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RESUMO

O problema da poluicdo ambiental tem carater mundial. Mais de 700 mil toneladas
de 10 mil tipos de corantes e pigmentos sao produzidas anualmente em todo
planeta. Deste montante, cerca de 20% dos corantes sdo descartados como
efluentes durante o beneficiamento téxtil. Varios processos fisico-quimicos ou
biolégicos tém sido desenvolvidos para o tratamento destes residuos. A
biodegradacao consiste na aplicacdo de organismos no tratamento de residuos.
Quando este tratamento ocorre em ambiente contaminado, chama-se
biorremediagdo. Dentre os organismos utilizados, 0os microrganismos apresentam
um grande potencial por estarem naturalmente presentes em areas degradadas e
muitos produzirem enzimas como as lignases, que degradam moléculas
xenobibticas. Microrganismos endofiticos de plantas de areas poluidas e/ou
contaminadas podem exercer um papel determinante para possibilitar o
desenvolvimento de seus hospedeiros nestes ambientes. A melhor maneira de
investigar este processo € isolando fungos endofiticos destes hospedeiros,
cultivando-os em laboratério e avaliando seu potencial de biodegradacado. Desse
modo, os objetivos desse trabalho foram isolar fungos endofiticos de plantas de
areas degradadas, identificar as espécies isoladas por caracteristicas morfologicas e
moleculares, selecionar espécies com potencial de biodegradagédo, realizar
bioensaios para conferir o potencial de biodegradacao das espécies selecionadas .
Das 13 linhagens isoladas neste trabalho, cinco apresentaram potencial para
degradacao do corante Remazol azul brilhante e uma apresentou também potencial
para degradacao do corante Remazol amarelo ouro. Um isolado de planta medicinal
chamada “Espinheira-santa” (Maytenus ilicifolia), o fungo Pestalotiopsis visme,
pertencente a colecao do Laboratério de Genética de Microrganismos (LabGeM) da
UFPR também apresentou potencial para degradagdo do corante Remazol azul
brilhante. Ap6s 15 e 30 dias de cultivo, respectivamente, foram observadas as
seguintes porcentagens de absorbéancia do corante azul: 25,6 e 53,51 (isolado EA3);
36,68 e 36,68 (P. visme 48J); 38,11 e 60,36 (isolado LPA6); 40,11 e 63,15 (isolado
EA6); 54,49 e 73,52 (isolado LPB6); 69,18 e 55,89 (isolado LPA3) e para corante
amarelo o percentual de degradacéao foi de 77,2 e 70,9 (isolado LPB6). Foi possivel
observar que nos meios onde foi adicionado o corante, o micélio estava mais
desenvolvido, por analise do peso seco.



1 INTRODUCAO

O problema da poluicdo ambiental tem carater mundial. Originou-se na revolugéao
industrial, intensificou-se com a explosao populacional humana e perpassa pelo
modelo sécio-econdmico-cultural. Em muitas regides brasileiras que abrigam poélos
industriais e densa populacdo, o0 ecossistema aquatico vem sofrendo uma
degradacao efetiva causada pelos esgotos industriais (BALAN, 2002). Mais de 700
mil toneladas de 10 mil tipos de corantes e pigmentos sdo produzidos anualmente
em todo planeta. Deste montante, cerca de 20% dos corantes sdo descartados em
efluentes durante o beneficiamento téxtil (ZANONI; CARNEIRO, 2001).

A questdo do descarte de residuos no ambiente tem sido ainda um problema sem
solucdo adequada para muitos casos, 0s quais envolvem residuos cujas
caracteristicas fisico-quimicas os tornam de dificil degradagcao pelas tecnologias
convencionais. Varios tratamentos tém sido desenvolvidos para o tratamento de
residuos de diferentes caracteristicas, os quais englobam tratamentos fisico-
quimicos ou biolégicos. Varios organismos podem ser utilizados na degradacao
como bactérias, fungos ou plantas, e a eficiéncia de um ou de outro depende em
muitos casos da estrutura da molécula e da presenca de enzimas habeis para
degradar o produto, os quais apresentam especificidade para a maioria dos
substratos (MEYER, 1978).

Efluentes téxteis possuem caracteristicas variadas e diferentes composicoes,
que dependem do tipo de corante utilizado em cada caso e do processo de
coloracdao (BRAILE; CAVALCANTI, 1993). Estas caracteristicas, aliadas as
caracteristicas quimicas que lhe conferem grande estabilidade, dificultam sua
degradacéo.

Fungos endofiticos sao diferentes dos fungos fitopatogénicos, pois, embora
encontrados no interior de plantas durante todo seu ciclo de vida ou em parte dele,
aparentemente ndo causam danos ao hospedeiro. Considera-se que entre estes
fungos e seus hospedeiros existe uma relacdo mutualistica ou simbiética neutra. Os
fungos endofiticos podem ser identificados por exame microscépico do tecido



vegetal, pois sdo geralmente intercelulares, ou podem ser isolados em meios de
cultura.

O papel dos microrganismos endofiticos, na maioria dos casos, ainda é
desconhecido. Alguns autores relataram uma influéncia positiva dos endofiticos para
a planta hospedeira, como aumento de area foliar, resisténcia a doencas e producao
de metabdlitos. Microrganismos endofiticos de plantas de areas poluidas e/ou
contaminadas podem exercer um papel determinante para possibilitar o
desenvolvimento de seus hospedeiros nestes ambientes. A melhor maneira de
investigar este processo é isolando fungos endofiticos destes hospedeiros,
cultivando em laboratério e avaliando o potencial de biodegradacéo.

Biorremediacdo é uma técnica em que consiste na aplicagdo de processos
biodegradaveis no tratamento de residuos para recuperar e regenerar ambientes
poluidos principalmente solo e agua. A utilizacdo de microrganismos selecionados é
uma das técnicas mais utilizadas, pois aceleram o processo de degradacdo da

matéria.



