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Fungos produtores de enzimas associados a macrofitas aquaticas do rio Negro, Manaus
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o 0 ambiente amazonico se destaca por exuberante biodiversidade, principalmente, em relacdo aos micro-organismos
= como fungos e bactérias associados a diferentes espécies de plantas; nesse ambiente, a procura por enzimas
a produzidas por esses micro-organismos é de extrema importancia, pois abre caminho para conhecer essa
E biodiversidade e transforma-la em potencial enzimatico com varias finalidades. Fungos isolados de macréfitas

aquaticas, encontradas no rio Negro, Manaus-AM foram selecionados por meio de diferentes testes enzimaticos.
Nesta avaliagdo utilizaram-se diferentes protocolos para amilase, celulase, proteases, pectinase e lacase. A sele¢do dos
isolados foi avaliada por meio de um indice enzimatico representado por um halo ao redor das colonias, sendo
considerado como parametro para todas as analises. Os métodos estatisticos multivariados aplicados foram: Analise
de Componentes Principais (PCA) e Analise de Agupamento (AA). A identificagdo molecular das cepas foi realizada
com o kit comercial Plant/Fungy DNA isolation (NorgenBiotekCorp), sendo identificados os seguintes fungos:
Fusarium fugikuri, E oxysporum (dois isolados), E proliferatum, Phoma sp (dois isolados) Rhizopus orysae (dois
isolados). Dentre os 8 isolados avaliados, todos produziram amilase (0,7 a 4,4 cm) e protease (1,9 a 4,4 cm), cinco
produziram pectinase (1,8 a 2,9 cm) trés produziram celulase (0,1 a 1,7 cm) e somente um isolado produziu lacase
(1,04 cm). Por meio da andlise multivariada foi possivel verificar que os Fusarium spp. apresentaram maior
similaridade quanto aos indices registrados. Esses resultados evidenciam o potencial desses micro-organismos em
relagdo a produgio de enzimas pelos fungos associados a macroéfitas aquaticas encontradas no rio Negro em Manaus.

Palavras-chaves: Fungos, enzimas, plantas aquaticas.
Enzyme-producing fungi associated to aquatic macrophytes of the Negro river, Manaus

The Amazonian environment stands out due to its exuberant biodiversity, speciously when it comes to
microorganisms such as, fungi and bacteria associated to different plant species. In such an environment, the search
for these microorganisms-producers of enzymes is of utter importance since it opens the way to learn more about
this biodiversity so as to turn its enzymatic potential into various purposes. Fungi isolated from aquatic macrophytes
found on the Negro river, were selected through enzymatic assays. The present assessment has utilized the protocols
for amylase, cellulase, proteases, pectinase and laccase. The selection was evaluated by means of an enzymatic index,
which represented a halo around the colony and was considered a parameter for all the analyses. The multivariate
statistical methods applied were: Principle Component Analysis (PCA) and Cluster Analysis (AA). The molecular
identification of the strains was performed with the commercial Plant / Fungi DNA isolation kit (Norgen Biotek Corp),
and the following fungi were identified: Fusarium fugikuri, E oxysporum, E proliferatum, Phoma sp and Rhizopus
orysae. Amongst the eight isolates assessed, every one produced amylase (0.7-4.4 cm) and protease (1.9-4.4 cm),
however, five of them produced pectinase (1.8-2.9 cm), three cellulase (0.1-1.7 cm) and just one laccase (1.04 cm), as
well. Through the multivariate analysis it was possible to verify that Fusarium spp., presented greater similarity to the
recorded indexes. These results demonstrated the potential of these micro-organisms when it came to the production
of enzymes by fungi associated to the aquatic macrophytes found on the Negro river in Manaus.
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Introducio

O Brasil se destaca em biodiversidade por possuir um
vasto campo a ser explorado: a busca de micro-organismos
que apresentem caracteristicas desejadas para diferentes
aplicagdes como, por exemplo, a producdo de enzimas é um
campo de destaque.

A regido Amazonica concentra a maior floresta tropical
e amaior bacia hidrografica do mundo com, respectivamen-
te, 6,7 milhdes e 6,9 milhdes de quildbmetros quadrados. A
biodiversidade da Amazdnia esta distribuida em diferentes
ambientes representadas pela floresta de terras altas, sava-

na, floresta de igap6 e planicies de enchimento, tornando o
Brasil um dos paises com maior biodiversidade do planeta
(PEREIRA etal, 2017).

