MICROMORFOLOGIA DA DEGRADACAO DE MADEIRA DA

ESPECIE AMAZONICA Hura crepitans L. POR FUNGOS

LIGNOLITICOS PERTENCENTES A CLASSE HYMENOMYCETES®
Ademir CASTRO E SILVA®), Izonete de Jesus Araujo AGUIAR®

RESUMO — Foram estudadas as mudangas micromorfologicas e quimicas que ocorrem na madeira
de “agacu” Hura crepitans L. através de vérios estigios de deterioragdo provocada pelos fungos
Pycnoporus sanguineus (L.: F.) Murr, Antrodia albida (F.) Donk e Tyromyces sp. coletados nos
arredores do municipio de Manaus, AM, Brasil. O microscopio eletrdnico de varredura foi utilizado
para a observagdo da extensdo do ataque dos fungos aos diversos elementos xilematicos de Hura
crepitans, A otimizagdo das condigdes de cultivo para os fungos foi estudada no que diz respeito
ao efeito da temperatura e pH no crescimento micelial utilizando diferentes meios de cultura. Os
fungos tendem a preferir um ambiente com pH entre 5.0-8.0 sendo o pH 6.0 o otimo. A
temperatura otima ficou na faixa de 30-35 °C. Ocorreu a perda progressiva do teor de lignina.
Os polissacarideos sio degradados simultaneamente com a lignina, sendo que esta é degradada
no estigio inicial com razao superior a dos polissacarideos especialmente para P sanguineus e
Tyromyces sp. A medida que a lignina € removida, a estrutura fibrilar da celulose na parede celular
torna-se evidente. Os elementos de vaso sio completamente destruidos no estigio inicial da
deterioragdo. Ocorre o estreitamento da parede celular dos elementos fibrosos adjacentes aos
raios com ataque 4 parede primaria e secundéria. No estdgio mais avancado de deterioragio ocorre
a destruigio dos raios ¢ a formagdo de cristais (presumivelmente oxalato de calcio).
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Micromorphology of Wood Degradation of Amazonian Species Hura crepitans L. by
Ligninolitic Fungi Belonging to Hymenomycetes Class.

ABSTRACT — Changes in wood microstructure and chemistry of “Acacu” Hura crepitans L.
through progressive stages of decay by Pycnoporus sanguineus (L.: F.) Murr, Antrodia albida
(F.) Donk and Tyromyces sp. collected around Manaus, AM, Brazil were studied. Scanning Elec-
tron Microscopy (SEM) was used for observation on degree of attack to various xylematic ele-
ments of Hura crepitans L. (Euphorbiaceae). Optimization of growth for fungi tested in relation
to the effect of temperature and pH on micelial growth in different medium were also studied.
The fungi prefer an environment with pH range 5.0-8.0 and pH 6.0 as optimum. Temperature
optimum range 30-35 °C. Occur progressive decrease on lignin content. Polysaccharides are de-
graded concurrently with lignin, which is degraded, in initial stage, on higher rate other than
polysaccharide particularly to Pycnoporus sanguineus and Tyromyces sp. As lignin is removed
the fibrillar structure of cellulose on cell wall become evident. Vessel elements are completely
destroyed on initial stage of deterioration. Occur narrowing of fiber elements cell wall neigh-
boring rays with atacck to primary and secondary wall. At advanced stage of deterioration occur
the ray’s destruction and formation of crystals (presumably calcium oxalate).

Key words: amazonian wood, deterioration, fungi, lignin seletivity.
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solos poluidos, mineralogia e
biohidrometalurgia, produgdo de
biomassa, tecnologia de combustiveis,
particularmente na solubilizagdo do
carvdo e emprego em controle
biologico. Castro e Silva et al. (1993),
por exemplo, mostraram o possivel
potencial que Pycnoporus sanguineus
possui para clarificacdo de efluentes
da industria papeleira. Este fungo
pertence aos causadores de podriddo
branca, capazes de degradar a lignina,
e que tém sido cada vez mais
empregados em industria de polpa de
madeira e papel. Estudos tém sido
realizados buscando-se a degradacio
seletiva de lignina durante a
biodegradagdo, considerando-se que
poderia ser aplicada em alguns
estagios do processo de produgio de
polpas celuldsicas uma vez que um
pré-tratamento dos cavacos pode
proporcionar uma economia de cerca
de 50% de energia no processo
termomecanico (Ericksson, 1985;
1990; Jurasek & Paice, 1988; Leathan
et al., 1989; Duran et al., 1990).
Estudo sobre a biodegradacio de
cavacos de madeira mostrou um
rendimento de polpa apds um estagio
posterior de polpagdo kraft de até
cerca de 6% superior a um controle
nao biodegradado (Oriran et al., 1990).

Um dos aspectos importante de
se conhecer para que se possa utilizar
fungos para fins industriais, diz
respeito ao conhecimento da maneira
que tais microorganismos degradam
diferentes células da madeira e como
se dd o processo responsavel por essa
degradagio.