2 OBJETIVOS

v lIsolar fungos endofiticos de plantas de areas expostas a poluicao

v' Selecionar espécies com potencial de biodegradacgéao.

v' |dentificar as espécies isoladas

v" Verificar na literatura o potencial de biodegradacao das espécies isoladas

v" Verificar o potencial de biodegradacao de isolados endofiticos pertencentes a

colecao do Laboratério de Genética de Microrganismos - LabGeM
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Corantes Sintéticos

3.1.1 Histoérico

A origem dos corantes téxteis é incerta, mas ha indicacées de seu uso em
amostras de tecidos de tumbas egipcias e antigos hierdglifos datados de 2500 a.C.
Até a metade do século XIX, s6 existiam pigmentos naturais provenientes de
vegetais, insetos, moluscos e minerais, cujas férmulas de extracao e aplicacao eram
guardadas secretamente. A grande revolucao na histéria desses compostos ocorreu
qguando o quimico inglés Willian Henry Perkin sintetizou, em 1856 o primeiro corante
sintético — a mauveina (Figura 1), derivado do coque (subproduto do petréleo bruto).
Foi o primeiro passo para a producao de corantes organicos sintéticos em grande
escala (ZANONI, CARNEIRO, 2001). Entretanto, muitos corantes naturais, como o
indigo, a alizarina e a henna, utilizados na antiguidade ainda sdo empregados em

larga escala.
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Figura 1: Estrutura quimica da mauveina.

3.1.2 Caracteristicas quimicas

De acordo com Zanoni e Carneiro (2001), os corantes apresentam estruturas
moleculares complexas que podem envolver até 500 reacdes. Geralmente
apresentam um grupo croméforo (nitro, nitroso, azo e carbonila) responsavel pela
cor e grupos auxiliares (etila, nitro, amino, sulfénico, hidroxila, metoxi) que

proporcionam sua afinidade pela fibra téxtil natural ou sintética.
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Os corantes sao classificados por sua estrutura quimica ou pela aplicacdo que
se destinam. Com base na estrutura quimica podem ser classificados em nitrofenol,
nitrosofenol, azo, trifenilmetano, antraquinona, ftalocianina, vinilsulfénico, pirimidina e
triazina, por aplicacao ele é classificado de acordo com o tipo de fibra a ser corada.

Tendo em vista que muitos corantes sdo compostos complexos, muitas vezes é
impossivel traduzi-los por uma férmula quimica (alguns sdo misturas de varios
compostos e outros ndo possuem estrutura quimica definida). Por esse motivo, a
nomenclatura quimica usual raramente é usada, prefere-se utilizar os nomes
comerciais. Para identificar os mesmos corantes, comercializados com diferentes
denominagdes, utiliza-se o Colour Index (C.l., Tabela 1), catadlogo da American
Association of Textile Chemists and Colourists e da British Society of Dyers and
Colourist. O C.l. classifica sistematicamente os corantes de acordo com sua
estrutura quimica (definida pelos grupos cromoéforos), quando conhecida. Por esta
classificacdo os corantes e pigmentos podem ser classificados em 26 tipos, e
registra atualmente mais de oito mil corantes orgéanicos sintéticos associados a

industria téxtil (WESENBERG et al., 2003).

Tabela 1 — Algumas classes de corantes de acordo com o Colour Index (C.l.), adaptado de
WESENBERG et al., 2003.

Cédigo Classe Quimica Cédigo Classe Quimica
10,000 Nitroso 42,000 Triarilmetano
10,300 Nitro 45,000 Xanteno

11,000 Monoazo 55,000 Lactona

20,000 Diazo 56,000 Aminocetona
30,000 Triazo 57,000 Hydroxicetona
35,000 Poliazo 58,000 Antraquinona
37,000 Azéico 73,000 indigo

53,000 Sdalfur 74,000 Natural

40,800 Carotendide 75,000 Base de oxidagao
41,000 Difenilmetano 76,000 Inorgéanico

Os principais grupos de corantes classificados pelo modo de aplicacéo (utilizagao
por substrato) segundo Guaratini e Zanoni (1999) sao:
v" Corantes diretos — sollveis em agua e capazes de tingir fibras de celulose através
de interagbes de Van der Waals. Esta classe € constituida principalmente por
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corantes contendo mais de um grupo azo ou pré-transformada em complexos
metalicos;

Corantes azbicos — compostos insoluveis em agua, que apresentam ligacées azo
(ligacoes -N=N- ligadas a sistemas aromaticos). Durante o processo de tingimento
a fibra é impregnada com um composto solluvel em agua, chamado de agente de
acoplamento.

Corantes acidos — Se ligam a fibra através de troca ibnica envolvendo um par de
elétrons livres dos grupos amino e carboxilatos das fibras protéicas, na forma nao
protonada. Caracterizam-se por estruturas quimicas baseadas em grupos azo,
antraquinona, triarilmetano, entre outros.

Corantes a cuba — Praticamente insollveis em agua, entretanto durante o
processo de tintura sao reduzidos, tornando-se sollveis e posteriormente
oxidados, regenerando a forma original do corante sobre a fibra;

Corantes de enxofre — Compostos macromoleculares com pontes dissulfeto,
altamente insoluveis;

Corantes dispersos — Insolliveis em agua, aplicados em fibras de celulose,
através de suspensdo. Usualmente o processo de tintura ocorre na presenca de
agentes dispersantes que normalmente estabilizam a suspensdo do corante
facilitando o contato entre corante e a fibra hidrofobica;

Corantes pré-metalizados — caracterizados pela presenca de um grupo hidroxila
ou carboxila na posigdo orto em relacdo ao grupo azo, permitindo a formacéo de
complexo com ions metalicos.

