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Bacaba (Oenocarpus bacaba Mart.), pertence a familia Arecaceae, sendo uma palmeira nativa encontrada em dois
biomas brasileiros, Amazonia e Cerrado e tem sua microbiota endofitica desconhecida, apesar de sua importancia
econdmica. Microrganismos endofiticos habitam o interior da planta sendo encontrados em 6rgaos e tecidos vegetais,
como folhas, ramos e raizes, podendo ocupar espagos inter e intracelulares e através dessa interacio de planta com
microrganismo ocorre a producdo de enzimas como a celulase, lipase, entre outras, as quais facilitam a colonizagio
dos tecidos das plantas e ajudam no controle de pragas. Assim, este estudo teve como objetivo isolar fungos
endofiticos de bacaba (0. bacaba) a fim de detectar a produgio de enzimas extracelulares. Foram coletadas amostras
de folha e caule de trés locais de bacaba na cidade de Rio Branco, Acre em setembro de 2018. As amostras foram
desinfectadas e inoculadas em meio Batata-Dextrose-Agar e incubado a 28 °C. Os fungos isolados foram identificados
pela andlise macro e micromorfoldgica e avaliados quanto a atividade enzimatica. Foram isolados 37 fungos, sendo
Aspergillus o mais frequente. Dentre os isolados analisados, o fungo com maior indice enzimatico foi Phomopsis
2.5932, com IE = 6,5 para atividade amilolitica e IE=6,0 para atividade celulolitica. Este é o primeiro relato sobre
descrigdo fungos endofiticos de bacaba (Oenocarpus bacaba), e sobre sua produgao enzimatica.

RESUMO

Palavras-chave: Celulase, Amilase, Phomopsis, Aspergillus.
Enzymatic activity of endophytic fungi of bacaba (Oenocarpus bacaba Mart.)

Bacaba (Oenocarpus bacaba Mart.) Belongs to the Arecaceae family, being a native palm tree found in two Brazilian
biomes, Amazonia and Cerrado and has its unknown endophytic microbiota, despite its economic importance.
Endophytic microorganisms inhabit the interior of the plant being found in plant organs and tissues, such as leaves,
branches and roots, and may occupy inter and intracellular spaces and through this interaction of plant and
microorganism occurs the production of enzymes such as cellulase, lipase, among others, which by facilitating
colonization of plant tissues and help in pest control. Thus, this study aimed to isolate endophytic fungi from bacaba
(O. bacaba) in order to detect extracellular enzyme production. Leaf and stem samples were collected from three
bacaba individuals in the city of Rio Branco, Acre in September 2018. The samples were disinfected and inoculated in
Potato-Dextrose-Agar medium and incubated at 28 °C. The isolated fungi were identified by macro and
micromorphological analysis and evaluated for enzymatic activity. Thirty-seven fungi were isolated, with Aspergillus
being the most frequent. Among the isolates analyzed, the fungus with the highest enzymatic index was Phomopsis
2.5932, with IE = 6.5 for amylolytic activity and IE = 6.0 for cellulolytic activity. This is the first report on endophytic
fungi description of bacaba (Oenocarpus bacaba), and on its enzymatic production.

ABSTRACT

Keywords: Cellulase; Amylase; Phomopsis; Aspergillus.

Introducio
As enzimas sdo proteinas com importante atividade

reduzirem o tempo de processamento de produtos, inges-
tdo de insumos de baixa energia e principalmente por suas

catalitica nas reagGes quimicas, sendo essenciais para  caracteristicas ecoldgicas sustentaveis (LI etal., 2012; CHOI

todos os seres vivos, pois contribuem para que as reagdes
ocorram em um ambiente compativel com a manutengao
da vida (PRAXEDES et al,, 2018). As enzimas podem ser
aplicadas em diversos setores, como: industria farmacéu-
tica, alimenticia, téxtil, agricultura, produtos quimicos e
energia, a qual promovem modificacdes das caracteristi-
cas fisico-quimicas de matérias-primas e produtos
(STROBEL et al.,, 2010; ORLANDELLI et al,, 2012; STRO-