A anatomia do hospedeiro e a
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estrutura da parede celular dos varios
tipos de células sdo fatores decisivos
na determinag¢do do padrio da
deterioragio que ocorre
particularmente entre os fungos que
sdo seletivos da lignina (Ander &
Eriksson, 1977; Reuel et al., 1981;
Otjen & Blanchette, 1982). Estudos
micromorfoldgicos em madeiras da
Ameérica do Norte ¢ Europa indicam
que a lamela média, por exemplo, ¢
relativamente resistente ao ataque até
0 ultimo estagio de degradagdo (Cowl-
ing, 1961; Liese, 1970; Eriksson,
1981). Portanto, conhecendo-se o
modo basico de agdo, requerido pelos
fungos para tornar os carbohidratos da
parede celular acessivel a enzimas,
atraves da utilizagdo do microscdpico
¢letronico na identificagdo de fungos
capazes de degradar a lignina, poderé
facilitar o entendimento do mecanismo
pelo qual o fungo de podridio branca
¢ capaz de deteriorar a madeira. Este
tipo de conhecimento é essencial para
aprimorar a bioconversio da biomassa
lenhosa florestal.

Assim, em razdo da escassez de
informagdes na literatura sobre as
cepas amazdnicas de Pycnoporus
sanguineus (L.:F) Murr, Antrodia
albida (F.) Donk e Tyromyces sp.
coletados em ambiente natural, no que
diz respeito ao modo de ataque desses
microorganismos aos diversos
elementos celulares do xilema de
madeiras amazonicas, o presente
trabalho tem como objetivos
determinar além dos aspectos
relacionados com a fisiologia destes
fungos, tais como, crescimento e
condigdes otimas de cultivo, os
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aspectos morfologicos da deterioragdo
da madeira de “acacu’” Hura crepitans
L. (Euphorbiaceae).

A capacidade destes fungos de
degradar os componentes quimicos da
parede celular dos diversos elementos
xilematicos de H. crepitans também
serd estudada.

MATERIAL E METODO

Corpos frutiferos de Pycnoporus
sanguineus, Antrodia albida e
Tyromyces sp. foram coletados em
diversas serrarias, capoeiras e terrenos
baldios do perimetro urbano de
Manaus durante o periodo de um ano
¢ quatro meses.

A identificacdo dos fungos foi
basecada em Cavalcanti (1976),
Ryvarden & Johansen (1980),
enquanto que a identificagdo da
madeira foi realizada através da
andlise microscopica e comparagio
com madeira identificada
botanicamente registrada no
Laboratorio de Anatomia da Madeira
do Instituto de Tecnologia da
Amazénia-UTAM . O isolamento dos
fungos seguiu 0 método proposto por
Bettucci & Guerrero (1971). Apos o
crescimento, a cepa foi conservada em
oleo mineral. Os meios empregados
para plaqueamento foram: Sabourad-
dextrose-dgar (BBL) e 4gar-malte
(DIFCO), ambos acrescidos de
cloranfenicol 200 mg, utilizando-se
glicose e maltose como principais
fontes de carbono. A quantificagdo do
crescimento fungico foi realizada
através da medigdo didria do aumento
do didmetro da coldnia. O pH 6timo

para crescimento dos fungos foi
determinado medindo-se a taxa de
crescimento dos fungos em placa de
petri com meio de cultura dgar-malte,
tamponado com tampéo fosfatado para
valores iniciais de pH entre 3,0 e 8,0.
O pH foi ajustado antes da
autoclavagem dos meios de cultura,
sendo que, para evitar a degradagdo do
agar abaixo do pH 5,0, também foi
realizado o ajuste apos a
autoclavagem. Foi realizada uma
medi¢cdo diaria para cada pH a
intervalo de duas horas, durante o
periodo de sete dias apos crescimento
micelial.

Para estudo do efeito da
temperatura no crescimento micelial
foi analisada a faixa de temperatura de
20-30 °C, com intervalo de 5 °C. As
placas de petri com blocos de dgar de
0,6 mm? dos fungos crescidos nos
meios utilizados foram mantidas em
camara a temperatura pré-determinada.
Para cada estudo de temperatura e pH
os testes foram realizados em
quadruplicata.

Blocos de madeira de Hura
crepitans de 2x2x3 cm foram obtidos de
pranchas oriundas de diferentes arvores
e utilizadas para determinar as perdas de
massa durante o periodo de degradagio.
Os blocos foram retirados somente do
alburno para se evitar a influéncia dos
extrativos que poderiam inibir o
crescimento fungico. A intervalo de
quatro semanas, durante cinco meses, 0s
blocos foram retirados, pesados e
colocados na estufa a 105 °C e a perda
de massa de cada bloco, devida a
degradagdo, foi expressa como
porcentagem do peso seco original.
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Foi realizado o isolamento dos
constituintes quimicos da madeira de
Hura crepitans em varias etapas de
deterioragdo O teor de glucana, xilana,
acetl e lignina foi determinado a partir
de hidrélise com &cido sulfirico
(H,S0,) 72%. Os teores de agucar fo-
ram determinados por cromatografia
liquida em cromatdégrafo HP 1082
utilizando coluna BIORAD HPX-87X
¢ H,SO, 0,0IN e 0,6 ml/min como
efluente e um detector de indice de
refragdo. O teor de lignina soluvel foi
determinado através da leitura da
absor¢do em 205 nm, tomando-se
como base a absortividade da lignina
neste comprimento de onda como 105
l/(g.cm).

