Revista Craibeiras de Agroecologia
v.5,n. 1, p. e9578, 2020
Nota Cientifica

RCA
ISSN: 2594-9152

Atividade Celulolitica de Fungos Isolados da Rizosfera de Cactaceas no
Municipio de Ouro Branco, Semiarido Alagoano

Arthur Costa Pereira Santiago de Almeida’, Crisea Cristina N. de Cristo’, Elisama Vicktoria
da Silva Melot, Saul de Campos Melo Almeidal, Matus Nascimento da Silvat, Jodo Manoel
da Silva?, Tania Marta Carvalho dos Santos?, Yamina Coentro Montaldo?

1L aboratério de Microbiologia, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Alagoas. E-mail:
arthurc995@gmail.com; criseacncristo@gmail.com; sama.melofrg@gmail.com;
saulmelol0@gmail.com; matus3174@gmail.com; taniamarta2@gmail.com; ycmztell@gmail.com
2Rede Nordeste de Biotecnologia, Instituto de Quimica e Biotecnologia, Universidade Federal de
Alagoas. E-mail: joao.manoel@igb.ufal.br

Resumo: O solo, por sua condi¢do natural, € um ambiente propicio a uma vasta diversidade de
organismos. Parte desses micro-organismos vive em simbiose com varias espécies de plantas
cultivadas ou nédo, e que tém potencialidades na producédo vegetal e de hidrolises enzimaticas. Na
regido de Ouro Branco-AL foi realizado um estudo objetivando isolar de uma area sob processo
exponencial de salinizacao e desertificacao, fungos filamentosos associados a cacataceas e avaliar
sua atividade celulolitica. Foi realizada coleta de solo na profundidade 0-20 cm da superficie na area
correspondente a rizosfera. Diluigbes seriadas foram realizadas até a fracdo 103, 10“ e 10% e
inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultivo seletivo para fungos. Foram selecionados cinco
fungos para serem determinadas a atividade celulolitica em meio carboximetilcelulase e a degradagéo
em papel filtro. Os ensaios demonstraram atividade celulolitica dos isolados através da colonizagcéo e
degradacéao de papel filtro.
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Cellulolytic Activity of Fungi Isolated from Cacti Rhizophere in the Municipality
of Ouro Branco, Alagoan Semiarid

Abstract: The soil, by its natural condition, is an environment conducive to a wide diversity of organisms.
Part of these microorganisms lives in symbiosis with various species of plants cultivated or not, and
which have potential in plant production and enzymatic hydrolysis. In the region of Ouro Branco-AL, a
study was carried out to isolate an area under exponential salinization and desertification process,
filamentous fungi associated with cockatoos and to evaluate its cellulolytic activity. Soil was collected at
a depth of 0 to 20 cm from the area corresponding to the surface. Serial dilutions were made to fractions
10-3, 10-4 and 10-5 and inoculated into Petri dishes, including selective fungal culture medium. Five
fungi were selected to be used for cellulolytic activity in carboxymethylcellulase medium and degradation
in filter paper. The tests demonstrated the cellulolytic activity of the users through the colonization and
degradation of the filter paper.
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INTRODUCAO solo, por sua condicdo natural, € um
ambiente propicio a uma vasta diversidade

A vegetacdo do Semiarido é de organismos. Parte desses micro-

constituida por varias espécies, sendo as
Cactaceae consideradas endémicas dessa
regido, porém essa paisagem tem sofrido
com o0 crescimento exponencial da
degradacdo ambiental, especialmente no
que se refere ao solo (Silva et al., 2018). O

organismos vive em simbiose com Varias
espécies de plantas cultivadas ou nao, e
que tém potencialidades na producao
vegetal e de hidrélises enziméticas.

A celulose é o carboidrato mais
abundante do planeta e o principal
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polissacarideo constituinte da parede
celular vegetal. A degradacdo microbiana
desse carboidrato tem incentivado a
pratica das fermentacfes celuloliticas de
forma artificial, levando em consideracéo
gue para fins industriais os demais
componentes da parede celular das
plantas, pectina, hemicelulose e lignina sdo
considerados geradores de impureza. Na
natureza, esses processos séo
responsaveis pela maior parte de carbono
disponivel para o solo (LYNCH et al., 1981;
SHODA; SUGANO, 2005).