Corantes reativos — apresentam um grupo eletrofilico capaz de formar ligacoes
covalentes com grupos hidroxila das fibras celuldésicas, com grupos amino,
hidroxila e ti6is das fibras protéicas e também com grupos amino das poliamidas.
Os principais apresentam grupos azo (N=N) e antraquinona como cromoforos.
Dentre os corantes reativos encontra-se o corante Remazol azul brilhante, C.I.
Reactive Blue 220, que apresenta em sua estrutura complexo de cobre e

formazana.
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3.1.3 Corantes téxteis

A molécula de um corante utilizado para tingimento da fibra téxtil pode ser
dividida em duas partes principais, o grupo cromoéforo e a estrutura responsavel pela
fixacéo a fibra. (KUNZ 1999).

Existem varios grupos cromoforos utilizados atualmente nos corantes, mas
sem duvida o mais representativo e largamente utilizado sdo os da familia dos azo-
corantes. (KUNZ 1999).

A outra parte da molécula do corante, além do grupo cromoforo, é
responsavel pela fixagdo do corante a fibra téxtil. Existem varias classes de corantes
classificados segundo a forma de fixagcdo a fibra, como por exemplo, corantes
acidos, diretos, basicos, a tina, enxofre, sendo este ultimo o mais utilizado. (KUNZ
1999).

Normalmente, a fixacao do corante a fibra € feita através de reagdes quimicas
ou pela adsorcao (fixacado de moléculas de uma substancia na superficie de outra)
do corante ou de derivados gerados por reagdes quimicas durante o processo de
tintura. Os corantes costumam ser classificados de acordo com a maneira como se
fixam a fibra. Eles podem ser reativos, diretos, azoéicos, aniénicos (acidos e basicos),
a cuba, de enxofre, dispersivos, pré-metalizados e branqueadores. (BOLDRIN;
CARNEIRO 2001)

Os corantes podem ser classificados em funcdo de dois critérios: pela
aplicacao ou utilizagao e pela estrutura quimica. (GUARATINI, ZANONI 2000).

Utilizando como critério a aplicagdo, as principais classes de corantes,

representando 85% da producéo dos Estados Unidos, s&o listados a seguir.

v Corantes acidos para tingir nylon, seda, couro e 1a; correspondem a um grupo
de corantes anibnicos portadores de um a trés grupos sulfénicos.

v Corantes basicos para tingir papel e fibras acrilicas; sdo corantes catidnicos,
alguns demonstram atividades biol6gicas e sao utilizados na medicina como
anti-sépticos.

v Corantes diretos para tingir algodao, papel e celulose; a grande vantagem
dessa classe de corantes é o alto grau de exaustdo durante a aplicacao e

consequente diminuicdo do conteudo do corante nas aguas de rejeito.
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v Corantes dispersos para tingir fibras de acetato, poliéster e nylon; constituem
uma classe de corantes insoluveis em agua aplicados em suspensao sobre as
fibras de celulose e fibras hidrofébicas.

v Corantes a tina para fibras celulésicas; sdo corantes praticamente insolUveis
em agua.

v Corantes sulfurosos para tingir fibras celulésicas; sdo corantes altamente
insoliveis em agua. Numericamente, representam uma pequena classe de
corantes que, apesar de apresentarem residuos altamente téxicos,
representam uma classe importante na economia por apresentarem baixo
preco e boas propriedades de fixacdo. (GUARATINI, ZANONI 2000);
(SOTTORIVA 2002).

v Corantes reativos para tingir algodao, la e celulose; contém um grupo
eletrofilico (reativo), capaz de formar ligacao covalente com grupos hidroxila
das fibras celulésicas e com grupos amino das poliamidas.

Dentro da classe de corantes reativos ha os do tipo Remazol. Neste trabalho
foram utilizado o Remazol Vermelho, Remazol Amarelo Ouro e Remazol Azul
Brilhante. O mais utilizado devido a sua importancia industrial € o Remazol Azul
Brilhante, um derivado do antraceno que representa uma classe importante de
poluentes organicos, freqiientemente tdxicos e recalcitrantes. Sua estrutura quimica
€ mantida em segredo industrial.

3.2 Biorremediacao

A medida que o crescimento populacional avanca, a administragdo do actimulo
de dejetos gerados pela atividade humana se torna cada vez mais uma prioridade
para os grandes centros urbanos. O ambiente tem a qualidade intrinseca de
absorver e/ou transformar boa parte dos poluentes nele dispensados. Os principais
processos de atenuacdo natural de poluentes sado: dispersdo, absorcao,
volatilizagdo, oxidagao abiotica, hidrélise, e a biodegradacao, mas o0s Unicos meios
efetivos de atenuacéo, aqueles que destroem os contaminantes ou os transformam
em produtos indcuos sao: a oxidacdo abidtica, a hidrélise e a biodegradacao
(GIANFREDA; RAO, 2004).

A remediacdo de xenobidticos engloba os diversos mecanismos que levam a
mineralizacao, transformacao parcial, formacao de humus ou a alteracao do estado
de oxido-reducdo de diferentes substratos poluentes gerando produtos inofensivos
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para o ambiente. Esta pode acontecer exclusivamente por processos fisico-quimicos
ou pela acdo de organismos sobre o substrato em questdo (biodegradacao). A
biodegradacao pode ser realizada por bactérias, fungos, plantas (fitoremediacao) ou
consorcios de diferentes organismos através de processos de multiplos passos onde
0 substrato ou os metabdlitos resultantes podem ser utilizados como fonte principal
de carbono e energia. Em outros casos, como no co-metabolismo, a transformacéao
do poluente simplesmente acontece como uma atividade paralela do metabolismo
celular, quer dizer, o substrato ndo € uma fonte importante de energia nem participa
da sintese de elementos constitutivos no organismo remediador. A biodegradacao
pode ser realizada in situ, em pequenos ambientes controlados como bioreatores ou

em escala maior no campo, quando é chamada de biorremediacéo.

