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“Fude é do Pai,

teda fuunra e teda a glidia...

& Dele a vitdria alcancada em minka vida.”
(%. Curz)
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RESUMO

Trichodermasédo fungos anamorficos pertencentes a classe iftmsidetos, também
chamados fungos imperfeitos, assexuais ou conidiaiggle tém como teleomorfo o
género Hypocrea. Sao fungos de vida livre, distdibsiem todo o mundo e encontrados
em solos de diversas temperaturas, especialmergeelea que contém matéria
organica. Geralmente ndo sao considerados impestapatogenos humanos, mas
existem alguns relatos indicando patogenicidadsiocal em algumas espécies. Sua
facil manipulacéo e cultivo in vitro, estabilidadeviabilidade das col6nias preservadas,
fazem desse género um grande alvo para as pesdus@enoldgicas. Por tais
caracteristicas, foram isoladdsichodermadas plantad/ictoria amazonicaRollinia
sp., Murraya paniculatae Strychnos cogensda madeiraScleronema micranthum,
conhecida como cardeiro; de jatob#yhenaea courbai) do solo de cultura de cubiu
(Solanum sessiliflorujne de terra preta de indio, com o objetivo de tiflear, pela
biologia molecular, em nivel de espécie, tais toda bem como avaliar sua capacidade
de producdo de enzimas celuloliticas. Das 30 liehsgobtidas foram realizadas
culturas monospdéricas, as quais foram preservadadleo mineral, método Castellani
e em glicerol 10%. A partir da suspensdo em glicel® cada amostra foi inoculado
10puL em 20mL de BD e cultivado a°% a 100 rpm por 40:00h. Em seguida foi
extraido o DNA genbmico, deste realizada a PCRo#fspee para as regides ITS-1 e
ITS-2 do DNA ribossémico e posteriormente o seqiaenento. Para a producdo de
enzimas, os isolados foram previamente cultivadosneio indutor. Foram inoculados
10pL da solucéo de esporos (Glicerol 10%) em 50mkalucdo de Manachini onde o
substrato indutor utilizado foi a carboximetilcelsk. Os fungos foram incubados a
27°C, 120 rpm durante 120 horas. A dosagem de Chl@asefetuada com base no
método do Acido Dinitrosalicilico. Para a dosagesrp-ajlucosidase foi utilizado o p-
nitrofenil-B-D-Glucopiranosideo (pNPG) como substrato parazaren A concentracao
de proteinas totais foi determinada pelo métod®melford, utilizando-se o reagente
concentrado comercial da Bio-RadTM e albumina de bovino (ASB), como padrao.
O resultado da identificacdo molecular das pringeit8 amostras nos revelaram as
espécies:T. harzianum, T. koningii, T. asperellum, T. viride ovaslisporum, T.
hamatum, T. piluliferune T. koningiopsis com um percentual entre 96 e 99% de
identidade e 100% de confiabilidade. Os resultagagimaticos para CMCase
indicaram valores baixos, inferiores a 0,100 U/mincexcec¢éo d&. koningii(MPCe

10 3.2),T. harzianum(MPCe 2 2.2a), ambos isolados Me paniculata e o isolado
1437 identificado comdrichodermasp., proveniente de terra preta de indio, que
apresentaram valores um pouco mais altos de 0,1121@3 e 0,105 U/mL,
respectivamente. Par@-glucosidase, o0s resultados apresentados mostrailtan
atividade na grande maioria dos isolados com destaaraT. harzianumMPCe 3
3.1(10,45U/mL) €T. piluliferumVrc 2 3.2 (9,71 U/mL). Todos os isolados produnira
proteinas em meio de cultura contendo carboxinedtilcse como substrato indutor.
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ABSTRACT

Trichodermaare anamorphic fungi belonging to the class obHitetos, also called
imperfect fungi, or asexual conidial and whose gehtiypocreateleomorph. They are
free-living fungi, distributed throughout the worldnd found in different soll
temperatures, especially those containing orgarattan Usually are not considered
important human pathogens, but there are some tsepodicating occasional
pathogenicity of some species. Its easy handliryiarvitro, stability and viability of
colonies preserved this kind are a big target fiotelshnology research. Because of
these characteristics were isolaleécchodermafrom plantVictoria amazonicaRollinia
sp. Murraya paniculataand Strychnos cogensvood Scleronema micranthynknown
as cardeiro; jatobadyymenaea courbani land of cubiu cultureSolanum sessiliflorujn
and Indian black earth, in order to identify thel@calar biology, the species level, such
isolates and to assess their ability to productulogftic enzymes. Of the 30 lines
obtained were cultured spore, which were preseimechineral oil, Castellani and
method in 10% glycerol. From the suspension inglgl; each sample was inoculated
in 20ml of 1QuL BD and cultivated 260C, 100 rpm for 40:00 h. Newds extracted
genomic DNA, performed PCR of specific regions o 1TS-1 and ITS-2 ribosomal
DNA sequencing and subsequently. For the produatioenzymes, the isolates were
first grown in induction medium. Were inoculatedulOof spore solution (glycerol
10%) in 50 mL of solution Manachini where the suwitsim was used to
carboxymethylcellulose. The fungi were incubate®at® C, 120 rpm for 120 hours.
The dosage of CMCase was performed using the meathadid Dinitrosalicilico. For
the determination ofp-glucosidase was used p-nitrophefyB-glucopyranoside
(PNPG) as substrate for the enzyme. The total proetsncentration was determined by
the Bradford method, using the reagent concent@temercial Bio-RadTM and bovine
serum albumin (ASB) as standard. The result of ouwbée identification of the first 13
samples revealed the speci@s:harzianum, T. koningii, T. asperellum, T. viride
ovaslisporum, T. hamatum, T. piluliferuand T. koningiopsis with a percentage
between 96 and 99% identity and 100% reliabilitheTresults indicated CMCase
enzyme to low values, less than 0.100 U / mL whida éxception ofr. koningii(MPCE
10 3.2),T. harzianum(MPCE 2 2.2a), both isolates bf. paniculata and isolate 1437
identified asTrichodermasp., from Indian black earth, which showed sligtitigher
levels of 0.112 and 0.103 and 0.105 U / mL, respelgt Forp-glucosidase, the results
showed high activity in the vast majority of is@atwith emphasis om. harzianum
MPCE 3 3.1 (10.45 U / mL) and. piluliferumVrc 2 3.2 (9.71 U / mL). All isolates
produced protein in culture medium containing caymoethylcellulose as substrate
inducer.
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1. INTRODUCAO

Para 0s microrganismos, especialmente para os $ung® caracteristicas
morfolégicas muitas vezes ndo sdo suficientes paraleterminar com precisdo a
espécie do individuo, ficando a sua classificag@mas ao nivel de género. Mas com o
avanco da tecnologia do DNA, regides taxondmicaanfoidentificadas e, aliadas a
outras tecnologias como o perfil quimico dos mditsidsecundarios fixos e volateis e
dos é&cidos graxos da parede celular, é possivesifitear com maior precisao 0s
microrganismos.

O género Trichoderma conhecido mundialmente por seu potencial
biotecnoldgico, esta incluido no grupo de microrgimos de dificil classificacdo e que
geralmente é feita com base nas caracteristicaldgicas do género. Até o ano de
1969 os isolados do géneiloichodermaeram conhecidos com®. viride Peerson,
quando Rifai (1969) revendo a taxonomia do grupilizau o conceito de espécies
agregadas e classificduichodermaem nove espécies tendo como base o crescimento
da col6nia e a morfologia dos conidioforos.

Nos ultimos anos, novas metodologias vém sendoegyagas na identificacdo
deste género tais como o sequenciamento da reg#iad rDNA, decodificagdo de
fatores que atuam na sintese de proteinas e caraci® eletroforética de quitinases
(SCHICKLER et al., 1998; YU et al., 2007).

Apesar da dificuldade acerca de sua classificag@@nerolrichodermatem se
mostrado um agente promissor nas pesquisas redazsra biotecnologia devido a sua
facil manipulag&o e cultivin vitro, estabilidade e viabilidade das colbnias presawvad

e por ser encontrado facilmente em todo o mundo. $& considerados patdégenos
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humanos, mas ha alguns casos na literatura indicam@ eventual patogenicidade de
algumas espécies do género (DE MIGUEL et al., 2B#NQUE et al., 2008).

Espécies d@richodermasao reconhecidas como agentes de controle de doenca
de plantas em muitos sistemas agricolas, promovesul@rescimento, produtividade e
protecdo contra fitopatdégenos realizada atravéantibiose ou micoparasitismo sendo
gue, neste Ultimo casdrichodermaataca o fungo alvo, enrolando-se em sua superficie
e produzindo uma série de enzimas toxicas que daagra parede celular do patégeno
(HARMAN et al., 2004).

