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RESUMO

MARQUES, MATHEUS MENDONCA DE SOUZA. Prospeccdo de micro-organismos
produtores de enzimas a partir da microbiota endofitica radicular e rizosférica de Hymenaea
courbaril amostrada em ecossistema de Pantanal e Cerrado. 2019. Trabalho de Concluséo de
Curso (Graduagdo) — Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas. Instituto Federal Goiano - Campus
Rio Verde, Goiés. Rio Verde Goias, 2019.

O Cerrado e o Pantanal sdo biomas muito biodiversos, mas abioticamente muito distintos
entre si. Apesar disso, Hymenaea courbaril, popularmente conhecida como Jatoba, é
amplamente distribuida por estes dois biomas. E uma planta popularmente conhecida pelos
seus diversos usos, em especial pelas propriedades medicinais e por sua utilizacdo na
recuperacdo de areas degradadas, no entanto, pouco se sabe a identidade e sobre o papel
funcional da microbiota rizosférica e endofitica desta planta. Devido a significancia desta
espécie se faz necessaria a obtencdo de dados para sua conservacdo e valorizacdo. Neste
contexto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial para sintese enzimatica da
microbiota amostrada na rizosfera e nas raizes de Hymenaea courbaril amostrada no bioma
Cerrado e no Pantanal. Foram avaliados 20 isolados fungicos e 20 isolados bacterianos. O
potencial para sintese enzimatica foi avaliado em meios de cultura contendo substratos para
reacdo enzimatica de amilases, proteases e lipases. Entre os isolados fungicos de maior
destagque sdo eles, FSCR6 e FSCR 8, apresentando indices enzimaticos de 21 e 17mm para
amilase e 15 e 18mm para protease respectivamente; e entre isolados bacterianos de maior
destaque sdo, BSCE8 e BSCE?7, apresentando indices enzimaticos de 10 e 9mm para amilase
e 5 e 4mm para protease respectivamente, no entanto a sintese de lipase foi nula, além da
microbiota do Cerrado se mostrar mais eficiente neste quesito, micro-organismos rizosféricos
isolados também se mostraram mais eficientes do que os endofiticos.

Palavras-chave: amilases, proteases, lipases, jatoba.



ABSTRACT

MARQUES, MATHEUS MENDONCA DE SOUZA. Prospecting of enzyme-producing
microorganisms from the root and rhizospheric endophytic microbiota of Hymenaea courbaril
sampled in Pantanal and Cerrado ecosystem. 2019. Course Conclusion Paper (Undergraduate)
- Bachelor of Biological Sciences. Goiano Federal Institute - Rio Verde Campus, Goias. Rio
Verde Goiés, 2019.

The Cerrado and the Pantanal are very biodiverse but abiotically very distinct biomes.
Nevertheless, Hymenaea courbaril, popularly known as Jatoba, is widely distributed
throughout these two biomes. It is a plant popularly known for its various uses, especially for
medicinal properties and its use in the recovery of degraded areas, however, little is known
about the identity and functional role of rhizospheric and endophytic microbiota of this plant.
Due to the significance of this species it is necessary to obtain data for its conservation and
valorization. In this context, this research aimed to evaluate the potential for enzymatic
synthesis of the microbiota sampled in the rhizosphere and roots of Hymenaea courbaril
sampled in the Cerrado and Pantanal biomes. Twenty fungal isolates and twenty bacterial
isolates were evaluated. The potential for enzymatic synthesis was evaluated in culture media
containing substrates for enzymatic reaction of amylases, proteases and lipases. Among the
most prominent fungal isolates are FSCR6 and FSCR 8, with enzymatic indices of 21 and
17mm for amylase and 15 and 18mm for protease respectively; and among the most
prominent bacterial isolates are BSCE8 and BSCE7, with enzymatic indices of 10 and 9mm
for amylase and 5 and 4mm for protease respectively, however lipase synthesis was null, and
the Cerrado microbiota was more efficient in this regard. Isolated rhizospheric
microorganisms were also more efficient than endophytic microorganisms.