O indice de seletividade da
lignina dos fungos estudados foi
calculado de acordo com o proposto
por Nishida et al. (1988) através da
relagdo lignina insoluvel/holocelulose.
No presente estudo o teor de celulose
foi obtido pela seguinte equacio:
holocelulose = S — (LI + LS), onde :
S = peso especifico da amostra, LI=
lignina insolivel e LS = lignina
soluvel (Nishida et al., 1988).

As amostras de madeira para
analise ao microscopico eletrénico de
varredura Hitachi H300 foram fixadas
em 2% (p/v) glutaraldeideo em 0,1 M
tampéo de cacodilato, pH 7,4 por 24
horas de osmificagdo (1% 0,0, em
0,1 M tampio de cacodilato) por duas
horas e lavadas durante cinco minutos
no tampao. Posteriormente, foram
desidratadas em uma série de acetona
e etanol, secas ao ponto-critico em um
Hitachi Critical Pointer Dryer- HCP2,
¢ montadas em suporte de aluminio.
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As amostras foram analisadas e

fotografadas a uma aceleragio
de 16 kv.

RESULTADOS

Efeito da Temperatura e pH no
Crescimento

A massa micelial de Antrodia
albida e Tyromyces sp. apresentou-se
de cor branca algodonosa com
pigmentagio de cor amarela. Durante
o crescimento micelial observou-se a
formagio de pigmentagdo amarela na
parte superior dos blocos da madeira
de Hura crepitans. Por outro lado, no
estagio inicial de crescimento micelial
de Pycnoporus sanguineus nos blocos
de madeira, a colonia apresentou cor
branca e pigmentagido cor-de-rosa,
tornando-se laranja-escura com o
passar do tempo.

No periodo inicial de 24 horas,
a temperatura de 20 °C nido ocorreu
crescimento micelial de Pycnoporus
sanguineus nos meios utilizados. Nas
outras temperaturas testadas, 24 horas
apos o inicio do cultivo ji se observa
crescimento micelial tanto para P
sanguineus, A. albida e Tyromyces sp.
Foi na faixa de 30-35 °C que ocorreu
maior desenvolvimento do micélio.
Observou-se, entretanto, que para o
meio de cultura de dgar-malte os
fungos apresentaram um maior
crescimento micelial na temperatura
de 35 °C. O 6timo térmico obtido para
os trés fungos em torno de 30-35 °C é
compativel com as condigdes de
temperatura ambiental em que
comumente sdo encontrados. Durante a
coleta de campo, somente encontrou-
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se esses fungos no periodo do verdo
quando a temperatura chega a oscilar
entre 28 ¢ 35 °C.

As curvas de pH para todos os
fungos foram similares e observou-se
uma preferéncia por ambiente um
pouco acido. A faixa de pH 5,0-8,0é a
melhor para crescimento dos fungos
estudados, sendo o pH 6,0 o 6timo.

Perda dos Componentes Quimicos

Ocorreu um aumento progressivo
na perda de massa dos blocos de
madeira (Tab. 1). A analise quimica
dos blocos revela a perda progressiva
do teor de lignina, quando comparado
com aquele da madeira sem ataque.
Com excegdo de Antrodia albida, que
mostrou diferenga no teor de lignina
apos doze semanas de ataque, P.
sanguineus e Tyromyces sp. mostraram
ja nas quatro primeiras semanas de
ataque, maior preferéncia por lignina
aparentemente com ataque

concomitante de celulose (Tab. 1).
Antrodia albida e Tyromyces sp.
tornam-se  preferenciais de
hemicelulose num estagio mais
avangado. Pouco acetil foi utilizado. O
aumento no teor de cinzas da madeira
de “agacu” Hura crepitans com o
avango da deterioragdo, muito embora
ndo tenha apresentado diferenca
significativa dentro de cada tratamento,
indica um acimulo de constituintes
inorganicos, a presenca de
manganeés e outros ions.

Taxa de Seletividade

P. sanguineus e Tyromyces sp.
degradam consideravelmente a
lignina e a capacidade de
degradacdo € muito seletiva a
julgar pelo baixo valor da relacdo
de lignina insoluvel para
holocelulose quando comparada
com a madeira sem ataque (Tab. 2).
Todos os fungos mostram alguma

Tabela 1. Dados da perda de massa e andlise quimica em diferentes periodos de ataque.

Tempo Perda Lignina  Glucana Xilana Acetil Cinzas
(semanas) massa(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Antrodia albida (F.) Donk
4 16,5b 27 1a** . - - -
8 42.7a 27a 42 1a 12a 2a 2,2a
12 56,5¢ 20b 40.,6a 11,4a 1.4a 2a
Tyromyces sp.
4 8,2b 20,5b 61,2b 13,8b 2,4a 0,9a
8 48,74a 28,2a 38,9a 17,5a 1,9a 2,1a
12 51,71a 28,5a 40,5a 18a 2a 2a
Pycnoporus sanguineus (L.:
F.) Murr.
4 17,68b 19,5b 63,8b 10,8a 1,8a 0,92
8 39,04a 26,3a 49,9a 12,6a 1,9a 2a
12 42,96a 26,3a 44,7a 10,9a 1,8a 1,9a
Controle* 32,4 43,6 12,4 1,8 1

