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RESUMO

FRANCISCO, Michele Rodrigues. Selecdo e Identificacdo de Trichoderma spp. E
Potencial para Producédo de Enzimas Industriais. 2016. 53p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Instituto de Tecnologia, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Os Trichoderma spp. ndo sdo fungos patogénicos e se desenvolvem em diversificados
substratos e condi¢cBes ambientais. Sua identificacdo baseada apenas em caracteristicas
morfolégicas é considerada complexa, por conta da diversidade genética das espécies.
Portanto, a taxonomia do género Trichoderma € realizada com o auxilio de outras andlises,
tais como bioquimicas e moleculares. Algumas espécies sdo capazes de produzir elevadas
guantidades de enzimas extracelulares envolvidas na hidrdlise de polissacarideos, sendo assim
considerados fungos com alto potencial na producédo de enzimas hidroliticas. O objetivo deste
estudo foi selecionar e identificar as espécies do género Trichoderma spp. e avaliar a
producdo de enzimas industriais destes isolados. Foram identificados 58 isolados de fungos
Trichoderma spp. de solo e plantas por analise morfoldgica, molecular e também foi avaliado
a capacidade de producdo enzimética. A Tecnologia enzimética € uma &rea promissora dentro
das novas tecnologias para sintese de compostos que possuem alto valor agregado, onde os
processos industriais biocatalisados apresentam menor impacto ambiental, menor custo de
energia, pois as enzimas sdo substancias biodegradaveis e possuem especificidade que
minimizam os efeitos indesejaveis. Neste trabalho, foi utilizado meio de cultura BDA para
desenvolvimento dos fungos. A identificacdo morfoldgica foi realizada com auxilio da chave
de identificacdo de acordo com Samuels et al. (2015) e molecular, realizada através da
extracdo de DNA do micélio dos fungos, de acordo com protocolo CTAB. Para as anélises
enzimaticas, foram realizados ensaios qualitativos, utilizado meio de cultura sélido especifico
para avaliar a producdo de enzimas hidroliticas: Onde os meios de cultura continham como
substrato para desenvolvimento e producdo enzimatica dos isolados de Trichoderma spp. leite
desnatado para producdo de peptidase; amido solGvel para producdo de amilase,
carboximetilcelulose para producdo de celulase, pectina citrica para producdo de pectinases e
extrato de levedura, dextrose, sulfato ferroso, aménio, magnésio, manganés e cloreto potassio
para producdo de fitase. De acordo com os resultados, a analise morfolégica identificou 4
espécies, tais como: T. atroviride, T. asperelloide, T. harzianum, T. longibrachiatum, estas
espécies foram confirmadas por analise molecular. J& com relacdo ao potencial enzimatico, o
resultado foi negativo para a atividade das enzimas peptidase, celulase e pectinase e positivo
para amilase, e para a atividade da enzima fitase, somente um isolado apresentou resultado
positivo, este foi identificado de acordo com analise morfolégica como sendo da espécie T.
longibrachiatum.

Palavras-chave: Fungos filamentosos, Biotecnologia, Identificacdo morfoldgica,
Identificacdo molecular, Producao de enzimas.



ABSTRACT

FRANCISCO, Michele Rodrigues. Selection and identification of Trichoderma spp. And
Potential for Industrial Enzymes production. 2016. 53p. Dissertation (Master in Food
Science and Technology) — Instituto de Tecnologia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropeédica, RJ, 2016.

Trichoderma spp. They are not pathogenic fungi and develop in substrates and diverse
environmental conditions. Identification based only on morphological characteristics is
considered complex, due to the genetic diversity of the species. Therefore, the taxonomy of
the genus Trichoderma is performed with the aid of other analyzes such as biochemical and
molecular changes. Some species are capable of producing high amounts of extracellular
enzymes involved in the hydrolysis of polysaccharides are thus considered fungi with high
potential in the production of hydrolytic enzymes. The aim of this study was to select and
identify the species of the genus Trichoderma spp. And evaluate the production of industrial
enzymes these isolates. They identified 58 isolates of Trichoderma spp fungi. soil and plants
by morphological and molecular analysis and was also evaluated the enzymatic production
capacity. Enzyme technology is a promising area in new technologies for synthesis of
compounds with high added value, where biocatalisados industrial processes have a lower
environmental impact, lower energy cost, because the enzymes are biodegradable substances
and have specificity to minimize the undesirable effects. In this work, we used PDA culture
medium for development of fungi. Morphological identification is achieved using the
identification key according to Samuels et al. (2015) Molecular and held by DNA extraction
from the mycelium of fungi in accordance with CTAB protocol. For enzyme analysis,
qualitative assays were performed, used specific means of solid culture to evaluate the
production of hydrolytic enzymes: Where the culture media containing as a substrate for
development and enzyme production of Trichoderma spp. skimmed milk production
peptidase; soluble starch for the production of amylase, cellulase production
carboxymethylcellulose, citrus pectin for the production of pectinase and yeast extract,
dextrose, ferrous sulfate, ammonium, magnesium, manganese and potassium chloride for the
production of phytase. According to the results, the morphological analysis identified 4
species such as T. atroviride, T .asperelloide, T. harzianum, T. longibrachiatum, these species
were verified by molecular analysis. In relation to the enzyme potential, the result was
negative for the activity of peptidase enzymes, cellulase and pectinase and positive for
amylase, and the activity of the enzyme phytase, only an isolated was positive, this was
identified according to morphological analysis as It is the species T. longibrachiatum.

