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RESUMO — A Caatinga representa uma crescente potencialidade para o setor da
prospeccdo de microrganismos com caracteristicas comerciais para producdo de
metabolitos secundarios, dentre 0s quais se destaca os fungos entomopatogénicos.
Nesse contexto, esta pesquisa buscou verificar a existéncia de variabilidade
genética para a producdo de quitinase em isolados fungicos pertencentes a cole¢éo
de fungos filamentosos da caatinga. Avaliando o crescimento celular dos
genotipos na presenca de quitina, bem como quantificando o indice Enzimatico
(IE) por meio do Método de Difusdo em Gel de Agar, onde valor superior a dois
classificaram os isolados fangicos como promissores para producdo de quitinase.
Dentre os 117 isolados fdngicos apenas 45,3% apresentaram perfil de
crescimento. Efeito significativo que mostra a atividade quitinolitica dos isolados
fangicos, indica existéncia de variabilidade genética e sugere situacdo favoravel
para a selecdo desses genotipos. Verificou-se, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade, a formacdo de trés grupos de gendtipos com aptidbes distintas
sendo o CDSAQ097, CDSA098 e CDSA111 aqueles que apresentaram maior
desempenho para variavel resposta em estudo.

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os fungos vém se destacando gracas a seu enorme potencial em
produzir uma infinidade de metabdlitos, os quais apresentam diferentes aplicacdes
biotecnologicas como producdo de vacinas, enzimas, antibioticos, antifingicos,
anticancerigenos. Alguns podem apresentar maior potencial para a producdo de certa enzima.
Isso pode ser justificavel pela a existéncia de variabilidade genética neste reino para as
diversas caracteristicas. A maioria dos microrganismos produtores de quitinase sdo obtidos
dos solos, principalmente, ricos em quitina. O principal critério utilizado para selecionar esses
microrganismos é avaliar a sua capacidade em utilizar a quitina como unica fonte de carbono
(AZEVEDO e ARAUJO, 2006; PAGNONCELLI, 2008; SANTOS, 2008).

As enzimas sdo proteinas produzidas por todos 0s organismos vivos. Sdo catalisadores
bioldgicos altamente especificos que aceleram as reagdes quimicas, tais como digestéo,
respiracdo, metabolismo e manutencdo de tecidos (FOOD INGREDIENTS BRASIL 2011).
Atualmente a producdo de enzimas movimenta anualmente bilhdes de dodlares. Segundo
Sant’anna Janior (2001) novas enzimas estdo sendo descobertas a partir do trabalho conjunto
de equipes de diferentes linhas de pesquisas vinculado as areas de Microbiologia, Bioquimica,
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Quimica, Engenharia Bioquimica, entre outras. Parceria que minimiza os custos vinculados a
atividade industrial de producéo de enzimas.

As enzimas mais utilizadas na industria sdo as hidrolases, enzimas que catalisam a
quebra de polimeros utilizando a agua (THIMOTEO, 2011). Dentre essas enzimas podemos
citar: celulase (EC 3.2.1.4); quitinase (EC 3.2.1.14); B-manosidase (EC 3.2.1.25); glican-1,3-
B-glicosidase (EC 3.2.1.75) entre outras.

As quitinases (EC 3.2.1.132) sdo enzimas glisosilhidrolase que catalisam a reacdo de
hidroélise das ligagdes glicosidicas f(1—4) presente nos polimeros de N-acetil-glucosamina da
estrutura da quitina. Em geral, as enzimas quitinoliticas podem ser classificadas em dois tipos:
(i) endoquitinases (EC 3.2.1.14), hidrolisam a quitina de maneira aleatdria nas ligacdes
glicosidicas internas, liberando oligossacarideos de diferentes tamanhos; (ii) exoquitinases,
atuam de maneira progressiva pela extremidade redutora da quitina, liberando quitobiose e N-
acetilglucosamina (SAITO et al, 1999; RAST et al., 2003; YOUNG et al., 2005; RAMIREZ
etal., 2011).