Neste contexto, os micro-organismos endofiticos, aque-
les que habitam pelo menos um periodo do seu ciclo de vida
no interior de um vegetal, e os epifiticos que vivem na
superficie das plantas, ambos ainda pouco explorados na
Amazo0nia, tem muito a contribuir para a busca de novas
enzimas (ARAUJO et al, 2010; WENZEL et al, 2013;
AZEVEDO e QUECINE, 2017). Esses micro-organismos
associados a diferentes espécies de vegetais, incluindo as
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macrdfitas, podem gerar, em condi¢des otimizadas, diferen-
tes enzimas de interesse comercial. Dentre as enzimas de
importancia industrial, produzidas por fungos, foram abor-
dadas neste estudo a lacase, pectinase, amilase, protease e
celulase.

As lacases sdo de extrema importancia na area biotecno-
logica, pois sdo enzimas responsaveis pela quebra da lignina
e de polimeros complexos de efluentes industriais e hidro-
carbonetos do petréleo. Micro-organismos que produzem
enzimas dessa natureza, podem ser facilmente empregados
em processos de descontaminacio desses ambientes polui-
dos (ALMEIDA et al., 2017). Neste sentido, Pacheco e Soares
(2014) utilizaram lacase produzida por Aspergillus niger
para a biodegradacio de efluentes da industria papeleira,
obtendo 6timos resultados na degradacdo de compostos
fendlicos. Souza et al. (2016) utilizaram a enzimas lacases
provenientes de Megasporoporia sp. e Sordariales sp. isola-
dos de sedimentos contaminados por hidrocarbonetos na
Amazonia para serem utilizados na degradacio de HPAs.

As pectinases sdo enzimas hidroliticas, utilizadas na
industria de bebidas na clarificagdo de sucos de frutas e
vinhos e, neste sentido, a utilizagdo industrial dessa classe
de enzimas cresce continuamente. Andrade et al. (2011)
descreveram a producdo de poligalacturonase da mesma
familia das pectinases por Bacillus sp. por meio de fermen-
tacdo submersa. Lima et al. (2017) mostraram que linha-
gens de Penicillium griseoroseum, isolados de plantas na
cidade de Vicosa (MG) foram utilizadas na producdo de
pectinases. Na revisdo bibliografica realizada por Lima et al.
(2017) observa-se que essas enzimas sdo importantes no
processo industrial, pois podem ser utilizadas na degrada-
¢do de polissacarideos, sendo que as pectinases seriam as
Unicas capazes de degradar a pectina altamente esterificada
sem a prévia acdo de outras enzimas.

De acordo com Freitas et al. (2014), as amilases sdo
enzimas de amplo espectro na industria de aditivos, deter-
gentes e alimentos. Neste sentido, Almeida et al. (2017)
descrevem que os fungos Aspergillus brasiliensis e Rhizopus
oryzae endofiticos isolados de material em decomposicio
na Mata Atlantica, mostraram-se bons produtores de amila-
se.

As proteases sdo enzimas que além da importancia
fisiologica sdo utilizadas no processo industrial, principal-
mente na drea de alimentagdo e na producdo de detergentes
(RAZZAQ, 2019). Neste sentido, Mandal (2019) relata a
importancia comercial desta enzima devido a sua demanda
em escala mundial, mais precisamente dois ter¢os do mer-
cado mundial requer a utilizagdo desta enzima na industria
de alimentos. Esta mesma autora chama a aten¢do para a
pesquisa por fungos endofiticos, devido ao seu potencial na
producio desta e de outras enzimas.

As celulases sdo enzimas extremamente importantes no
processo de sacarificagdo e ja sio amplamente utilizadas no
processo de producdo de alcool de segunda geracdo. Neste
contexto Tescher et al. (2016) utilizaram o fungo endofitico
Botryosphaeria sp. para a produgdo de celulase para dife-
rentes usos na industria.

Esta pesquisa teve como principal objetivo identificar a
producio de diferentes enzimas de interesse comercial, por
fungos endofiticos e epifiticos associados a plantas aquati-
cas do rio Negro.

