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Resumo

Aumentar a eficiéncia da hidrélise enzimatica da biomassa lignoceluldsica é um desafio
para aproveitar melhor essa fonte para producdo de biocombustiveis e quimicos. O
uso de microrganismos capazes de produzir alta concentracdo de enzimas para
hidrélise em substratos de baixo custo é apresentado como uma solug¢do para o
processo. A Embrapa Agroenergia estd realizando o melhoramento genético de
Trichoderma lentiforme CFAM-422, com o objetivo de alcangar niveis mais elevados de
producdo de enzimas (hemi) celuloliticas. Como parte desse projeto, fez-se a
caracterizacdo enzimdtica e molecular de 11 agrotransformantes de T. harzianum
CFAM-422 previamente obtidos (SHIMIZU et al.,, 2015), visando a identificacao de
genes envolvidos na producdo de enzimas lignoceluloliticas. Os resultados de testes
enzimaticos mostraram que alguns transformantes apresentam perfil enzimatico
diferente quando comparado a linhagem parental. A regidao de inser¢ao de T-DNA foi
amplificada por TAIL-PCR com os iniciadores especificos LB1, LB2 e LB3 e iniciadores
degenerados AD1, AD2 e AD3. Os resultados obtidos até o momento mostraram
que os fragmentos nao flanqueavam o T-DNA, por isso é necessdrio realizar novas
analises de PCR-TAIL com outros iniciadores degenerados para identificar as
mudancas genéticas nessas cepas.
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Introducao

O interesse no uso da biomassa para a producdo de biocombustiveis e quimicos
tem despertado a atencdo da comunidade cientifica para os desafios técnicos que
precisam ser superados (MARGEOT et al., 2009). Um desses desafios é a sacarificacdo
eficiente da biomassa em decorréncia do alto custo das enzimas para a hidrdlise.
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Fungos como Trichoderma, Aspergillus e Penicillium sdo reconhecidos por sua
capacidade de produzir enzimas para aplicacdo no processo de conversao enzimatica
da biomassa vegetal. No entanto, tais microrganismos podem ter limitagdes na
producdao de uma ou outra enzima celulolitica, limitando a eficiéncia do processo de
hidrélise (KUMAR et al., 2008).

A Embrapa Agroenergia esta realizando o melhoramento genético da cepa T.
harzianum CFAM-422 para atingir maiores niveis de producdo de enzimas celuloliticas.
Como parte desse projeto, uma biblioteca de 402 transformantes desse fungo foi
obtida por transformagdo mediada por Agrobacterium tumefaciens (SHIMIZU et al.,
2015). Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo enzimatica
e molecular desses transformantes, visando a identificacdo de genes envolvidos na
producdo de enzimas lignoceluloliticas em T. harzianum CFAM-422.

Materiais e métodos

Foram selecionadas 11 linhagens de agrotransformantes de T. harzianum
CFAM-422 da biblioteca previamente obtida (SHIMIZU et al., 2015), que apresentaram
diferentes valores de indice enzimdtico em substrato carboximetilcelulose em
comparacdo com o parental CFAM-422. Em seguida, um ensaio enzimatico foi
realizado para determinar o perfil de degradacdo de outros polissacarideos desses
transformantes selecionados. Foi utilizado o meio minimo de Aspergillus nidulans
(PONTECORVO et al.,, 1953), sendo a glicose substituida por 10 g/L de cada
polissacarideo: carboximetilcelulose, xilana, pectina (pH 5), pectina (pH 7) ou amido.
Os transformantes foram inoculados nesses meios seletivos (triplicata) e incubados
durante 4 dias a 28 °C. Apds esse periodo, foi avaliada a capacidade de degradar o
substrato, analisando a formacdo de halo de hidrdlise, revelada por meio do uso de
corantes especificos (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). O indice enzimatico (El) foi
calculado (como El = diametro de degradacdo halo / didmetro da coldnia).