3.3 Biodegradacao

A grande motivagcao de pesquisadores envolvidos em estudos de biodegradacéo
pode ser a busca continua de microrganismos capazes de degradar de maneira
eficiente e em tempo razoavel, um grande nimero de poluentes a um baixo custo
operacional. Na pratica, sabemos que isto é muito complicado principalmente em
funcéo da diversidade, concentracdo e composicao de espécies quimicas presentes
em cada efluente. Fungos em combinagcdo com métodos biolégicos e quimicos
também tém sido testados e se mostrado bastante eficientes na descoloracdo de
efluentes e corantes téxteis. A utilizacdo de bactérias, como Pseudomonas sp e
Sphingomonas sp tém sido descritas em artigos sobre a degradacdo de corantes.
Estes microrganismos sédo particularmente Gteis para degradacao de azo corantes,
pois tem a capacidade de realizar a reducao das duplas ligacées azo deste tipo de
composto, fato este que geralmente estd associado a enzima azoredutase. Outra
alternativa recente para o tratamento de efluentes e compostos resistentes a
degradacao refere-se ao uso de agentes quelantes naturais, produzidos por alguns
fungos e bactérias. Estes compostos apresentam uma alta afinidade por metais,
principalmente ferro, formando complexos de alta estabilidade. A funcéo bioldgica é
a de sequestrar ferro em ambientes com deficiéncia deste. Entre os organismos
utilizados, os fungos lignoliticos tém despertado grande interesse devido a
diversidade de enzimas (lignina peroxidases, lacases, fenol oxidases, entre outras)
por eles secretados, com acao sobre 15 multiplos substratos de origem industrial. P
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esquisadores tém aumentado o interesse no fungo de decomposi¢cdo branca
Phanerochaete chrysosporium. Este fungo tem a capacidade de mineralizar, além da
lignina, pelo menos parcialmente e em alguns casos completamente, uma variedade
de poluentes resistentes a degradacdo. O sistema lignolitico deste fungo é
representado principalmente pelas enzimas lignina e manganés peroxidase, as quais
sao produzidas em meios contendo fontes limitadas de carbono e nitrogénio. Estas
enzimas tém a capacidade de despolimelizar a lignina e uma grande variedade de
outros compostos. Especialmente para efluentes téxteis, alguns estudos tém sido
realizados explorando sua capacidade de degradar e mineralizar corantes.
SPADARO e col. demonstraram que P. chrysosporium foi capaz de mineralizar

alguns azocorantes.

3.4 Fungos Endofiticos

Microrganismos capazes de colonizar tecidos internos de um vegetal foram
denominados de endofiticos pela primeira vez por De Bary em 1866 (STONE, 1988).
Carroll (1988) restringiu o uso do termo endofitico para organismos que causam
colonizagdes assintoméaticas, excluindo deste conceito fungos patogénicos e fungos
mutualisticos tais como os fungos micorrizicos. Petrini (1991) propds que a definicdo
de Carroll fosse expandida para incluir todos os organismos que fossem capazes de
colonizar os tecidos internos dos vegetais, sem causar um dano aparente.

A presenca dos endofiticos pode ser demonstrada tanto por exame microscépico
do tecido vegetal como também por isolamento em meios de cultivo. Para o
isolamento é necessario que o tecido tenha sua superficie esterilizada e entao
fragmentos deste tecido sdo colocados em meio de cultura e incubados (MOORE-
LANDECKER, 1996). Reissinger, Vilich e Sikora (2001) testaram algumas técnicas
de esterilizagdo de superficie com plantas axénicas, livres de microrganismos, que
tinham sido propositadamente infectadas com duas espécies de Chaetomium. Os
autores concluiram que algumas técnicas de esterilizacdo de superficie podem
prejudicar a deteccao de fungos endofiticos que estdo dentro da epiderme da planta.

Petrini (1986) encontrou fungos endofiticos em todas as espécies vegetais
estudadas e concluiu que todas as plantas vivas podem, potencialmente, ser
hospedeiras destes fungos.
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Embora as interagbes entre vegetais e endofiticos na maioria dos casos ainda
seja uma incognita, em alguns casos foram encontradas interagcdes que levam a um
melhor desempenho das plantas (CLAY, 1987). Latch e Christensen (1985)
relataram um maior nimero de ramificacées do caule e um aumento da area foliar
em gramineas, infectadas artificialmente com endofiticos. Também ja foram
observados casos de plantas com maior tolerancia ao ataque de insetos (CARROLL;
CARROLL, 1978; CLAY, 1987; CLEMENTE et al.,, 1990; CARROLL 1988),
resisténcia a doencas e parasitas (WHITE Jr.; COLE, 1985; WHITE Jr.; COLE, 1986;
CLARK; MILLER; WHITNEY, 1989; CALHOUN et al.,, 1992), resisténcia a
nematodos (WILSON; CLEMENTE; KAISER, 1991) e antiherbivoria pela producéo
de toxinas (WHITE JR.; COLE, 1985).

Rudgers, Koslow e Clay (2004) comprovaram que mesmo fungos endofiticos
que aparentemente mantinham uma relagdo simbidtica neutra com seus
hospedeiros, na verdade contribuiam significativamente com a dinamica
populacional do seu ecossistema.

Alguns trabalhos de melhoramento genético em fungos endofiticos ja foram
descritos ou pelo menos tiveram seu potencial considerado. Murray, Latch e Scott
(1992) transformaram o fungo endofitico Acremonium, isolado de Lolium perenne, e
apoés reintroducao do fungo na planta, verificaram a expressao do gene de interesse.
Alguns autores também relataram o potencial que fungos endofiticos apresentam
para incompatibilizar o desenvolvimento de patégenos (WHITE JR.; COLE, 1985;
CLARK; MILLER; WHITNEY, 1989; CALHOUN et al., 1992, ARNOLD et al., 2003).