* Refere-se a determinag&o do teor dos constituintes quimicos da madeira sem ataque.
** Médias na coluna dentre do tratamento seguida pela mesma letra néo séo diferentes no nivel de 5%.
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Tabela 2. Taxa de seletividade da lignina determinada pela relagdo lignina insoluvel/holocelulose

em diferentes periodos de ataque.

albic;qam(?;jlgonk. Tyromyces sp. sanguil:r?;c::nsofl_o.tg.s) Murr.
SEMANAS
(%) 4 8 12 4 8 12 4 8 12

Lignina insoluvel, LIl 20,3 26,7 19,6 20,1 27,8 281 19,1 25,8 25,8
Holocelulose,H (%) 81,4 729 73 79,5 71,5 71,5 80,5 73,7 73,6
Taxa LI/H (?) 0,26 0,36 0,36 0,21 0,38 0,38 0,23 0,35 0,35
Controle (taxa LI/H da madeira si) = 0,28
M Calculada pela diferenga dos componentes total.
:Z;;)Iﬁ ::alores menores do que o controle (0,28), indicados por asteriscos, mostram remogao seletiva da
seletividade para lignina em algum estdgios mais avancados de

periodo da deterioragdo. Nas
quatro primeiras semanas P
sanguineus e Tyromyces sp.
removeram seletivamente mais
lignina do que celulose. Apos esse
periodo os carbohidratos da
madeira que estavam sendo
envoltos pela lignina tornam-se
susceptiveis ao ataque enzimatico
como resultado da remocéo
preferencial ou seletiva dessa
lignina.

Aspectos Morfologicos da
Deterioracio da Madeira de Hura
crepitans

Antrodia albida

As hifas deste fungo,
inicialmente, mostraram-se finas
(1,5 % 0,5 um diam.) e escassas no
inicio do ataque e, a medida que o
periodo de deterioragdo aumenta,
tornam-se mais numerosas (Fig. 1).
Nos ultimos estiagios de
degradacio os raios tornaram-se
bastante atacados, e poucas hifas
foram encontradas nos elementos
de vaso. As hifas presentes nos
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deterioracdo eram mais espessas do
que aquelas do estdgio inicial.

Assim como os demais fungos
estudados, s6 uma simples hifa ou
algumas vezes um par de hifas fo-
ram encontrados no lume das
fibras.

Este fungo mostrou-se
seletivo de lignina no inicio do
ataque que comegou pela
colonizacéo dos elementos de vaso
e células dos raios. A
movimentagdo de uma célula para
outra ¢ geralmente em sentido lon-
gitudinal no lume da célula,
penetrando na parede celular
através do canal de pontuagdo. A
medida que a lignina é removida da
parede celular a estrutura fibrilar
da celulose na parede celular torna-
se evidente (Figs. 2 e 3). Esta
caracteristica morfolégica de
deterioragdo da parede celular
identifica que a deslignificacdo é
seletiva. Os elementos de vaso e
parénquima axial (Fig. 4) e
células eretas e procumbentes do
parénquima radial (Fig. 5) sdo
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rapidamente colonizadas.

Durante o estagio inicial de
deterioragdo o fungo movimenta-
se verticalmente através dos
elementos de vaso colonizando,
posteriormente, as células
parenquimadticas adjacentes, e em
estdgio mais avancado ataca as
células radiais. Ao que parece,
no estagio inicial as células dos
raios interferem com a
capacidade enzimatica do fungo.
Cristais estdo presentes nas
células do parénquima axial
(Fig. 6).

A tabela 3 mostra as

I

Figura 1. Corte tangencial mostrando hifas(H) e esporos (E) de Antrodia albida num periodo de
12 semanas de ataque (1.600X).

caracteristicas microscdpicas
visiveis nos estidgios de
deterioragdo da madeira por
Antrodia albida.

Tyromyces sp.

A secgdo transversal da
madeira de Hura crepitans atacada
mostra as celulas xilematicas mais
severamente degradadas (Fig. 7;
Tab. 4). Observa-se a completa
destrui¢do dos raios assim como
uma progressiva remog¢do da
parede secundaria da parede
celular a partir da camada S2, mas
na maioria das vezes esta camada
tinha desaparecido completamente.
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Figura 2. Hifa de Antrodia albida penetrando no lume de uma célula parenquimatica através da
pontuagdo na parede celular (1.600X).

Figura 3. Parede celular de uma fibra vista no corte tangencial onde se observa a estrutura fibrilar
da celulose (4.800X).
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Figura 4. Célula de parénquima axial no corte tangencial completamente atacada por hifas de

Antrodia albida. Observa-se a completa destruigio das pontuagdes simples da parede celular
(3.500X).

Figura 5. Resquicio da parede celular de células procumbentes destruidas por Antrodia albida
com 12 semanas de ataque (corte radial)(1.100X).
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Figura 6. Presenga de cristal do tipo rombéide em células do parénquima axial em amostra atacada

por Antrodia albida (corte tangencial). Presenca freqiiente de hifas (1.100X).

Tabela 3. Caracteristicas microscopicas visiveis nos estagios de deterioragio da madeira de
“agacu” Hura crepitans L. por Antrodia albida (F.) Donk.

Observagéo

(80-100% P.R)

Estagio
intermediario
(60-80% P.R)

Estagio
avangado
(0-60% P.R.)

