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Resumo

Um dos desafios para a bioconversao de biomassa lignocelulésica é o aumento da
eficiéncia de hidrdlise enzimdtica dos polissacarideos da parede celular vegetal. Para
isso, a prospeccao de fungos endofiticos pode ser uma ferramenta promissora para
selecdo de linhagens com habilidades lignoceluloliticas. Por serem simbiontes das
plantas, esses fungos sdo capazes de produzir enzimas e desconstruir lignocelulose e
ndo tém sido totalmente explorados para producdo de enzimas industriais. O objetivo
deste trabalho foi avaliar uma colegao de fungos endofiticos de guaranazeiro (Paullinia
cupana var. sorbilis) e de plantas de manguezal (Rhizophora mangle) quanto a
producdo de enzimas lignoceluloliticas e selecionar potenciais linhagens que possam
produzir enzimas para composicdo de coquetéis cataliticos na etapa de conversdo de
biomassa lignocelulésica em monémeros de carboidratos. Desse modo, foram
avaliadas 304 linhagens de fungos endofiticos quanto a capacidade de degradar
polissacarideos em meio de cultura sélido (Avicel, cmc, xilana, pectina e amido), por
meio da determinac¢do do indice enzimatico, que é dado pela razdo entre o diametro
médio do halo de degradacdo e o didmetro médio da col6nia. A identificacdo dos
fungos foi por biologia molecular por meio de andlise da sequéncia da regido ITS1-5.8S-
ITS2 do DNA riboss6mico. A partir disso, foram selecionadas 30 linhagens promissoras,
pertencentes a espécies que ndo tém sido tradicionalmente utilizadas na bioindustria e
gue possuem indice enzimatico significativo. Essas linhagens poderdo ser potenciais
candidatos para a produc¢do de extratos enzimaticos capazes de atuar na hidrélise de
biomassa lignoceluldsica.
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Introdugao

A producdo de energia e de quimicos renovaveis a partir da bioconversao de
biomassa lignoceluldsica é uma alternativa para minimizar a utilizacdo de combustiveis
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fésseis e para agregar valor a diferentes cadeias produtivas. Diante do exposto, o foco
das pesquisas atuais direciona-se para a busca por solucdes que mantenham
integradas todas as etapas do processo, independentemente das diferentes rotas
tecnoldgicas utilizadas, como meio de otimizar a producao do etanol de biomassa.

Dentre os desafios encontrados, pode-se citar o aumento da eficiéncia da
hidrélise enzimdtica. Uma das barreiras encontradas pelas enzimas hidroliticas é a
recalcitrancia da parede celular vegetal e mais especificamente da estrutura de
celulose, que permacem na por¢ao interior das microfibrilas emaranhada com a
hemicelulose e lignina. A clivagem dos polissacarideos da parede celular vegetal
geralmente é realizada pela acdo de enzimas de fungos, como observado na ecologia
microbiana de solos de florestas, por exemplo.

O interior das plantas é reconhecido como um nicho prolifico para a descoberta
de fungos com novas atividades biolégicas (FAVARO et al., 2012). Nesse contexto,
fungos endofiticos, definidos como os que habitam, pelo menos por um periodo de seu
ciclo de vida, o interior da planta sem induzir sintomas de doengas ou produzir
estruturas externas (AZEVEDO; ARAUJO, 2007) teriam potencial para a producdo de
enzimas de interesse industrial pouco exploradas até momento (CORREA et al., 2014).
O fato de que os enddfitos sdo simbiontes das plantas sugere que eles sdo capazes de
produzir enzimas, fazendo-os capazes de desconstruir lignocelulose e converté-la a
acucares fermentesciveis. Para testar essa hipdtese, este estudo realizou a
caracterizacdo molecular e enzimdtica de fungos endofiticos de Paullinia cupana e
Rhizophora mangle visando selecionar novas linhagens produtoras de enzimas
degradadoras de parede celular vegetal.