Keywords: amylases, proteases, lipases, jatoba.
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1. INTRODUCAO
1.1 Biomas e Hymenaea courbaril
O Cerrado € um dos maiores biomas do Brasil, com diversas fitofisionomias e altos

indices de diversidade bioldgica. De acordo com KLEIN (2000), o bioma ocupa mais de 1,5
milhdo de km?, o que é equivalente a 22% do territorio brasileiro, atingindo varios dos 26
estados, principalmente o Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiés e Distrito Federal. O
Cerrado tem predominancia de ambientes quentes, com periodos de seca e de chuva e
incéndios naturais causados em época de seca. Segundo MAYERS (2000) o Cerrado €
considerado um hotspot e a savana mais rica que existe em relacdo a biodiversidade. Tem
como caracteristicas a temperatura média de 25° C, poucas planicies e muitos relevos, um
solo pobre em nutrientes e com pH variando em 4 a 6, aproximadamente. Apresenta como
vegetacdo uma vasta cobertura de gramineas com pequenas arvores e arbustos retorcidos.

Outro bioma brasileiro muito biodiverso é o Pantanal, sendo considerado uma das
regides Umidas mais extensas do mundo. Em contrapartida, o Pantanal ocupa mais de 150.000
km2 no Brasil (IBGE, 2004), sendo 1,76% do territério brasileiro, também atingindo o
Paraguai e a Bolivia. Possui clima quente e Umido, de acordo com POTT e DA SILVA
(2015), com temperatura média anual variando entre 22 a 26° C. Geralmente a umidade ¢ alta
devido a agua acumulada no solo nos periodos de cheia. Segundo DO AMARAL FILHO
(1986), esses solos possuem alta porosidade, o que auxilia na absorcdo da agua das chuvas. O
pantanal possui uma grande biodiversidade floristica (CAVALCANTI, 1999), sendo sua
fitofisionomia uma micela de vegetacdes de biomas vizinhos, o que confere uma
heterogeneidade para regido (POTT e ADAMOLI, 1996).

Popularmente conhecido como Jatoba, Hymenaea courbaril é uma planta que atinge de
10 a 15 metros, pertencente a familia Fabaceae, bastante encontrada nas regides tropicais do
Brasil. Possui frutos com farinha comestivel e alto teor proteico (NOGUEIRA et al., 2001;
CAMPOS e UCHIDA, 2002; LORENZI, 1998). E uma espécie com distribuicio ampla, capaz
de se adaptar em diferentes ambientes, provavelmente devido as baixas exigéncias nutritivas e
hidricas, sendo observada em solos acidos, com baixa fertilidade e bem drenados (LEE e
LANGENHEIM, 1975). No entanto, LORENZI (1998) relata que formacdes florestais secas
sdo mais propicias para o desenvolvimento de Hymenaea courbaril do que ambientes Umidos.

Estudos voltados para a microbiota rizosférica desta espécie ainda sdo escassos na

literatura.
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1.2 Micro-organismos endofiticos e rizosféricos

Sabe-se que micro-organismos rizosféricos tém como caracteristica viver em tecidos
internos ou em torno de tecidos radiculares dos vegetais, sem prejudicar os hospedeiros
(ANDREOTE e CARDOSO, 2016). De acordo com BALDANI, et al. (1997) e HARDOIM et
al., (2008), a microbiota capaz de se associar as plantas pode ser classificada em: endofiticos
facultativos, que podem viver no solo ou associado as raizes, e endofiticos obrigatorios que
vivem apenas em raizes. Ha também micro-organismos diazotroficos, que passam de periodos
saproéfitos para endofiticos, ou seja, se alimentam de matéria organica e depois vao para 0s
tecidos das plantas, respectivamente. Os micro-organismos rizosféricos podem colonizar o
solo ou a superficie das raizes, sendo favorecidos pela liberacdo de exsudatos radiculares
(ANDREOTE e CARDOSO, 2016). A interacdo entre rizobactérias e gramineas, por
exemplo, € muito intensa (BALDANI et al., 1997), podendo os rizosféricos colonizarem os
tecidos internos vegetais, estabelecendo modo de vida endofitico (ANDREOTE et al., 2014).
TARAFDAR e KUMAR (1996) afirmam que micro-organismos rizosféricos induzem
resisténcia aos vegetais, aumentando a tolerancia das plantas a impactos bidticos e abidticos,
como estresse hidrico, deficiéncia de nutrientes e ataque de fitopatdgenos. Conforme DA
SILVA et al. (2018), o uso de micro-organismos rizosféricos pode reduzir o tempo de
germinacdo nas plantas e aumentar a capacidade dessas se estabelecerem em campo. De fato,
esses micro-organismos sdo essenciais para as plantas, dado que sdo capazes de fixar
nitrogénio, solubilizar fosfatos, produzir fitormdnios e enzimas, além de atuarem contra
patdgenos, aumentando os niveis de crescimento e desenvolvimento de culturas (SILVEIRA,
2001).