Distribuicdo da
hifa

vasos e células
do parénquima
axial com bastante
hitas, algumas

Varias hifas nos
elementos de
raios e algumas
no lume das
fibras

Hifas numerosas nos
raios

Movimentagao
das hifas de
uma célula

para outra

pontuagbes nas

Através dos
orificios na
parede celular

Aumento dos
orificios a medida
que colonizam as
células

Efeito nas
células do
parénquima
radial

Mais ataque s
células individuais
dos raios

Ataque severo e
destruigdo das

-células eretas e

procumbentes

Efeito nos
elementos de

vaso

Ataque severo
aos elementos de

Pouco ataque

Pouco ataque

Mudangas na
microestrutura

da parede celular
das fibras

Pouco ataque a
parede celular

Inicio da separa-
¢éo das paredes
celulares; lamela
média atacada;
remog&o inical da
lignina da lamela
média

Ataque mais severo
4 camada S2 e
e parede primaria

P.R. (Peso Residual) - Calculado substraindo-se o peso perdido em porcentagem.

406

Castro e Silva & Aguiar |



Ocorre o estreitamento da parede
celular dos constituintes
anatomicos de H. crepitans. A
camada gelatinosa da parede
celular ndo foi atacada por este
fungo mesmo num estdgio
avangado (Fig. 8). Observa-se a
completa destruicdo da parede
celular, mas a camada gelatinosa,
caracteristica de madeira de tensio,
continua intacta. A medida que se
aproxima da parede primaéria, este
fungo muda o tipo de ataque
conforme evidenciado pelos
orificios encontrados em algumas
amostras deterioradas por este
organismo (Fig. 9). Assim como
acontece com Antrodia albida

observou-se num estagio mais
avang¢ado de degradacdo, a presenca
de cristais presumivelmente de
oxalato de calcio.

As células dos raios foram
deslignificadas assim como a
lamela média. Posteriormente,
ocorreu o ataque nio seletivo a
parede priméria com a formagéo
de orificios caracteristicos de
fungos de podridao branca (Fig.
9). Ao que tudo indica,

Tyromyces sp. causa dois tipos
distintos de deterioracdo. O
estreitamento da parede celular
dos constituintes anatémicos de
Hura crepitans leva a crer que

Figura 7. Corte transversal mostrando ataque de Tiwomyces sp. Observa-se a completa destruicdo
dos raios, o estreitamento da parede celular das fibras e a presenca de pontuacdes na parede

celular de um vaso multiplo (1.100X).
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ocorreu devido a um ataque
com liberagdo de enzimas que
tém capacidade de degradar
lignina seletivamente. Por outro
lado, a presenca de orificios na
parede celular num estagio mais
avancado de deterioracdo indica
ataque a todos 08
polissacarideos. Com a
eliminacdo da lamela média o
fungo teve a oportunidade de
iniciar a degradagdo da parte
externa da parede primadria
contigua a lamela média. Isto
evidéncia um padrio
totalmente diferente daquele
comumente encontrado onde o

fungo inicia seu ataque
simultdneo a partir do lume
através da camada S3 da
parede secundaria.

Pycnoporus sanguineus

Durante o estdgio inicial de
ataque, o fungo move-se através
dos vasos (Tab. 5). Mesmo com a
presenca de tiloses obstruindo os
vasos, as hifas de Pycnoporus
sanguineus colonizam os
elementos de vasos e penetram
na tilose.

Com oito semanas de ataque
os raios estdo degradados, mas a
maioria dos elementos fibrosos

Figura 8. Corte transversal mostrando a camada gelatinosa que nao foi atacada por Tyromyces
sp. Ndo se observa a parede celular das fibras (1.500X).
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Figura 9. Corte transversal

intacta. Nota-se a separagio da lamela média (3.500X).

mostrando a parede primaria de uma fibra adjacente a outra ainda

Tabela 4. Caracteristicas microscOpicas visiveis nos estagios de deterioragio da madeira de
“agacu” Hura crepitans L. por Tyromyces sp.

Observagéo

Estagio
inicial
(80-100% P.R)

Estagio
intermedidrio
(60-80% P.R)

Estagio
avangado
(0-60% P.R.)

Distribuicéio da
hifa

Elementos de vaso
e células do
parénquima axial

Colonizagao dos
elementos de raios,
algumas fibras com

hifas no seu lume

Hifas numerosas nos
raios

Movimentagéo
das hifas de

Através das
pontuacgdes nas

Pouco através
da pontuacgéo;

Diametro dos
orificios maiores

uma célula paredes dos maioria através do que o diametro

para outra elementos de orificios da abertura da
pontuagéo

Efeito nas Pouco ou nenhum Ataque as Completa destruicao

células do ataque as células parede celulares das células eretas e

parénquima individuais dos dos raios procumbentes dos

radial

raios

raios

Efeito nos
elementos de vaso

Ataque severo aos
elementos de vaso

Pouco ataque

Pouco ataque
ou nenhum

Mudangas na
microestrutura

da parede celular
das fibras

Pouco ataque ou
nenhum ataque a
parede celular das
fibras

Inicio do ataque
a parede primaria

Ataque mais

severo da parede
primaria, e posterior
ataque a camada S1
da parede secunddria

P.R. (Peso Residual) - Calculado subtraindo-se ¢ peso perdido em porcentagem.
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ainda se apresenta com a parede
celular intacta (Figs 10 e 11).
Neste estagio de deterioragio o
ataque a parede celular ocorre
mais intensamente nas células
adjacentes aos vasos e que fazem
parte da camada de crescimento.
Observa-se também 0
estreitamento da parede celular
dos elementos fibrosos
adjacentes aos raios (Fig. 11).
Assim como Tyromyces sp.
apresenta também dois tipos
distintos de deterioragio da
parede celular.