Trichoderma harzianunRifai € a espécie mais utilizada em controle ly@o,
embora outras espécies cohomartiale Samuels,T. stromaticumSamuels e Pardo-
SchulthesisT. virens(Miller, Giddens e Foster) Arx também estejam seestudadas
com este propésito e ja apresentaram atividadeg@mitza contraRhizoctonia solani
Kuhn, Sclerotium rolfsii Sacc, Phytophthora palmivora (Butler) Butler e
Moniliophthora perniciosgStahel) Aime e Phillips-Mora (Papavizas, 1985; Nb&rco
et al., 2003; Loguercio et al., 2009; Hanada e28109).

As espécies do génefoichodermatambém tém sido estudadas por produzirem
uma série de enzimas extracelulares, especialmgotdas que degradam a celulose e a
quitina, dois dos mais abundantes produtos rendwdalee biosfera e, se tratando da
celulose, uma fonte alternativa na producéo deobibeistivel.

A biotecnologia da celulase e hemicelulase teveisiio na década de 80,
sendo utilizada na ragdo animal e, posteriormamtejndistria téxtil, lavandaria e
industrias de celulose e papel. NGs ultimos anmsaumento consideravel na utilizacao
dessas enzimas vem sendo notado e, hoje, elagg@mnsaveis por cerca de 20% do
mercado mundial de enzimas, principalmente a pads géneroslrichodermae

Aspergillus(Bhat, 2000).Trichodermatambém €é conhecido por ser ativo na producao
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de metabdlitos com atividade antimicrobiana quespodhegar a mais de 100, segundo
Harman et al(2004).

E possivel notar um crescente nimero de pesquisasionadas ao género
Trichodermano contexto mundial, mas a nivel nacional e ppaonente regional os
avancos ainda s&o poucos. E necessario intensifigaesquisas relacionadas ao género,
uma vez que este € um microrganismo muito comurs gradutos derivados do seu
cultivo despertam o interesse da biotecnologia.

Grande parte dos estudos atuais esta voltada graducdo de enzimas e
proteinas extracelulares e principalmente ao clentrmlégico de fitopatbgenos uma
vez que, em Nosso pais, ainda predomina o usord®®igos nas plantacées. Pesquisas
recentes tém utilizaddrichodermano controle de doencas fitopatogénicas como a
vassoura de bruxa, que atinge o cacau€lioegbroma cacgue 0 cupuaguzeiro
(Theobroma grandifloruin e a podriddao parda do fruto do cacaueiro, cudtura
importantes da regido Amazonica (De Marco et 8032 Hanada et al., 2009). Em vista
disso, melhores conhecimentos a cerca de sua taanbioquimica e fisiologia se
fazem necessarios para um melhor aproveitamentpotincial biotecnoldgico deste

género nas iniUmeras areas de interesse.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar em nivel de espécie, pela biologia roolar, os isolados de
Trichodermaobtidos de amostras de solo, de madeira e erasfitbem como avaliar

sua capacidade de producdo de enzimas celuloliticas

2.2 Especificos

Purificar, preservar e identificar as linhageng@oeroTrichoderma.

Formar uma colecdo de linhagensTaehodermapara o desenvolvimento dos
estudos propostos.

Analisar as regides ITS-1 e ITS-2 do rDNA na idecdcao dos isolados,
utilizando os oligonucleotideos iniciadotés1 e ITS4.

Avaliar a producéo de enzimas celuloliticas poronuig testes quantitativos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O génerorlrichoderma

Introduzido na literatura micoldgica pela primernez por Peerson, (1794, citado
por Rifai, 1969) Trichoderma sdo fungos anamdrficos pertencentes a classe dos
hifomicetos, também chamados fungos imperfeitosexagis ou conidiais e que tém
como teleomorfo o génekdypocrea(Alexopoulos et al., 1996; Guarro et al., 1999).

Séo fungos de vida livre, distribuidos em todo sndaue encontrados em solos
de diversas temperaturas, especialmente naqueles cqatém matéria organica
(Papavizas, 1985). Em solos tropicais e temperastmde-se encontrar de 1@ 10°
propagulos cultivaveis por grama (Harman et alo420Trichodermatambém pode ser
encontrado na madeira em decomposicao, sobre ceeickss, na superficie das raizes
de inumeras plantas e como endofiticos, porém canomfrequéncia (Papavizas,
1985).

Embora sejam encontradas em todos os lugares, asguespécies de
Trichodermatem ampla distribuicdo, enquanto outras sao géognaente limitadas,
preferindo ambientes mais frios ou de clima trdpoceno T. stromaticumencontrado
somente na América tropical em associacdo com aue&ao [heobroma cacal.) e
sendo efetivo no combate ao funjh perniciosa(anteriormente conhecido como
Crinipellis perniciosa(Stahel) Singer), agente causal da vassoura dea l{&amuels,
2006; Loguercio et al., 2009). Samuels (2006) agnchue algumas espécies de
Trichoderma,dentre elasl. harzianumRifai e T. asperellumSamuels, Liechfeldt e
Nirenberg sao realmente cosmopolitas.

Geralmente n&do sédo considerados importantes pat®dgemanos, mas existem
alguns relatos espalhados indicando uma patogedieidcasional em alguns del@s.

artroviride P. KarstenT. viridee T. longibrachiatunRifai, foram relatados nos ultimos

5
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anos como ocorrentes em humanos causando infecgfespacientes que ja
apresentavam um comprometimento do sistema imuigcolécausado por doencas
graves ou transplantes mal sucedidos (Furukawd, 1998; De Miguel et al., 2005;
Ranque et al. 2008) .

Algumas de suas espécies tém sido usadas no eortiwlbgico, sendo a
principal delasT. harzianum Diferentes mecanismos tém sido sugeridos como
responsaveis por sua capacidade biocontroladorajuas incluem competicdo por
espaco e nutrientes, secrecdo de enzimas quittaslitmicoparasitismo e producdo de
componentes inibitorios (Shalini e Kotasthane, 2007

Varios estudos demonstraram a utilizacdo Tdeharzianumpara controlar
diversos patdégenos, com destaque @uraolfsii, R. solani, Fusarium oxysporum
Schlecht ePythium spp.(Papavizas, 1985; Datnoff et al., 1995; Mafia ef 2002,
Shalini e Kotasthane, 200Qutras espécied ( koningiiOudem;T. viride T. hamatum
(Bon.) Bain;T. virens e T. pseudokoningirifai) também vem sendo isoladas e analisadas
com esse proposito (Papavizas, 1985).

Em estudos recentes, Loguercio et al. (2009) e dtaed al. (2009) avaliaram o
potencial de espécies deichodermafrente aos fitopatbgenos que causam a vassoura de
bruxa e a podriddao parda do fruto do cacauelb, perniciosa e P. palmivora
respectivamente. As espeécies estudadas fofanstromaticume T. martiale, ambas
apresentaram atividade contra os fitopatdgenostdeesse, tornando-os uma alternativa de
controle dessas enfermidades, além de ser ambienmted correto.Trichoderma spp.
também séo eficiente® producao de antibidticos, metabdlitos secung&ienzimas de
interesse biotecnoldgico (Blumenthal, 2004; Juledsd., 2004; Silva, 2006; Kévacs et

al., 2009 a, b).



Revisao Bibliografica

Espécies do génerfrichodermaapresentam um crescimento rapido em meio
de cultura. Suas colénias podem ser dispersasfl®ens ou compactadas com tufos; os
conidios e conidioforos possuem forma e tamanh@md@s; seus clamidésporos sao
intercalares ou terminais. A pigmentacdo dos coridietermina a coloracdo das
colonias que podem ser verdes, amarelas, verdeekadas ou incolores (Figura 01).
N&o possuem conidioforos definidos e os conidiomdém-se nas extremidades das
fidlides em hifas diferenciadas. Os conidios geeab@ se agrupam formando agregados
de hifas que contém as fidlides. Algumas espéaebridhodermadependem da luz

para esporulagao (Howell, 2003).

s: LaryssaMelo

Figura 01: Aspecto macromorfoldgico das coldniasTadehodermaspp cultivados em
meio BDA a 26°C, ap6s oito dias de crescimento.

A taxonomia e a identificacdo daichodermaspp. sdo bastante complexas e
geralmente baseadas em caracteres morfol6gico4d.96& todas as espécies estudadas
eram descritas com®. viride. A partir de entdoRifai (1969) fazendo a revisdo do
género, descreveu nove espéci@s iluliferum, T. hamatum, T. polysporum, T.
koningii, T. longibrachiatum, T. viride, T. aureade Rifai, T. pseudokoningii e T.
harzianun) diferenciando-as pelo tipo de conidio e ramiff@aglos conidioforos e
concluiu que algumas delas (por exemf@lohamatu pareciam conter duas ou mais

espécies morfologicamente indistinguiveis. Bis§881 a, b) revendo a classificacao de
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Rifai (1969), elevou as espécies a nivel de secaocleiu alguns anamorfos de

Hypocrea ao género.