As plantas possuem a capacidade de alterar a composi¢do da microbiota rizosférica
devido a liberacdo de compostos organicos variados (GRAYSTON et al., 1998) gerando
também uma identidade a este grupo de micro-organismos atraidos por estes compostos
exsudados (SICILIANO et al.,, 1998), podendo também gerar mudancas bioquimicas na
rizosfera (PARMAR e DARDAWAL, 1999), sustentando a ideia de que interacGes planta-
bactérias possuem um historico de co-evolugdo. (STURZ e CHRISTIE, 2003).

1.3 Enzimas microbianas
Muitos dos tracos funcionais exercidos por micro-organismos simbidticos passam pela

capacidade destes em sintetizarem enzimas como fosfatases, amilases e proteases, importantes
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para a funcdo microbiana, mas que podem ser aproveitadas em processos biotecnoldgicos,
atuando na catalise de reacbes quimicas diversas, sendo de extrema importancia para 0s
organismos vivos e também na degradacdo de matéria organica (LEHNINGER et al.,1995).
ITOH et al. (1990), elucidam que elas possuem grande valor no aspecto biotecnoldgico, e
enzimas inéditas e novos usos estdo sendo descobertos a partir de pesquisas
multidisciplinares, tornando o seu uso de industrial cada vez mais intenso e mais barato
(SANT’ANNA JUNIOR, 2001).

Tem sido crescente 0 numero de micro-organismos simbidticos descritos como
potenciais produtores de enzimas comerciais. Endofiticos isolados de tubérculos de
Pachyrhizus erosus (jacatupe), por exemplo, apresentaram atividade enzimatica, onde
linhagens de Nocardiopsis apresentaram atividade amilolitica e lipolitica, enquanto linhagens
de Staphylococcus apresentaram atividade proteolitica (STAMFORD et alt., 1998). Segundo
TAN e ZOU (2001), a produgdo de enzimas por micro-organismos varia conforme a
especificidade entre meio hospedado e micro-organismo. POLIZELI et al., (1991) relatam que
a producdo de enzimas liticas por micro-organismos acaba por facilitar a entrada de
rizosféricos e endofiticos nos tecidos vegetais. Tais enzimas também funcionam quebrando as
defesas do hospedeiro para obtencdo de nutrientes (TAN e ZOU, 2001), por isso, 0S micro-
organismos simbioticos a plantas tém despertado atencdo para seu potencial em produzir
enzimas de interesse biotecnoldgico. Para estudos de producdo enzimatica, LUZ et al. (2006)
propuseram avaliar a producdo enzimatica de linhagens de fungos simbidticos isolados de
alguns vegetais, onde observou-se diversos géneros com capacidade para produzir lipases e
proteases. Atualmente, os micro-organismos mais explorados para a producdo de enzimas
comerciais sdo fungos dos géneros Aspergillus niger, Rhizopus oryzae e Rhizomucor meihei e
leveduras como Saccharomyces spp. e Candida spp (ROCHA, 2010).

O uso de enzimas visa a melhoria de processos e produtos, logo, uma enzima de
qualidade € aquela que proporciona um produto com qualidade superior e custos inferiores
(ABRAHAO NETO, 2001). Segundo ORLANDELLI et al. (2012), as enzimas atuam em
diversas &reas dentro dos meios de producdo, como por exemplo no processamento de fibras
téxteis (ANDREAUS e CAVACO-PAULO, 2008), na industria de papel e celulose (PAIVA e
SA-PEREIRA, 2008), em cosméticos (SIM et al., 2003), na fabricacio de alimentos e bebidas
(GIESE, 2008), na panificacdo e producéo de laticinios (VITOLO, 2001), etc.