Metodologia

Amostras e material bioldgico

Os isolados utilizados fazem parte da Colegdo de Cultu-
ras do Laboratério de Bioativos da Faculdade de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). As
amostras flingicas foram obtidas em 2014 de macroéfitas
aquaticas Cyperus ligularis L. e Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms. provenientes do rio Negro. As coordenadas geografi-
cas dos locais de coleta foram: Latitude Sul: 32 8' 30” Longi-
tude W. G. R. 502 59'. As espécies vegetais foram identifica-
das no herbério do Instituto Nacional de Pesquisas da Ama-
zonia (INPA). As respectivas cataloga¢des foram: (INPA
259.241), (INPA 259.239) e os fungos isolados foram arma-

zenados conforme o método Castellani (1939).
Os ensaios com os fungos foram feitos apds cultiva-los

em placas de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar
(BDA) (Himedia) a 28 °C £ 2 °C por nove dias.

Isolamento dos fungos epifiticos e endofiticos

Os fungos epifiticos e endofiticos foram isolados de
raizes, caules, folhas e flores. Para os epifiticos o material
vegetal coletado foi lavado superficialmente com 4gua cor-
rente, e a seguir cortados em tamanho padrdo (5 cm). Os
fragmentos foram friccionados com o auxilio de um swab
esterilizado nos tecidos vegetais e estriados nas placas de
Petri. O meio de crescimento BDA foi suplementado com o
antibiético clorafenicol na proporgao de 2 mL de antibi6tico
para 1000 mL de meio. As placas foram incubadas em estu-
fa a temperaturas de 30 2C e permaneceram por um perio-
dode 3a10dias.

Para o isolamento dos enddfitos, foi realizada a desinfec-
¢do superficial dos tecidos vegetais. O material foi tratado
com alcool a 70% por 1 minuto, solugio de hipoclorito de
sodio a 3% por 1 minuto, solugdo de alcool 70% por 30
segundos. Como controle foi utilizada a dgua de lavagem
inoculada em placas de Petri contendo BDA. Apés esse pro-
cesso, o material foi cortado em fragmentos de 5 a 7 mm
com o auxilio de um furador de papel e dispostos em placas.
As condi¢des para crescimento foram as mesmas dos epifi-
ticos (PEREIRA et al,, 1993; PETRINI; MULLER, 1986).

Identificacdo molecular dos fungos
A identificacdo molecular dos fungos foi realizada

somente para as amostras que deram resultado positivo
para a produgdo de enzimas. Para a extragdo do DNA foi
utilizado o plant/fungy DNA isolation kit (Norgen Biotek
Corp) conforme as recomendagdes do fabricante. Foram
utilizados os primers ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") para amplifica-
¢do da regido conservada em posicoes especificas do 18S e
28S do gene rDNA. Os fragmentos obtidos do gene rDNA
contendo a regido ITS1-5,8S-ITS2 originaram (531 pb a 562
pb). Os amplicons foram purificados com polietileno glicol
8000 e sequenciados em analisador genético ABI 3500xL
(Applied Biosystems®). As sequéncias foram alinhadas e
editadas no programa MEGA com agrupamento pelo méto-
do Neighbor-Joining e utilizadas para classificagao dos isola-
dos comparando-se com as sequéncias tipo com base nos
resultados observados no BLASTn.
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Avaliagio das Atividades Enzimaticas

Avaliagdo de atividade da Lacase

Para esta andlise foi adicionado 20 g de agar acrescido
de 0,5% (p/v) de acido galico, 15 g de extrato de maltee 1 g
de peptona em 1 L de agua destilada. O acido galico foi
homogeneizado em 125 mL de 4gua destilada e autoclava-
do. Os demais reagentes foram solubilizados a pH 7 e auto-
clavados. O meio foi vertido em placas de Petri e posterior-
mente inoculado com culturas jovens e incubados a 25 °C
por cinco dias no escuro. A atividade da enzima lacase foi
detectada pela formagio de um halo marrom ao redor das
colénias (SANTOS, 2007).