Materiais e Métodos

Neste estudo, foram avaliados 266 fungos endofiticos de guaranazeiro
(Paullinia cupana) e 38 fungos de uma planta tipica de regido de mangue (Rhizophora
mangle). As 304 linhagens encontram-se preservadas na “Cole¢ao de Microrganismos
e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias” da Embrapa Agroenergia. Os
fungos foram reativados e cultivados em meio agar batata-dextrose (BDA) a 25 °C por
7 dias.

Os DNAs genomicos das 304 linhagens foram extraidos e utilizados como molde
para amplificacdo por PCR da regido ITS do rDNA com os primers ITS1 e ITS4 e
sequéncia parcial do gene da beta-tubulina. Apds o sequenciamento, a sequéncia
consenso foi obtida com auxilio do software Geneious v. 9.0. Para classificacdo
taxondmica, as sequéncias foram avaliadas nas bases de dados: NCBI, CBS, MycoBank,
RDP, TrichOKEY e Fusarium-ID.
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A producdo de enzimas foi avaliada em meio sélido (PONTECORVO et al., 1953)
com 1,0% de carboximetilcelulose (cmc), de xilana ou de amido, para detecgdo de
endoglicanase, xilanase e amilase, respectivamente. A degradag¢dao de pectina foi
analisada em meio contendo 0,5% de pectina, em pH 5,0 e 7,0, para detecgdao de
poligalacturonase e pectina liase, respectivamente (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). A
producdo de celulases totais foi avaliada em meio minimo de sais (PONTECORVO et al.,
1953) contendo Avicel PH-101 (celulose microcristalina). As linhagens foram incubadas
a 25 °C por 6 dias. Os halos de degradacdo foram revelados com os corantes lugol e
vermelho congo. O indice enzimatico (IE) foi calculado por meio da razdo entre a
média do didmetro do halo e a média do didmetro da col6nia. A producao de celulases
totais foi inferida pelo didmetro das col6nias crescidas em meio contendo celulose
microcristalina. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os dados foram
analisados com auxilio do software Genes (CRUZ, 2006) e submetidos a andlise de
variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
significancia.

Os critérios para a selecdo de linhagens promissoras quanto a produgdo de
enzimas foram: classificacdo taxdnomica, perfil de degradacdao de polissacarideos,
valores elevados de indice enzimdatico e andlise da literatura. Para a escolha por meio
da classificagao taxénomica, foi adotado o critério de busca por espécies pouco ou ndo
contempladas na literatura, favorecendo as linhagens que ndo possuem genoma
sequenciado, selecionando fungos inéditos quanto ao potencial biotecnoldgico. Com
relacdio a determinacdo do perfil de degradacdo de polissacarideos (CMC, xilana,
pectina e amido), foram considerados os valores de indice enzimatico estatisticamente
superiores a 1 e a capacidade de cada linhagem de degradar os substratos (degradacao
exclusiva e /ou simultanea de varios substratos).

Resultados e Discussao

As 304 linhagens foram cultivadas e submetidas a extracdao de DNA gendmico.
Produtos de amplificacdo Unicos da regido ITS1-5.85-ITS2 do DNA ribossémico foram
obtidas para 158 linhagens. A Figura 1 representa algumas linhagens amplificadas
utilizando os primers ITS1-F e ITS4. Os fungos foram classificados utilizando analise de
sequéncias contra diferentes bases de dados. As 158 linhagens foram classificadas em
19 géneros diferentes, conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 1. Produtos purificados de amplificagdo da regidao ITS1-5.85-ITS2 do DNA ribossémico de fungos
endofiticos de P. cupana e R. mangue.
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Figura 2. Distribuicdo de géneros diferentes entre as 158 linhagens de fungos endofiticos de P. cupana e
R. mangle que apresentaram sequéncias de qualidade (regido ITS do rDNA ou gene betatubulina).

