BIOPROSPECGAO DE TRICHODERMA SPP. COM POTENCIAL ENZIMATICO
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O objetivo deste estudo foi identificar e selecionar o potencial
enzimatico de espécies do género Trichoderma spp., por
conseguinte, as espécies de Trichoderma foram identificadas por
caracterizagdo morfolégica (macro e microscopia) € por analise
molecular, utilizando oligonucleotideos iniciadores da regiao ITS1
e ITS4, gerando produtos de tamanho aproximado de 930pb. Os
isolados estudados foram identificados como sendo: T. atroviride,
T. asperelloide, T. harzianum e T. longibrachiatum por analise
morfolégica e confirmados por analise molecular. Nas analises
enzimaticas foram realizados ensaios qualitativos com meios de
cultura contendo leite desnatado para producdo de peptidase;
amido sollvel para amilase, carboximetilcelulose para celulase,
pectina citrica para pectinases e meio Pikovskaya para fitase.
Sendo assim, os isolados apresentaram potencial enzimatico
negativo para as enzimas peptidase, celulase e pectinase e positivo
para amilase em todos Trichoderma spp. e apenas uma cepa de
T. longibrachiatum produziu a enzima fitase. Portanto, de acordo
com as analises, os Trichoderma spp. poderiam ser utilizados em
processos biotecnolégicos que envolvam atividade enzimatica
amilolitica.
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INTRODUGAO

Pesquisas sdo desenvolvidas no sentido de isolar e identificar quimicamente os produtos
produzidos por micro-organismos. Portanto, os fungos, em especial, despertam grande interesse em
diversos setores industriais, devido a capacidade de produzir substancias de alto valor agregado que
serdo utilizadas em industrias farmacéuticas, quimicas e alimenticias (TAl; STEPHANOPOULOS,
2013).

No ano de 2014 e 2015, respectivamente, o mercado global de enzimas em aplicagdes
industriais lucrou aproximadamente US$ 4,6 bilhdes e US$ 4,9 bilhdes e a perspectiva até 2021 é
que lucre US$ 6,3 bilhdes, segundo a BCC Research — Market Forecasting (BCC Research, 2020).
Além disso, o desenvolvimento de pesquisas sobre enzimas despertou em diversos segmentos
industriais e comerciais a utilizagdo de fungos filamentosos para produgao de enzimas geralmente
extracelulares (UENOJO e PASTORE, 2007).

No entanto, é necessario para que se obtenha sucesso na exploragdo do potencial de
variedades de enzimas fungicas industriais, conhecimento minucioso das caracteristicas fisiologicas,
bioquimicas e genéticas dos fungos filamentosos que estdo sendo avaliados (BORTOLAZZO, 2011).

Portanto, a identificagdo do género Trichoderma,baseada apenas nas caracteristicas
morfologicas, tem se mostrado insatisfatoria (DRUZHININA et al., 2006), pois acredita-se ndo ser
suficiente para elucidar as divergéncias genéticas entre as espécies (CHAVERRI e SAMUELS,
2003). Desta forma, para a pesquisa de identificagcao outros tipos de métodos, tais como molecular,
bioquimica e fisiolégica, constituem-se ferramentas essenciais para uma identificagao mais coerente
(SIMOES; SANTOS; LIMA, 2013).

O género Trichoderma é caracterizado como fungos filamentosos e cosmopolitas
colonizadores do solo e possui diversas aplicagbes biotecnoldgicas por serem capazes de sintetizar
enzimas hidroliticas (PASHA et al., 2013).

Sendo assim, pesquisas se direcionam para selegdo de novos fungos como fonte de novas
enzimas, explorando assim o potencial biotecnolégico da biodiversidade mundial (MACIEL, 2013).
Dessa forma, esse estudo tem como objetivo ampliagdo de dados sobre a diversidade de fungos e
uso em processos biotecnoldgicos com produtores de enzimas relevancia.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 58 isolados de Trichoderma obtidos de diferentes substratos depositados
na Colecao Cientifica do Laboratério de Biologia de Fungo do IV/UFRRJ. Os fungos encontravam-
se conservados em tubos de ensaio contendo BDA, solo e agua (Método Castellani) em geladeira
com temperatura de 4° C.