Keywords: filamentous fungi, Biotechnology, morphological identification, molecular
identification, enzyme production.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui a mais rica biota continental do planeta, com cerca de 15 a 20%
da biota mundial, abrange os seis importantes biomas (IBGE, 2015). Contudo, 0s micro-
organismos, apresentam sua importancia tanto para o equilibrio destes ecossistemas,
como para os diversos processos industriais, pois sdo capazes de produzir metaboélitos
interessantes que sdo muito utilizados nestes processos.

Atualmente, com o desenvolvimento tecnolégico mundial, 0s processos
biotecnologicos tém despertado interesse de pesquisadores e industrias por conta das
questdes econdmicas e operacionais envolvidas neste processo que lhes conferem
vantagens em relacdo aos processos quimicos convencionais utilizados. Esses processos
possibilitam a variedade de producdo de metabdlitos de alto valor agregado.

Gracas a evolucdo da biotecnologia, hoje os fungos e outros micro-organismos
sdo de grande importancia para as indudstrias, pois sdo de facil manipulacdo e controle a
nivel laboratorial, além de ser uma alternativa vidvel e interessante para producdo de
enzimas.

Sendo assim, a tecnologia enzimatica oferece grandes vantagens na execucdo de
processos tecnologicamente limpo, onde as enzimas hidroliticas produzidas por diversos
micro-organismos potencializam sua aplicacdo em distintos setores industriais, como por
exemplo, nas indUstrias alimenticias que utilizam os fungos na producdo de produtos
fermentados, como pdes e vinhos, producdo de bebidas alcodlicas, etc. As amilases,
celulases, peptidases, pectinases e fitases sdo exemplo de enzimas muito utilizadas por
diversos setores industrias. Ja nas inddstrias farmacéuticas, as enzimas extraidas dos
fungos contribuem na producdo de antibidticos e na téxtil sdo usadas na producdo de
detergentes com funcdo de degradar compostos proteinaceos, dentre outras (PASHA et
al., 2013).

Alguns fungos produtores de enzimas sdo reconhecidos pela FDA (United States
Food and Drug Administration) e seus produtos podem ser consumidos com seguranca,
sem riscos a saude humana, pois geralmente sdo considerados como seguros, ou seja,
GRAS (Generally Recognized as Safe), por apresentarem baixa toxicidade.

Neste contexto, o género Trichoderma que foi descrito ha mais de 200 anos por
Person (1794) (SAMUELS, 2006a), sdo classificados como fungos filamentosos e
cosmopolitas colonizadores do solo, onde possui diversas aplicacdes biotecnoldgicas por
serem capazes de sintetizar enzimas hidroliticas utilizadas em segmentos industriais,
como por exemplo, as amilases nas industrias de alimentos, téxtil, farmacéutica, as
celulases utilizadas em industrias de papel, gestdo de residuos, bebidas e alimentos, as
peptidases utilizadas em amaciamento de carnes, clarificacdo de cervejas, as pectinases
utilizadas em clarificagdo de sucos de frutas e alimentos processados e fitases utilizadas
em racbes de animais para melhorar a digestdo de fdsforo, calcio, sddio, cobre,
aminoacidos e proteinas (SOARES, 2010; PASHA et al., 2013).

A identificacdo das espécies de Trichoderma € baseada na morfologia, como o
aspecto, cor, didmetro e crescimento da col6nia, didmetro e forma dos conidios e
conidiéforos.

Devido a homoplasia encontrada nas especies de Trichoderma spp. a identificacao
baseada somente nas caracteristicas morfologicas ndo é suficiente, por isto estudos
apontam a importancia de se combinar diferentes instrumentos de identificacdo, como por
exemplo, associé-las com a identificacdo bioquimica e molecular (PCR, sequenciamento
de DNA).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar e selecionar espécies do género Trichoderma com capacidade de
producdo enzimatica para fins industriais.