A possibilidade de exploracdo de fungos endofiticos como produtores de
metabdlitos para diversos fins foi aventada por alguns pesquisadores e comprovada
em certos casos. Fisher, Anson e Petrini (1984) detectaram atividade antibiética em
10 dos 24 isolados de fungos endofiticos obtidos de cinco espécies de Ericaceae.
Os fungos produziram os metabdlitos quando cultivados em culturas liquidas em
agitacdo. Entre os 10 isolados, cinco apresentaram atividades antifungicas e
antibacterianas ao mesmo tempo. Fisher, Anson e Petrini (1986) ensaiaram 25
isolados dos hospedeiros Ulex europeus e U. galli e encontraram atividade
antibiética em quatro destes isolados. Os isolados de Coniothyrium spp

apresentaram atividade antibiética contra uma ampla faixa de bactérias.
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O potencial biotecnolégico de microrganismos endofiticos, especialmente
fungos, vem sendo investigado e constatado em varios casos, tornando promissores
os estudos envolvendo estes organismos (FIGUEIREDO et al., 2007).

Os modelos de interacao fungo endofitico e planta certamente ainda nao sao
totalmente conhecidos, mas varios fatores envolvidos na colonizagdo da planta
devem ser comuns com linhagens fitopatogénicas. O sucesso da penetracdo na
planta hospedeira pela maioria dos fungos, patogénicos ou ndo, depende da
diferenciacao do micélio em estruturas especializadas, denominadas de apressorios
(KUBO et al., 1996). Algumas espécies de Colletotrichum, Magnaporthe e
Phyillosticta produzem apressério complexo e fortemente pigmentado com melanina
(SHAW; KUO; HOCH, 1998). Este pigmento media a formacdo de uma pressao
hidrostatica essencial para a acdo mecénica do apressério (HOWARD; FERRARI,
1989; BOURETT; HOWARD, 1990). O tratamento de conidios com inibidores de
sintese de melanina como Triciclazol e Piroquilon, resulta na producdo de
apressorios nao pigmentados e nao funcionais, acarretando a incapacidade do fungo
penetrar na planta (WOLOSHUK; SISLER, 1982; BELL; WHEELER, 1986; DEAN,
1997).

Os fungos do género Colletotrichum apresentam ampla distribuicdo
geografica no mundo, causando as doengas denominadas antracnoses, que
representam sérios problemas em regides tropicais e subtropicais. Fungos deste
género também vém sendo isolados como organismos endofiticos, em plantas
assintomaticas (LIMA, 2008). Este género tem como caracteristicas principais:
conidioforos hialinos a castanho, produzindo conidiésporos unicelulares, mas que
podem tornar-se septados por ocasiao da germinacao. Os conidiésporos podem ser
retos ou alantbéides. Setas pontiagudas coloragdo castanha, sao freqlientemente
observadas em varias espécies, assim como presenca de esclerocios escuros. As
espécies do género Colletotrichum produzem apressorios ao longo das hifas ou na

extremidade do tubo germinativo dos conidiésporos.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética de Microrganismos
(LabGeM) do Departamento de Genética e no Laboratério de Biodegradagao do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana.

Os materiais biolégicos utilizados foram fungos filamentosos endofiticos de
Maytenus ilicifolia, uma planta medicinal conhecida como espinheira-santa,,
Pestalotiopsis microspora (6JA), Pestalotiopsis sp (SD07) e Pestalotiopsis visme (48
J), pertencentes a colecao do LabGeM e isolados obtidos no presente trabalho.

Foram selecionadas duas fontes de isolamento: uma leguminosa do Campus
Politécnico da Universidade Federal do Parana localizado nas coordenadas
20°26'44.28' S e 49°13'55,42"0, (Figura 2A). Os isolados foram denominadas LPA
(Leguminosa Politécnico Apice) e LPB (Leguminosa Politécnico Base). Também
foram isolados fungos de uma arvore cuja raiz esta dentro de um rio onde é
despejado esgoto doméstico, localizada na Av. Presidente Arthur Bernardes proximo
ao chafariz dos anjos com as coordenadas 20°27°17.11”S e 49°18'14.10”0 (Figura
2B). Os isolados foram denominadas EA (Esgoto Apice) e EB (Esgoto Base).

Figura 2: Arvores utilizadas para o isolamento dos fungos endofiticos.
TR S e S ' e

NOTA:1- Leguminosa do Politécnico; 2 arvore com raiz no rio poluido.

Os corantes utilizados na avaliagdo do potencial de biodegradagcéo dos
isolados mencionados acima e dos obtidos neste trabalho foram todos do tipo
Remazol, sendo eles: o Azul Brilhante, Amarelo Ouro e Vermelho.
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4.1 Meios de Cultura e Solucoes Utilizadas

4.1.1 Meio Minimo (MM) (PONTECORVO et al., 1953, modificado pelo autor)

NaNQO; 6,0 g
KH,PO, 15 g
MgSOs. . 7H,0 05 g
FeSO, 0,029
ZnS0O, 0,029
Agua destilada p/ 1.000 mL

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 1 N.
Para MM semi-sélido foi acrescentado 1,5% de agar.

4.1.2 Meio Completo (MC) (PONTECORVO et al., 1953 modificado por AZEVEDO &
COSTA, 1973)

Meio Minimo adicionado de

Glicose 10,0 g
Extrato de levedura 209
Peptona 209
Caseina hidrolizada 1,59
Solucao de vitaminas 1,0 ml

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 1 N.
Para MC semi-so6lido foi acrescentado 1,5% de agar.

4.1.3 Meio BDA
Batata descascada e cortada 200g
Dextrose 209
Agua destilada p/ 1.000 mL

Ferver a batata em agua destilada por quinze minutos. Depois de peneirado,
adicionar ao caldo resultante a dextrose e completar o volume para 1000mL. Ajustar o
pH para 5,8 com NaOH 0,1 N. Para meio BDA sélido, acrescentar 1,5% de agar.
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4.1.4 Solucao de Vitaminas

Acido Nicotinico 100,0 mg
Acido pAminobenzéico 0,2 mg
Biotina 0,2 mg
Piridoxina 50,0 mg
Riboflavina 100,0 mg
Tiamina 50,0 mg
H>O destilada esterilizada p/ 100 ml

A solucao foi aguecida em banho Maria a 98°C por 15 minutos e guardada em
frasco escuro, previamente autoclavado, a 4°C.