Por conseguinte, os Trichoderma spp. foram identificados por caracteristicas macroscoépicas:
cor da superficie e reverso da colénia no meio BDA, presenga ou auséncia de pigmentacao e odor
de forma subjetiva; em sequéncia, apés o preparo de laminas foi realizado estudo microscopico
(microscopio 6ptico, modelo OLYMPUS CH30 PM-PBK-3), onde observou-se: didmetro e forma dos
conidios, didametro dos clamidosporos, comprimento e largura das fialides, apds incubacdoem BOD a
25°C por 7 dias (SAMUELS et al., 2015). Utilizou-se a chave interativa de Samuels et al. (2015) para
identificar todas as espécies por caracteristicas morfolégicas, e concluiu-se que havia 4 espécies
(T. atroviride; T. asperelloide; T. harzianum; T. longibrachiatum). Os 58 isolados foram agrupados
nestas 4 espécies encontradas. Dentre as 4 espécies encontradas na analise morfolégica, foram
escolhidos 11 isolados de Trichoderma spp. de forma aleatéria para serem realizadas as analises
moleculares e confirmar as espécies encontradas.

Entdo, para auxiliar e confirmar os estudos morfoldgicos, aplicou-se a analise molecular
utilizando a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) (VARGA et al., 2011). Estas analises foram
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realizadas em parceria com o Laboratério de Fitopatologia e Biologia Molecular no Instituto
Bioldgico, Sdo Paulo. Seguindo as seguintes etapas: Extracdo de DNA através do método CTAB
(DOYLE, DOYLE, 1987); reagdo em cadeia de polimerase (PCR), para a amplificagdo de fragmento
da regido Internal Transcribed Spacers (ITS), utilizando-se um par de primers universais, 1TS1
(5-CAAAATGGGTAAGGAGGASAAGAC-3’) e ITS4 (5- CAGTACCGGCRGCRATRATSAG-3),
gerando produtos de tamanho aproximado de 930pb (WHITE et al., 1990; SHOUKOUHI; BISSETT,
2008). As reagbes de amplificagdo foram realizadas em termociclador PTC100 (MJ Research).
Para o processo de sequenciamento dos fragmentos amplificados, as condicdes de amplificacéo
foram: uma etapa de pré-desnaturagéo a 94 °C por 2 min, 25 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por
15 seg, anelamento 56 °C por 30 seg e extensdo a 72 °C por 4 min. Os produtos de PCR foram
purificados por precipitacdo com polietilenoglicol, segundo protocolo descrito por Schmitz e Riesner
(2006). O sequenciamento foi realizado pelo método de terminagdo de cadeia com o reagente
BigDye 3.1 (Applied Biosystems) e sequenciador automatico ABI3500 (Applied Biosystems). Apos
0 sequenciamento, construiu-se a arvore filogenética com sequéncias similares das regides ITS1
e ITS4 dos isolados e sequéncias de diferentes espécies de fungos obtidas no GENBANK/NCBI,
através do método de Maximum Likelihood (ML). Para avaliar a robustez da topologia, a arvore foi
avaliada pelo método de Jukes-Cantor com 1000 repeticdes de bootstrap, e a andlise filogenética
foi conduzida no programa Molecular Analise Genética Evolutiva-MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2011).

Em continuidade, todos os 11 isolados foram inoculados em placas de Petri e incubados
em BOD a 25 °C por um periodo de 5 dias, em meio de cultura especifico, em ftriplicata. Foram
considerados fungos produtores de enzimas, aqueles que apresentassem a formacgao de halo de
degradagéao ao redor da colénia como proposto por Stamford et al. (1998).