3.2 Técnicas moleculares na identificacdo deichoderma

Por causa da dificuldade e complexidade da claagéib taxonOomica de
Trichoderma estudos moleculares e filogenéticos relacionadn®NA ribossémico
tém se tornado cada vez mais comuns e sao ferrasnéatgrande importancia para a
compreensao deste género.

O DNA que codifica 0 RNA ribossdmico apresenta-@@a@ um cluster génico,
no qual se tem os genes 18S, 5,8S e 28S (FigureE®®s genes sdo separados por
regides denominadas ITS1 e ITS2 (Internal Transci@pace), as quais sao transcritas
e processadas para originarem o RNA ribossémicairoa@® fato desse cluster génico
apresentar algumas regides altamente conservadasas varidveis, tem permitido a
andlise de variacdo de diferentes niveis taxon@niComo exemplo temos a regido
18S que € a mais conservada e por isso é utilizpgsmas para comparacdo de
organismos distantemente relacionados. J& a p@880é mais variavel e, portanto,
mais apropriada para a comparacdo de diferentesrggmou, em alguns casos, de

diferentes espécies (Fungaro, 2000).

Figura 02: Esquema do cluster génico que codifica o0 DNAg#a@mico.

As regibes ITS evoluem rapidamente e, por isso, gamwpriadas para

discriminar espécies relacionadas ou até mesmedates de uma mesma espécie. O
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fato das regidbes ITS serem flanqueadas por segmentmservados, serem
relativamente curtas (500 a 800pb) e aparecerengramde nimero de coOpias no
genoma permite que sejam amplificadas e sequenscieda facilidade (Fungaro,
2000).

Muitas pesquisas tém utilizado o rDNA na identi§@a de espécies fungicas,
especialmente entre o géndrochoderma Yu et al. (2007) identificaram duas novas
espécies delrichodermaisoladas da rizosfera do tabaddidptiana tabacury na
provincia de Yunnan, Chind. compactunZ. F. Yu e K. Q. Zhang €. yunnanensg.

F. Yu e K. Q. ZhangA identificacdo foi realizada baseada em carastererfologicos

e analises filogenéticas de seqliéncias nucleasidcaDNA, seqliéncia parcial do fator
de elongagcéo da traducao 1-alfaefl) e um fragmento do gene que codifica a
endoquitinase 42e€h43. As analises mostraram qilie compactunpertence ao clado
Harzianum €. yunnanenspertence ao clado Hamatum.

Andlises moleculares e filogenéticas também foraamlizadas por Ospina-
Giraldo et al. (1999) e Singh et al. (2006) atrad@sequenciamento do gene 5,8S que
codifica o rRNA, regides ITS-1 e ITS-2 para iddndtao de espécies deichoderma
associadas a doenga do mofo verde que afeta coggiomwhestiveis.

Lieckfeldt et al. (2001) ao reverem a posicao flioética e caracterizacdo de
aureoviride com base em andlises de RFLP do gene 28S rRNAgesei@mento das
regibes espacgadoras ITS-1 e ITS-2 do rDNA e adlde RAPD de isolados
identificados comdr. aureoviridisPlowr e Cooke ol. aureoviridee H. vinosaCooke
observaram que as caracteristicas moleculares elagicas distinguiram as espécies
H. aureoviridise T. aureoviridee mostraram que tais espécies ndo estdo intimament

relacionadas.



Revisao Bibliografica

Utilizando-se também de técnicas moleculares, pahmente o
sequenciamento das regides ITS-1 e ITS-2 do rDNAKullnig et al. (2000)
identificaram 39 isolados dErichodermadistribuidos entre as espéciesartroviride,

T. virens T. hamatum T. asperellum T. koningii e T. oblongisporumBisset Tais
espécies foram isoladas na Russia (Moscou e ameais)r Sibéria e montanhas do
Himalaia, areas que, segundo os autores, ndo rexisigtas espécies deichoderma
disponiveis.

Uma combinacado de caracteristicas fenotipicas lssesdlas sequiéncias ITS-1 e
ITS-2, genetefl (fator de elongacdo da traducdo) e ggn® levaram Zhang et al.
(2005) a identificar uma nova espécieldiehoderma A nova espécie foi isolada como
endofitica deTaxus maireiLemée e H. Levplanta que cresce na Reserva Natural
Guanshan, Provincia de Jiangxi, Chifachoderma taxiC. L. Zhang, F. C. Line C. P.
Kubicek, assim nomeada, é morfologicamente dispotaapresentar pequenos conidios
brancos, subglobosos e seus conidiéforos sédo atgegam pulstulas compactas.
Filogeneticamentel. taxiforma um ramo independente em proximidade confankos
Luteae Pachybasioides

Com o avanc¢o das pesquisas na biologia moleciday &vidente que a analise
do DNA ribossémico aliada a outras técnicas, temo &iastante utilizada em estudos
micoldgicos e filogenéticos, apresentando otimasiltados e esclarecendo diferentes
questdes, antes restringidas pela utilizacdo ddoiogra e andlises bioquimicas nas

relag@es intra e interespecificas.

3.3 Enzimas hidroliticas
Enzimas hidroliticas constituem uma grande classendimas responsaveis pela

catdlise de reacbes de hidrdlise de indmeros sibstrcomo proteinas, acidos

10



Revisao Bibliografica

nucléicos, polissacarideos, lipideos, além de biécntas menores como aminoacidos,
ésteres e fosfatos organicos. Sua producdo épétal as células, pois estdo altamente
ligadas ao catabolismo celular e por isso séo dremas em todos 0s organismos Vivos
(Angelo, 2004).

Os fungos podem produzir uma grande variedade @@mas hidroliticas.
Algumas estdo presentes em todas as espéciesag@®te endonucleases), pois sao
essenciais para seu crescimento; outras sdo edasef@or determinadas espécies
quando em condi¢es ambientais favoraveis (Angeio4).

As hidrolases catalisam a clivagem hidroliticaigaddées —-C-O , -C-N, —-C-C
além de outros tipos de ligacdo, incluindo as bgacde anidro fosférico (Figura 03).
Em funcdo de suas caracteristicas, as hidrolasesupm um grande potencial
biotecnolégico, constituindo o grupo de enzimas smexplorado comercialmente

(Demain, 2000; Angelo, 2004).

R-CO-O-R +H.O F‘dtﬂlc—amm% R-OH + R-CO0
¢éster carboxilico paldag dlcool + anion carboxilico
H,N-CH -CO-NH-CH,-COOH + H,0 —Glicil-glicina 2 NIL-CIL-COOL
glicil-glicina hidrolase (glicina)
CHOPO, CIL01
g i ; ey
oH + Mo ——lleoset- M+ POT
Ho QI ’ fosfatase Ho \PU © PO
ol oIl
glicose-6-fosfato glicose

Figura 03: Algumas reacdes de hidrdlise catalisadas petaslhses.
Fonte: Angelo, 2004.

Proteases, celulases, amilases, e quitinases esté® as hidrolases mais

utilizadas na biotecnologia. Sao utilizadas nasistiias do couro, farmacéutica, téxtil

11
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(celulases), de alimentos (amilases), na preparagodetergentes (proteases e
celulases), como também no controle bioldgico depditbgenos por meio do
micoparasitismo, processo através do qual micrisges secretam enzimas (neste
caso, a quitinase) que sao capazes de degradaredepeelular de varios fungos.
(Schickler et al., 1998; Pandey et al., 2000; Gakudl., 2000; Coelho & Nascimento,

2008).

3.3.1 Celulases

O complexo enzimético celulases é formado por umuodo de hidrolases
glicosidicas, secretadas por microrganismos, @aatalguns animais. Estas enzimas
séo glicoproteinas de peso molecular entre 50 kD) capazes de romper as ligacbes
glicosidicas do tip@-1,4 de microfibrilas da celulose, principal polhmg@resente nas
paredes de células vegetais, resultando na libeerde&oligossacarideos, celobiose e
glicose (Dillon, 2004).

Entre os complexos celuloliticos secretados potébas e fungos, o mais
conhecido é o dé&. reeseiE. G. Simons. Os métodos de separacdo de moléeudas
estudos sobre a acdo dos componentes das celtdas@sostrado que esse complexo
enzimatico € constituido por um conjunto de trésireas hidroliticas (Busto et al.,
1996; Dillon, 2004).

Primeiramente, as endbi,4-glicanases (EG I, EG Il, EG Ill e EG IV; EC
3.2.1.4), que hidrolisam as ligac¢des glicosidicaa@aso na fibra de celulose e, segundo
Evans et al. (1992), trés das principais endoglses secretadas pbr reesei(EG |,

EG Il e EG lll) sdo proteinas distintas, com difées massas moleculares, pH e

contetdo de carboidratos (Busto et al., 1996; DjlRD04).