As enzimas mais estudadas sdo de origem vegetal e animal. No entanto, as que se

originam através de micro-organismos possuem altissima capacidade para aplicacdo
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industrial, pois podem ser fabricadas facilmente atraves de processos de fermentagdo
(ORLANDELLI et al.,, 2012). As enzimas microbianas s&o de grande interesse no setor
biotecnoldgico, onde as proteases se destacam, sobretudo na esfera industrial, seguidas das
amilases (MICHELIN, 2005). Vale ressaltar que o uso de micro-organismos para a obtengédo
de enzimas oferece um leque de vantagens, como por exemplo, producdo intensificada,
flexibilidade para producgdo de varias enzimas, facilidade de cultivo em ambiente controlado,
sensibilidade a alteracbes genéticas permitindo a obtencdo de linhagens melhores para
fabricacdo de enzimas, e assim, através destas vantagens, minimizando os impactos ao meio
ambiente.

Portanto, como produtores de enzimas, micro-organismos apresentam um grande
potencial e podem produzir amilases, que sdo capazes de degradar o amido, a principal
substancia de reserva dos vegetais, estando entre as enzimas mais importantes no meio
industrial e de grande relevancia biotecnolégica. Conforme PANDEY et al. (2000) sdo
também utilizadas em detergentes, sacarificacdo, téxtil, papel e fermentacdo, além de serem
inclusas em diversas areas da saude. Segundo MOTTA (2009) a amilase possui uma
importante atuacdo na digestao pelos seres vivos, iniciando seu papel ja na mastigacao através
da amilase salivar e continuando seu trabalho no duodeno pela amilase pancreética,
degradando amido e glicogénio.

Ja as proteases sdo responsaveis por 40% do mercado de biocatalisadores (SOARES et
al., 1999), capazes de clivar ligacbes peptidicas, fazendo parte de processos fisioldgicos,
como por exemplo, gerando respostas imunoldgicas diante a patdgenos, além de serem
utilizadas em processamento de alimentos, bebidas, couro e pele, amaciamento de carnes e
como a amilase, também esta inclusa na producdo de detergentes e na producdo de farmacos
(RAO et al., 1998), ainda atuando na hidrdlise de proteinas de membrana e parede celular de
hospedeiros, facilitando a penetracdo e a infeccdo por micro-organismos patdégenos ou nao
(TREMACOLDI, 2009).

E por fim, lipases, que, conforme HASAN et al. (2006) é um grupo de enzimas
responsaveis por catalisar a hidrdlise de triglicerideos com grandes cadeias, se fazendo
bastante presente no aspecto industrial, constituindo juntamente com amilases e proteases,
outro dos principais biocatalisadores, atuando também nas indastrias de detergentes,
alimentos, cosmeéticos, perfumaria e aromas, auxiliando na biocatalise de farmacos, producao

de agroquimicos e quimicos finos, biossensor, biorremediagéo, além de estar presente também
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na degradacdo de lipideos em seres vivos, para a obtencao de nutrientes, sendo secretada pela
pancreas (MOTTA, 2009).

2. OBJETIVOS
2.1  Objetivo geral
Avaliar o potencial da microbiota endofitica radicular e rizosférica de Hymenaea

courbaril (Jatoba) para producdo de enzimas de interesse biotecnoldgico.

2.2 Objetivos especificos
- Avaliar a capacidade de sintese de amilases;
- Avaliar a capacidade de sintese de proteases;
- Avaliar a capacidade de sintese de lipases;
- Comparar a sintese enzimatica da microbiota endofitica radicular e rizosférica de
Hymenaea courbaril amostrado no Pantanal com a da microbiota desta mesma planta,

amostrada no Cerrado.