A atividade da celulase foi avaliada através do meio sintético contendo carboximetilcelulose
(CMC) como unica fonte de carbono de acordo com Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004). Apds o
periodo de incubacédo, a revelagdo do halo de hidrélise foi realizada adicionando-se 10 mL da
solugéo corante de vermelho congo (2,5 g.L-"em tamp&o Tris HCL 0,1 M, pH 8) sobre cada coldnia,
apos 30min, a solucao foi descartada e as culturas foram lavadas com 5 mL de solugéo de NaCl 0,5
M neste mesmo tampéo, por 15min. A formacao de um halo amarelo ao redor da coldnia fingica
indicava que havia a degradacéao da carboximetilcelulose (POINTING, 1999).

A atividade da amilase e da pectinase foi detectada de acordo com Hankin e Anagnostakis
(1975). A atividade amilolitica foi verificada apdés a adicdo de 5 mL de uma solugdo de iodo
sobre cada col6nia fungica. A formag¢ao de uma zona amarelada ao redor da colbnia fungica e o
desenvolvimento da coloragdo azul escuro na superficie restante da placa de Petri indicava que
havia ocorrido a hidrolise do amido. A atividade pectinolitica foi detectada apos a adigéo da solugéo
de acido cloridrico (HCL) 5 N, durante 5min. A degradacéo da peptidase foi verificada de acordo
com Gopinath et al. (2005). Ja para a avaliagao da capacidade de produgao da fitase foi utilizado
o meio Pikovskaya (PIKOVSKAYA, 1948). O halo indicativo da produgao das enzimas peptidase
e fitase pode ser visto sem solugao reveladora, com a deteccdo de uma zona clara ao redor das
colbnias fungicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 58 isolados de Trichoderma spp. foram identificados de acordo com caracteristicas
morfolégicas (macro e microscopia) e dividido em 12 grupos. O Grupo I: representado por 18
isolados (31%); Grupo II: 6 isolados (10%); Grupo lll: 14 isolados (24%); Grupo IV: 4 isolados (7%);
Grupo V: 2 isolados (3%); Grupo VI: 1 isolado (2%); Grupo VII: 1 isolado (2%); Grupo VIII: 2 isolados
(83%); Grupo IX: 1 isolado (2%); Grupo X: 3 isolados (5%); Grupo Xl: 4 isolados (7%); Grupo XllI: 2
isolados (3%). Apos observagdes das caracteristicas, de acordo com a chave interativa Samuels
et al. (2015), foram identificadas 4 espécies: Grupo | = Trichoderma atroviride, Grupo Il, X e XI =
Trichoderma asperelloide, Grupo lll, V, VI e Xll = Trichoderma harzianum e Grupo IV, VII, VIl e IX =
Trichoderma longibrachiatum (Tabela 1).
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TABELA 1. CARACTERISTICAS MACRO E MICROSCOPICAS DOS ISOLADOS DE
TRICHODERMA A 25 °C EM BDA E MEDIAS DAS DIMENSOES DO CRESCIMENTO E
ESTRUTURAS MORFOLOGICAS.

Grupos Macroscopica

Microscopia (um)

Colonia Fialide

Conidio

Clamidésporo

Cor

Verso/Reverso Cresc. (cm)

Larg.

Comp.

Comp. x Larg.