BEL,2014).
A diversidade de aplicacdes se da pelo fato de enzimas

et al, 2015). As enzimas de origem microbiana tém sido
amplamente aplicadas nos ultimos anos, por serem facil-
mente produzidas em larga escala. Com a tecnologia do
DNA recombinante, as cepas podem ser modificadas gene-
ticamente, aumentando assim seu potencial enzimatico

(LIU etal, 2013).
Potenciais produtores de enzimas sio fungos endofiti-

cos, microrganismos que colonizam o interior dos tecidos
vegetais sem causar danos aos seus hospedeiros (FERREI-
RA etal, 2018). Dentro da comunidade endofitica, os fungos
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apresentam uma importante interagdo com as plantas hos-
pedeiras, combatendo a infestagdo por patégenos, acdo de
predadores e apresentando possiveis propriedades tera-
péuticas (SOARES et al,, 2015). Além disso as enzimas extra-
celulares desempenham fung¢des na obtencgio de nutrientes
compondo importante papel funcional na sua relacdo com
as plantas e ambiente (ATALAY etal, 2015).

A produgido enzimatica é especifica entre a planta hos-
pedeira e o fungo endofitico. Durante o processo parasitario,
os fungos endofiticos agem sobre fitopatdgenos pela agdo de
enzimas degradativas da parede celular, como proteases,
quitinases e lipases (TAN et al, 2001). Além dessas enzimas,
celulases, lipases e pectinases facilitam a colonizagdo do
endofito no tecido vegetal (ATALAY et al, 2015). Tais enzi-
mas podem ser de grande valia para o controle de pragas na
agricultura e na biorremediacdo pela decomposicdo de
compostos xenobi6ticos (STEPNIEWSKA; KUZNIAR, 2013).

As enzimas também podem ter outras aplicacdes indus-
triais. Celulases sao utilizadas na industria de papel e celulo-
se para o branqueamento das pastas, em substituicio ao
cloro (PAIVA; SA-PEREIRA, 2008). Proteases podem ser
utilizadas na fabricacdo de detergentes e produtos de lim-
pezas (MAURER et al, 2004), e na industria alimenticia, por
fazer parte da producdo de paes, assim como as amilases
(SOUZA et al, 2019). Lipases sdo utilizadas na produgao de
leite e derivados por desenvolver sabores caracteristicos
aos produtos (JAVED, S. et al 2018).

A Amazonia brasileira € rica em espécies, porém pouco
estudada quanto a sua microbiota endofitica. Uma planta

muito encontrada é a bacaba (Oenocarpus bacaba Mart.),
palmeira nativa encontrada em dois biomas brasileiros, Ama-
zOnia e Cerrado. Essa espécie produz frutos comestiveis entre
os meses de dezembro e abril (PUERARI, 2015). A planta
pertence a familia Arecaceae, considerada a terceira familia
botanica economicamente mais importante, depois das fami-
lias Poaceae e Fabaceae. E constituida por mais de 2.500
espécies sendo distribuidas em 200 géneros ocorrendo prin-
cipalmente nos trépicos (JOSE; ERASMO; COUTINHO, 2012).
0 género Oenocarpus, que integra essa familia é encontrado
da Costa Rica até a Bolivia, sendo composta por nove espéci-
es, entre elas, 0. bacaba (BALICK, 1986; QUEIROZ; BIANCO,
2009).

Ainda ndo hd estudos a cerca da comunidade endofitica
dessa espécie, muito menos relacionado a producdo de
enzimas. Assim, este estudo teve como objetivo isolar fun-
gos endofiticos de bacaba (Oenocarpus bacaba) a fim de
detectar a produgdo de enzimas extracelulares.

Material e Métodos

Coletas do material vegetal
Foram coletadas folhas e caule da Bacada (Oenocarpus

bacaba Mart.) em Setembro de 2018 de trés locais: (1) Par-
que Zoobotanico - Campus Universidade Federal do Acre (S-
9,953265; W-67,874598), (2) Embrapa/Acre (S-0,026277;
W-67,705762), e (3) Bairro Conquista (5-9,951908; W-
67,833033), todos no municipio de Rio Branco, estado do
Acre (Figura 1).
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Figura 1. Locais de coleta. (A) Localizagdo dos locais coletados; (B) Imagem da palmeira da Bacaba (0. bacaba); (C) Todos locais eram nativos. / Figure 1. Collection locations. (A)
Location of the collected sites; (B) Image of Bacaba palm (0. bacaba); (C) All individuals were native.