Os acidos nucleicos dos 11 transformantes selecionados foram extraidos de
conidios, como descrito por Favaro (2009), com modifica¢gdes (SHIMIZU et al., 2015). A
quantificacdo foi realizada por andlise em espectrofotometro. A confirmag¢do da
transformacdo foi realizada por PCR com os iniciadores hphl e hph2 para o gene que
confere resisténcia a higromicina B, localizado no T-DNA (FAVARO, 2009). As reacdes
foram realizadas em volume final de 25 ulL, com dNTP 0,2 mM; MgCI2 3,7 mM;
Tampdo 1X; 0,2 U de Tag DNA polymerase (Invitrogen) e 0,2 uM de cada iniciador. A
amplificacdo foi realizada em termociclador com desnaturacdo inicial a 94 °C durante 5
min, seguido por 30 ciclos de amplificacdo (1 mina 94 °C, 1 min a 60 °Ce 1 min a 72 °C)
e extensao final por 7 minutos a 72 °C. O DNA do vetor pFAT-gfp foi usado como
controle positivo. Os produtos de amplificagdo foram avaliados por eletroforese em gel
de agarose, corados com brometo de etidio e fotodocumentado sob luz UV.

23



IV Encontro de Pesquisa e Inovacdao da Embrapa Agroenergia: Anais

As regides que flanqueiam o T-DNA foram amplificadas por TAIL-PCR (Thermal
Asymmetric Interlaced Polymerase Chain Reaction) (LIU; WHITTIER, 1995). Trés
reacoes de PCR sucessivas foram realizadas utilizando iniciadores especificos para
sequéncias da borda esquerda do T-DNA (LB1, LB2 e LB3) juntamente com primers
degenerados (AD1, AD2 e AD3) descritos por Favaro (2009). A amplificacdo por TAIL-
PCR foi realizada seguindo as condig¢des descritas por Mullins et al. (2001). Os produtos
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2%, corados com brometo de
etidio e fotodocumentados sob luz UV. Esses produtos foram clonados em pGEM-T
easy (Promega) e transformados em Escherichia coli DH10B. Os plasmideos contendo
as insercdes foram extraidos, purificados e sequenciados com os primers universais
M13F e M13R (Eurofins, Brasil).

Resultados e Discussao

A estratégia de mutagénese insercional aleatdria mediada por A.
tumefaciens foi estabelecida para T. harzianum CFAM-422 e uma biblioteca de
transformantes foi previamente obtida e caracterizada visando a identificacdo de
genes de interesse (SHUMIZU et al., 2015). Um modo simples e rapido de triagem
de agrotransformantes para avaliacdo da capacidade de producdo de enzimas
hidroliticas é o uso de testes em meio de cultura sdlido. Nesse contexto, 11
transformantes previamente caracterizados quanto a producdao de endoglicanase,
em substrato carboximetilcelulose (SHIMIZU et al., 2015), foram caracterizados no
presente estudo também quanto a capacidade de producdo de xilanase, amilase e
pectinases (pectina liase e poligalacturonase). A andlise enzimdtica mostrou que
alguns transformantes apresentam diferencas de valores de indice enzimatico em
compara¢do com a linhagem parental. As mudangas observadas foram relacionadas
tanto ao aumento dos valores de indice enzimatico, quanto a perda total da
capacidade de degradacao, conforme resultados mostrados na Tabela 1.