Diametro

Verde-claro
| a levemente 8,5 2.6 8.0
amarelado

3.5-4.0x3.2-3.5

7.0

Amarelo-claro no
Il centro e nas bordas 8,5 2.3 8.5
verde-escuro

3.5-4.1x2.9-3.3

Ausente

Branco no centro e
1} verde-claro a mais 9,5 2.3 7.5
escura nas bordas

2.38-3.56x3.0-3.7

7.2

Verde-claro e
amarelo-claro

4.3-46x2.1-2.4

Ausente

Branco no centro e
\') verde-claro a mais 8,5 1.9 6.7
escura nas bordas

2.2-3.5x2.0-2.7

Ausente

Verde-claro
VI e levemente 10 2.0 6.5
amarelado nas

bordas

3.1-4.0x2.7-3.0

Ausente

Amarelo-claro e
Vil levemente verde- 9,5 5.7 7.3
claro nas bordas

3.7-5.0x2.2-2.9

Ausente

Branco e levemente
verde-claro a
Vil 10 6.5
amarelo-claro nas

bordas

10.2

4.0-4.8 x2.0-2.5

Ausente

Amarelo-claro e
IX levemente verde- 6 8.5
claro nas bordas

10.0

3.6-5.8 x 2.3-3.0

Ausente

Verde-claro a verde
X mais escura nas 9,5 1.8 8.7
bordas

3.4-3.9x3.1-3.5

Ausente

Verde-claro a verde
Xl mais escura nas 10 2.4 9.7
bordas

3.7-4.3x3.2-3.7

9.0

Levemente
Xl amarelado no centro 10 28 73
e verde-claro a mais

escura nas bordas

3.0-4.0x2.0-3.2

Ausente

Cresc. — Crescimento, Comp. — Comprimento, Larg. — Largura.

Menezes et al. (2010) utilizaram a regidao do ITS para identificar trés isolados de
Trichoderma spp. com extracdo do DNA a partir do micélio, assim como apresentamos neste
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estudo. Colonia e Chagas Junior (2014) identificaram, por meio do sequenciamento da regiao ITS,
cepas de Trichoderma spp. isolados do fertilizante Trichoplus JCO. Os autores utilizaram a extragao
do DNA de acordo com a metodologia de CTAB e as amplificagdes geraram bandas exatamente
iguais as encontradas neste trabalho com 930 pb, identificando também fungos T. asperelloide, T.
harzianum; T. longibrachiatum. As sequéncias ITS1 e ITS4 do DNAr foram comparadas com as
sequéncias de Trichoderma atroviride (n. AB558914.1) e (n. KI871092.1); Trichoderma asperelloides
(n. KP262478.1); Trichoderma longibrachiatum (n. EU280034.1) e Trichoderma harzianum (n.
KP696461.1) e (n. AY605783.1), depositadas na base de dados do GenBank (Figura 1). Onde as
linhagens T. atroviride agruparam com a sequéncia de uma linhagem da mesma espécie apresentada
no banco de dados, entre 99-100% de similaridade. J& com relagéo as linhagens T. asperelloides
e T. longibrachiatum, com 100% de similaridade e T. harzianum, com similaridade entre 61-100%.
Desta forma, como mostra a figura 1, os isolados de Trichoderma deste estudo foram caracterizados
com elevado grau de identidade molecular.

Sendo assim, o alinhamento e analise filogenética das sequéncias utilizadas mostraram
agrupamentos que corroboram para a identificagdo taxondmica das espécies estudadas neste
trabalho.

Ja na avaliagdo dos estudos enzimaticos, dos 58 Trichoderma spp., todos obtiveram
resultados negativo para atividade da enzima peptidase, celulase e pectinase, pois, revelaram que
os isolados nao apresentaram o halo de degradagéo, porém tiveram um bom desenvolvimento no
meio de cultura especifico para peptidase e ndo se desenvolveram bem nos meios especificos
para celulase e pectinase. Ja o oposto aconteceu com estes isolados para a atividade da enzima
amilase, onde o resultado foi positivo para todos os isolados, apresentando o halo de degradacéo e
bom desenvolvimento no meio de cultura especifico para amilase. Para a atividade da enzima fitase,
todos os isolados obtiveram desenvolvimento expansivo, ocupando toda a placa de Petri, porém
apenas um isolado de T. longibrachiatum obteve resultado positivo.

FIGURA 1. ARVORE FILOGENETICA CONSTRUIDA PELO METODO DE MAXIMA
VEROSSIMILHANGA, MOSTRANDO A RELAGAO ENTRE OS ONZE ISOLADOS DE
TRICHODERMA SPP., COM ESPECIES DE TRICHODERMA SPP. DEPOSITADAS NO

GENBANK-NCBI. AS SEQUENCIAS UTILIZADAS SAO DO GENE ALFA ELONGASE (TEF).
TR = TRICHODERMA. BARRA DE ESCALA = 0,02 SUBSTITUIGOES POR POSIGAO.