3. METODOLOGIA

Foram utilizados micro-organismos pertencentes a colecdo de culturas do Laboratorio
de Microbiologia Agricola do IF Goiano, campus Rio Verde. Estes micro-organismos foram
previamente isolados a partir das raizes e rizosfera de plantas de Hymenaea courbaril
coletadas no Parque da Serra de Caldas (Rio Quente-GO) - 17 48"29.77" S 48 41'59.61"0,
elevagdo 985 m, altitude 5.28 km - e Parque Natural Municipal de Piraputangas (MS) - 19
14'26.79"S 57 37'20.23"0, elevacdo 351 m, altitude 17.37 km-. Foram testados 20 isolados
fangicos, destes, 6 do Pantanal (FPAEL, FPAE2, FPAE3, FPAE4, FPAES e FPAESG) e 14 do
Cerrado (FSCE1l, FSCE2, FSCE3, FSCR4, FSCR5, FSCR6, FSCR7, FSCR8, FSCR9,
FSCR10, FSCR11, FSCR13, FSCR14 e FSCR15) e 20 bacterianos, destes, 10 do Pantanal
(BPAEL1, BPAE2, BPAE3, BPAE4, BPAES, BPAR12, BPAR18, BPAR19, BPAR26 e
BPAR32) e 10 do Cerrado (BSCE1, BSCE2, BSCE5, BSCE7, BSCE8, BSCR10, BSCR12,
BSCR14, BSCR16 e BSCR19). Inicialmente estes isolados foram mantidos em glicerol 10%
em freezer -80 °C, ativados em meio AN (&gar nutriente), com pH ajustado em 7 para
bactérias e BDA (&gar batata dextrose), com o pH ajustado em 5,5 para fungos. Os inoculos

bacterianos foram crescidos em estufa bacteriolégica a 37 °C por 48 horas e 0s indculos
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fangicos mantidos a esta temperatura por tempo necessario para as coldnias atingirem
didmetros entre 5 a 6 centimetros.

Os testes sintese enzimatica também foram conduzidos nos meios AN (bactéria) e BDA
(fungos) sélidos, contendo substratos especificos para atividade de cada enzima avaliada. Para
lipase foi utilizado como substrato lipidico 1% de Tween 80 e 5% de azeite extra virgem,
sendo o halo produzido pela atividade fungica e bacteriana revelado em radiacdo UV, através
do corante Rodamina B a 0,001%. Para amilase, foi utilizado como substrato uma solucédo de
amido a 1%, sendo o halo revelado com Lugol e para protease foi utilizado meio agar-leite,
contendo uma solugdo de leite em pd desnatado a 2%, sendo a revelacdo feita a olho nu,
através do halo incolor entorno da coldnia, conforme os protocolos de MALAJOVICH (1990;
2015) (Figura 1).

Figura 1. A: meios ainda ndo solidificados, enriquecidos com seus respectivos substratos, para
verter sob placas de petri; B: placa de petri com meio BDA enriquecido com amido revelado
halo enziméatico com Lugol; C: placa de petri com meio BDA enriquecido com lipideo, cor
rosada devido ao corante Rodamina B; D: placa de petri com meio BDA enriquecido com
proteina, halo enzimatico incolor adjacente a colénia.
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Os testes foram conduzidos em triplicata, sendo os fungos inoculados aos meios para o
teste de atividade enzimética, por meio de fragmentos miceliais de 5 mm de didmetro. As
bactérias foram inoculadas utilizando-se 20 pL de cultura obtida a partir de caldo AN.
Previamente as culturas bacterianas tiveram sua DO (densidade ética) ajustada para valores
semelhantes (de forma a serem inoculadas quantidades semelhantes de células para todos 0s
isolados). A DO foi lida utilizando-se espectrofotdbmetro UV-VIS a 600nm. Os fragmentos
miceliais fungicos e os 20 UL de cultura bacteriana foram dispostos centralmente nas placas
contendo os substratos de atividade.