De acordo com os dados apresentados, para o meio carboximetilcelulose as
linhagens 67, 90, 161 e 564 apresentaram maior diferenca de degradacdo do parental.
J4 para o substrato pectina pH 5 (producdo de poligalacturonase), as linhagens que se
destacaram foram 67, 81 e 564. Alterando o pH da pectina para 7 (pectina liase),
apenas duas linhagens apresentaram perfil diferente, 90 e 564. No substrato xilana, as
linhagens diferentes do parental foram 111, 387 e 584. Por fim, para o meio de amido,
todas as linhagens apresentaram o mesmo perfil de degradacdao que o parental.
Devido a esses resultados, essas cepas foram selecionadas para caracterizacdo dessas
diferencas a nivel molecular.
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Tabela 1: Avaliacdo do indice enzimatico de 11 agrotransformantes de T. harzianum
CFAM-422 em carboximetilcelulase, pectina pH 5, pectina pH 7, xilana e amido, em
comparacao a linhagem selvagem.

Substratos avaliados

Linhagem Carboximetil-celulose Pectina pH 5 Pectina pH 7 Xilana Amido
Desvio Desvio Desvio Desvio Desvio
padrao Padrao padrao padrao padrao

CFAM-422 1,01 0,02 1,21 0,19 3,33 0,07 1,37 0,03 1,00 0,00

67 1,17 0,02 1,47 0,05 3,50 0,16 1,21 0,02 1,00 0,00
80 1,00 0,01 1,29 0,01 3,23 0,14 1,26 0,01 1,00 0,00
81 1,00 0,01 1,47 0,06 2,97 0,25 1,33 0,04 1,00 0,00
90 1,14 0,06 1,32 0,01 3,61 0,04 1,24 0,02 1,00 0,00
111 1,00 0,00 1,31 0,09 3,17 0,24 1,74 0,02 1,00 0,00
161 1,14 0,01 1,28 0,01 3,36 0,12 1,25 0,01 1,00 0,00
166 1,00 0,00 1,34 0,08 3,36 0,02 1,28 0,02 1,00 0,00
364 1,06 0,11 1,26 0,01 3,25 0,08 1,24 0,04 1,00 0,00
387 - - 1,37 0,12 3,26 0,04 1,00 0,00 - -

564 1,29 0,08 1,40 0,04 2,94 0,08 1,32 0,02 1,00 0,00
584 1,01 0,01 1,27 0,06 3,33 0,06 1,50 0,13 1,00 0,00

Os valores representam a média de trés repeticGes. A degradacdo de carboximetilcelulose, xilana,
pectina (pH 5), pectina (pH 7) e amido indica a produgdo, respectivamente, de: endoglicanase, xilanase,
poligalacturonase, pectina liase e amilase. Valores de indice enzimatico superiores a 1 indicam a
degradacado do substrato.

Com relacdo a amplificacdo do gene hph, todas as 11 linhagens foram
confirmadas quanto a presenca desse gene, em compara¢ao com a linhagem parental
(dados ndo mostrados). Os resultados exibidos nas Figuras 1 e 2 mostraram que a
amplificagcao das regides flanqueadoras do T-DNA com os iniciadores degenerados
AD1, AD2 e AD3 foi mais eficiente na reacao secundaria de TAIL-PCR, com amplificacao
positiva para sete linhagens.

LB1 LB1 LB1 LB2 LB2 LB2 LB3 LB3 LB3 LB1 LB1 LB1 LB2 LB2 LB2 LB3 LB3 LB3
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Figura 1. Resultado de andlise de TAIL-PCR
para os transformantes 67, 80, 90 e 111.
Para cada linhagem foi realizada a reagao
primaria, secundaria e terciaria para os

primers degenerados AD1, AD2 e AD3.
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PCR para os transformantes 161, 364,

378 e 564. Para cada linhagem foi

realizada a reacdo primaria, secundaria

e terciaria para os primers degenerados

AD1, AD2 e AD3.

Conclusoes

A partir da andlise de sequenciamento dos produtos da TAIL-PCR clonados,
conclui-se que as regides amplificadas n3o flanqueiam o T-DNA. E necessério realizar a
TAIL-PCR com outros iniciadores degenerados para identificar e analisar a sequéncia de
T-DNA determinando-se os genes envolvidos na desconstrucdo de polissacarideos
nessa espécie de fungo.
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