Tr3- TEF
2 i7-TeF
i Trichoderma atroviride (AB558914.1)
100 Tr18-TEF

Trichoderma atroviride (KJ871092.1)
100 99 ; Tr1-TEF

Trichoderma asperelloides (KP262478.1)
4| Tr4-TEF
100
Tr15-TEF

100 Trichoderma longibrachiatum (EU280034.1)
L Ti6-TEF

61 Tr13-TEF
100 |:Tr16-TEF
Trichoderma harzianum (KP696461.1)
100 Trichoderma harzianum (AY605783.1)
ﬁ';rrS-TEF
801 Tr8-TEF

0.02

B.CEPPA, Curitiba, v. 37, n. 2, jul./dez. 2019 13



Segundo Qualhato (2013), a diferenca de valores da atividade da peptidase pode estar
relacionada com a composigao da fonte indutora presente no meio de cultura. Em estudos com cinco
espécies de Trichoderma, utilizando substrato azocaseina e micélio macerado de fitopatégenos
como fonte de carbono, obteve-se resultados baixos em todos os tratamentos, ou seja, mesmo
adotando uma metodologia diferenciada deste presente estudo, o resultado também nao foi eficiente.
Souza (2015) utilizou Agar-Leite, o mesmo utilizado em nosso trabalho, para avaliar a produgdo de
peptidase em fungos e da mesma forma nao obtiveram resultado positivo, embora se tenha também
observado o crescimento dos fungos.

Quanto a produgédo de amilase, Marques (2007) avaliou um complexo multienzimatico
produzido por fungos Trichoderma harzianum. A atividade amilolitica foi determinada utilizando uma
mistura que também, assim como em nosso estudo, continha amido soluvel como substrato, porém,
a leitura foi realizada utilizando espectrofotémetro, e se constatou que esta espécie de fungo possui
potencial para a producdo de amilase, assim como xinalase e celulase. Atmaja e Khairul (2013),
avaliaram quantitativamente a atividade da enzima amilase, utilizando espectrofotémetro UV-visivel
(faixa 400-600 nm) envolvendo a maltose com reagentes DNS (acido dinitrosalicilico). Foi observado
que a alfa-amilase pode ser produzida por Trichoderma viride utilizando meios de fermentagdo com
a presencga de amilose como fonte de carbono.

Para a avaliagdo do potencial de produgdo da enzima celulase, embora nido tenha
encontrado resultado satisfatério para a atividade desta enzima, atualmente alguns autores
descrevem fungos do género Trichoderma como bons produtores de enzimas do complexo
celulolitico utilizando distintas metodologias (CASTRO e PEREIRA JR, 2010; BASSO et al., 2010;
MAEDA et al., 2011; GERHARDT et al., 2015). Oitenta linhagens de fungos foram caracterizadas
de acordo com atividade da celulase utilizando o papel de filtro (FPase) e CMC como fonte de
carbono utilizado para crescimento e produgdo da enzima, sendo esta ultima a mesma utilizada
neste trabalho. Entre os fungos estudados pelos autores estdo algumas espécies de Trichoderma,
tais como: (T. harzianum, T. inhamatum, T. koningii, T. longibrachiatum, T. pseudokoningii e T. viride),
onde algumas destas coldnias, mesmo com pouco crescimento, puderam apresentar maiores indices
enzimaticos. Concluiu-se que o indice enzimatico nao foi um bom parametro para avaliar a atividade
enzimatica das linhagens (RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2004). O pouco desenvolvimento dos
isolados foram observados e algumas espécies de Trichoderma também nao produziram o halo de
degradagao, como os resultados obtidos em nosso estudo.