Os dados dos indices enziméticos obtidos para os diferentes isolados foram
submetidos a ANOVA e teste de médias (Tukey a 5% de probabilidade e t). As analises foram
conduzidas utilizando-se o software estatistico Sisvar (5.6). Os dados foram expressos em
milimetros de halo enzimatico obtido a partir da por¢cdo terminal da area de crescimento da

colonia.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os isolados fungicos apenas alguns mostraram atividade enzimatica — FPAEDS,
FSCR4, FSCRS5, FSCR6, FSCR8, FSCR9, FSCR11, FSCR15 -, entre eles, os fungos FSCR6,
FSCR8, FSCR 9, FSCR11l, FSCR15 demonstraram atividade enzimatica, sendo esta
verificada em meio enriquecido com amido e proteina; os demais - FPAES5, FSCR4 e FSCR5
tiveram atividade enzimatica apenas no meio enriquecido com amido (Grafico 1), no entanto
em destaque para sintese enzimatica se teve FSCR6 com 21mm para amilase e 15mm para

protease, e FSCR8 com 17mm para amilase e 18mm para protease (Tabela 1).
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Gréfico 1. Indice enzimético (mm) observado para isolados fungicos endofiticos e rizosféricos
de Hymenaea courbaril amostrada no Pantanal - MS e na Serra de Caldas - GO. Abreviagdes:
F (fungos), PA (Pantanal), SC (Serra de Caldas), E (endofiticos) e R (rizosféricos).
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Tabela 1. Indice enzimatico (mm) observado quantitativamente para isolados fungicos
endofiticos e rizosféricos de Hymenaea courbaril amostrada no Pantanal - MS e na Serra de
Caldas - GO.

Indice Enzimitico (mm)

Tratamentos
Amilase Protease
FPAE1 001 0,0 F*
T== FPAE2 0.01 00F
&  FPAE3 0.01 00F
g FPAE4 0,01 00F
A FPAES 80D 00F
FPAE6 0.01 0.0F
FSCE1 001 00F
FSCE2 0.01 00F
FSCE3 0.01 00F
»  FSCR4 206G 00F
=  FSCRS T0E 0.0F
®  FSCR6 210 A 150 B
E FSCR7 001 00F
= FSCRS 170C 18.0A
S FSCRY 05H 50C
% FSCRI10 0.01 00F
FSCRI11 SOF 26D
FSCR13 0.01 00F
FSCR14 0.01 00F
FSCRI15 18.0B 20E

*Médias seguidas pela mesma, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Nos testes conduzidos com os isolados bacterianos, exceto as bactérias BPAES,
BSCE5, e BSCR12, todas elas produziram enzimas (Grafico 2), no entanto, destacou-se a
bactéria BSCE8 com 10mm para amilase e 5mm para protease; e a bactéria BSCE7 com 9mm
para amilase e 4mm para protease, no entanto a bactéria BSCR14 também se destacou, mas
apenas para amilase, com 9mm de halo enziméatico e a BPAR26 apenas para protease 9mm
(Tabela 2).
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Grafico 2. Indice enzimético (mm) observado para isolados bacterianos endofiticos e
rizosféricos de Hymenaea courbaril amostrada no Pantanal - MS e na Serra de Caldas - GO.
Abreviacbes: B (bactérias), PA (Pantanal), SC (Serra de Caldas), E (endofiticos) e R
(rizosféricos).

Tabela 2. indice enziméatico (mm) observado quantitativamente para isolados bacterianos
endofiticos e rizosféricos de Hymenaea courbaril amostrada no Pantanal - MS e na Serra de
Caldas - GO.

Indice Enzimitico (mm)

Tratamentos
Amilase Protease
BPAF1 10G 0.01
BPAE2 30F 0,01
BPAE3 0.5H 05H
=  BPAF4 0.01 1.0F
E BPAES 0.01 001
E BPARI2 0.5H 0,7G
Ay  BPARIS 0.5H 10F
BPARI10 70D 2.0E
BPAR26 30F 9.0 A
BPAR32 8.0C 3.0D
BSCE1 8.0C 3.0D
«  BSCE2 8.0C 508
<  BSCES 001 0.01
&  BSCE? 90B 40C
E BSCES 100 A 508
3 BSCR10 8.0C 20E
=  BSCRI12 0.01 001
% BSCR14 90B 0,01
BSCR16 8.0C 2.0E
BSCR19 6.0E 10F

