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Resumo

O uso de materiais lignoceluldsicos mostrou ser uma 6tima oportunidade para o
desenvolvimento industrial sustentavel. Entretanto para que a degradacdao dos
polissacarideos desses materiais em acucares fermentesciveis, que ocorre
naturalmente no meio ambiente, se transforme em um processo industrial, sdo
necessdrias misturas enzimaticas altamente eficientes e de baixo custo. Nesse
contexto, fungos celuloliticos do género Trichoderma tém sido intensamente
estudados, usando técnicas de engenharia genética, para o aumento da secrecdo de
enzimas degradadoras dos polissacarideos da biomassa. Os estudos de transformacao
genética de fungos incluem o uso de genes marcadores seletivos que conferem ao
microrganismo resisténcia, por exemplo, a compostos antifungicos, possibilitando a
selecdo de linhagens modificadas geneticamente. Embora esse seja um tema muito
estudado, linhagens diferentes apresentam respostas individualizadas em relacdo a
esses compostos, sendo necessarios estudos para a determinacdo do agente seletivo
mais eficiente para um dado microrganismo. Dessa forma, esse trabalho teve por
objetivo avaliar a sensibilidade do fungo Trichoderma lentiforme (linhagem CFAM-422)
a diversos compostos antifungicos visando determinar agentes seletivos adequados
para futuros experimentos de transformacdo. Entre os diversos compostos
antifungicos avaliados, em concentrac¢des variadas, o herbicida glufosinato (Lybert) e o
acido 5-Fluoritico monohidratado (5-fluoritic acid monohydrate — dacido 5-FOA)
inibiram completamente o crescimento do fungo na concentragdo de 2.000 pg/mL.
Esses compostos serdo utilizados para a selecdo de transformantes de Trichoderma
lentiforme modificados geneticamente visando ao aumento da sua capacidade
celulolitica, em rela¢do a linhagem selvagem CFAM-422.
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Introducao

A abundancia da biomassa lignoceluldsica e o crescente interesse pelo uso de
xaropes de biomassa como insumos para a producao de biocombustiveis e produtos
quimicos de forma sustentavel tém impulsionado o desenvolvimento da hidrdlise
enzimatica dos polissacarideos desses materiais. Nesse contexto, a prospeccdo e o
desenvolvimento de linhagens flungicas com alta expressdao de celulases, xilanases e
outras enzimas e proteinas acessorias sao de importancia fundamental. Paralelamente
aos estudos de prospeccdo de linhagens produtoras, avancaram os estudos da
expressao génica em microrganismos que produzem enzimas relacionadas a
degradac¢ao desses materiais (ZAMPIERI, 2015; HAMRE et al., 2015).

Os microrganismos do género Trichoderma tém uma grande importancia
industrial, sendo um dos mais utilizados para a producdo de enzimas celuloliticas,
pesticidas e também como agentes de controle biolégico (MUKHERIEE et al., 2013;
LIU; YANG, 2005). Dentre as espécies de Trichoderma, o T. harzianum, mostrou-se um
bom produtor de um complexo celulolitico bem equilibrado em termos das atividades
de endoglucanases e B-glicosidases (CASTRO, 2010a). Apesar disso, para a conversao
efetiva do material lignoceluldsico a agucares fermentesciveis, ainda s3o necessarias
misturas enzimdticas de mais de um género de microrganismo, porém a sinergia entre
os diferentes grupos de celulases produzidos por culturas puras é, muitas vezes,
melhor do que o observado extrato de coculturas. Dessa maneira, é necessario
aplicacdo de técnicas moleculares para obtencdo de um microrganismo capaz de
produzir um extrato enzimatico para a realizacdo de uma hidrélise altamente eficiente
e de baixo custo (CASTRO, 2010b).

De modo geral, para que seja possivel a obtencdo de transformantes, é
necessario utilizar estratégias de selecdo, como as baseadas na selecio de um
composto téxico apenas para a cepa selvagem. As células mutantes que ndo possuirem
a capacidade de formar o composto tdxico crescerdo na presenga do precursor inerte
(AVALOS et al., 1989; BOEKE et al., 1987). Os marcadores de selecdo dominantes, tais
como resisténcia a compostos antifungicos, sdo os mais adequados, porém escassos
(SIGL et al., 2010). Entre os marcadores mais utilizados, esta o gene hph de Escherichia
coli. Sua utilidade é ampla, pois o agente seletivo correspondente (higromicina B) é
téxico para cepas de tipo selvagem de muitos fungos e a selecdo costuma ser
inequivoca (STRAUBINGER et al., 1992). Outro método comum ¢ a utilizacdo do acido
5-FOA para a selecdo de células auxotroficas (Ura’) em meio a uma populagdo de
células prototréficas (Ura®). A selecdo é efetiva em estudos de transformacdo e
recombinac3o, em que a perda de URA" é desejada para obter mutantes auxotréficos
(BOEKE et al., 1987). No entanto, a sensibilidade de cada espécie e de cada linhagem é
diferente em relagdo ao reagente e sua concentracao.