4.2 Isolamento de fungos endofiticos

Os fungos endofiticos foram isolados de acordo com a metodologia descrita
por PETRINE (1986) e PEREIRA (1993). As folhas foram desinfetadas
superficialmente por meio de imersdo em etanol 70% por 1’, seguida de tratamento
com NaOCI 3% por 4’ e posterior lavagem com etanol 70% por 30”. Na seqléncia as
folhas foram lavadas em agua destilada esterilizada por 6 minutos (GLIENKE,1995)
(Figura 3).

Apés este procedimento, um mapa da folha foi tracado fazendo um corte
longitudinal seguindo a nervura central e de 4-5 cortes transversais totalizando 8-10
pedacos. As fragdes da folha foram transferidas para placas com os meios de cultura
(BDA), foram incubadas a 28° a cada 24 horas foi feita uma inspecao visual para
acompanhar o crescimento dos fungos endofiticos (Figura 3).
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Figura 3: Isolamento de Fungos Endofiticos.

NOTA: 1-isolamento do peciolo com parafina; 2- agua destilada esterilizada 3- imersdo em etanol
70%; 4- tratamento com NaOCI 3%; 5- lavagem com etanol 70%; 6- 4gua destilada esterilizada; 7- um
mapa da folha; 8- folhas em meio de cultura.

4.3 Incubacao

Placas foram incubadas a 28°C para o crescimento do fungo em incubadora
tipo BOD com luz ininterrupta por 8 dias. Ocasionalmente, foi utilizada outra

temperatura para crescimento do fungo.

4.4 Selecao dos isolados com potencial de biodegradacao

4.4.1 Em Meio Semi-Sélido

* Preparar meio minimo semi-solido com corante (0.2 g/L) azul, amarelo e vermelho.
* Cultivar o fungo em meio minimo semi-sélido com corante e incubar a 28°C (30
dias antes).

» Observar potencial de degradagéo do corante por alteragdo da coloragao do meio

de cultura em comparac¢ao com o controle sem o inéculo.
4.4.2 Em Meio Liquido
* Preparar meio minimo liquido com corante (0.2 g/L) azul e amarelo.

* Cultivar o fungo em meio liquido sélido com corante e incubar a 28°C (15 e 30
dias).
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» Medir a absorbancia apdés 15 e 30 dias de incubacado. A absorbancia relativa foi
medida em espectrofotbmetro com leitura para azul de Anax 600 nm e para amarelo
Amax 440nm.

« Para cada isolado foi feita uma repeticao.

4.5 Analise do peso seco do micélio

Apés 15 e 30 dias de incubacdo em meio minimo liquido com o corante, o
micélio foi retirado para a avaliacdo do crescimento do fungo pelo seu peso seco.
Apébs 12 horas a 50° C em estufa de secagem de material, a massa do micélio foi
aferida. Como controle, foi utilizado meio minimo sem o corante com a mesma

quantidade de in6culo (3 plugs de punch com 0,5 cm de didmentro).

4.7 Anadlise Estatistica

Para o experimento, foi utilizado o delineamento estatistico inteiramente
casualizado (DIC) e a partir dos dados obtidos foram feitos a analise de variancia
(ANOVA) e eventualmente o Teste de Tukey para médias. A analise estatistica foi feita
com o auxilio do programa ASSISTAT (SILVA, 2008).
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de endofiticos

Da arvore do Centro Politécnico (UFPR) foram obtidos seis isolados: LPA 1;
LPA 3; LPA 6; LPB1, LPB 3; LPB 6. E da arvore da Av. Arthur Bernardes foram
obtidos seis isolados: EA1, EA3, EA6, EB1, EB3 e EB6.

5.2 Avaliacao do Potencial de Biodegradacao

Foi realizada, uma selecao prévia dos microrganismos para verificar o potencial
de degradacao no periodo de 30 dias, com incubacdo em meio semi-sélido em placa
de Petri a 30°C. Apés inspecao visual, os resultados foram organizados em uma
tabela (Tabela 2). Os isolados promissores foram selecionadas para o experimento
em meio minimo liquido (Figura 4).

Em nenhum dos ensaios houve evidéncias de bioadsorcédo, ou seja, o micélio
nao adquiriu a cor do corante. Para o corante azul foram selecionadas as seguintes
isolados LPAS3; LPB6; LPA6; EA3; EA6 e a linhagem da colegédo do LabGem 48J (P.
visme) e para o corante amarelo foi selecionado apenas a linhagem LPB6. Nenhum
isolado apresentou potencial de biodegradacao para o corante vermelho.

No experimento com meio minimo liquido foram adicionados 0,02 g/L de
corante e os fungos foram inoculados com dois discos de micélios que foram
cortados com punch com 0,5 cm de didmetro (Figura 5).
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Tabela 2 — Avaliacdo do potencial de degradacdo de corantes téxteis por isolados de fungos

endofiticos, em meio minimo semi-solido com corante (0,2g/L) apds 30 dias de incubacao.

ISOLADOS Remazol Azul Remazol Remazol Amarelo
Brilhante Vermelho Ouro

EB1 - - -

EAS3 positivo - -

LPA1 - - -

LPB3 - - -

EB6 - - -

48J positivo NA NA

EA1 - - -

LPB6 positivo - positivo

EB3 - - -

EA6 positivo - -

SDo7 NA NA NA

LPAG6 positivo - -

LPA3 positivo - -

LPB1 - - -

B6JA NA NA NA

Nota: -: resultado negativo; NA: Nao avaliado.
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Figura 4: Isolados selecionados através de meio minimo semi-sélido com corante

NOTA:1- Linhagem LPAS3; 2- Linhagem LPB6; 3- Linhagem LPAG6; 4- Linhagem EAS3; 5- Linhagem
EAG; 6- Linhagem LPB6.

