice
enzimatico ndo foi um pardmetro adequado de avaliagdo na tentativa de comparar atividades entre
diferentes linhagens, mas que seria uma medida Util para selecionar linhagens dentro de uma mesma
espécie ou como um parametro simples e rapido para selecionar mutantes.

No presente estudo, Cladosporium sp., Stachybotrys sp. e Trichoderma sp. foram os fungos que
produziram os maiores indices enzimaticos no meio 4cido tanico. Contudo, Trichoderma sp. e Pestalotia
sp. foram didmetros significativamente maiores de halo e maior escurecimento do meio, e seriam 0s
fungos de maior atividade lignolitica. Por esse ponto de vista, a conclusdo feita por Ruegger e Tauk-
Tornisielo (2004) de que o valor do indice enzimatico pode ndo ser um parametro adequado é valida. Para
avaliar linhagens, também é necessario analisar a coloracdo da placa no sentido de detectar a oxidacéo
dos fendis do meio malte-4cido tanico.

Os fungos que obtiveram os maiores indices enziméaticos com o método do meio EMATA foram
Trichoderma sp., Stachybotrys sp. e Cladosporium sp. (Tabela 1). No entanto, observando-se as colbnias,
Trichoderma sp., Pestalotia sp., Exophiala sp. e Phomopsis sp. apresentaram maior diametro de halo,
assim como maior escurecimento do meio.
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Houve preferéncia de meio de cultura para o desenvolvimento dos fungos em estudo. A relagdo
meio CMCA/meio EMATA (Tabela 2) revelou que o crescimento de Cladosporium sp., Phomopsis sp. e
Trichoderma sp. foram melhores em meio com CMCA. Outro grupo formado por Aspergillus sp., Exophiala
sp., Pestalotia sp. e Stachybotrys sp. desenvolveu-se melhor em meio com acido tanico (Tabela 2), apesar de
que Aspergillus sp. apresentou o0 maior indice enzimatico no meio com carboximetilcelulose.

Tabela 2. Relacdo de crescimento de fungos isolados de aciculas Pinus taeda em decomposicdo, em
meio com carboximetilcelulose (CMCA) e 4cido tanico (EMATA).

Table 2. Growth relation of fungi isolated from Pinus taeda needles under decomposition, on media
with carboxymethylcellulose (CMCA) and malt extract-tanic acid (EMATA).

Fungo Diametro da coldnia (mm) Relagéo Preferéncia*
CMCA EMATA CMCA/EMATA
Aspergillus sp. 25 31 0,81 AT
Cladosporium sp. 26,1 21,6 1,21 CMC
Exophiala sp. 19,1 56,7 0,34 AT
Pestalotia sp. 48,9 65 0,75 AT
Phomopsis sp. 60 39,6 1,51 CMC
Rhizopus sp. 90 90 1,00 independe
Stachybotrys sp. 15,2 15,7 0,97 AT
Trichoderma sp. 68,6 42,6 1,61 CMC

* AT: 4cido tanico; CMC: carboximetilcelulose.

O fungo Rhizopus sp. cresceu igualmente nos dois meios, sem apresentar algum tipo de reacéo
enzimatica. Esse fungo deve ter utilizado os componentes do meio CMCA (sais minerais, asparagina e
extrato de levedura) e do meio EMATA (extrato de malte) para o seu desenvolvimento, sem precisar
degradar carboximetilcelulose ou acido tanico.

Esse estudo revelou que cada fungo pode participar especificamente do processo de
decomposicdo das aciculas, atacando preferencialmente aqueles compostos organicos para 0s quais
possivelmente possui enzimas degradativas. Como existe uma boa relacdo entre o uso de
carboximetilcelulose in vitro e a degradacgdo da celulose (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004) e do
uso de &cido tanico in vitro e a degradacdo de lignina (NOBLES, 1965), espera-se que a agdo
decompositora desses substratos seja efetivada pelos fungos estudados. Os fungos isolados de aciculas
podem degradar carboximetilcelulose e/ou &cido tanico, porém alguns fungos, como é o caso de Rhizopus
sp., ndo possuiriam capacidade de degradar celulose ou lignina, pela incapacidade de utilizar a
carboximetilcelulose ou mesmo o &cido tanico como substratos ao crescimento.

A correlagdo entre os dados de indice enzimatico em meio CMCA e em meio EMATA da
Tabela 1 mostrou-se negativa (r = -0,47), indicando que os fungos devem ser mais ativos em um dado
substrato, em detrimento de outro. Assim, a ocorréncia de diversos grupos flingicos, cada um com
habilidades saprofiticas especificas, durante a decomposicdo das folhas, pode resultar em um processo
conhecido como sucessdo fungica (SCHOENLEIN-CRUSIUS; MILANEZ, 1998) e que deve ser
importante para a decomposicdo da acicula.

Estudos complementares serdo desenvolvidos para determinar o efeito do crescimento de cada
fungo diretamente sobre as aciculas e qual composto (celulose ou lignina) é degradado e a correta
identificacdo da espécie de fungo.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados, pode-se afirmar que:

e Aspergillus sp., Cladosporium sp., Exophiala sp. e Pestalotia sp. foram os fungos com os maiores
indices enzimaticos em relacdo a carboximetilcelulose. Trichoderma sp., Phomopsis sp., Pestalotia
sp., Aspergillus sp. e Cladosporium sp. produziram os maiores didmetros tanto da col6nia quanto do
halo, sendo, portanto, os que apresentaram maior atividade celulolitica. Stachybotrys sp. revelou ser o
menos ativo na degradac¢do da celulose. Rhizopus sp. ndo demonstrou atividade celulolitica.

e  Cladosporium sp., Stachybotrys sp. e Trichoderma sp. foram os fungos com os maiores indices
enzimaticos em relacdo ao acido tanico. Trichoderma sp. e Pestalotia sp. produziram os maiores

FLORESTA, Curitiba, PR, v. 44, n. 2, p. 179 - 184, abr. / jun. 2014.

182 Auer, C. G etal.



diametros de halo e maior escurecimento do meio, com maior atividade lignolitica. Stachybotrys sp.
demonstrou ser o menos ativo na degradacdo da lignina. Rhizopus sp. ndo demonstrou atividade
lignolitica.

e Foi observada a especificidade de alguns fungos em relacdo ao substrato presente, pela maior
atividade degradativa em carboximetilcelulose ou éacido tanico. A presenga de alguns fungos com
atividade enzimatica muito baixa ou nula pode ser devida a utilizacdo de outros compostos mais
simples das aciculas (agUcares livres, lipidios e proteinas), ao invés de celulose e lignina.
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