12



Revisao Bibliografica

Em seguida temos as eRet,4-glicanases ou celobiohidrolases (CBH | e CBH
II; EC 3.2.1.91), que agem nas extremidades redsiterndo redutoras de polimeros
gerados pela acado das endoglicanases, liberandbiasd; e, por fim, a$-1,4-
glicosidases (BG I, BG II; EC 3.2.1.21) que hidsahn oligossacarideos e celobiose a
glicose. Todos esses componentes agem de formagisména hidrolise da celulose
(Busto et al., 1996; Dillon, 2004).

A deficiéncia deB-glicosidase leva a um acumulo de celobiose, a iz a
acdo das enzimas celuloliticaSrichoderma viridetambém possui um dos mais
conhecidos sistemas enzimaticos de celulase, qoetaegrandes quantidades da
enzima, porém supeglicosidade extracelular esta presente em niveisonbaixos. O
mesmo ocorre ernf. reeseionde, a suf-glicosidade corresponde a menos de 1% da
proteina extracelular (Evans et al., 1992; Waraj.e2009).

Desde a década de 50 as celulases vém sendo atyieemte de pesquisas,
guando Elwyn Reese publicou diversos trabalhos@dumgoT. viride que, mais tarde,
foi reclassificado comd. reeseiem sua homenagem. Atualmente, € 0 microrganismo
padrdo para estudos celuloliticos (Rabinovich.e2802; Bon et al., 2008;).

Reese et al. (1950) propuseram um modelo paracex@i acao das celulases
conhecido como hipotese; G- C,. De acordo com esse modelo, para ocorrer a
degradacédo da celulose nativa, um fator denominagopresente no complexo
enzimético, mas sem atividade hidrolitica, dispibizéria substratos para a acgéo
catalitica de um fator denominadg. Eungos com auséncia do fator $&riam capazes
de apenas degradar formas derivadas de celulaseesglcomo a carboximetilcelulose.
Este esquema € ilustrado na figura 04.

Assim, para que a celulose possa ser degradadzeldases devem nao sé

desencadear hidrélises, mas também devem reduzieststuras cristalinas do

13
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polimero, por meio do rompimento de pontes de hi@nm que ligam as microfibrilas

(Dillon, 2004).

C ¢ Pequenas moléculas
- 1 ™ r. - - ’ .
R « ‘1']‘_161‘15“111;‘13 E * soluveis, capazes de
“elulosenativa | —* lineares de se difundir dentro
polianidroglucose dnteaiala

L J

T
Organismos néo celuloliticos
T
Chrganismos celuloliticos

Figura 04: Sistema celulolitico CC, proposto por Elwyn Reese. Adaptado de Reese
et. al (1950).

As celulases possuem dois centros cataliticos goeescontrados em suas
extremidades: o dominio catalitico (CD) e o domaedigacéo a celulose (CBD); esses
sdo conectados por uma regido flexivel e altamglitesilada. Em fungos os CBDs,
gue ligam especificamente a celulose cristalinasspem estrutura tridimensional
similares. Os CBDs aumentam a ligacdo e a atividdalecelulase em substratos
insolaveis e sua delecéo pode levar a um decréstnadividade em relacdo a celulose
cristalina (Xiao et al., 2001; Dillon, 2004).

Din et al. (1994), revisando o modelo C1-Cx e a&aaldo a endoglucanase A de
Cellulomonas fimi(McBeth e Scales) Bergey et al.,, concluiram queCld do
microrganismo corresponde ao sistema hidrolitice@ © CBD corresponde ao sistema
C, como proposto por Reese et al. (1950).

Atualmente as pesquisas relacionadas a celulos# esbltadas para a
biotecnologia e sua producéo € destinada aos mam®mMos, especialmente fungos do
géneroAspergillus Trichodermae Penicillium (Martins et al., 2008; Rabinovich et al.,

2002).
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As celulases constituem o segundo grande grupoadmidrases exploradas
comercialmente devido ao seu potencial como aditha industria de detergentes, na
industria téxtil e mais ainda na conversdo de bgsamsem etanol, um combustivel
ambientalmente adequado (Coelho e Nascimento, 2008)

Martins et al. (2008) ao comparar as atividadescahisases dd. reeseie P.
echinulatum Raper e Thom ex Fassatiova observaram que amboglems
enzimaticos mostraram-se similares em suas atiggladluloliticas, sendo a espéeie
echinulatumuma alternativa para bioprocessos baseados ndfisacao da celulose.
Entretanto, celulases produzidas por actinomicapresentam caracteristicas que, em
termos biotecnoldgicos, superam as produzidas galogos (Coelho e Nascimento,
2008).

Inimeras pesquisas apontam o gérfeiochodermacomo principal produtor de
celulases dentre os fungos filamentosos (Wood e rie; 1978; Beldman, 1985;
Vlaev et al., 1997; Juhasz et al., 2004), portanittilizacdo de ensaios de atividade
enzimética pode servir como uma ferramenta imptetara triagem e selecdo de

isolados com alta producéo de celulases.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengéo dos isolados

Para este estudo foram utilizados Bchodermaspp. isolados de diversos

ambientes conforme ilustra a tabela 01.

Tabela 3: Origem dos isolados deichodermautilizados neste estudo.

Origem Local Cadigo do isolado Total
Vrc1l2.1;Vrc21.3;Vrc 2
Victoria amazonica Careiro — AM 2.2;Vrc22.2b;Vrc23.2] 6
Vrc 1 3.3b
@ Rollinia sp. Campus da UFAM Ansp C3 1.2c; Ansp R12.12
(&)
E MPCe 10 3.2; MPCe 2
=] . ~ 2.2a; MPCe 3 3.1; MPGe
-D - 1 1
S Murraya paniculata Séo Carlos - SP 16 1.3b: MPRe 11 2.3: 7
MPRe 11 3.3; MPRe 5 2.7
Strychnos cogens AM 010 - AM F80 1
Jatoba BR 174, Km 109 1589b 1
© INPA 6; INPA 36; INPA
© . 37; INPA 43; INPA 44;
é Scleronema micranthum INPA 45: INPA 49: INPA 10
51; 1334; 1341
% Solo de cultura de cubiu Arial 1351 1
n Terra Preta de indio - 1437 1
Desconhecido - 1343 1
Total Geral 30

4.2 Meios de cultura e solucdes

4.2.1 Meio BDA (pH 8,0)

Batata 200g
Dextrose 20g
Agar 15¢
H>0 1.000mL

4.2.2 Meio BD (pH 8,0)
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Batata 200g
Extrato de levedura 29
H>0 1.000mL

4.2.3 Solucao de ManachinfManachini et al., 1987)

KH.PO, 29
(NH4)2SO4 1g
MgSOs. 7H,0 0,1g
NaHPOy.2H,0 0,99
Extrato de levedura 19
Agua destilada 1.000mL
Substrato indutor 0,5%

Neste caso o substrato indutor utilizado foi Canetilcelulose (CMC) e o pH

foi ajustado para 5,0.

4.2.4 CTAB 2%

Tris 2,429

NaCl 8.2

EDTA 0,749
CTAB 29
Agua mili-Q 100 mL
4.2.5 Clorofil

Cloroférmio e alcool isoamilico na propor¢éo 24:1
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4.2.6 Tampéo de corrida TBE 10X (Solucao estoque)

Tris base 108g
Acido Borico 559
EDTA 7,49
Agua destilada 1.000mL

As diluigbes foram realizadas no momento do uso.

4.2.7 Tampéo Tris-EDTA
Tris-HCL 1M pH 8,0 ImL

EDTA 0,5M 0,2mL

4.2.8 Gel de agarose 0,8% e 1,5%
Agarose 0,89 (0,8%)
1,59 (1,5%)

TBE 1X 100mL

4.2.9 Tampé&o da amostra
Glicerol (30%) 3mL
Azul de Bromofenol (0.25%) 25mg

Completar o volume para 10 mL com agua milli-Q.

4.2.10 Solucao de Tween 80 0,1%

Tween 80 0,1 mL

Agua destilada 1.000 mL
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Foram distribuidos 2,0 mL da solu¢cdo em tubos dmiene posteriormente
autoclavados.

4.2.11 Solugcdo de ADNS (Acido Dinitrosalicilico)(Ghose, 1987, com
modificagdes)

Em banho-maria a 40 °C:

ADNS 19

Agua destilada 30mL

Dissolver o &cido dinitrosalicilico na agua e demairescentar:

Tartarato de Sodio e Potassio  30g

Solucéo de NaOH 2N 20g

Completar o volume para 100 mL e armazenar em texya ambiente

protegido da luz.

4.2.12 Solucao de Carboximetilcelulose 2%6hose, 1987)
CMC g2

Completar para 100 mL com Tampao Citrato de Sédim®, pH 4,8.

4.2.13 Tampao Citrato 1M pH 4,8 Ghose, 1987)

Acido Citrico Monohidratado 210g

Agua destilada 750mL

NaOH 50-60g

Completar para 1.000 mL e, se necesséario, adicida@H até que o pH esteja

em 4,8.