A medida que a lignina é
removida da parede celular a

estrutura fibrilar da celulose na
parede celular torna-se evidente

(Fig. 12) indicando wuma
seletividade da lignina.
DISCUSSAO

A analise da parede celular dos
materiais ligninocelulosicos ao
microscopio eletrénico depois da
incubagdo com organismos que o0s
degradam fornece uma indicagio
segura da degradacdo da lignina e
celulose, e eventualmente da
seletividade desses  eventos.
Entretanto, a analise quimica dos
blocos atacados ¢ também essencial
para se alcancar resultados

do elemento de vaso contendo tilose (T) por Pycroporus sanguineus com oito semanas de
ataque. Nota-se que o ataque as fibras ndo foi ainda total (1.100X).
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Figura 11. Corte radial mostrando a completa destruigdo das células do parénquima radial por
Pycnoporus sanguineus com oito semanas de ataque (700X).

Figura 12. Estrutura fibrilar da parede de uma fibra. Nota-se a presenga de hifa (H) de Pvenoporus
sanguineus (3.600X).
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Tabela 5. Caracteristicas microscopicas visiveis nos estagios de deterioragio da madeira d
“agacu” Hura crepitans L. por Pycnoporus sanguineus (L.:F.) Murr.

Observagao Estagio Estagio Estagio
inicial intermediéario avangado
(80-100% P.R) (60-80% P.R) (0-60% P.R.)
Vdrias nos Decréscimo do n? Esparsa nas

elementos de
vasos e células do
parénquima axial

Distribuigédo da
hifa

hitas nos elementos

celulares anteriores,

varias nos raios e
algumas no lume

das fibras

fibras, elementos
de vaso e
parénquima axial,
numerosas nos
raios

Movimentagao
das hifas de

Através das
pontuagdes nas

Através de orificios
na parede celular;

didmetro das hifas
ligeiramente menor
do que no lume

Didmetro das
pontuacbes e dos
orificios quase
que iguais; amba
maiores

uma célula paredes dos
para outra elementos
Efeito nas Pouco ou nenhum

células do
parénquima radial

ataque

Ataque das
células individuais
dos raios

Ataque severo e
destruigdo das
células individuai:

Efeito nos elementos
de vaso

Ataque severo
aos elementos de
vaso

Pouco ataque

Pouco ataque
ou nenhum

Pouco ou nenhum
ataque a parede

Mudancas na
microestrutura

da parede celular.
celular das Geralmente cama
fibras da S3 é ligeiramente

atacada

Inicio da separa
¢éo das paredes
celulares; lamela
média atacada;
remogao inicial
da lamela média

Destruicdo das
camadas S1 e S2
separacéo total
das células
devido ao ataque
da parede primar
e remocgio de
lignina da lamela
média

P.R. (Peso Residual) - Calculado subtraindo-se o peso perdido em porcentagem.

conclusivos (Otjen et al., 1987;
Blanchette ez al., 1988).

Baseado na analise quimica dos
blocos de madeira “acacu” Hura
crepitans, os fungos estudados
causaram aprecidveis perdas de lignina
¢ holocelulose. As perdas causadas
por estes fungos de podriddo branca
foram consideradas tipicas; somente P
sanguineus e Tvromyces sp.
apresentaram seletividade por ligninas
nas primeiras quatro semanas de
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ataque conforme indicado pelo baix
valor da relagdo lignina/holocelulos:
comparado com valor da madeira sen
ataque.

P. sanguineus ja foi reportad:
(Castro e Silva et al.,, 1993) com
causador de deslignificagio d:
madeira da espécie amazdnica Parkic
oppositifolia assim como mostrol
ataque severo a lignina de Eucalyptu.
grandis (Durdan et al., 1993)
Entretanto, apresentou pequena perd:
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de peso e nio degradou seletivamente
a lignina quando testado em Pinus
(Dr. André Ferraz FAENQUIL/SP
“comunicagido pessoal”), o que nio
causa surpresa visto que a lignina
difere da freqiiéncia relativa de certas
estruturas quimicas e essa diferenga é
especialmente grande até mesmo entre
diferentes espécies de angiospermas
(Sarkanen & Ludwig, 1971; Kirk et
al., 1975).

Se a degradacdo da lignina é
causada por um mecanismo de
oxidagdo conforme sugerido por vérios
autores, entdo a habilidade do P
sanguineus para degradar
diferentemente a madeira proveniente
de ambiente diferente do amazonico,
pode estar relacionado a outros fatores
genéticos ou ambientais que afetam o
crescimento fingico nesses substratos.