Avaliagéo da atividade da Amilase

O cultivo foi realizado em placas de Petri contendo meio
minimo no qual a glicose foi substituida por amido e pH 6,8.
As coldnias foram incubadas a 25 °C sob um fotoperiodo de
12 h. Apds cinco dias de cultivo foram entdo aplicados em
cada placa 2 mL de solugdo lugol sobre a superficie do meio
de cultura. Apés 10 minutos, a solugdo lugol foi descartada e
foi avaliado o halo de degradacdo oriundo da atividade
amilolitica caracterizado pela formacio de um halo claro
circundado por uma zona azulada ao redor da col6nia
(PEREIRA, 2009).

Avaliagdo da atividade de Celulase

A atividade da celulase foi observada a partir do cultivo
em placas de Petri contendo agar carboximetilcelulose. As
colonias foram incubadas por cinco dias a 25 °C no escuro e,
em seguida, submetidas a choque térmico, por 16 ha 50 °C;
apods esse periodo, foram adicionados 10 mL de solucio
corante de vermelho congo em cada placa. Ap6s 30 minu-
tos, a solugdo foi descartada e as culturas foram lavadas com
5 mL de solugdo de NaCl 0,5 M, visando revelar o halo claro
e estreito de degradacdo da celulose ao redor da col6nia
(PEREIRA, 2009).

Avaliagdo da atividade da Proteinase

Os isolados foram cultivados em placas de Petri conten-
do meio solidificado especifico com pH 6. A gelatina foi
autoclavada separadamente e, em seguida, misturada ao
meio antes de verté-lo em placas de Petri. As colonias foram
incubadas por 48 h a 25 °C, no escuro. Apos este periodo, o
halo é caracterizado por uma regido amarelada ao redor da
coldnia, contrastando com o revelador vermelho de metila
(2%) utilizado (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

Avaliagdo da atividade de Pectinase
Os isolados fungicos foram cultivados em meio de
cultura Czapeck agar com pH 6,8. A pectina citrica foi

dissolvida em 100 mL de 4gua destilada, separadamente, do
meio de cultura e foi acrescentada, ap6s autoclavagem do
meio, com 0 mesmo ainda quente.

As coldnias foram incubadas, por cinco dias a 25 °C, no
escuro. Apds esse periodo, o halo de degradagdo formado
por uma regido translicida ao redor da colonia, foi revelado
com aplicacdo de vermelho de metila (2%).

Para a avaliacdo dos halos de producdo enzimatica
revelados, foi utilizada a formula a seguir:
Diametro do halo (mm)
Didmetro da colonia (mm)

Atividade enzimatica (I) =

Andlise Estatistica

0 emprego dos procedimentos multivariados (Andlise de
Componentes Principais (ACP) e Andlise de agrupamentos
- AA) permitiram avaliar o conjunto de amostras de fungos
filamentosos, nos quais sdo conhecidos os valores de carac-
teristicas quantitativas (enzimas). A ACP é util para obten-
¢do de um insight sobre os padrdes de associa¢do entre as
variaveis e, analisando cada coluna da tabela dos compo-
nentes principais é possivel definir cada componente, de
acordo com as variaveis as quais estdo fortemente associa-
das (LATTIN et al, 2011). Essa analise, em outros termos,
tem o seguinte entendimento: a ordem decrescente de
importancia, a maxima variancia, ou seja, a primeira com-
ponente principal exibe as mais fortes correlagdes com eixo
1, a segunda componente principal exibe menor varidncia
do que a primeira varidncia maxima e ndo sendo correlacio-
nada com eixo 1 e assim por diante (MOITA; NETO 1998;
JOHNSON, 2000). Posteriormente foi realizada a Analise de
Agrupamento (AA) onde foi possivel agrupar as atividades
enzimaticas por similaridade e dissimilaridade. A suposicio
basica de sua interpretagdo € esta: quanto menor a distancia
entre os pontos, maior a semelhanga entre as amostras
(JOHNSON, 2000).

As estatisticas foram realizadas por meio do Software
SPADN/WINSPADN versao 3.5.

Resultado e Discussao

Identificagcdo molecular dos isolados

O resultado da compara¢io das sequéncias com as do
National Center for Biotechnology Information estdo plota-
dos na (Tabela 1). Os fragmentos do gene rDNA contendo a
regido ITS1-5,8S-ITS2 apresentaram entre 531 a 562 pb. Os
fungos epifiticos (S31 e S36) isolados de C. ligularis foram
identificados como Phoma sp.; Rhizopus oryzae (S24 e S25);
Fusarium oxysporum (S32 e S33); e E proliferatum (S42).
Foram selecionados dois isolados endofiticos, F fujikuroi
(S42) e Rhizopus oryzae (S24 e S25).