4.2.14 Tampao Acetato de Sddio 50 mM, pH 4,8
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pH = pKa + log [ Acetato ]
) [ Acido acético |
pKa Acido acético= 4,74

Acetato 2,192g
Acido acético 1,33 mL

Completar o volume para 100 mL.

4.2.15 Solucéo de Bicarbonato de Sodio 10@6vacs et al., 2009 b)
NaCG; 1009

Completar o volume para 1.000 mL.

4.2.16 Solugcdo de pNPG (p-Nitrofenip-D-Glicosideo) 0,2% (Kévacs et al,
2009 b)
pNPG 0,2%

Completar o volume para 100 mL com tampéao Acetat8adio 50mM pH 4,8.

4.3 Esterilizacdo e incubacéo

Os meios de cultura, solugdes (somente aquelasepassitam de esterilizacao),
placas de Petri, vidrarias em geral e todos osrmmtaitilizados, foram esterilizados
em autoclave vertical a 121 e 1 atmosfera de pressdo por 15 minutos. Todos 0s

isolados ficaram incubados a°@6durante os experimentos.

4.4 Cultura monospoérica
Apbés o crescimento e esporulacdo dos isolados dalizada a cultura
monosporica (Figura 5) a fim de se obter uma noMénéa a partir de um Unico

conidio. Para tal, utilizou-se a técnica de diloig&riada seguida de plagueamento de
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acordo com o protocolo de Azevedo e Costa (1978phsAas diluicdes, 50 puL das
suspensdes T 10* e 10° foram plaqueados em triplicata, em meio BDA e ajxis

dias foi selecionada uma colénia oriunda de umaio@nidio. As placas contendo a
cultura pura, foram armazenadas em estufa BOD € 26é o crescimento e

esporulacdo da colbnia para posterior conservacao.

Il Lk [IIN Ik Ik 1mL

' YAYATAYAYA

D"

Solugio de Tween Solucio

Fungo {2 mL) mae{ 10 mL) 0D 4D 5D

SN

30pL

Figura 5: Modelo esquematico do processo de cultura monaspque consiste em
diluicdo sucessiva seguida de plaqueamento.

4.5 Conservacgéao dos isolados

Apés a esporulagdo da coldnia, os isolados utitigadesta pesquisa foram
conservados através de trés formas: (1) métod@zast(1939), onde pequenos blocos
do meio de cultura contendo o fungo foram deposgan ampolas de vidro estéreis de
13 mL contendo sete mililitros de agua destiladéo@davada e depois fechados

hermeticamente e mantidos em temperatura ambi@)tejlicerol 10%, que consistiu
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em fazer uma suspensao de esporos, armazenadaceotubos de dois mililitros e

estes foram conservados a “QCe (3) tubos de ensaio com meio de cultura (BDA)
inclinado onde, apds o crescimento do fungo e symrelacdo, € acrescido 6leo
mineral até que toda a col6nia figue submersaes destam mantidos em temperatura

ambiente.

4.6 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA fungico foi seguido o praitndesenvolvido por Souza
(2006) com algumas modificagbes. Primeiramentejsotados foram previamente
cultivados em meio BDL (liquido) por 48 horas aQ& 121 rpm. Apos a incubacéo foi
realizada a filtracdo para que houvesse separagauatlio. Em seguida, triturou-se o
micélio filtrado em nitrogénio liquido e colocou-3@0 mg em microtubos de 2 mL; foi
adicionado 1000 pL de tampé&o de extracdo (CTAB3furado suavemente e incubado
em banho-maria a 86 por 30 minutos; o tubo foi removido do banho-maesfriou no
gelo; adicionou-se 200 pL de clorofil, misturoubsam e centrifugou-se a 12.000 rpm
por dois minutos. A fase aquosa foi removida esfierida para outro tubo limpo.
Adicionou-se 500 pL clorofil e agitou-se suaveme@entrifugou-se a 12.000 rpm por
trés minutos. Transferiu-se a fase aquosa para o limpo. Foram adicionados 600
uL de etanol (a 2XT), misturou-se bem (gentilmente), e foi precipitamb congelador
até o dia seguinte. Em seguida o precipitado fairifagado a 12.000 rpm por trés
minutos. Descartou-se o sobrenadante e adicion@esgedimento 1 mL de etanol
(70%) que agiu durante 10 minutos. Repetiu-se aeaimento mais uma vez e
adicionou-se 1 mL de etanol (95%) durante trés tagiCentrifugou-se a 12.000 rpm
por cinco minutos, descartou-se o sobrenadanteces® o sedimento invertendo-se 0

tubo sobre um papel autoclavado por, aproximadan@&ot minutos. O sedimento foi
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dissolvido em 50 pL de tampado TE e conservado eladegea para posterior
quantificacdo. A quantificacdo foi realizada em del agarose 0,8% corado com

brometo de etideo e visualizado em luz ultravioleta

4.7 Reacao de Polimerizagdo em Cadeia (PCR)

A partir dos oligonucleotideos descritos por Whadteal. (1990) para a regido
ITS-1 do rDNA, as reacdes foram realizadas, nasistsg condigbes: desnaturacdo
inicial a 94C por 2,5 min; seguida de 40 ciclos de 15 seg daalaracdo a 9¢; 30
seg de anelamento a°88 e 1,5 min de extensdo a’Z2 concluindo com 10 min de
extensdo final a P2 (Souza, 2006, com modificacdes). Os compone@#*aR e suas

concentracdes sdo mostrados na tabela 2.
O produto da PCR foi conferido por eletroforesegaide agarose 1,5%, corado

com brometo de etidio e visualizado em luz ultietéo A purificacdo foi realizada

atraves do kiAccuprep® PCR Purification K{Bioneer corporation).

Tabela 4: Componentes da Reacao de Polimerizacdo em C&ieR) (suas concentracdes e
guantidades.

Reagentes Concentracdo Quantidades

Agua Mili-Q - 10,2 pL
Tampao 10x 2,5 uL
MgCl, 25 mM 3,0 uL
dNTP 1,25 mM 3,0 uL
Oligonucleotideo ITS1 10 pMol 2,0 pL
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG)

Oligonucleotideo ITS4 10 pMol 2,0 uL
(TCCTCCGCTTATTGATATGC)

Tag polimerase 50U 0,3 puL
DNA - 2,0 uL
Total - 25 uL

4.8 Reacao de sequenciamento e analise das seqignabtidas
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As amostras foram seqienciadas utilizando os aligjentideos iniciadores das
regides ITS-1 e ITS-2 e seus complementares. Paneagdes de sequenciamento
(PCR) foram realizadas rea¢des deaullpcontendo 5,QL do produto da reacgéo, 240
de DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing KitMega BACE (Amershaw
Biosystems)e 10 pmoles de cada iniciador senso e anti-se@s@rodutos das reagdes
de sequenciamento foram lidos por sequenciadometico. O seqlienciamento das
amostras foi realizado nos dois sentidos de lepara maior garantia e fidelidade da

analise.

As sequéncias foram comparadas com a sua fita eomeptar e submetidas ao
programa BLAST para comparacdo com outras ja degles no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.goy/ para identificacdo das espécies conforme a sinhide

genética.

4.9 CondicOes de cultivo para producéo de enzimas

Para a producdo de enzimas, os isolados foramapnewite cultivados em meio
indutor. Foram inoculados 10 pL da solucdo de esp(®licerol 10%) em 50 mL de
solucdo de Manachini (Manachini et al., 1987) oadribstrato indutor utilizado foi a
carboximetilcelulose. Para a producédo da enzimdumgos foram incubados a 27°C,
120 rpm durante 120 horas. O experimento foi radbizem triplicata. Apos o periodo

de incubacgéo, as amostras foram filtradas a vaatogseparacdo da massa micelial.

4.10 Determinacao de proteina total

A concentracdo de proteinas totais foi determinaela método de Bradford

(Bradford, 1976), utilizando-se o reagente coneelutrcomercial da Bio-RaY e
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albumina de soro bovino (ASB), como padrdao. Em otubos de 1,5 mL foram
colocados 800 pL do meio de cultura filtrado e 200do reagente de Bradford
concentrado. A mistura foi incubada durante cinaouhos para que ocorresse a reagao.
A absorbéncia do produto da reacdo foi determinan| espectrofotdmetro, no

comprimento de onda ajustado para 595 nm. O expatorfoi realizado em triplicata.

4.11 Determinacgao da atividade de celulase

4.11.1 Atividade de CMCase

Para a determinacdo da atividade de carboximetissd (CMCase), foi
utilizada a metodologia descrita por Ghose (19&mM. microtubos de 2 mL foram
adicionados 50 pL de extrato enzimatico diluidoteampao citrato de sédio pH 4,8 e 50
pL de solugédo de CMC (2%) preparada com o mesmpéanrA reacao foi incubada
em banho-maria 50°C por 30 minutos. Em seguidanioadicionados 300 pL de
ADNS e incubados em banho fervente por cinco msukpos este tempo, foram
adicionados 1,5 mL de agua destilada, foi feitaomdgeneizacdo por inversao e, em
seguida, a leitura foi realizada em espectrofotéonatilizando o comprimento de onda
de 540 nm. Todos os ensaios foram realizados ehtata e definiu-se que 1 unidade
de atividade enzimatica era igual a 1 pmol de gécacucar redutor) liberada por

minuto.