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo selecionar agentes seletivos
efetivos, adicionados ao meio de cultivo, para estudos futuros de modificacdes
genéticas de Trichoderma lentiforme (linhagem CFAM-422), visando ao aumento da
sua capacidade celulolitica.
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Metodologia

A linhagem CFAM-422 (T. harzianum) foi selecionada por Souza et al. (2011)
dentre varias linhagens isoladas da Amazonia. Essa linhagem se encontra preservada
na colecdo de “Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias”
da Embrapa Agroenergia (Brasilia, DF). A propaga¢dao da linhagem foi efetuada por
cultivo em placas de Petri contendo o meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar). A
preservacao da linhagem foi feita pelo método de Castellani (1967): foram cortados
discos de uma cultura esporulada em placa de Petri e colocados em frascos com agua
destilada estéril que foram mantidos a temperatura ambiente. Os conidios foram
obtidos por meio da raspagem das placas com solucdo de Tween 80 (0,1%).

A linhagem CFAM-422 de Trichoderma lentiforme foi avaliada quanto a
sensibilidade a diversos agentes antifungicos por meio da inibicdo do crescimento em
meio minimo conforme Pontecorvo et al. (1953). Placas de petri (60x15 mm) com esse
meio foram preparadas contendo oito diferentes antifiungicos em diversas
concentragoes, sendo estas: 10, 20, 50 e 100 (ug/mL) para blasticidina ; 50, 75, 100,
200, 500 e 1.000 (ug/mL) para neomicina, zeocina e gentamicina; 100, 200, 400, 800 e
1000 (pg/mL) para carbenicilina; 50, 100, 500, 1000, 2000, 4000 (ug/mL) para acido 5-
FOA; 50, 100, 200, 500, 1000 e 2.000 (pg/mL) para herbicida glufosinato; 50, 100, 200,
500, 1000 e 2000, 5000 (ug/mL) para acetamida. Uma solugdes de esporos (conidios)
foi preparada por meio da raspagem de uma placa de PDA contendo o microrganismo
esporulado (apés 7 dias de cultivo) em 5 mL de Tween 80 0,1%. Dessa solugdo, 5 pl
foram plaqueados no centro de cada placa preparada nas condi¢des descritas acima.
As placas foram incubadas a 28 °C e avaliadas quanto ao crescimento em comparacgao
com o controle (meio de cultura sem o agente seletivo).

Resultados e discussao

A partir da medida de diametros de crescimento da col6nia das placas, foi
possivel avaliar a sensibilidade do microrganismo a cada antifungico e ao acido 5-FOA.
Na Figura 1, foram mostradas algumas concentracdes como padrdao de comparagao, as
concentra¢cdes omitidas mantiveram o padrdo de crescimento das placas anteriores.
Para a blasticidina, neomicina, zeocina, gentamicina e acetamida, a linhagem CFAM-
422 apresentou certa sensibilidade nos primeiros dias de crescimento, porém, apds o
quinto dia o microrganismo cresceu ocupando toda a placa (60 mm). Em relacdo a
acetamida, ndo houve diferenca do crescimento do controle para qualquer
concentragdo testada do reagente, na faixa de 50 pug/mL até 5000 pg/mL. Esses dados
indicam que a linhagem selvagem tem uma resisténcia natural a esses compostos, até
mesmo em concentragdes mais altas.

Como observado, a partir da concentra¢do de 2.000 pg/mL de acido 5-FOA e
herbicida glufosinato, ndo houve desenvolvimento da linhagem CFAM-422. Isso indica
que, a partir dessas concentragdes, esses compostos se tornaram toxicos a cepa
selvagem, causando a total repressdo de seu crescimento. Dessa forma, quando
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utilizados como método de selecdo, apenas os mutantes que obtiverem o gene de
resisténcia irdo crescer sobre o meio, permitindo a selecio e distincdo dos
transformantes perante a cepa selvagem.
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Figura 1. Sensibilidade da linhagem CFAM-422. O grafico apresenta o diametro de crescimento das
colénias em relagdo as diversas concentragdes dos reagentes acetamida, carbenicilina, zeocina,
gentamicina, blasticidina, acido 5-FOA e herbicida glufosinato, apds 7 dias de incubagao.

Conclusoes

A linhagem CFAM-422 apresentou resisténcia natural aos antifingicos
blasticidina, neomicina, zeocina, gentamicina e acetamida, excluindo a possibilidade de
utilizacdo desses reagentes como agentes seletivos. No entanto, concentracdes a
partir de 2.000 ug/mL do acido 5-FOA e do herbicida glufosinato resultaram na total
inibicdo do crescimento da cepa. Como cada linhagem reage de maneira diferente a
cada agente e concentracdo, é necessdrio verificar e determinar um agente seletivo
eficaz. Nesse caso, foi descoberta a sensibilidade da cepa CFAM-422 para o herbicida
glufosinato e o 4cido 5-FOA nas concentragdes de 2.000 pg/mL. Dessa maneira, esses
compostos poderdao atuar como potenciais agentes seletivos para futuros
experimentos de transformacdo genética dessa linhagem.
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