Isolamentos dos fungos endofiticos

0 isolamento dos fungos endofiticos foi realizado a par-
tir de folha e caule de O. bacaba, ap6s lavagem em agua
corrente, sabdo neutro e desinfecgio superficial. Para desin-
fecgdo, o material vegetal foi imerso em solugdo de alcool
70% por 1 min, hipoclorito de sédio 2% por 3 min para
folha e 5 min para caule e duas lavagens em agua destilada
esterilizada por 1 min cada. O material desinfetado foi cor-
tado em segmentos de 5 mm’ (ARAUJO et al,, 2010).

Apbs a desinfecgdo foram transferidos cinco fragmentos
de cada tecido vegetal para placas de Petri contendo meio

de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) suplementado com
antibiético cloranfenicol 100 mg L" (ARAUJO et al,, 2010).
Foram realizadas duas repeti¢des para cada tecido vegetal.
As placas de Petri foram mantidas por sete dias a 28 °C. A
eficacia do processo de desinfecgdo superficial foi avaliada
por meio da inoculagio de 200 pL da dltima agua de lava-
gem em meio BDA (ARAUJO etal, 2010).

Colonias fingicas com caracteristicas distintas de acor-
do com observagdes macroscopicas (coloragdo e caracteris-
ticas de crescimento em meio de cultura) foram purificadas
utilizando a técnica de estrias por esgotamento em placas
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de Petri contendo o meio de cultura BDA, e incubadas a
temperatura ambiente por 48 h. Col6nias fingicas isoladas
foram transferidas para tubos contendo meio BDA inclina-
do (ARAUJO et al, 2010). Os fungos com caracteristicas
macromorfolégicas semelhantes foram agrupados em mor-
foespécies para realizacdo de identificagdo e bioensaios de
producdo enzimatica.

Identificagdes dos fungos endofiticos

Foi realizado o microcultivo dos fungos isolados para a
identificacdo micromorfoldgica. Os microrganismos foram
crescidos em cubos de 1 cm? de BDA cobertos com laminu-
la, dentro de placas de Petri. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 7 dias para o crescimento mice-
lial e posteriormente as laminas foram coradas com azul de
lactofenol para observacgdo das estruturas reprodutivas em
microscépio Optico (SHIRLING; GOOTTLIEB, 1966). Para
identificacdo foi utilizada bibliografia especifica (BARNETT;
HUNTER, 1998).

Ensaios enzimdticos

Para os testes de producdo enzimatica, os fungos foram
cultivados em meio BDA e posteriormente foram retirados
plugs de 30 mm que foram inoculados em meios especificos
para cada enzima e incubadas a 28 °C por sete dias.

Atividade celulolitica

Para o teste de degradacdo de celulose, cada plugs de 30
mm foi inoculado em meio s6lido contendo 4gar carboxime-
tilcelulose (CMC) (carboximetilcelulose 10 g; agar 15 g para
1L), e incubadas a 28 °C por sete dias. Ap6s incubacio, as
placas foram coradas com 10 mL do corante iodo de gram
por 10 min para a revelagdo e mensuragdo do halo de
degradacdo de CMC (MEDDEB-MOUELHI et al,, 2014).

Atividade amilolitica

Para o teste de degradacdo de amido, cada plugs de 30
mm foram inoculados em meio sélido composto de 15g
agar, 2,7g extrato de carne, 4,5g peptona com 1% amido
para 1 L. Apds a incubacio utilizou-se solu¢do reveladora de
iodo 0,1N. Os resultados das reagdes enzimaticas positivas
foram identificados pela formacdo de um halo de degrada-
¢do translucido ao redor da colonia (DINGLE etal,, 1953).