4.11.2 Atividade de-glucosidase

Para a dosagem d&glucosidase foi utilizada a metodologia proposta p
Kévacs et al. (2009 b), utilizando o p-Nitrofenp-D-Glicosideo (pNPG) como
substrato para a enzima. Foram adicionados 50 upéxttato enzimatico diluido em

tampao acetato de sodio 50 mM, pH 4,8 a uma soldeduNPG (0,2%) e incubados a
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50°C durante 10 minutos. Em seguida, interrompea1®acao adicionando 500 pL da
solucdo de bicarbonato de so6dio 10%. A misturadsiriada em banho de gelo, foram
adicionados 2,5 mL de agua destilada e posteriaeméoi feita a leitura em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda ajusfzta 410 nm. Uma unidade
internacional de atividade dkglicosidase libera 1 pmol de PNP (paranitrofepal)

minuto sob as condi¢des de ensaio. Os ensaios feaimados em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Purificagao e conservagéo dos isolados
De todos os isolados obtidos foram feitas cultumamospoéricas seguidas de

conservacao utilizando os métodos de agua conrgjliael0%, Castellani (Castellani,

1939) e cultura submersa em 6leo mineral (Figura 6)

Figura 6: Métodos utilizados na preservacdo dos isoladasladbs(a) Glicerol 10%
(solucéo de esporog)y) Castellani €c) Cultura submersa em éleo mineral.

Ndo ha um método universal para a conservacdo dgosue bactérias
(patégenos ou nédo). A escolha de uma metodologia der baseada na natureza do
isolado, nas suas caracteristicas morfoldgicas, coescimento, patogénicas e
principalmente, nas vantagens e desvantagens ala matodo oferece (Dhingra e
Sinclair, 1995).

Geralmente as culturas fangicas sdo armazenadasil®ma de ensaios com
meio de cultura inclinado onde repicagens sucesg@acada seis meses) devem ser
realizadas para garantir a viabilidade das cultukisalmente existem outros métodos
como liofilizacdo, conservacdo em nitrogénio liguidultivo de esporos em terra, agua
destilada esterilizada (Castellani), congelamegtéps de cereais, areia ou silica gel
gue garantem a viabilidade e preservacdao das edsittas das culturas por mais

tempo (Goncalves et al., 2007 ).
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Vale ressaltar que cada metodologia é aplicadaupogr especificos. Neste
trabalho, como ja citado, optou-se preservar ogdsiratravés do método de Castellani,
0leo mineral e suspensdo de esporos em glicerol 2086nservacao pelo método de
Castellani foi acondicionada em temperatura améienb mesmo procedimento de
estocagem foi seguido para agueles conservadoteermineral.

O método de Castellani, além do seu baixo custocaticplade, oferece para
bactérias e Oomycota comBhytophthora spp. e Pythium spp. ou fungos como
Cylindrocladium spp., Fusarium spp., Rhizoctonia solani Trichoderma spp., S.
cepivorumBerck, Colletotrichum gloeosporioide@enzig) Saccardo erticillium sp.,
uma viabilidade de, no minimo, 1-10 anos (Figuard®67).

O armazenamento dos fungos em 6leo mineral terolgetivo diminuir o ritmo
do crescimento da cultura reduzindo a disponiliidde oxigénio. No entanto, como
qualquer método, o tempo de armazenamento dependspiécie com a qual se esta
trabalhando, pois algumas podem sofrer alterac@@$ofisiologicas durante o lento
crescimento, enquanto outras sdo sensiveis ao edle@o resistem a este tipo de
armazenamento (Dhingra e Sinclair, 1995; Gonc¢adves, 2007;).

Para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizadmente a suspenséo de
esporos, mantida congelada em glicerol 10%, dewidoter alta viabilidade, facilidade
e praticidade no manuseio. O método da consendg&uolturas mitospéricas em agua
com glicerol foi adaptado a partir do padréo wdiia para a conservacao de procariotos,
onde a quantidade de glicerol é de 15% (Howard6)195ste método oferece uma
maior confiabilidade ao trabalho realizado, umagee, para realizar fermentacgdes, ou
cultivos em larga escala, ndo é necessario reabpigues em placa de Petri, bastando
somente inocular alguns microlitros no meio dewsal& ser utilizado, acompanhado de

um controle da pureza dos inéculos.
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5.2 Extracdo, amplificacao e purificagdo do DNA paa o seqienciamento

O método de extracdo de DNA fungico desenvolvidoSmuza (2006) mostrou-
se eficaz quando aplicado aos isolado3 mehodermaque apresentaram entre 40 e 60
ng/uL de DNA gendmico, considerando o tempo méxiteal8 horas de crescimento
micelial.

Dos isolados utilizados neste trabalho, 27 tiveeamegido ITS-1 e ITS-2 do
rDNA amplificada de acordo com o programa de teiodagem descrito no item 4.7.
A temperatura de anelamento variou em 3°C daqu#izada por Souza (2006) assim
como houveram variagbes no tempo de cada etapaad@ia. Todos os isolados
mostraram 6Otimos resultados com bandas de aproaimate 600 pb (Fig. 7). Para a
purificacdo da PCR foi utilizado o kiccuprep® PCR Purification Kii{Bioneer
corporation). Apés a purificacdo, as 27 amostraanioenviadas ao Centro de Apoio
Multidisciplinar (CAM), Laboratorio de TecnologiaodDNA para a realizacdo do

protocolo de seqiienciamento.

8 9 10 11 12 14 15 16 17 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

Figura 7: Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5%, @oreom brometo de etidio, da amplificacdo da
regido ITS do rDNA de 27 isolados @iachodermaspp., utilizados na producéo de enzimas celutakti

5.3 Andlise das sequéncias obtidas
Os resultados confirmaram o género observado peldologia, indicando o
maior grau de confiabilidade esperada. Foram ifiesdias oito espécies, conforme

demonstrado na a tabela 3.
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Tabela 3: Identificacdo molecular dos isoladosTéechodermapor meio dos fragmentos ITS-1, 5,8S e

ITS-2 do rDNA.
NUmero das Cédigo do isolado Identificag_éo e percentagem de Origem
amostras identidade

1. Amostra 01 MPRe 11 3.3 Trichoderma koningiopsis 98% M. paniculata
2. Amostra 02 MPCe 2 2.2a T. harzianum- 96% M. paniculata
3. Amostra 03 MPCe 10 3.2 T. koningii— 99% M. paniculata
4. Amostra 05 F80 T. koningii— 99% S. cogens
5. Amostra 06 MPGe 16 1.3b T. ovalisporum- 99% M. paniculata
6. Amostra 07 MPRe 11 2.3 T. viride— 98% M. paniculata
7. Amostra 08 MPCe 3 3.1 T. harzianum- 98% M. paniculata
8. Amostra 09 AnspR 12.1 T. harzianum 97% Rollinia sp.
9. Amostra 10 AnspC 3 1.2¢ T. harzianum- 98% Rollinia sp.
10. Amostra 11 Vrc2 2.2 T. asperellum- 97% V. amazonica
11. Amostra 14 Vrc 2 3.2 T. piluliferum— 98% V. amazonica
12. Amostra 18 MPRe 5 2.2 T. hamatum- 97% M. paniculata
13. Amostra 33 1589b T. asperellum 96% Jatoba

Este resultado apresenta pela primeira vez espdeitrichodermaisolados de
V. amazonicgVrc 2 2.2 e Vrc 2 3.2) Rollinia sp. (AnspR1 2.1 e AnspC3 1.2c), com
destaque pard. piluliferum isolado deV. amazonicaE uma espécie pouco comum,
considerada nova no hospedeiro em questao e, ani@nesta tendo seu perfil quimico
e o isolamento de metabdlitos secundarios bioatoaya caracteristicas antibidticas
estudados, sob a coordenagdo do professor Dr. éf@hsarte Ledo de Souza,
Coordenador do Grupo de Estudos de MicrorganisnmeazAnicos (GEMA/UFAM).

Recentemente, Moreira (2006) relatou esta espétigaimdo folhas submersas
de Tibouchina pulchraCogn nos lagos do Parque Estadual das Fontesrdadp, Sao
Paulo. Os resultados obtidos pela autora corrobcmamos obtidos neste trabalho, uma
vez queV. amazonicaé uma planta aquatica muito comum nos lagos daa®eg
Amazonica e o isolado Vrc 2 3.2 era provenientealde da planta, que fica totalmente
submerso.