Figura 5: Inoculagdo de micélio em meio minimo liquido.

Apo6s decorrer 15 e 30 dias incubados em meio minimo liquido (Figura 6) foram
retirados o sobrenadante de experimento (micélio) para avaliar o crescimento do
fungo medindo o peso seco, 0 meio minimo liquido contendo corantes foi analisado
a absorbancia relativa em espectrofotébmetro (Figura 7) com leitura para azul de Amax
600 nm e para amarelo Amax440nm .
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Figura 6: Aspecto do Meio Minimo com corante azul (0,2g/L) no frasco controle e tratamento ap6s 15

dias de cultivo a 28°C do isolado LPA6
—

Os resultados de absorbéancia relativa apds 15 e 30 dias estdo apresentados nos
gréaficos 1 e 2 para o corante azul e 3 e 4 para o corante amarelo, respectivamente.
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Grafico 1: Absorbancia relativa para corante azul apds 15 dias de incubagao.
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Com 15 dias de incubacdo a linhagem isolada EA3 mostrou uma melhor
degradacao do corante azul com apenas 25,6% de corante restante no meio e a
linhagem LPA3 foi a que menos degradou com 69,18% de corante restante. A
amostra controle foi deixada o tempo todo na estufa junto com as amostras com
isolados. O desvio padrao observado foi muito reduzido por causa do pequeno

namero de repeticoes das amostras.

Grafico 2: Absorbancia relativa para corante azul apés 30 dias de incubacéo.
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Com 30 dias de incubacdo a linhagem isolada EA3 continuou apresentando a
melhor porcentagem de degradacdo com 53,51% de corantes restantes e a
linhagem LPB6 foi a que menos degradou com 73,52% de corante restante, a
linhagem LPA3 mostrou uma melhora na degradacdo com 55,89% de corante

restante.
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O aumento da absorbéncia relativa ap6s 30 dias pode ter sido decorrente de
uma atividade de polimerizagdo do corante realizado pelas enzimas lignolitica
envolvidas no processo.

Grafico 3: Absorbancia relativa para corante amarelo apoés 15 dias de incubagao
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Grafico 4: absorbancia relativa para corante amarelo apés 30 dias de incubacao
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Com 15 e 30 dias de incubagéo, a linhagem LPB6 nos mostra que a quantidade
de corante restante no meio de cultura é de 72,20% para 15 dias e 70,90% para 30
dias.

Apesar de ter tido uma descoloracao significativa, isso ndo acarreta numa

reducdo de toxicidade do poluente analisado, pois os metabdlitos gerados podem
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ser mais téxicos que o composto inicial analisados. Analises posteriores devem ser
realizadas para avaliar a toxicidade dos metabdlitos gerados pela degradacdo do
corante.

Com o objetivo de averiguar se o corante foi utilizado como fonte de nutrientes
pelos isolados fungicos avaliados no presente trabalho, foram realizadas
comparacdes do peso seco do micélio apds 15 dias (Grafico 5) e 30 dias (Gréfico 6)
de incubacao com o corante azul e com o corante amarelo, em relagdo ao controle. ,
comparando os pesos dos isolados em meio minimo liquido e meio minimo liquido

com corante.

Grafico 5: Peso seco em gramas do micélio dos isolados apés 15 dias de incubagao em Meio Minimo

(MM) e MM com corante.
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NOTA: a linhagem LPB6 foram adicionadas AZ para indicar peso em linhagem que cresceu em
corante azul, e AM para linhagem que cresceu em corante amarelo.

A partir do Grafico 5 foi possivel constatar um maior crescimento dos fungos em
meio minimo com corante. A linhagem LPB6AZ foi a que apresentou um maior

crescimento em meio com corante.
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Grafico 6: Peso em gramas do micélio dos isolados apés 30 dias de incubagdo em Meio Minimo
(MM) e MM com corante.
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A partir do Grafico 6 foi possivel constatar que linhagem LPB6AZ apresentou
0 maior crescimento em meio minimo liquido com corante e a linhagem LPB6AM
apresentou um menor crescimento e também apresenta um crescimento menor que
o controle em 30 dias.

A comparacao dos pesos mostra que 4 isolados tiveram peso diminuido apos
incubacgéo de 30 dias em comparacao a 15 dias. A linhagem LPB6 com corante azul
apresentou o maior crescimento em 15 e 30 dias de incubacao.

O peso seco dos micélios mostrou-se significativo para os isolados que
cresceram em corante azul em 15 e 30 dias, para 0s que cresceram em meio com
corante amarelo o peso ndo mostrou-se significativo, para as analises estatisticas foi

utilizado o Teste Tukey (ver anexo).

5.3 Identificacao dos isolados com potencial de biodegradacao

A identificag&do de fungos filamentosos é baseada na morfologia da colénia em
meio de cultura e também pela observacdo de estruturas morfolégicas visiveis ao
microscopio 6ptico, principalmente os conidiéforos e os conidios. A conidiogénese
em alguns casos sé ocorre em condicdes especiais de cultivo. Para alguns fungos,
ela nao ocorre em condicoes de laboratério. Fungos que ndo podem ser
identificados pela falta destas estruturas acabam sendo denominados Mycelia
sterilia. Atualmente técnicas como o seqienciamento de regides ITS e PCRs
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espécie-especifica tém auxiliado na taxonomia destes organismos (KAVA-
CORDEIRO, 2004).

Dos isolados com potencial para a degradagcdao dos corantes ensaiados,
apenas o isolado 48J havia sido previamente identificado ao nivel de espécie como
Pestalotiopsis vismae (FIGUEIREDO et al., 2007). Os isolados LPA3; LPB6; LPAG;
EA3 e EA6 estdo sendo identificados pela morfologia das colénias em Meio
Completo (MC) e BDA. A presenga de conidios e conidiéforos também vém sendo
investigada por meio de microscopia éptica. Pela morfologia da colénia e dos
conidios, os isolados LPA6 e EA6 sao possivelmente pertencentes ao género
Colletotrichum (Figura 8). Se ocorrer a confirmagdo do género, serao feitas PCR
espécie-especifica para a identificacao das espécies de Colletotrichum.