Os solos de maneira geral estao
repletos de micro-organismos que
produzem enzimas celulases, contudo nem
todos podem ser considerados celul6ticos,
apenas aqueles que sao capazes de
degradar a celulase natural. Para conhecer
esses seres Vvivos 0s testes em laboratério
utilizam-se de alguns substratos indutores
capazes de medir a atividade celulolitica,
algoddo e papel de filtro sdo exemplos
(ROBSON; CHAMBLISS, 1989).

Além disso, Ruegger e Tauk-
Tornisielo (2004) afirmam que 0s micro-
organismos constituem excelentes
indicadores das condicdes bioldgicas do
solo, apresentando ainda promocdo de
crescimento vegetal, por isso torna-se
importante o conhecimento da diversidade
de populacdo microbiana e sua capacidade
biotecnoldgica para fomentar dados que
corroborem para acdes que contribuam
para meios de recuperacdo de solos em
processo de salinizacdo e desertificagao,
especialmente  para desenvolvimento
agrario (SILVA et al., 2018).

Diante do exposto, objetivou-se
avaliar a atividade celulolitica de fungos
filamentosos isolados do Semiérido
alagoano em uma 4&rea salinizada e
desertificada, em meio de cultura sintético
e papel filtro.

MATERIAL E METODOS

A partir de um estudo sobre fungos
filamentosos associados a cacataceas e
sua atividade celulolitica em um uma area
sob processo exponencial de salinizacéo e
desertificacdo na regido de Ouro Branco-
AL, as amostras de solo foram coletadas
em dois pontos da zona rural desse
municipio. Os pontos de coleta foram

registrados por meio do uso de do
equipamento Global Processing System
(GPS) (Ponto A O: 37° 24’ 45,9” S: 9° 4’
47,3”; Ponto B O: 37° 24’ 51,0 S: 9° 4’
38,3”).

De cada ponto foram coletadas
amostras na profundidade 0-20 cm a partir
da camada superficial da rizosfera de O.
cochenillifera. As amostras  foram
acondicionadas em sacos de papel pardo,
identificadas e  encaminhadas ao
laborat6rio de microbiologia do Centro de
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal
de Alagoas.

Para o isolamento foi adotado o
método de diluicdo seriada decimal
seguida de plagueamento em meio de
cultivo microbiano seletivo. Os fungos
foram isolados por meio de diluicdo seriada
decimal (10%), com plaqueamento em meio
de cultura de Martin.

Com o auxilio de uma alga de platina,
fragmentos das linhagens dos fungos
foram transferidos para o meio de cultura
seletivo contendo Carboximetilcelulase
(CMC) como unica fonte de carbono. O
meio de cultura foi composto por 3,0 g de
NaNOs; 1,0 g de K:HPOy4; 0,5 g de MgSOy;
0,5 g de KCI; 10,0 mg de FeS0Oy4; 10,0 g de
CMC e 18,0 g de agar para 1000 ml de
agua destilada. Apds trés dias de
crescimento a temperatura ambiente, as
placas foram levadas para incubacdo em
uma estufa para cultura microbiana a 38 °C
durante mais trés dias. Ao fim desse
periodo, foram adicionados nas placas 5,0
ml de solugdo corante vermelho congo a
1%. Ap6s 30 minutos a solucdo foi
descartada e as culturas foram lavadas
com 5,0 ml de solucdo de NaCl 0,5 M.
Revelados a producdo de halos, que
tiveram seus didmetros medidos com
auxilio de paquimetro.

Foram realizados ensaios para
avaliar o potencial celulolitico dos isolados
quanto a degradacdo de papel filtro. Em
tubos de ensaio de 15 cm de altura e 1 de
diametro, foram adicionados 25,0 ml de
solugdo de minerais (NaNOs: 3,0 g.L%;
K:HPO.: 1,0 g; MgSO.4: 0,5 g; KCI: 0,5 g;
FeSO.: 10,0 mg) contendo uma fita de
papel filtro com medidas de 10 cm de
comprimento e 1 cm de largura. O material
foi autoclavado a 121 °C durante 20
minutos e apos o resfriamento procedeu-se
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a inoculacdo dos fungos isolados. Apés 14
e 21 dias de incubagcdo a temperatura
ambiente, as fitas de papel foram avaliadas
e atribuidas notas quanto ao seu estado de
degradacéo.