Embora muitas espécies deichodermasejam utilizadas como agentes de
biocontrole, pois produzem metabdlitos e enzimdseeglulares capazes de quebrar a

parede celular de outros fungos (Harman et al4R0@o foram encontrados relatos de
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T. piluliferum utilizados com este fim. Ndo se tem conhecimertaue esta espécie
exerca algum papel de defesa contra outros funigosua hospedeird. amazonica
pois ndo foram encontrados indicios na literate@rguke ataques de fitopatdgenos sejam
efetuados nesta planta, ja que para tal, estegia®veer totalmente adaptados ao
ambiente aquatico e a pouca disponibilidade deémxig

Ao contrario deT. piluliferum T. asperellumtambém foi identificado como
endofito deV. amazonicano entanto isolados desta espécie, sao utilizadaontrole
deR. solaniagente causador do tombamento em plantulas deg@hicumis sativys
e outras hortalicas. E considerado um fitopatégenito resistente devido a producéo
de esclerédios que garantem sua sobrevivéncia edigdes adversas, podendo viver
saprofiticamente no solo e possuir diversos hosped@ ucon et al., 2009).

Murraya paniculata, S. cogeresRollinia sp., sdo plantas de terra firme e que
podem tornar-se vulneraveis ao ataque de fitopataseOs isolados identificados
nestas plantas conio harzianum, T. ovalisporum, T. koningiT. hamatumsegundo a
literatura, produzem enzimas extracelulares e tamb&o efetivas como agentes no
controle biolégico dos fitopatégenBs solani, M. perniciosa outros patdgenos do solo
(De Marco e Felix, 2002; Holmes et al., 2004; Pa&sesy 1985; Wood e McCraea,
1978).

Dentre as demais espécies identificadasyiride chama a atencdo por ser
considerado um patégeno humano causando infecdé&wmpar em um paciente com
leucemia aguda segundo dados de De Miguel et @052 No tratamento da infeccao
foram utilizados Anfoterecina B (0.25 pg/mL) e \amazol (2 pg/mL). Num segundo
momento, ndo havendo melhora, Caspofungi foi adiaclo ao tratamento e o paciente

sobreviveu a infeccao.
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Outros casos sédo relatados tendo como principahtagda infecgaor.
longibrachiatum,mas outras espécies também estdo envolvidas (Aktnal., 2008;
Aroca et al., 2004; Chouaki et al., 2002). Muitofal@ na inofensividade das espécies
de Trichoderma geralmente apontadas como néo causadoras ddaimalefo homem,
contudo, com uma busca avancada na literatura pmslebservar que ha espécies que
podem levar pacientes a morte. Apesar de constararfiferatura, apenas relatos de
infeccBes em pacientes com o sistema imunologistabge comprometido, o cuidado
no manuseio delrichodermadeve ser rigorosamente seguido, assim como para

gualgquer microrganismo.

5.4 Determinacgéo de proteinas totais

Os resultados relacionados a concentracdo de mastebtais para os 30
Trichoderma spp. deste estudo s&o mostrados na tabela 4. Toslossolados
apresentaram bons resultados, porém 0é. denazonica S. micranthunapresentaram
uma menor concentracdo de proteinas, com uma nulid2,65 e 8,99 mg/mL
respectivamente. Os isolados dd. paniculata e Rollinia sp. apresentaram
concentragées um pouco maiores: 12,60 e 13,78 mgéspectivamente.

Neste experimento foi utilizado o método de Bradifque € baseado na
interacdo entre o corante BG-250 (Coomassie Inillidue) e macromoléculas de
proteinas que contém aminoacidos de cadeias kteésicas ou aromaticas. E mais
sensivel que o método de Lowry e a ligagdo enirerante e as proteinas ocorre em
dois minutos e dura, aproximadamente, uma horal(&rm, 1976).

De acordo com Zaia et. al (1998), no pH de reagdoteracdo entre a proteina
de alto peso molecular e o corante BG-250 provodastocamento do equilibrio do

corante para a forma anidnica que absorve fortear@Emt595 nm.
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A literatura relacionada a determinacao de protefotis através do método de

Bradford em fungos mitospéricos € bastante escassajudo o0s resultados

apresentados corroboram com aqueles obtidos poaddaf2006), onde todos os

Trichoderma spp.

carboximetilcelulose.

produziram proteinas

em meio de

cultura cdoten

Tabela 4: Concentracdo de proteinas totais determinada éstra método de Bradford em

sobrenadante dErichodermaspp.

Cddigo do isolado

Identificacao

Concentracao de
proteinas (mg/mL)

Vrc 2 2.2 Trichoderma. asperellum 31,88
MPCe 10 3.2 T. koningii 17,4
MPCe 2 2.2a T. harzianum 16,6
MPCe 3 3.1 T. harzianum 16,45

Vrc 2 3.2 T. piluliferum 14,71
AnspC3 1.2c T. harzianum 14,67

MPRe 11 3.3 T. koningiopsis 13,25
Ansp R1 2.1 T. harzianum 12,89
1589b T. asperellum 11,61
F80 T. koningii 11,58
MPRe 11 2.3 T. viride 9,89
MPRE 5 2.2 T. hamatum 9,13
MPGe 16 1.3b T. ovalisporum 5,54
1351 Trichodermasp.* 17,59
1334 Trichodermasp. * 17,59
Vrc 2 2.2b Trichodermasp. * 12,91
INPA 37 Trichodermasp. * 10,68
1437 Trichodermasp. * 10,06

INPA 6 Trichodermasp. * 9,65

INPA 43 Trichodermasp. * 8,8

INPA 49 Trichodermasp. * 8,37

INPA 44 Trichodermasp. * 8,13

1341 Trichodermasp. * 7,83

INPA 36 Trichodermasp. * 7,54

INPA 45 Trichodermasp. * 6,9

Vrc2 1.3 Trichodermasp. * 5,74

1343 Trichodermasp. * 5,44

Vicl21 Trichodermasp. * 5,36
Vrc 13.3b Trichodermasp. * 5,31

INPA 51 Trichodermasp. * 4,5

* nao identificados
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5.5 Determinacao da atividade de CMCase

Os valores obtidos para a dosagem de celulase (€dJdzem como suas
atividades especificas sdo mostrados na tabelao&osTos isolados apresentaram
valores muito baixos para CMCase, inferiores a ®,dmL com excecao df.
koningii (MPCe 10 3.2),T. harzianum (MPCe 2 2.2a), ambos isolados &&
paniculata,e o isolado 1437 identificado conmichodermasp. proveniente de terra
preta de indio, que apresentaram valores um pows aftos 0,112, 0,103 e 0,105
U/mL, respectivamente.

Busto et al. (1996) ao comparar a atividade daoametilcelulase d&. reesei
em vérias fontes de carbono obteve 39,61 U/mL diaantCarboximetilcelulose como
substrato indutor e os valores cinéticos gelk32% e Wax 405,5 pmol/glucose/mL/h
foram obtidos.

A celulase comercial Celluclast (1.5L FG), indiadizada a partir dd. reesei,
apresenta uma atividade de 766,67 U/mL e ativigdsgecifica de 12,76 U/mg quando
CMC é utilizada como fonte de carbono. Ao compasta atividade com a encontrada
em P. echinulatum(1,53 U/mL) podemos observar um grande contrastevalores
(Martins et al., 2008). Contudo, vale ressaltar gueelulase utilizada no trabalho de
Martins é industrializada, portanto, tem um alt@awrde pureza. Ao contrario, a
linhagem deP. echinulatumé uma linhagem usada em laboratério e foi obtidavés

de fermentacdo em meio minimo.
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Tabela 5: Valores da dosagem da atividade de CMCase (U/méjaeatividade especifica (U/mg de
proteina) encontrados nos isoladoSdehoderma

o . e A g Atividade especifica
Caodigo do isolado Identificacéo %L'\Jﬂlfn?je WUling de preising)
1589b T. asperellum 0,068239647 0,005877661
Vrc 2 2.2 T. asperellum 0,034424951 0,001079829
MPRE 5 2.2 T. hamatum 0,04039225 0,004424124
AnspC3 1.2c T. harzianum 0,082693241 0,006415302
AnspR1 2.1 T. harzianum 0,093567251 0,006378136
MPCe 2 2.2a T. harzianum 0,10311493 0,006211743
MPCe 3 3.1 T. harzianum 0,038668099 0,002350644
F80 T. koningii 0,025407169 0,002194056
MPCe 10 3.2 T. koningii 0,112927557 0,006490089
MPRe 11 3.3 T. koningiopsis 0,02951824 0,002227792
MPGe 16 1.3b T. ovalisporum 0,035087719 0,006333523
Vrc 2 3.2 T. piluliferum 0,003262124 0,000221762
MPRe 11 2.3 T. viride 0,01943987 0,001965609
1334 Trichodermasp.* 0,082481601 0,004689119
1341 Trichodermasp. 0,04158571 0,005311074
1343 Trichodermasp. 0,019837689 0,003646634
1351 Trichodermasp. 0,020766201 0,001180569
1437 Trichodermasp. 0,10530294 0,010467489
INPA 36 Trichodermasp. 0,074206946 0,00984177
INPA 37 Trichodermasp. 0,082428293 0,007718005
INPA 43 Trichodermasp. 0,051531209 0,005855819
INPA 44 Trichodermasp. 0,036943947 0,004544151
INPA 45 Trichodermasp. 0,057896328 0,008390772
INPA 49 Trichodermasp. 0,078185145 0,009341117
INPA 51 Trichodermasp. 0,032038032 0,007119563
INPA 6 Trichodermasp. 0,04635955 0,004804098
Vrcl2.1 Trichodermasp. 0,012149421 0,000941086
Vrc13.3b Trichodermasp. 0,03110952 0,005804015
Vrc2 1.3 Trichodermasp. 0,012809802 0,002412392
Vrc 2 2.2b Trichodermasp. 0,097678323 0,017017129