*Médias seguidas pela mesma, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Conforme pesquisou STAMFORD (1998), suas tabelas (2 e 3) demonstraram isolados
bacterianos com potenciais superiores aos aqui apresentados, onde uma bactéria do género
Bacillus sp. apresentou um halo de 26mm, sendo o seu padrdo (Aspergillus oryzae NRLL
2022) 46mm, a melhor aqui apresentada foi BSCE8 com 10mm de halo enzimatico para
amilase; para protease o melhor aqui apresentado foi BPAR26 com 9mm contra 5mm de uma
bactéria do género Staphylococcus sp., embora que o padrdo apresentado para protease tenha
atingido 15mm (Streptomyces fradiae NRRL 1195), no entanto para os isolados fungicos
tivemos o FSCR6, apresentando 21mm para o indice enzimatico em meio enriquecido com
amido contra 19mm apresentado por Nocardiopsis sp., sendo este o melhor fungo para
atividade amilolitica tratado no trabalho de STAMFORD (1998); para protease, o fungo
FSCR8 produziu 18mm, comparado com o melhor de STAMFORD (1998), que foi um fungo
do género Pithomyces sp. que apresentou um halo enzimético a 12mm e também maior do
que o fungo padréo testado no trabalho aqui comparado (Streptomyces fradiae NRRL 1195,
15mm) citado anteriormente.

Portanto, fungos rizosféricos obtidos de solo rizosférico de H. courbaril apresentaram
potencial para producdo de amilase consideravelmente superior ao potencial dos fungos
endofiticos, no entanto para producdo de protease, dados estatisticos ndo apresentaram
diferenca, porém ha uma tendéncia para fungos rizosféricos (Gréfico 3).
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Graéfico 3. indice enzimatico total (mm) observado para todos os isolados fungicos endofiticos
e rizosféricos de Hymenaea courbaril amostrada no Pantanal - MS e na Serra de Caldas - GO.
Abreviagdes: FR (fungos rizosféricos) e FE (fungos endofiticos). Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste t a 5% de probabilidade.

Bem como observado para os isolados fungicos, os isolados bacterianos rizosfericos
apresentaram uma sintese enzimatica superior ao potencial apresentado por isolados
bacterianos endofiticos visualmente falando, mas estatisticamente ndo houve diferenca
(Grafico 4).
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Gréfico 4. Indice enzimatico total (mm) observado para todos os isolados bacterianos
endofiticos e rizosféricos de Hymenaea courbaril amostrada no Pantanal - MS e na Serra de
Caldas - GO. AbreviacOes: BR (bactérias rizosféricas) e BE (bactérias endofiticas). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste t a 5% de
probabilidade.

Conforme HOPKINS (1995), a populacdo de micro-organismos rizosféricos podem
superar em até 50% as populacBes do solo adjacente, devido ao gradiente gerado pela
exsudacdo de nutrientes, portanto supde-se que tal diferenca entre esses grupos de micro-
organismos se dé devido a competicdo mais intensa no exterior dos tecidos radiculares dos
vegetais, ja que populacbes de micro-organismos ndo estdo bem estabelecidas no ambiente

rizosférico, logo eles devem ser mais flexiveis e eficientes para obtencdo de nutrientes.
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Graéfico 5. Indice enzimatico total (mm) observado para todos os isolados entre biomas (Serra
de Caldas - GO e Pantanal — MS). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si
de acordo com o teste t a 5% de probabilidade.

E notavel a discrepancia de producdo enzimatica pela microbiota dos biomas, sendo
que a Serra de Caldas apresentou micro-organismos mais aptos a producdo de amilase e

protease do que o Pantanal. Sabemos que micro-organismos rizosféricos e endofiticos séo

21



favorecidos pela exsudacdo de nutrientes pelas raizes, e isto aumenta a interacdo da
microbiota rizosférica com os vegetais (ANDREOTE e CARDOSO, 2016) e conforme citado
anteriormente, também aumenta a competitividade entre micro-organismos. LORENZI (1998)
afirma que vegetacOGes secas sdo mais favoraveis para o desenvolvimento de Hymenaea
courbaril, desenvolvimento este que também exsuda alguns nutrientes devido ao atrito da raiz
com o solo durante seu crescimento (WILLADINO, 2005), além de que devido a alta
umidade no solo do pantanal e 0 movimento de substratos devido as cheias, 0s nutrientes se
encontram parcialmente dissolvidos, combinando tais informacgtes, é possivel explicar a
diferenca entre a capacidade de sintese enzimatica da microbiota de cada ambiente.