Os resultados de diametro do halo
foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05) por meio do software
Rstudio (2016) com auxilio da linguagem R
(R Team, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo dos fungos em meio de
cultura com carboximetilcelulose (CMC)

como unica fonte de carbono apresentou
formacdo de halo enzimatico, indicando a
producdo de celulase por todos os
isolados. Resultados semelhantes foram
encontrados por Almeida et al. (2014) ao
relatar a atividade celulolitica de fungos do
ramen de bovinos leiteiros alimentados
com forragens tropicais.

O aparecimento dos halos comprova
a presenca da enzima celulase. O isolado
F14 obteve a maior média para o tamanho
do halo entre os isolados testados como
também menor desvio padréo, seguido por
F12, FO4, F11 e FO02, respectivamente
(Figura 1).
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Figura 1 - Didmetro do halo de fungos rizosféricos crescidos em meio Carboximetilcelulose.

O tamanho dos halos variou entre 0,8
e 4,3cm, didmetros equivalentes aos
encontrados por Souza et al. (2009), essas
medi¢bes contribuem para selecdo de
fungos com potencial para atividade
celulolitica, constituindo uma ferramenta
importante na selegdo de  micro-
organismos capazes de degradar celulose,
0s quais sdo alvo de pesquisa na
biotecnologia e microbiologia industrial.

A colonizacdo e a degradacdo do
papel filtro foi parametro para confirmacgéo
da atividade celulolitica dos fungos. Nesse
ensaio, foi possivel perceber a diferenca
entre o cultivo dos isolados na fita
embebida apenas com caldo de nutriente
(Tabela 1), que demonstrou maior
atividade degradativa em relagdo a fita
embebida com meio de cultura CMC sem
agar (Tabela 2).
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Tabela 1 - Atividade celulolitica dos isolados cultivados em papel filtro e caldo nutritivo por 14 dias a

temperatura ambiente.

Isolado R1 R2 R3 R4 R5
F12 + + + + + + + + + +
Fo4 + + + + + - + + + -
F14 + - + - + - + + + -
F02 + - + - + - + - + -
F11 ++ + - ++ ++ ++

* ++ colonizacdo do papel e degradacéo presente; + - colonizacdo do papel e degradacao ausente; - -

colonizagdo ausente e degradacao ausente.

Tabela 2 - Atividade celulolitica dos isolados cultivados em papel filtro e meio CMC por 21 dias a

temperatura ambiente.

Isolado R1 R2 R3 R4 R5
F12 + - -- -- -- --
FO4 + - ++ - - +- + +
F14 + - + - + - + - + -
F02 + - + - + - + - + -
F11 + + + - + + + - + -

* ++ colonizacéo do papel e degradacao presente; + - colonizacédo do papel e degradacgao ausente; - -

colonizacdo ausente e degradacao ausente.

A eficiéncia na producdo de
determinadas  enzimas por  micro-
organismos do solo e rizosfera sédo de
consideravel importancia do ponto de vista
ecoldgico, uma vez que estes sdo capazes
de juntamente com a atividade enzimatica
como a celulase, podem  atuar
simultaneamente na degradacdo de
compostos téxicos ao meio ambiente,
como é o caso dos agrotoxicos. Assim,
Silva et al. (2018) afirmam que fungos
filamentosos podem atuar na degradacdo
de agrotdéxicos como o Paraquat. Essa
habilidade torna os fungos rizosféricos
como potenciais agentes de
biorremediac¢éo do solo.

CONCLUSOES

Todos os isolados fungicos avaliados
possuem atividade enziméatica para
degradacdo de celulase em meio de
cultura sintético, devendo ser estudados
mais a fundo para com a atividade de
outras enzimas e sua total caracterizacao

para futuras aplicacdes como
biorremediadores do solo.
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