Apos o periodo de quatro
semanas os fungos testados causaram
ataque simultaneo ou remocio
preferencial da holocelulose conforme
indicado pelo alto valor da relagdo
lignina/holocelulose quando
comparado com aquela da madeira nido
atacada. Tudo indica que os
carbohidratos da madeira que estavam
“protegidos” pela lignina tornaram-se
susceptiveis ao ataque enzimatico
como resultado da remocio
preferencial ou seletiva da lignina em
volta. Por outro lado pode acontecer
que estes fungos possam utilizar a
hemicelulose principalmente por causa
da sua proximidade fisica com a
lignina na parede celular (Fengel,
1970; Kerr & Goring, 1975) e nio
porque necessite de grande quantidade
desses carbohidratos para degradar a

lignina.

Dos fungos estudados Tyromyces
$p. causou extensiva perda de
holocelulose num periodo de doze
semanas. Geralmente fungos
conhecidos como “deslignificadores”
(podriddo branca) causam perda
minima de glucose nas folhosas
(Blanchette et al., 1988; Adaskaveg et
al., 1990). Entretanto, Adaskaveg er
al. (1991) indicaram perda de
holocelulose na palmeira Phoenix
canariensis degradada por
Phanorechete chrysosporium e
Ganoderma zonatum conhecidos
deslignificadores da madeira. Esses
resultados sdo diferentes dos
geralmente encontrados para fungos de
podriddo parda. Kirk & Highley
(1973), por exemplo, determinaram
grande perda de glucana e xilana em
Picea abies atacada por Poria
monticola, enquanto que Blanchette &
Abad (1988) observaram também
grande perda desses mesmos
polissacarideos em Betula papyrifera
atacada por Fomitopsis pinicola am-
bos conhecidos como fungos de
podriddo parda.

A diminuigdo na razio da perda
em lignina depois de doze semanas
ocorrida na madeira estudada pode ser
devido a excregéo de lacase pelo fungo
num estagio avangado de deterioracao.
Esta enzima polimeriza a lignina via
ligagdo de grupos hidroxilicos
fenolicos (Ishihara & Ishihara, 1976).
A lacase, por exemplo, foi detectada
em P sanguineus quando inoculado
em meio contendo alto teor de agticar,
i.e, extrato de malte (Castro e Silva et
al., 1993).
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Os requisitos energéticos para a
degradacio da lignina sdo tao grandes
que os fungos necessitam de uma
fonte adicional de energia facilmente
acessivel servindo assim 0s
polissacarideos como co-substrato
(Eriksson et al., 1980). P sanguineus,
por exemplo, foi que mais degradou
xilana dentre os fungos estudados ¢
provavelmente possui xilanases que
produzem xilose, necessaria para
suprir a demanda de energia requerida
e também para a produgéo de perdxido
de hidrogénio (Eriksson, 1988).

Castro ¢ Silva et al. (1993)
detectaram a produgao de xilanase por
P sanguineus em meio de cultura
utilizando a madeira amazonica Parkia
oppositifolia como fonte de carbono.
Este fungo, comparado com os outros
dois incluidos neste estudo, € o que
mais requer energia adicional para o
ataque da lignina. Curiosamente a
xilana num periodo de doze semanas
de ataque por P. sanguineus,
praticamente alcanga quase que o
mesmo nivel da primeira semana
provavelmente devido a alguma
inibicdo das enzimas por algum
metabdlito toxico na biomassa final.

Em geral, fungos de podriddo
parda causam uma rapida
despolimerizagdo da celulose (Cowl-
ing, 1961; Eriksson et al., 1980),
enquanto que fungos de podriddo
branca causam uma degradacdo
gradual da celulose e utilizam
rapidamente os produtos dessa
degradagdo (Eriksson, 1990). Nesse
contexto, Castro e Silva ef al. (1993)
mostraram que P. sanguineus exibe
atividade celulolitica relativamente
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alta quando comparado com outros
fungos de podriddo branca. Por outro
lado a presenca de ligninase ou lacases
juntamente com M, peroxidase na
presenga de PB-glucosidade sdo
importantes na degradagdo de
compostos cloroligninados (Esposito
et al., 1991; Duréan, 1992). Esse “pool”
enzimatico de P sanguineus indica
um grande potencial deste fungo para
descoloragdo, por exemplo, de
efluentes kraft.

Morfologicamente os fungos
estudados decompdem inicialmente os
elementos de vaso e as células do
tecido de parénquima axial.
Considerando que o conteudo dessas
células parenquimatosas inclui amido
(Cutter, 1986), & de se esperar que a
presenca desses componentes possa
intensificar a produgdo de enzimas ou
reagdes ndo enzimaticas pelos fungos
para degradar a holocelulose ¢ amido.
Por outro lado, a pouca resisténcia dos
elementos de vaso ao ataque dos
fungos se deve também a pouca
lignina na parede celular. Ressalta-se
que apenas a pouca quantidade de
lignina ndo ¢ fator preponderante para
a facilidade de ataque aos elementos
de vaso. O tipo de lignina encontrado
¢ que determina a maxima ou minima
resisténcia dos mesmos ao ataque
enzimatico dos fungos. Blanchette et
al. (1988) mostraram que a resisténcia
ao ataque dos elementos de vaso da
madeira de Acacia koa por
basidiomicetos foi atribuida ao tipo de
lignina bem como a morfologia das
paredes celulares. Os fungos utilizados
neste estudo colonizaram rapidamente
os elementos de vaso da madeira de

Castro e Silva & Aguiar




Hura crepitans indicando pouca
resisténcia oferecida ao ataque.