Atividade lipolitica

Para o teste de degradagdo de lipideos, cada plug de 30
mm foi inoculado em meio minimo (0,19g NaNO,, 0,59g
KH,PO,, 0,25g MgS0,.7H,0, 0,25g KCl, 0,005g FeSO,.7H,0,
5g glicose e 15g agar para 1L), e suplementado com 2% de
Tween 80, com pH 6,5 ndo sendo necessaria a adi¢do de
solucdo reveladora (SIERRA, 1957). A reacdo enzimatica
positiva para lipase foi a formacio de zonas claras em volta
da col6nia em razdo da completa degradagdo do acido gor-
duroso (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

Atividade proteolitica

Para o teste de degradacao de proteina, cada plugs de 30
mm foi inoculado em meio minimo (0,19g NaNO,, 0,59g
KH,PO,, 0,25g MgS0,.7H,0, 0,25g KCl, 0,005g FeSO,.7H,0,
5g glicose e 15g agar para 1L), suplementado com 2% de
leite desnatado, com pH 6,5 ndo sendo necessaria a adi¢ao
de solugio reveladora. Os resultados das reagoes enzimati-
cas positivas foram identificados pela formacdo de um halo

de degradacio translicido ao redor da colénia (DINGLE et
al, 1953).

Determinagdo enzimdtica

A determinagdo enzimatica foi expressa como indice
enzimatico (IE), mediante a relacdo do didmetro médio do
halo de degradacdo e o didmetro médio da coldnia
(HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). Dessa forma, os isolados
que exibiram os maiores IE nos meios de crescimento, sdo
0s que possuem maior atividade enzimatica extracelular
(OLIVEIRA etal, 2006).

Programa estatistico

Para a andlise dos dados coletados e produgao das tabe-
las, foi utilizado o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc,, San Diego, CA, EUA).

Resultados

Isolamento de fungos endofiticos

Foram isolados 37 fungos dos trés locais amostrados
(Tabela 1). O tecido vegetal com maior ocorréncia de fungos
endofiticos foi caule, com 32 (86,5%) fungos para todos os
locais (Tabela 1).

Tabela 1. Quantidade de fungos endofiticos isolados de Oenocarpus bacaba de acordo com
individuo, local de coleta e tecido vegetal. / Table 1. Number of endophytic fungi isolated
from Oenocarpus bacaba according to individual, place of collection and plant tissue.

. Local de Data da . Quantld:%de-
Individuo Coleta Coleta de isolados fuingicos
Folha Caule Total
I PZ* 09/2018 3 8 11
I1 Embrapa/Ac  09/2018 1 11 12
I Conquista 09/2018 0 13 13
Total 4 32 37

*PZ: Parque Zoobotanico. PZ: Zoobotanical Park.

Pela andlise das caracteristicas macromorfologicas os
fungos isolados foram agrupados em oito morfoespécies,
sendo identificados os géneros Asperygillus (51,6%), Paeci-
lomyces (9,7%), Penicillium sp. 1 (6,5%), Penicillium sp. 2
(3,2%), Phomopsis sp. (3,2%) e Guignardia sp. (3,2%), e
duas morfoespécies ndo apresentaram estruturas reprodu-
tivas, classificados como micélio estéril (22,6%) (Figura 2).
0 individuo II apresentou maior ntimero de isolados fungi-
cos em relacdo aos outros locais (Figura 3).

Aspergillus
Guignardia

Micélio estéril

Identificadas

Paecilomyces

‘SPenicilliuym sp.1

ecles

Esp

Penicilliuym sp.2

0 20 40 60
Quantitativo de Identificacdes (%)

Figura 2. Frequéncia de fungos endofiticos isolados de Oenocarpus bacaba. / Figure 2.
Frequency of endophytic fungi isolated from Oenocarpus bacaba.

Individuo III

Individuo II

Individuo I

0% 20% 40% 60% 80% 100%

mmm Phomopsis Sp. WS Penicillium sp. s Paecilymeces sp. Bl NI* B8 Guinardia sp. WS Aspergillus sp.