*ndo identificados

Ao verificar a atividade da celulase em fungosados de solo, Ruegger e Tauk-
Tornisielo (2004) obtiveram a melhor atividade CMiCa com o cultivo deT.
harzianum 1,64U. Contudo, os autores chamam a atencaoupaaaequivaléncia nos
resultados obtidos, pois ndo houve variacdo sgtifia entre os valores encontrados
para as demais espécies, ndo sendo possivel inoEaespécie com grande potencial

em produzir celulases.
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Apesar de a literatura apresentar valores mamossobtidos neste estudo, o0s
dados aqui apresentados podem ser explicados oonfproposto por Reese et al.
(1950). A baixa quantidade da atividade CMCasicdepser justificada devido a
auséncia do fator(as espécies deichodermaestudadas.

De acordo com o modelo proposto por Reese etl@b0) a atividade de;C
estaria ligada as exoglicanases ja que alguns mamsmos incapazes de sintetizar a
celulose cristalina n&o sintetizam exoglicanasessiP a auséncia do fator,; C
possibilitaria determinados fungos de degradar sten®rmas derivadas de celulose
como a carboximetilcelulose.

Assim, pode-se supor que as celulases acionadasspacies dé&richoderma
utilizadas neste estudo, estdo ativando somentedagkicanase e sem nenhuma ou
pouca atividade de exoglicanase. Rabinovich €2@02) afirmaram que ha pelo menos
cinco diferentes endoglucanases e duas celobalag#s (exoglucanases) presentes no
sistema d€. reesek isto pode variar conforme a espécie.

Sabe-se que a degradacédo da celulose s6 ocdioamdesinérgica entre 0s seus
trés componentes, porém esta degradacdo e o modgéade de cada componente
enzimético ainda ndo estdo totalmente elucidadsisidBs detalhados de purificacao,
caracterizagdo e mecanismos de degradacéo devafesedos, a fim de elucidar este

sinergismo, especialmente entre as espécigsicteoderma

5.6 Determinagéo da atividade d@-glucosidase

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos panaagdm d@-glucosidase e sua

atividade especifica effrichodermaspp. utilizados neste estudo.
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Tabela 6: Valores da dosagem da atividadepdglucosidase (IU/mL) e sua atividade especifican@/
de proteina) encontrados nos isolado$rithoderma

Cddigo do isolado Identificacéo [ﬁg\lll:%?)i%gge AMIEERE espec’ifica
(1U/mL) (U/mg de proteina)
1589b T. asperellum 2,095583756 0,18049817
Vrc 2 2.2 T. asperellum 1,07248731 0,033641384
MPRE 5 2.2 T. hamatum -0,162284264 -0,017774837
AnspC3 1.2c T. harzianum 2,166142132 0,14765795
AnspR1 2.1 T. harzianum 3,189238579 0,247419595
MPCe 2 2.22 T. harzianum 5,941015228 0,357892484
MPCe 3 3.1 T. harzianum 10,45675127 0,63566877
F80 T. koningii 5,552944162 0,479528857
MPCe 10 3.2 T. koningii 7,810812183 0,448897252
MPRe 11 3.3 T. koningiopsis 8,728071066 1,575464091
MPGe 16 1.3b T. ovalisporum -0,021167513 -0,001597548
Vrc 2 3.2 T. piluliferum 9,715888325 0,660495467
MPRe 11 2.3 T. viride -0,23284264 -0,02354324
1334 Trichoderma spi. 0,119949239 0,022049492
1341 Trichoderma sp* 0,825532995 0,04693195
1343 Trichoderma sp* 5,694060914 0,566010031
1351 Trichoderma sp* 6,540761421 0,371845447
1437 Trichoderma sp* 0,57857868 0,073892552
INPA 36 Trichoderma sp* 1,354720812 0,179671195
INPA 37 Trichoderma sp* 1,39 0,130149813
INPA 43 Trichoderma sp* 0,719695431 0,081783572
INPA 44 Trichoderma sp* 0,754974619 0,092862807
INPA 45 Trichoderma sp* 1,566395939 0,227013904
INPA 49 Trichoderma sp* 1,70751269 0,204003906
INPA 51 Trichoderma sp* 0,825532995 0,183451777
INPA 6 Trichoderma sp* 1,284162437 0,133073828
Vrcl21 Trichoderma sp* 0,119949239 0,022378589
Vrc 13.3b Trichoderma sp* 0,472741117 0,089028459
Vrc2 1.3 Trichoderma sp* 0,790253807 0,137674879
Vrc 2 2.2b Trichoderma sp* -0,091725888 -0,007105026

* ndo identificados

A atividade deB-glucosidase esta ligada ao complexo enzimaticdedeadacao
de materiais lignoceluldsicos. A falta desta enzioampromete a acdo de outras
celulases levando a um acumulo de celobiose enttoba acdo das celobiohidrolases
(Kévacs et al., 2009b). Geralmentgl-alucosidase ddrichodermaapresenta niveis

muito baixos e a razdo para esta baixa secrecawm e gnaior parte dessas enzimas
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estaria fortemente ligada a parede celular do futhg@ante o cultivo (Wang et al.,
20009).

Os resultados apresentados mostraram ativigageicosidasica na grande
maioria dos isolados sendo que os melhores prautmramT. harzianum(10,45
IlU/mL) e T. piluliferum (9,71 IU/mL). Kbévacs et al (2009b), utilizando a sm&a
metodologia obteve < 0,2 IU/mL park reesei 4,9 IU/mL para uma linhagem
selvagem e 7,1 IU/mL para uma linhagem mutanteTdertroviride. Os dados
apresentados comprovam a eficacia da metodologiaada e indicam as espécies
como boas produtoras @legylucosidase.

Os relatos na literatura relacionados a producéo palucosidases por
Trichodermaspp. sao escassos. A grande maioria dos trababtéaspreocupada em
decifrar os mecanismos de acdo das celulases dmagu geral. Atualmente, alguns
autores tem seus estudos voltados para a prodesé® ehzima (Koévacs et al., 2009a,
b; Wang et al., 2009) uma vez que 0 custo e aéefih das enzimas usadas na
sacarificagdo de materiais lignocelulésicos saoréat criticos para o processo da
conversao de biomassa em etanol.

Ja é conhecido que as maiores produtoras de sedulsdo as espécies de
Trichoderma Contudo, Macris (1984) com base em estudos wdtadra a producéo e
caracterizacdo de celulasepalucosidase, aponta o fungiternaria alternataFr.
Keissl. como potencial candidato para a producédo edeimas envolvidas na
sacarificacdo da celulose com rendimento e progdies que tornam o fungo passivel
de futuras investigacoes.

Kovacs et al. (2009a) acreditam que novas enziprasluzidas em substratos
lignocelulésicos mais baratos por linhagens Téchoderma com boa atividade

enzimética dg8-glucosidase ou preparados que contenhdaglacosidase vinculada a
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parede celular da célula, poderiam tornar os custas baratos na producdo de
bioetanol de segunda geracéo.

Neste trabalho, foi realizada pela primeira vezastudo celulolitico dos fungos
amazobnicos, enddfitos de plantas da regido cdgmamazonica Rollinia sp. e ao que
tudo indica, estes sao promissores na producaeldlases, levando em consideragéao
as condi¢cbes de cultivos realizadas. Um estudo mhetislhado a cerca do sistema
enzimatico destes fungos deve ser realizado a émuk venham a ser utilizados em
escala industrial nos processos de producdo deahae na hidrolise de biomassa

vegetal e como agente de biocontrole de fitopatdgien
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6. CONCLUSAO

O meétodo de extracdo de DNA e o programa de teotag@m utilizados foram
bastante eficazes na execucédo deste trabalhoagtiade agora, servirdo como padréo
para futuros trabalhos com microrganismos. Derdrespécies identificadas, destaca-se
T. piluliferum isolada pela primeira vez como endofitica/damazdnica.

Todos os isolados estudados cresceram em foraraesagda produzir proteinas
em meio contendo carboximetilcelulose. Ogchodermaspp. utilizados neste estudo
nao foram capazes de produzir grandes quantida€MgLase, contudo sua atividade

B-glucosidasica obteve 6timo rendimento.
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