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Obtencao de mutantes de Trichoderma
harzianum CFAM-422 visando a selecao
de linhagens produtoras de enzimas
para desconstrucao de biomassa

Introducao

A biomassa lignoceluldsica pode ser utilizada para a produgdo de biocombustiveis e
quimicos renovaveis. No entanto, um dos principais desafios para seu aproveitamento é
0 aumento da eficiéncia de hidrdlise enzimdtica. Isto pode ser obtido, por exemplo, por
meio da obtengdo de microrganismos capazes de produzir enzimas em concentragées
elevadas e de serem cultivados em substratos de baixo custo. Diferentes estratégias de
melhoramento genético tém sido utilizadas visando aumento da produgdo de enzimas para
convers3o de biomassa (FAVARO; POLETTO, 2013). Neste contexto, este trabalho iniciou um
programa de melhoramento por mutacdo/selecdo recorrente de T. harzianum CFAM-422,
visando a selegdo de linhagens melhoradas quanto a produgdo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas.

Métodos

A linhagem de T. harzianum CFAM-422 foi isolada do bioma Amazo6nico e previamente
selecionada como produtora de celulases e hemicelulases em niveis semelhantes a
linhagens industriais (SOUZA et al., 2011). Esta linhagem foi submetida a um primeiro ciclo
de mutagénese com ultravioleta. Para tanto, 10° conidios/mL foram tratados para obtengdo
de sobrevivéncia entre 1 e 5% e as células foram inoculadas em meio completo e em
meio minimo contendo carboximetilcelulose (CMC), Avicel, xilana e pectina. A biblioteca
de provaveis mutantes foi parcialmente caracterizada em testes em triplicata, utilizando a
avaliagdo semi-quantitativa do indice enzimatico nos substratos CMC, pectina e xilana (4 dias
de incubacgdo a 25°C), bem como a avaliagdo de crescimento em Avicel (2 dias de incubacdo
a 25°C). Linhagens promissoras foram selecionadas, purificadas e entdo reavaliadas do
mesmo modo, porém em experimentos com 10 repeti¢des. Linhagens selecionadas foram
submetidas a um segundo ciclo de mutagénese com etilmetanossulfonato (10° conidios/mL
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tratados com EMS 10%, de modo a obter entre 1 e 5% de sobrevivéncia). A nova biblioteca
de mutantes foi avaliada em duas etapas, conforme descrito anteriormente. Alguns
mutantes selecionados foram caracterizados quanto a identidade genética por meio de
marcadores moleculares RAPD, conforme protocolo descrito por Favaro et al. (2011).

Resultados e Conclusoes

No primeiro ciclo de mutagénese com ultravioleta foi obtida uma biblioteca de 1047
linhagens. Destas, 454 foram avaliadas quanto ao indice enzimatico em CMC, xilana e
pectina e quanto ao crescimento em Avicel (em triplicata) e 2 linhagens (TA127 e TA99)
foram selecionadas. No segundo ciclo de mutagénese com etilmetanossulfonato foram
obtidas 205 linhagens provenientes do parental TA127 e 305 linhagens provenientes do
parental TA99. Apds nova triagem (nos substratos CMC e Avicel, em triplicata) foi possivel
selecionar 32 linhagens descendentes do parental TA127 e 20 linhagens descendentes do
parental TA99. As 32 linhagens descendentes do parental TA127 foram purificadas até a
obtencdo de culturas monospdricas e reavaliadas. Apenas 8 linhagens foram superiores nos
testes realizados com 10 repeticGes. O parental TA127 apresentou crescimento em Avicel
de 4,760 cm (+£0,122), enquanto que para os mutantes 7A43, 7A47, 7A49, 7D23 o diametro
médio das colbnias neste substrato foi de 6,694 cm (+0,194); 7,156 cm (+0,297); 7,238 cm
(+0,116) e 7,238 cm (+0,116), respectivamente. No substrato CMC, o indice enzimatico do
parental TA127 foi 1,414 (+0,073) e para os mutantes 7A33, 7A38, 7A54 e 7C30 os indices
enzimaticos neste substrato foram 1,529 (+0,051); 1,706 (+0,152); 1,518 (+0,053) e 1,530
(+0,085), respectivamente. As 20 linhagens provenientes do parental TA99 também foram
purificadas e reavaliadas em experimentos com 10 repeti¢des, porém somente no substrato
Avicel. O parental TA99 apresentou crescimento de 4,125 cm (+0,050) neste substrato e
apenas 4 das 20 linhagens apresentaram maior crescimento: 9A6, 9E20, 9E57 e 9C53 {4,713
cm (£0,133); 4,263 cm (+0,116); 4,481 cm (+0,080); 4,400 cm (+0,108), respectivamente}.

Alguns mutantes selecionados descendentes da linhagem TA127 foram avaliados
quanto a identidade genética em comparacdo com os parentais CFAM-422 e TA127, por
meio de marcadores RAPD. De 23 oligonucleotideos avaliados, 17 produziram perfil de
amplificagdo adequado para andlise e confirmaram a identidade genética das linhagens
(OP-A03, OP-A13, OP-A18, OP-A07, OP-A09, OP-A10, OP-C02, OP-C06, OP-C0O7, OP-C08,
OP-C11, OP-P03, OP-P06, OP-P0O7, OP-P15, OP-P19 e OP-X01). A estratégia utilizada para
obten¢do de mutantes tem sido satisfatéria e obteve-se até o momento uma biblioteca
de 1558 linhagens. Os mutantes selecionados estdo sendo avaliados quanto a producdo
de enzimas em cultivo submerso e espera-se obter linhagens com produgdo enzimatica
superior para aplicagdo na desconstrugao de biomassa lignoceluldsica.

57



58

Apoio Financeiro

Este trabalho é financiado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria — Embrapa
Agroenergia.

Referéncias

FAVARO, L. C. L.; MELO, F. L.; AGUILAR-VILDOSO, C. I.; ARAUJO, W. L. Polyphasic analysis of intraspecific diversity in
Epicoccum nigrum warrants reclassification into separate species. PLoS One, San Francisco, v. 6, n. 8, nimero do
artigo 14828, 2011.

FAVARO, L. C. de L.; POLETTO, C. M. Bioprospecgdo e melhoramento genético de fungos para produgdo de enzimas
aplicadas em biocombustiveis. In: MACHADO, C. M. M. (Ed.). Microrganismos na produgdo de biocombustiveis
liquidos. Brasilia, DF: Embrapa Agroenergia, 2013. p. 35-79.

SOUZA, M. F.; GONCALVES, H. R. A.; FERNANDES, O. C. C.; BOM, E. P. S.; SILVA, A. S. Produgdo de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas por fungos filamentosos isolados da Amazonia: selegdo de uma linhagem
promissora. In: SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS - SINAFERM, 18., 2011, Caxias do Sul. [Anais...]. Caxias do
Sul: Universidade de Caxias do Sul, 2011.