NI* = Néo identificado

Figura 3. Distribuicdo de fungos isolados em cada individuo de Oenocarpus bacaba.
Individuo I: Parque Zoobotdnico/ Campus Universidade Federal do Acre; Individuo II:
Embrapa/ Rio Branco - Acre; Individuo III: Bairro Conquista/ Rio Branco - Acre. / Figure 3.
Distribution of isolated fungi in each individual of Oenocarpus bacaba. Individual I:
Zoobotanical Park / Campus Federal University of Acre; Individual II: Embrapa / Rio Branco
- Acre; Individual I1I: Bairro Conquista / Rio Branco - Acre.
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Produgdo de enzimas
Foi utilizado um representante de cada morfoespécie

para a realizacdo do ensaio enzimatico em meio sélido. Os
resultados mostraram que os fungos endoliticos de O. baca-
ba produzem enzimas extracelulares de interesse industrial

como lipase, protease, amilase e celulase (Tabela 2). 62,5%
dos fungos apresentaram atividade celulolitica, seguido pela
atividade amilolitica com 37,5%. Para as enzimas proteoliti-
cas e lipoliticas, apenas uma morfoespécie apresentou halo
de degradagao.

Tabela 2. Produgdo de enzimas por fungos endofiticos de Oenocarpus bacaba. / Table 2. Enzyme production by endophytic fungi of Oenocarpus bacaba.

indice enzimatico

Cédigo do isolado Identificacdo Protease Lipase Celulase Amilase
2.5919 Aspergillus sp. 55+1,1
2.5949 Guignardia sp. - - -
2.5946 Micélio estéril sp. 1 2,7+0,2 4,3+0,1 3,9+0,1
2.5724 Micélio estéril sp. 2 - 1,9+0,1 -
2.5939 Paecilomyces sp. - -
2.5947 Penicillium sp. 1 1,5+0,1 5,8+0,3
2.5912 Penicillium sp. 2 - - -
2.5932 Phomopsis sp. - 4,2+0,3 6+0,3 6,5+0,2

% 12,5 12,5 62,5 37,5

Os fungos Phomopsis 2.5932 e Micélio estéril 2.5946
apresentaram atividade para trés das quatro enzimas anali-
sadas. Os fungos Paecilomyces 2.5939, Guignardia 2.5949 e
Penicillium 2.5912 n3o apresentaram atividade para nenhu-
ma das enzimas analisadas.

Discussao

Microrganismos endofiticos estdo presentes no interior
de 6rgios e tecidos vegetais como folhas, caules e raizes de
plantas, podendo apresentar uma quantidade variavel con-
forme localizagdo (RIBEIRO; PAMPHILE, 2018). Neste tra-
balho, o tecido vegetal que apresentou maior quantidade de
isolados endofiticos foi caule com 32 (86,5%) fungos endo-
fiticos, seguido da folha com 5 (13,5%). Em caules se encon-
tra a maior quantidade de metabdlitos secundarios, desta-
cando-se entre eles alguns oleos essenciais, como o -
bisabolo], o que leva a crer que a comunidade que se abriga
no caule seja favorecida pela agdo protetora de tais metab6-
litos (SIEBER; DOWORTH, 1994; OTERO et al,, 2002).

Alguns fungos nio apresentaram estruturas reproduti-
vas, impossibilitando a identificacio em nivel de género.
Assim, este é um fator limitante podendo subestimar o ntime-
ro de espécies. Logo, técnicas moleculares devem ser aplica-
das a fim auxiliar no processo de identificacio e descri¢do de
novas espécies (ARNOLD et al, 2002; HAWKSWORTH,
2005).

Os isolados de fungos endofiticos de O. bacaba, foram
Asperygillus, com maior frequéncia (51,6%), seguido por
Paecilomyces (9,7%), Penicillium sp. 1 (6,5%), Penicillium
sp. 2 (3,2%), Phomopsis (3,2%) e Guignardia (3,2%), e
22,6% dos fungos isolados ndo puderam ser identificados
por ndo produzirem estruturas reprodutivas. A composicio
microbiana endofitica pode variar em funcdo da espécie
vegetal, distribuicdo geografica, idade da planta, precipita-
¢do anual, entre outros fatores (HOFFMAN; ARNOLD, 2008;
DUIN etal,, 2018).