Tabela 1. Identificagdo molecular dos fungos endofiticos e epifiticos isolados de macroéfitas do rio Negro- Amazonas/Brasil, utilizando como referéncia os dados do NCBI (National Center for

Biotechnology Information).

« . . Sequéncias Sequéncias . % . %
Iso Micro-organismos Comparadas NCBI depositadas NCBI Hospedeiros Endo. Epi. 1d.*(%)
S24 Rhizopus oryzae KJ460029.1 KU948381 Cyperus ligularis X 99
S25 Rhizopus oryzae KF031329.1 E. crassipes X 97
S36 Phoma sp. KM246267.1 - C. ligularis X 100
S31 Phoma sp. KM979945.1 KU948382 C. ligularis X 100
S32 Fusarium oxysporum JX406507.1 KU948385 Eichhornia crassipes X 99
S33 FE oxysporum EU151472.1 KU948386 C. ligularis X 98
S42 E proliferatum KJj020897.1 KU948386 C. ligularis X 99
S46 E fujikuroi KM369868.1 KU948383 C. ligularis X 99

*Iso= Isolado; Endo = Endofitico; Epi = Epifitico; Id = Identidade
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Atividade enzimdtica obtida

Os resultados obtidos para avaliar a capacidade de
producdo enzimatica das oito amostras de fungos estdo
sumarizados na (Tabela 2). Todos os isolados foram capa-
zes de produzir pelo menos duas enzimas dentre as cinco
avaliadas.

Alacase foi produzida somente por Phoma sp. De acor-
do com a revisao encontrada na publicacdo de Pacheco e
Soares (2014) as lacases sdo enzimas que catalisam pela
abstracdo de um elétron, uma grande variedade de subs-
tratos organicos e inorganicos e, estas enzimas vém sendo
estudada em diversas aplicagdes na inddstria e em proces-
sos de biorremediagdo; além da producio de enzimas, na
literatura mais recente ha relatos sobre a producio de
importantes metabdlitos bioativos pelo género Phoma
como por exemplo: o composto chamado isocumarinas
fomasatina, que mostrou atividade citotéxica seletiva con-
traalinhagem de células HL-60 (SANG etal,, 2017).

Rai et al. (2015) relataram o uso de espécies desse
género na sintese biolégica de nano particulas de prata
(NPs) por Phoma gardeniae. Neste trabalho eles encontra-
ram inibicdo de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Salmonella choleraesuis e Pseudomonas
aeruginosa quando comparados com antibi6ticos comerci-
as.

Lima et al. (2016) relataram a utilizagdo desse género
isolado de macréfitas aquaticas do rio Negro na producio
de emulsificantes, com baixa atividade téxica para Artemia
salina. Lee et al. (2016) descobriram que o género Phoma
isolado de algas marinhas da espécie Pterocladiella capila-
cea, produz a partir de caldo fermentativo diferentes com-
postos, entre estes um com potencial antinflamatdrio.

Esses dados demonstram que o género Phoma, comum
na regido amazonica, necessita de estudos tanto do ponto

Tabela 2. Atividade enzimatica dos isolados frente aos diferentes substratos enzimaticos.

de vista enzimatico quanto da producio de novos compos-
tos bioativos de importante aplicagdo na saide.

A produgdo de pectinase foi observada nos géneros
Fusarium e Phoma com variagdo da atividade enzimatica
entre 1,8 a 2,4 cm, que pode ser considerada como uma boa
producdo, pois estio préximos ou acima de 2 cm. Farias et
al. (2015) destacaram a importancia do estudo das pecti-
nases de origem flingica, devido as inimeras aplicacdes,
como na industria de fermentacdo dos cha, café e cacau,
além de aplicagbes na extragio de 6leos essenciais. Santos
etal. (2019); também evidenciaram a producio de pectina-
se por fungos endofiticos isolados de Sapindus saponaria L.
iSso mostra que esses micro-organismos sao extremamen-
te importantes na gera¢do de produtos de origem natural.