Das 158 linhagens avaliadas quanto a taxonomia, 5 pertencem ao filo
Basidiomycota e 153 pertencem ao filo Ascomycota. Entre os ascomicetos, 123
pertencem a classe Sordariomycetes, 26 pertencem a classe Eurotiomycetes e 4
pertencem a classe Dothideomycetes.
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Caracterizagdao enzimatica de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle

A Figura 3 resume os resultados dos testes enzimaticos. Os maiores valores de
indice enzimatico observados foram: 4,18 (+0,44) em cmc (Diaporthe sp. CED428); 5,26
(£1,34) em xilana (Bionectria sp. CE100/161); 6,36 (+0,07) em pectina pH 7,0
(Bionectria sp. CE100/161); 4,03 (+0,98) em pectina pH 5,0 (Fusarium sp. CED334); 4,14
(£0,04) em amido (Fusarium sp. CED334). O crescimento em Avicel foi observado para
301 linhagens, mas somente 40 apresentaram crescimento maximo (= 75.0 mm) nesse
substrato.

Com a andlise de correlagao realizada pelo teste de Scott-Knott foi possivel
observar diferencas significativas (p < 0,01) quanto a capacidade de produgdo de
enzimas e agrupar as 304 linhagens em 27 perfis distintos (classes fenotipicas), de
acordo com o padrdao de degradacao (simultanea ou exclusiva) dos polissacarideos
avaliados.
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Figura 3. Porcentagem de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle que apresentaram indice
enzimatico (IE) > 1 em diferentes substratos. A pectina, em pH 5,0, foi utizada para detec¢do de
poligalacturonase e, em pH 7,0, para pectina liase. Para as demais fontes, utilizou-se o pH 6,0.

% Fungos com IE>1

Selecao de fungos endofiticos de P. cupana e R. mangle promissores para
estudos de hidrdlise enzimatica

Diante dos critérios adotados para selecdo de candidatos para estudos
posteriores, como taxonomia, maiores indices enzimdticos e analise de literatura
foram selecionadas 30 linhagens promissoras, conforme mostrado na Tabela 1.

As linhagens selecionadas pertencem a espécies e géneros que ndo tém sido
utilizados para producdo de enzimas lignoceluloliticas em nivel industrial.
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Tabela 1. Linhagens de fungos endofiticos selecionadas com base nos critérios
multiplos: taxonomia, indice enzimatico e perfil de degradacao de polissacarideos.

*)

Identificagdo taxondmica Linhagem Origem

Annulohypoxylon stygium CED426 P. cupana
Aspergillus sp. (aculeatus) EP593 P. cupana
Bionectria sp. CE101/161 P. cupana
Bionectria sp. CED326 P. cupana
Botryosphaeria sp. (ribis) EP555 P. cupana
Colletotrichum sp. CED449B P. cupana
Criptovalsa sp. RZ511 P. cupana
Diaporthe sp. 12G R. mangle
Didymosphaeria sp. (variabile) EP654 P. cupana
Eutypa sp. CED428 P. cupana
Fusarium solani BDA79 (11A) R. mangle
Fusarium sp. CED382 P. cupana
Fusarium sp. BDAGA (2A) R. mangle
Fusarium sp. 2G R. mangle
Hypoxylon investiens EP647 P. cupana
N.I. CED413 P. cupana
N.I. CE101 P. cupana
N.I. CED412 P. cupana
N.I. EP551/1 P. cupana
N.I. CED409 P. cupana
N.I. CP230 P. cupana
N.1I BDAG64 (9A) R. mangle
N.I. CED371 P. cupana
Neofusicoccum sp. RZ482 P. cupana
Phlebia sp. CE103 P. cupana
Purpureocillium lilacinum CED440 P. cupana
Sarocladium sp. (strictum) CED448 P. cupana
Trametes versicolor BDAS8S5 (12A) R. mangle
Trichoderma sp. (lixii) EP550 P. cupana
Trichoderma spirale RzZ476 P. cupana

A provavel espécie é mostrada entre parénteses. NI (ndo identificado).

Consideragoes finais

Os melhores fungos identificados como bons produtores de enzimas pertencem
a grupos taxondmicos que ndo tém sido explorados para bioconversdo em nivel
industrial, tais como Bionectria, Diaporthe e Fusarium. A combinacdo dos diferentes
critérios para selecdo de linhagens pode ser uma estratégia promissora para uso em
estudos de bioprospecc¢do. Os extratos enzimaticos das linhagens selecionadas serdo
avaliados na hidrdlise de biomassa lignoceluldsica de modo a selecionar linhagens que
possam ser aplicadas em bioprocessos.
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