Em relagdo a atividade enzimadtica, 62,5% dos fungos
endofiticos analisados apresentaram atividade para celula-
se, 37,5% para amilase e 12,5% para protease e lipase. Mui-
tos fungos produzem enzimas extracelulares de importan-
cia na degradacdo e transporte de nutrientes para a célula,
dessa forma, a fim de verificar o papel funcional dos fungos
endofiticos se faz necessario, dentre outros fatores, a detec-
¢do de enzimas extracelulares (PRAXEDES et al, 2018;
DABAJA etal, 2019).

Os fungos que apresentaram produgdo de celulase tive-
ram uma variagdo quanto ao potencial desta enzima, se
destacando os fungos Phomopsis 2.5932 (IE = 6,0); Aspergil-
lus 2.5919 (IE = 5,5); e Micélio estéril 2.5946 (IE = 4,3). Peni-
cillium 2.5947 e Micélio estéril 2.5724 apresentaram um
potencial enzimatico de 1,5 e 1,9 respectivamente, nio
atingindo o indice enzimdatico para serem considerados,
porém apresentaram niveis préximos a 2,0 (TERRA, 2008).
J& os fungos Paecilomyces 2.5939, Penicillium 2.5912 e Guig-
nardia 2.5949, cresceram no meio de celulose, mas nio
produziram halo de degradagdo, com quantidade enzimati-
ca necessaria apenas para o seu crescimento (FERNANDES,
2009).

Os endofiticos isolados que apresentaram potenciais na
producdo de amilases, foram Phomopsis 2.5932 (IE = 6,5);
Penicillium 2.5947 (IE = 5,8); Micélio estéril 2.5946 (IE =
3,9), correpondendo a 37,5% dos isolados testados. Os
fungos Paecilomyces 2.5939; Micélio estéril 2.5724; Asper-
gillus 2.5919; Penicillium 2.5912 e Guignardia 2.5949 nao
apresentaram atividade amilolitica, sugerindo que a produ-
¢do de amilase por fungos filamentosos varia de acordo com
0 género e a espécie (ORLANDELLI et al, 2012; RIBEIRO;
PAMPHILE, 2017).

Dos isolados produtores de lipases, destacou-se o endo-
fitico Phomopsis 2.5932 (IE = 4,2). Todavia, apesar de ape-
nas um isolado apresentar resposta enzimatica, seu resulta-
do foi superior ao minimo recomendado >2,0 IE, sendo
portanto uma produ¢do 6tima (FERNANDES, 2009). As
espécies Paecilomyces 2.5939; Micélio estéril 2.5946 e
2.5724; Aspergillus 2.5919; Penicillium 2.5947 e 2.5912;
Guignardia 2.5949 cresceram no meio de cultura especifico
para lipases, porém ndo produziram halo de degradagdo,
com quantidade enzimatica suficiente apenas para o seu
desenvolvimento no meio de cultura (TERRA, 2008;
FERNANDES, 2009).

0 fungo com melhor potencial na produgdo de protease
foi Micélio estéril 2.5946 I (IE = 2,7). As espécies Phomopsis
2.5932; Paecilomyces 2.5939; Micélio estéril 2.5724; Asper-
gillus 2.5919; Penicillium 2.5947 e 2.5912; e Guignardia
2.5949; ndo apresentaram atividade proteolitica. Embora
ndo tenha tido producdo de protease, algumas destas espé-
cies produziram mais de uma enzima, tal fato esta direta-
mente relacionado com a variabilidade genética de cada
estipe (FIEDLER; SOSNOWSKA, 2007).
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Conclusao

Este é o primeiro relato sobre descrigdo de fungos endo-
fiticos da planta bacaba (Oenocarpus bacaba Mart.), com
maior frequéncia das espécies Aspergillus, Paecilomyces,
Penicillium. Os fungos endofiticos desta espécie apresenta-
ram producdo enzimatica mais frequente de celulase e
amilase.
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