Diante do exposto, nota-se a grande importancia de identificar e selecionar isolados
fangicos da Caatinga que apresentem potencial para a producdo de quitinase. Avaliando a
eficiéncia do método de selecdo empregado, pela estimagdo dos coeficientes de variacao
genética, ambiental e da herdabilidade no sentido amplo para a determinacdo da atividade
quitinolitica dos isolados fungicos.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Fitossanidade do Semiéarido
(LAFISA), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus Sumé, PB. No
presente trabalho foi utilizada a quitina, cedida pelo Laboratério de Avaliacdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO). Foi utilizado os 117 isolados
fangicos, pertencentes a Micoteca CDSA do laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal de Campina Grande.

Para o procedimento de conservacgdo e ativacdo das células foi utilizado o meio de
cultivo sélido basico BDA (20% de Batata, 1,8% de Dextrose e 1,5% de Agar). A ativacio
ocorreu em placas de Petri em estufa a 28 °C durante 7 dias. Posteriormente, para analisar a
tolerancia (potencial em apresentar perfil de crescimento) e a hidrélise da quitina (parametro
representado pelo halo de degradacdo) os isolados fingicos foram cultivados em placas de
Petri contendo meio sintético formulado com a presenca de quitina (1% de quitina e 1,5% de
Agar) e incubados & temperatura de 28 °C durante 5 dias.

As placas contendo as colonias foram submetidas a coloracéo especifica com solugéo
contendo iodo (3,33 g.L ) e iodeto de potassio (6,67 g.L ™) por 20 minutos. O halo de
degradacdo representado pelo Indice Enzimatico (IE) (Equagdo 1) foi avaliado como
indicativo da capacidade de producdo enzimatica. Dessa forma, os isolados fungicos que
apresentaram |IE superior a dois foram os que possuem melhor potencial para atividade
quitinolitica extracelular.

_ didmetro medio do halo de degradacio

IE =

(1)

diametro medio de formacio de colonia
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O delineamento experimental utilizado foi de blocos inteiramente casualizados com trés
repeticdes. Cada placa correspondeu a uma repeticdo. Os tratamentos foram selecionados ao
acaso sendo utilizado 30 dos 53 isolados fungicos que foram capazes de crescer em meio
sintético contendo quitina, dentre os 117 presentes na colecdo. Os dados referentes ao IE
foram submetidos a analise de variancia, com os recursos do pacote computacional SAS. As
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott & Knott. A partir das
esperancas dos quadrados médios das analises de varidncia, foram estimadas a herdabilidade
no sentido amplo (ha?), as variancias genéticas (o4%), ambientais (o¢?) e o indice b, como
mostra as Equacdes 2, 3, 4 e 5, respectivamente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Dentre os 117 isolados fungicos apenas 45,3% apresentaram perfil de crescimento em
meio de cultivo contendo quitina como fonte de carbono e indutora para a producdo de
quitinase (Tabela 1). Pelo teste do indice Enzimatico (IE), dentre os 10 gendtipos
selecionados ao acaso, 70% desses, além de expressarem perfil de crescimento, mostraram
capacidade para producdo de quitinase.

De acordo com os ensaios, pode-se verificar que houve efeito significativo para a
atividade quitinolitica dos isolados fangicos, indicando, assim, haver variabilidade genética
entre eles (Tabela 2). A estimativa do coeficiente de variacdo ambiental (CV.) foi
aproximadamente 545% inferior ao coeficiente de variacdo genética (CVe = 15,18% e CVq =
82,79%), resultando em valor da razdo b = CV¢/CVe, superior a 1,0. Além disso, a estimativa
de herdabilidade no sentido amplo (h.?) foi alta (98,89%), o que reforca, mais uma vez, a alta
variabilidade genética e também uma situacéo favoravel para a selecdo de isolados fungicos
com potencial para producéo de quitinase.
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Tabela 1 - Isolados fungicos pertencente a colegdo do Biolab do CDSA/UFCG que
apresentaram crescimento em meio contendo quitina como fonte de carbono. UFCG, Sumé,
PB, 2015.

Isolados fungicos?

