Prospeccao de bactérias endofiticas de plantas
nativas e cultivadas e seu potencial para a
desconstrucao de biomassa lignoceluldsica

Introducao

A produgdo de energia renovavel derivada de biomassa constitui uma alternativa para
reduzir o uso intensivo de combustiveis fosseis e para diversificar e garantir o suprimento
de energia no futuro (FAVARO; POLETTO, 2013). O interesse na utilizacdo de biomassa
lignoceluldsica para a produgdo de biocombustiveis e quimicos renovaveis tem despertado
a atencdo da comunidade cientifica para os desafios que precisam ser vencidos. A
bioconversdo de componentes celuldsicos em agucares fermentdveis, no entanto, continua
a ser um desafio devido ao alto custo de enzimas para o processo de hidrélise enzimatica
(MARGEOQT et al., 2009). Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi prospectar bactérias
da “Coleg¢do de Microrganismos Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias” da Embrapa
Agroenergia, provenientes de diferentes biomas brasileiros, bem como selecionar e
identificar taxonomicamente potenciais linhagens produtoras de enzimas lignoceluloliticas.

Métodos

Bactérias endofiticas (6.816 linhagens) das espécies vegetais Saccharum officinarum,
Eucalyptus sp., Glicine max, Paullinia cupana, Utricularia sp., Tecoma stans, Blechnum
brasiliense, Rhizophora mangle, Avicennia nitida e Laguncularia racemosa foram
transferidas da Universidade de Sdo Paulo para a Embrapa Agroenergia. Estas bactérias
foram avaliadas quanto a capacidade de degradacdo dos substratos carboximetilcelulose
(CMC), xilana, pectina, amido, ABTS {acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico}
e RBBR {Remazol Brilliant Blue R}. A degradac¢do destes substratos indica a produgdo de
celulase, xilanase, pectinase, amilase, lacase e ligninase, respectivamente. As bactérias
foram submetidas a duas etapas de triagem. A primeira triagem (qualitativa) foi realizada
em duplicata para as 6.816 linhagens e a analise foi realizada considerando a presenca ou
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auséncia de halo de degradagao nos diferentes substratos. Para esta triagem, as bactérias
foram cultivadas em Tryptic Soy Broth em microplacas de 96 pocos e em seguida foram
inoculadas em placas de Petri de 150 x 15 mm contendo os meios de cultura seletivos, com
auxilio de repicador de 96 fios. A incubagdo foi realizada a 28°C por até 20 dias. As linhagens
que degradaram CMC e xilana na primeira etapa foram submetidas a uma segunda triagem
(semi-quantitativa), que foi realizada em experimentos com quatro repeticGes, de modo
a se obter o indice enzimatico (IE = didmetro do halo/didmetro da colénia) (HANKIN;
ANAGNOSTAKIS, 1977). As bactérias selecionadas foram identificadas por meio da andlise
da regido 16S do DNA ribossémico (LANE, 1999), contra a base de dados do GenBank (ndo
curada) e contra a base de dados Ribosomal Database Project (curada).

Resultados e Conclusoes

Os resultados da primeira triagem mostraram que 22,1%, 3,4%, 0,5% e 0,8% das
linhagens degradaram CMC, xilana, pectina e amido, respectivamente. Ndo houve
degradagcdo de ABTS e RBBR nas condig¢des utilizadas, mesmo apds 20 dias de cultivo.
Na segunda etapa de triagem foram avaliadas 940 bactérias degradadoras de CMC e
144 bactérias degradadoras de xilana. Os resultados mostraram que 35,9% das bactérias
degradaram CMC e 26,3% degradaram xilana. Vinte e uma linhagens que apresentaram os
maiores valores de indice enzimatico em CMC (indice enzimatico variando de 6,0 a 16,4)
foram identificadas como pertencentes ao Filo Firmicutes e ao género Bacillus (12 linhagens
de B. amyloliquefaciens; 4 linhagens de B. pumilus; 2 linhagens de B. methylotrophicus, 1
linhagem de B. safensis; 1 linhagem de B. aerius; 1 linhagem de B. anthracis). As espécies
B. aerius e B. methylotrophicus foram, pela primeira vez, descritas como produtoras de
celulases.

Este trabalho demonstrou que bactérias associadas a plantas sdo uma fonte prolifica
de novas linhagens com potencial biotecnolégico. A identificagdo taxondmica das bactérias
selecionadas estd em andamento e poderd revelar outras espécies com potencial de
producdo de enzimas para utilizacdo como suplemento de coquetéis enzimdaticos para
hidrdlise de biomassa, dentro do conceito de biorrefinarias. Além disso, este trabalho
contribui para a agregacdo de valor ao germoplasma microbiano mantido na Embrapa
Agroenergia.
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