Quando comparamos 0s grupos de micro-organismos, estes pareceram ser igualmente
produtores de enzimas estatisticamente falando, todavia no Gréafico 5 € possivel ver uma leve

tendéncia para bactérias em relacdo a sintese de enzimas.

Indice enzimatico total

o

Bactérias Fungos

Gréfico 6. Indice enzimético total (mm) observado para isolados bacterianos e fungicos
endofiticos e rizosféricos de Hymenaea courbaril amostrada no Pantanal - MS e na Serra de
Caldas - GO. AbreviacOes: B (bactérias) e F (fungos). Médias seguidas pelas mesmas letras
néo diferem entre si de acordo com o teste t a 5% de probabilidade.

Portanto, deve-se levar em conta a quantidade de isolados fungicos e suas taxas de
produgéo, pois mesmo que possuam um desenvolvimento mais lento em relacdo aos isolados
bacterianos, ambos se mostram interessantes para producdo de enzimas. Alem de que, sob
aspectos biotecnologicos, conhecendo-se as reais exigéncias nutricionais, de temperatura e pH
dos micro-organismos em questdo, seria possivel o desenvolvimento de protocolos para
crescimento e sintese enzimatica em escala industrial.

Em relagdo a porcentagem total de fungos e bactérias que apresentaram atividade
enzimatica, teve-se que 40% dos isolados fungicos foram capazes de produzir amilase e 25%

protease, enquanto que entre os isolados bacterianos 80% produziram amilase e 70% protease,
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porém, com relagdo a lipases, nenhum dos isolados testados, tanto fungicos como bacterianos
demonstrou capacidade para a sintese de altas concentragcfes de enzimas desta classe. (Grafico
6).
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Gréfico 7. Porcentagem total de micro-organismos que demonstraram atividade enzimatica e
seus respectivos valores.

SILVA (2015) cita em seu trabalho, pesquisas para producdo de amilases, com um
percentual de 56,4 a 88,6% de micro-organismos rizosféricos apresentando atividade
enzimatica, isso pode ser explicado devido a grande presenca de amido como fonte de reserva
gue se tem nas raizes, caules e frutos dos vegetais, que estdo constantemente caindo e
degradando-se sob o solo (NUNEZ-SANTIAGO, 2004), gerando caracteristicas a microbiota
do solo. De acordo com SOUZA (2008) dentre os isolados fungicos pesquisados, 40%
produziram amilases. TIGGEMEN (2015), obteve 180 isolados de diversas fontes, como por
exemplo, 6leo de oliva, requeijdo, extrato de tomate, farelo e 6leo de soja, creme de leite e
carne, onde 12,2% produziram amilases e 17,2% produziram proteases, isto significa que a
fonte de coleta de micro-organismos é relevante para a quantidade total de isolados capazes
de produzir as enzimas em questdo. Tratando-se de lipases, onde a expressédo foi nula, esses
dados entram de acordo com o verificado por DAKORA e PHILLIPS (2002). Estes,
explicaram que entre enzimas e compostos organicos e inorganicos exsudados por vegetais,
obtidos na rizosfera de varias espécies, ndo sdo observados lipideos e lipases, por outro lado,

amilases e proteases sdo observadas.
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5. CONCLUSOES

A microbiota endofitica radicular e rizosférica amostrada, mostraram potencial para
producdo de amilases e proteases, no entanto para lipases, o potencial foi nulo;

Tanto isolados fungicos quanto bacterianos amostrados tiveram maior potencial para
producdo de amilase do que protease;

Este trabalho corrobora com a hip6tese de que no solo a quantidade de compostos
lipidicos € irrisoria;

Micro-organismos da rizosfera de Hymenaea courbaril (Jatoba) amostrada no Cerrado
foram mais eficientes em termos de sintese enzimatica que micro-organismos da rizosfera da
mesma planta amostrada no Pantanal;

Os micro-organismos rizosféricos testados apresentaram maior potencial para sintese

enzimatica do que os endofiticos.
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