CDSAO01 CDSA35 CDSA83 CDSA105
CDSA02 CDSA49 CDSA85 CDSA106
CDSAO06 CDSA50 CDSA86 CDSA107
CDSAO07 CDSA54 CDSA87 CDSA109
CDSA08 CDSAS56 CDSAS88 CDSA110
CDSAI10 CDSA®61 CDSA90 CDSAl1l
CDSA1l1 CDSAG2 CDSA92 CDSA112
CDSA12 CDSAG8 CDSA93 CDSAI113
CDSA13 CDSA70 CDSA96 CDSA114
CDSA17 CDSA73 CDSA97 CDSA115
CDSA18 CDSA74 CDSA98 CDSA116
CDSA20 CDSA78 CDSA100 -

CDSA22 CDSA79 CDSA101 -

CDSAZ23 CDSA81 CDSA103 -

Tabela 2 - Resumo da analise de variancia para o indice enzimatico de isolados fangicos.

Fontes de variacéo GL indice Enzimatico
Blocos 2 0,3293
Genotipos 9 146,8240™
Erro 18 1,6274
Média (p) 8,40
CVe (%) 15,18
CVq (%) 82,79
b = CVg/CVe 5,45
hZ (%) 98,89

CVe, coeficiente de variacdo ambiental; CVy, coeficiente de variacdo genético; indice b,
CV,/CVe; e, ha?, herdabilidade no sentido amplo. N*N&o significativo. * e ** Significativo a
5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

Por meio das analises do IE pbde-se evidenciar, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade, a formacéo de quatro grupos de gendtipos com aptiddes distintas em sintetizar
quitinase (Tabela 3). Dos 10 gendtipos testados ao acaso, 70% apresentam potencial para
producdo de quitinase, pois suas médias estdo acima do ponto de referéncia (IE > 2,0). Os
genotipos CDSAQ097 (IE = 18), CDSA098 (IE = 17,67) e CDSA111 (IE = 14,83) foram
aqueles que apresentaram maior desempenho para variavel resposta em estudo, sendo
enquadrados no primeiro grupo. O segundo grupo (representado pelo genétipo CDSAL09, IE
= 11,03) apresentou atividade quitinolitica em nivel intermediario, enquanto os genotipos
CDSA115 (IE =7,57), CDSA114 (IE = 7,5) e CDSA113 (IE = 7,43) apresentaram resultado
inferior aos demais citados acima. No entanto, ainda foi verificado um grupo cujos genotipos
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(CDSA110, CDSA106 e CDSA071) ndo atenderam os requisitos necessarios exigido no
presente trabalho.

Tabela 3 - Producdo de quitinase por meio de isolados fungicos pertencente a colecdo do
Biolab do CDSA/UFCG, avaliados pelo indice enzimatico (IE). UFCG, Sumé, PB, 2015.

Gendtipos IE
CDSA097 18,00a®
CDSA098 17,67a
CDSA1l111 14,83a
CDSA109 11,03b
CDSA115 7,57c
CDSA1l114 7,50c
CDSA113 7,43¢c
CDSA110 0,00d
CDSAL106 0,00d
CDSA071 0,00d

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade de erro.

De maneira geral, quando consideramos todos os 117 isolados fungicos da colecéo,
5,98% dos genGtipos foram selecionados como potenciais produtores da enzima quitinase. E
importante evidenciar que nesta colecdo os isolados fungicos ndo foram identificados segundo
a taxonomia e com isso 0s presentes resultados evidenciados pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade podem indicar a presenca de 4 grupos distintos com genotipos pertencentes
ao mesmo género e espécie. Isso leva ao questionamento quanto a presenca de variabilidade
genética na populacdo em estudo, pois os 10 gendtipos analisados podem ser reduzido, no
minimo, ha apenas 4 classificados fangicos.

4. CONCLUSOES

e A relacdo entre a estimativa do coeficiente de variacdo genética e ambiental e a
herdabilidade no sentido amplo foram altas para o indice enzimatico, demonstrando a
eficiéncia do método empregado para a selecdo de gen6tipos com maior potencial para
producdo de quitinase.

e De maneira geral, quando consideramos todos os 117 isolados fungicos da colegéo
5,98% dos genotipos foram selecionados como potenciais produtores da enzima
quitinase.

e Os isolados fungicos CDSAQ097, CDSA098 e CDSA111 foram selecionados para
estudos que possam promover a otimizagcdo do processo de producdo da enzima
quitinase.
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