Amilases e proteases foram medidas em todos os isola-
dos. As atividades enzimaticas evidenciaram que a produ-
¢do de amilase foi maior que os registrados na literatura
por Santos et al. (2019). Wenzel et al. (2013) realizaram
estudos com fungos endofiticos e evidenciaram a degrada-
¢do de amido em cultivos de Fusarium sp. e Phoma sp. na
producdo de amilase e proteases, empregando-se a mesma
metodologia deste trabalho.

O Fusarium oxysporum foi relatado por Picoli et al.
(2016) na produgado de nanoparticulas de prata/cloreto de
prata (Ag/AgCl) biogenicamente sintetizadas que atuaram
eficientemente em todas as bactérias produtoras de beta-
lactamases, dentre elas a E. coli tipo selvagem e bactérias
produtoras de beta-lactamases.

Os trabalhos de Villela et al. (2018), Odeniyi et al.
(2019), Mezzomo et. al. (2019) e Zang et al. (2020), relatam
o uso do género fusario para obtencdo de diferentes enzi-
mas extracelulares. Mostrando com isso o potencial desse
género na busca por enzimas, assim como na compreensao
de suarelagdo com o solo e plantas hospedeiras.

Teste enzimatico medido em triplicata
Atividade enzimatica das amostras (cm)

Fungos
Lacase Pectinase Amilase Proteases Celulase
S 24 Rhizopus oryzae 0 0 0,9 4,2 0
S 25 Rhizopus oryzae 0 0 0,7 4,2 0
S 31 Phoma sp. 1,04 0 2,9 2,6 0
S 36 Phoma sp. 0 2,4 4,4 4,4 0,2
S 33 Fusarium oxysporum 0 2 3,1 1,8 0,1
S 32 Fusarium oxysporum 0 1,8 4,2 1,9 0,7
S 42 Fusarium proliferatum 0 2,9 0,6 3,4 0
S 46 Fusarium fugikuroi 0 2 2,5 3,6 0

Proteases também foram produzidas por todos os oito
fungos ensaiados e observou-se indices de produgio vari-
ando de 1,8 a 4,4 cm, evidenciando uma alta produgdo quan-
do se compara com o halo de produgdo enzimatica acima de
2 cm como referéncia. Phoma sp. produziu o maior indice
medido de 4,4 cm, seguido da espécie Rhizopus oryzae.

Wenzel et al. (2013) utilizando Phoma sp. isolado da
folha de soja, ndo encontrou atividade proteolitica para este
género, e sim para amilase. No presente trabalho ao contra-
rio, evidenciamos atividade ou indice observavel tanto para
amilase quanto para protease. Esse resultado vem ao
encontro da hipétese de que a producio de diferentes enzi-
mas por fungos endofiticos depende da espécie e de cada
isolado.

A espécie Rhizopus oryzae produziu 4,2 cm de indice
para protease seguido de Fusarium fugikuroi com de 3,6 cm.

Bueno etal. (2009) e Orlandelli et al. (2012) mostraram que
a espécie Rhizopus oryzae ja é um conhecido produtor de
protease obtida industrialmente, assim como as espécies do
género Fusarium sp. Gueneser et al. (2017) analisaram a
producio de compostos aromaticos a partir de residuos de
azeite por Rhizopus oryzae e Candida tropicalis.

Os indices acima apresentados mostram-nos que de
maneira geral que esses fungos sdo potenciais produtores
de enzimas. No entanto, para verificar a contribuicio da
producdo enzimatica por individuo ou grupos de individu-
0s, langamos mao da andlise da componente principal para
averiguar melhor essa relagao.

Andlise da componente principal para a produgdo enzimdtica
A matriz de dados (Tabela 2) dos fungos em fung¢ao da
atividade enzimatica dos isolados, frente aos diferentes
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substratos enzimaticos permitiu a analise multivariada -
ACP que estimou conjuntamente as correlacdes entre as
variaveis dos componentes principais. No grafico da ACP é
possivel visualizar as proximidades entre os fungos e os
vinculos entre atividades enzimaéticas (Figura 1).

A correlacdo positiva foi entre amilase e celulase
(r=0,66). As correlagdes negativas foram encontradas entre
as enzimas pectinase e lacase (r = - 0,47), amilase e protease
(r=-0,43) e (r=- 0,49) entre Protease e celulase.