Anisa e Girish (2014), isolaram o fungo Trichoderma viride a partir de residuos agricolas
e estrume em meio de cultura Agar-pectina, igual ao adotado neste estudo, para a avaliagdo da
sua capacidade de produzir enzimas pectinoliticas. Porém, a forma de determinacao da enzima
foi diferente, onde os autores utilizaram uma solu¢do de iodeto de potassio sobre as culturas, e
observaram a presenga de zonas claras que indicava a capacidade pectinolitica dos fungos. Este
estudo foi bem sucedido em isolar e identificar este fungo como um bom produtor de enzimas
pectinoliticas e novos estudos podem ajudar na producao desta enzima em larga escala.

Ja na avaliagao da producgao de fitase, Castro e Pereira Jr (2010), no estudo dos isolados
fungicos,também nao observaram a visualizagdo do halo de degradacado. No entanto, a dificuldade
na visualizagdo no halo de degradagcao pode ter ocorrido pelo crescimento expansivo da coldnia,
visto que apods o periodo de incubagao a coldnia estava ocupando toda a placa de Petri. No presente
trabalho, também foi observado que os fungos tiveram um crescimento expansivo, ocupando desta
forma toda a placa. Portanto, a ndo visualizagdo do halo de degradag¢ao pode estar relacionada a
este crescimento expansivo.

Cunha et al. (2015), avaliaram a producéo de fitase por fungos isolados na regido do Alto
Paranaiba, no estado de Minas Gerais. Foram utilizados para estudoos isolados de Rhizopus sp.,
Aspergillus niger, Trichoderma sp., Xylaria sp. e Fusarium sp. A metodologia utilizada foi diferente
da adotada neste trabalho, onde os autores utilizaram meio de cultura liquido composto por infusdo
de batata; sacarose; peptona; Tween 20 e CaCl,, com pH ajustado para 5,5. A atividade enzimatica
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foi determinada no sobrenadante das culturas, medindo o fosfato inorganico liberado. Porém, dentre
estes isolados, os Trichoderma sp. também ndo apresentaram atividade enzimatica significativa
para fitase.

CONCLUSAO

O estudo mostrou que dentre os 58 isolados de fungos que tinhamos inicialmente, apos
as analises morfolégica e molecular, foi possivel identificar 4 espécies, sendo estas, Trichoderma
atroviride, Trichoderma asperelloide, Trichoderma harzianum e Trichoderma longibrachiatum. Ja as
analises enzimaticas apontaram que todos os Trichoderma spp. apresentam resultados negativo
para producdo de peptidase, celulase, pectinase e resultado positivo para producdo de amilase.
E apenas um dos isolados, identificado como Trichoderma longibrachiatum, apresentou resultado
positivo para producéao de fitase, porém este resultado nao foi significativo. Sendo assim, todos os
Trichoderma spp. testados poderiam ser utilizados em processos biotecnoldgicos que envolvam
apenas atividade enzimatica amilolitica.

ABSTRACT

BIOPROSPECTING OF TRICHODERMA SPP. WITH ENZYMATIC POTENTIAL

The objective of this study was to identify and select the enzymatic potential of species of
the genus Trichoderma spp.. Therefore, the species of Trichoderma were identified by morphological
characterization (macro and microscopy) and by molecular analysis, using oligonucleotides initiators
from the ITS1 and ITS4 region, generating products with an approximate size of 930bp. The studied
isolates were identified as T. atroviride, T. asperelloide, T. harzianum and T. longibrachiatum by
morphological analysis and confirmed by molecular analysis. In the enzymatic analyzes, qualitative
tests were carried out with culture media containing skimmed milk for the production of peptidase;
soluble starch for amylase, carboxymethylcellulose for cellulase, citrus pectin for pectinases and
Pikovskaya medium for phytase. Thus, the isolates showed negative enzymatic potential for
peptidase, cellulase and pectinase enzymes and positive for amylase in all Trichoderma spp. and only
one strain of T. longibrachiatum produced the enzyme phytase. Therefore, according to the analyzes,
Trichoderma spp. could be used in biotechnological processes involving amylolytic enzyme activity.

KEYWORDS: BIOTECHNOLOGY, TAXONOMY, PCR, ITS, ENZYME PRODUCTION.
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