As c¢lulas do parénquima radial,
que tém sido estimada em 4-30% do
volume do xilema para folhosas
(Highely & Bowyer, 1982; Fujiwara et
al., 1991) sdo altamente lignificadas
em Hura crepitans. Os raios s3o mais
resistentes ao ataque somente num
estagio inicial de deterioragio. Apos o
ataque dos elementos de vaso e células
do parénquima axial, os raios sofrem
a penetracdo do fungo. Considerando
que as células parenquimaticas do raio
possuem grande teor de nitrogénio
(quando comparada com outros tipos
de células), e que alguns fungos de
podriddo branca decompdem menos
lignina com aumento de nitrogénio
(Otjen & Blanchette, 1982), a
biodegradagdo da lignina num estagio
inicial pode ser inibida por essas
celulas. Ressalta-se, entretanto, que 08
raios tém fungdo de conduzir e
armazenar substancias nutritivas
{amido, proteina, por exemplo) que
foram elaboradas no processo de
fotossintese (Sauter & van Cleve,
1989). Pode ocorrer que a facilidade
inicial de movimentagdo do fungo
através dos elementos de vaso e
células do parénquima axial faca com
que os raios sejam atingidos somente
depois de esgotadas as reservas
nutricionais dessas células. Além
disso, os elementos de vaso e células
do parénquima axial apresentam uma
parede celular mais simples do que as
das células dos raios. Estes, assim
como o0s elementos fibrosos,
apresentam uma parede primaria com
uma orientagdo irregular das

microfibrilas, enquanto que a parede
secundaria ¢ lamelada, ou seja, as
microfibrilas possuem orientacio
distinta e diferente nas varias camadas
existentes nesta parede. O fungo usa
uma via mais facil de ataque para
economizar energia que lhe sera muito
util para efetuar o ataque da parede de
células dos elementos fibrosos num
estagio mais avangado de deterioracio.

O estreitamento da parede
celular dos constituintes anatémicos
de Hura crepitans observado nos
clementos celulares da madeira
atacada por Tyromyces sp. foi
semelhante ao reportado anteriormente
para outros fungos de podriddo branca
{Cowling, 1961; Wilcox, 1968).
Entretanto, estes resultados discordam
da afirmagdo de Highley & Murmamis
(1984) de que, quando ocorre o
sistema de difusibilidade enzimatica
em fungos de podriddo branca para a
degradacdo da parede celular, nio
podera ocorrer o estreitamento da
parede celular.

Cristais do tipo prismatico foram
encontrados associados a hifas e
também em 4reas de intensa
deterioragdo. A presenca de tais
cristais tem sido documentada em
madeiras atacadas por fungos e sio
tidos como depésitos de potdssio,
manganés, calcio ou outros minerais,
Podem ser produtos metabolicos
secundarios dos fungos que a medida
que vao quebrando enzimaticamente
0s componentes quimicos acumulam
esses depdsitos minerais na sua
estrutura, os quais sido liberados no
tecido xilematico vindo entdo a se
cristalizar na forma que se observa ao
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microscopio.

O aumento do teor de cinzas
observado nos estagios avangados de
deteriora¢do da madeira de Hura
crepitans, € a cor preta das cinzas
nestes estagios avangados em contraste
com a cor branca do estgio inicial,
conduz a inferir sobre a producio de
diéxido de manganés conforme
reportado por Blanchette (1984) e
Agostin et al. (1990) para Ganoderma
sp. sobre Eucryphia cordifolia e

Nothofagus dombeyu,
respectivamente.
CONCLUSAO

Face aos resultados obtidos,
pode-se concluir que :

*Os fungos estudados apresentam
um melhor crescimento num meio com
um alto teor de agticares, pH 6,0 e 6timo
térmico de 30-35 °C.

‘A lignina ¢ degradada
simultaneamente com os polissacarideos
sendo que num estagio inicial de
deterioracdo Pycnoporus sanguineus €
Tyromyces sp. degradam a lignina numa
razio superior a dos polissacarideos.

* Antrodia albida e Tyromyces sp.
tornam-se preferenciais de hemicelulose
num estagio mais avancgado de
deterioragdo. Pouco acetil ¢ utilizado.

* Com o avango da deterioragdo
ocorre um acumulo de constituintes
inorgénicos.

*Analise da madeira atacada ao
microscopico eletronico de varredura
mostra que as hifas de Antrodia albida
sdo finas e escassas no inicio de ataque.

‘A colonizacdo da madeira
inicia-se pelos elementos de vasos e
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parénquima axial adjacente € num
estagio mais avangado pelas células do
parénquima radial e elementos
fibrosos.

* A movimentagdo de uma célula
para outra ¢ geralmente no sentido lon-
gitudinal no lume da célula penetrando
na parede celular através do canal de
pontuacio.

‘A separagdo dos elementos
fibrosos na zona da lamela média,
quando observados ao microscopio
eletronico, indica que todos os fungos
sio preferenciais de lignina num
determinado estagio.

Mais estudos sobre o modo de
acdo dos fungos sobre os componentes
quimicos da madeira sdo necessarios
para uma possivel utilizagdo
biotecnologica.
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