Na ACP no primeiro eixo fatorial absorveu (44,72%),
tendo maior contribui¢do da variancia maxima pelas enzi-
mas: celulase, amilase e protease. No segundo eixo fatorial
absorveu (29,34%), tendo contribuicio das variancias maxi-
ma das enzimas lacase e pectinase, estas ndo correlaciona-
das com a primeira componente principal. A inercia total é
formada pelo plano fatorial (74,06%), reduzindo para as
duas primeiras componentes principais (Figura 1).

No posicionamento das enzimas (variaveis), verifica-se
que a amilase e celulase apresentaram correlacdo negativa
com eixo 1, enquanto que a protease apresentou correlacao
positiva com o eixo 1. Por outro lado, a lacase apresentou
correlagio positiva com o eixo 2, enquanto a pectinase obte-
ve correlacdo negativa com eixo 2.

Eixo 2
S31
225
150
075} Lacase
$32 miase
0 S33
Celulase S24
S25
-0.75F
5 1 1 Eixo 1

Figura 1. Representagdo das enzima; (variaveis) usadas na Andlise de Componentes
Principais.

De um lado, a andlise multidimensional ACP analisa
conjuntamente as variaveis continuas. Por outro lado, ACP e
AA s3o importantes, pois dessa forma permitem levantar
hipéteses sobre a similaridade e dissimilaridade dos indivi-
duos (fungos) por meio da produgdo de substancias entre
eles (Figuras 2). Cada componente é formado pela combi-
nacdo linear entre as enzimas. Sales et. al. (2010) utilizaram
da mesma forma analise multivariada, para avaliar a produ-
¢do de celulase e xilanase para espécies do género Asperyil-
lus.

Na andlise de agrupamento, o dendrograma na horizon-
tal (Figura 2) mostra a ordem hierdrquica do agrupamento
de cada espécie em fun¢do da produgio das diferentes enzi-
mas. Percebe-se que os grupos sdo formados em funcio da
quantidade ou auséncia das enzimas (Tabela 2). O primeiro
grupo é formado isoladamente por Fusarium (S32) que
produziu maiores quantidades de celulase e amilase e
menor quantidade de protease. O segundo grupo é formado
por diferentes espécies de Fusarium (S33, S42 e S46) e
Phoma (S36), com maior producdo de amilase, protease e
celulase e sem producio de lacase. O terceiro grupo é for-
mado por um grupo isolado Phoma sp. (S31), sendo o tinico
que produziu lacase, ndo produzindo pectinase e celulase,
porém produzindo amilase e protease, (embora esteja mais
préxima dos grupos da espécie Rhizopus oryzae). Finalmen-
te, o quarto grupo foi formado por Rhizopus oryzae. (S25 e

S24), grupo que produziu a maior quantidade de protease,
baixa quantidade de amilase, sem producdo de lacase, pecti-
nase e celulase (Figura 2).

Classificagdo hierdrquica direta

S32 Fusarium oxysporum

S33 Fusarium oxysporum
S46

S36  Phoma sp.

Fusarium proliferatum

Fusarium fugikuroi

S31 Phoma sp.

[ S25  Rhizopus oryzae

L S24 Rhizopus oryzae

Figura 2. Dendrograma obtido da andlise de agrupamento hierarquico utilizando as
amostras de fungos em funcdo das diferentes produgdes de enzimas (Lacase, Pectinase,
Amilase, Proteases e Celulase).

Conclusao

As amostras dos isolados de fungos oriundos de plantas
aquaticas do rio Negro, Manaus-AM, mostraram-se por
meio da analise da componente principal - ACP, promisso-
ras quanto a producdo das enzimas: celulase, amilase e
proteases. Por outro lado, foi possivel verificar que os isola-
dos de Fusarium spp. apresentaram maior similaridade
quanto aos indices registrados. Esses resultados evidenci-
am o potencial desses micro-organismos em rela¢do a pro-
ducdo de enzimas pelos fungos associados a macroéfitas
aquaticas. Assim, a presente pesquisa contribuiu para iden-
tificar fungos associados as plantas aquaticas do rio Negro,
Amazonia, que podem ser utilizados para a producio de
diferentes enzimas para aplicacdo em diferentes setores da
industria e da satde.
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