Figura 8: Conidios dos isolados LPA6 e EA6 por microscopia 6ptica

NOTA:1- LPAG, 2- EA6. Aumento de 600x.

Os isolados LPA3; LPB6 e EA3 ainda estdo sendo investigados em relagdo a
presenca de conidios, para a identificacao taxondmica.

Os isolados com o melhor potencial na degradagdo dos corantes serdo
utilizados em futuros estudos de andlise protedmica, nos quais serdo avaliadas as
proteinas expressas diferencialmente em meio com e sem o corante por meio de

eletroforese 2-D.
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6 CONCLUSOES

v" Fungos endofiticos de plantas de areas expostas a poluicdo possuem potencial
de biodegradacao de corantes téxteis do tipo Remazol, principalmente do Azul
Brilhante.

v |Isolados endofiticos de plantas medicinais, como o Pestalotiopsis vismae isolado
de Maytenus ilicifolia, também possuem potencial como biodegradadores de

corantes téxteis.

v' Pela analise do peso seco do micélio, os isolados investigados neste trabalho
devem estar usando o corante como fonte de nutrientes para o seu crescimento

vegetativo.
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ANEXO

Analise estatistica para avaliar se o0 peso seco de micélio apds 15 dias de incubacao
apresenta diferenca significativa entre o isolado crescido em MM com corante e sem
o corante.

DELINEAMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO
ANALISE DE VARIANCIA

F.V. G.L. S.Q. QM F
Tratamentos 13 0,00101 0,00008 30,5825 **
Residuos 14 0,00004 0,00000
Total 27 0,00105

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p< 0.01).

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=< p < 0,05) ns nao significativo
(P >=0,05).

GL: 18, 14  F-krit (1%) = 3,75 F= 30,5825 p< 0,00100

Ha diferenca significativa entre os tratamentos.

TESTE DE TUKEY PARA AS MEDIAS
EA3 0,01755 a
LPB6 AZ 0,01670 ab
LPA3 0,01485 ab
EA6 0,01075 bc
LPA6 0,01045 bc
48J 0,01040 bc
LPB6AM  0,00660 cd

LPA6C  0,00210 d
LPA3C  0,00180 d
LPB6C  0,00180 d
LPB6C  0,00180 d
48JC 0,00135 d
EA6C 0,00130 d
EA3C 0,00130 d
DMS= 0,00637
MG = 0,00705 CV% = 22,63444

As médias seguidas pela mesma letra ndao diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste Tukey de 5% de probabilidade.



DADOS: Peso seco de micélio apds 15 dias de incubacédo, em gramas

Isolado  peso seco (A) peso seco (B)

EA3 0,0155 0,0196
EA3C 0,0015 0,0011
EA6 0,0126 0,0089
EA6C 0,0012 0,0014
LPA6 0,0107 0,0102
LPA6C 0,0020 0,0022
LPA3 0,0147 0,0150
LPA3C 0,0023 0,0013
LPB6AZ 0,0167 0,0167
LPB6CAZ 0,016 0,0020
LPB6AM 0,0095 0,0037
LPB6CAM 0,0016 0,0020
48J 0,0093 0,115
48JC 0,0010 0,0017

Siglas e Abreviages:

F.V. = Fonte de variacéo

G.L.= Graus de liberdade

S.Q.= Soma de quadrado

Q.M.= Quadrado médio

F = Estatistica do teste F

MG = Média geral

CV%= Coeficiente de variagao em %
DNS= Diferenca minima significativa.
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Analise estatistica para avaliar se o peso seco de micélio apds 30 dias de incubacao
apresenta diferenca significativa entre o isolado crescido em MM com corante e sem
o corante.

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

ANALISE DE VARIANCIA

F.V. G.L. S.Q. Q.M F
Tratamentos 13 0,00092 0,00007 8,7720 **
Residuos 14 0,00011 0,00001
Total 27 0,00103

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p< 0.01).
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01=< p < 0,05) ns néo significativo
(P >=0,05).

GL: 18, 14  F-krit (1%) = 3,7452 F=8,7720 p< 0,00100
Ha diferenca significativa entre os tratamentos.

TESTE DE TUKEY PARA AS MEDIAS

LPB6 AZ 0,02300 a
EA3 0,01550 ab
LPB6C  0,01050 bc
LPB6C  0,01050 bc
LPB6AM  0,01000 bc
48J 0,00950 bc
EA6 0,00900 bc
LPA3 0,00700 bc
LPA6 0,00650 bc
48JC 0,00400 c

EA3C 0,00300 c
EA6C 0,00250 c
LPA6C  0,00200 c
LPA3C  0,00100 c
DMS=0,01133
MG = 0,00814 CV% = 34,88979

As médias seguidas pela mesma letra ndao diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste Tukey de 5% de probabilidade.



DADOS: Peso seco de micélio apds 30 dias de incubacédo, em gramas

Isolado

peso seco (A)

peso seco (B)

EA3
EA3C
EA6
EA6C
LPA6
LPA6C
LPA3
LPA3C
LPB6AZ
LPB6CAZ
LPB6AM
LPB6CAM
48J
48JC

0,017
0,002
0,011
0,002
0,009
0,002
0,006
0,001
0,017
0,009
0,010
0,009
0,009
0,005

0,014
0,004
0,007
0,003
0,004
0,002
0,008
0,001
0,029
0,012
0,010
0,012
0,010
0,003

Siglas e Abreviages:

F.V. = Fonte de variacéo

G.L.= Graus de liberdade

S.Q.= Soma de quadrado

Q.M.= Quadrado médio

F = Estatistica do teste F

MG = Média geral

CV%= Coeficiente de variagao em %
DNS= Diferenca minima significativa.