2.2 Objetivos Especificos

a) Identificar espécies de Trichoderma por morfologia classica (macromorfoldgica,
micromorfoldgica);

b) Identificar espécies de Trichoderma por técnica molecular;

c) Selecionar espécies de Trichoderma de interesse biotecnoldgico potencialmente
produtoras de enzimas hidroliticas: amilase, celulase, peptidase, pectinase e fitase.



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Fungos
3.1.1 Caracteristicas gerais

O estudo dos fungos é uma area da ciéncia, denominada de micologia (do grego
mykes: ‘Cogumelo-fungo'; logos: 'estudo’), estes vém sendo estudado também pelos seus
beneficios, tendo sua importancia na decomposicdo da matéria vegetal morta fazendo a
reciclagem de elementos vitais para a cadeia alimentar. Tais micro-organismos
participam de interagdes com outros organismos, sao utilizados pelos seres humanos para
alimentacdo, na producdo de medicamentos. S8o quimioheterotréficos, utilizam
substancias organicas como fontes de energia e carbono, aerobicos ou anaerobicos
facultativos, sendo alguns anaerobicos. Os fungos possuem um sistema enzimatico que é
utilizado para decompor substancias organicas fazendo com que ataguem uma variedade
extensa de material (papel, madeira, tecidos, alimentos), algumas espécies sdo capazes de
produzir toxinas (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

Economicamente os fungos estdo relacionados comercialmente pela producdo de
antibidticos nas industrias farmacéuticas, na producdo de alimentos, como queijos, paes,
vinhos, etc. pelas industrias alimenticias e atualmente vém conquistando espaco nas
industrias de biotecnologia em processos fermentativos (como producdo de queijos,
iogurtes, e outros) e pela producdo de enzimas, com destaque para as celulases (ABREU;
ROVIDA; PAMPHILE, 2015).

3.1.2 Biologia dos fungos filamentosos

Os fungos filamentosos sdo multicelulares eucariotos tipicos, aclorofilados que
produzem esporos, secretam enzimas digestivas no substrato onde estdo se
desenvolvendo para hidrolisar as moléculas grandes em moléculas menores que possam
ser absorvidas por suas células fungicas, de forma que a nutricdo acontece por absorcéao.
As enzimas secretadas na maioria das vezes sdo responsaveis pela decomposicdo de
restos animais e de plantas, sendo assim é possivel a reciclagem de elementos quimicos
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996), alem de participarem dos ciclos
naturais como, na reciclagem do carbono e outros elementos (MENDONZA, 2009).

A maioria das espécies dos fungos filamentosos possui reproducdo assexuada por
meio de fissdo binéaria, fragmentacdo ou pela formacdo de conidios que sdo formados
pelas células conidiogénicas que estdo no apice das hifas modificadas, denominadas de
conidiéforos que produzem os esporos (conidios) externamente. E conhecida como
anamorfos uma mesma espécie de fungo que séo capazes de produzir um ou mais tipos de
esporos na fase assexuada (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

A parede celular dos fungos é composta por um polissacarideo chamado de
quitina. Produzem esporos que sdo dispersos pelo vento ou agua ou ainda podem ser
transportados por insetos, artropodes durante seus ciclos de vida. O principal
polissacarideo de reserva é o glicogénio, mas em alguns grupos a substancia de reserva
também pode ser os lipideos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

Essencialmente os fungos séo de solo e de plantas, sendo a maioria, filamentosos.
Microscopicamente, observam-se nos fungos filamentosos, estruturas conhecidas como
hifas que sdo tubulares, ramificadas, de crescimento apical, hialinas e que podem ser
cenociticas (ndo possuem septos), onde 0s tubos sdo continuos sem divisdes transversais
que contém massa citoplasmatica com centenas de nucleos ou septadas que apresentam



paredes transversais que sdo 0s septos delimitando compartimentos celulares com um ou
mais nucleos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).

O crescimento das hifas ocorre pelo alongamento das extremidades. Quando um
fragmento da hifa € rompido, pode ocorrer deste se alongar e d& origem a uma nova hifa,
a partir disto havera o desenvolvimento do fungo. E chamada de hifa vegetativa a parte
que absorve nutriente e de hifa reprodutiva ou aérea a porcdo envolvida com a
reproducdo. Se as condigdes sdo favoraveis, as hifas se desenvolvem, formando uma
massa filamentosa que € visivel a olho nu que sédo os micélios dos fungos (TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2012).

Portanto, os fungos filamentosos vém despertando atencdo de pesquisadores por
serem capazes de produzir compostos bioativos de interesse biotecnologico e por
apresentarem crescimento rapido e baixo custo de cultivo, viabilizando cultivos em
condices conhecidas e controladas em laboratérios (SIMOES; TAUK-TORNISIELO,
2005). No entanto, buscas por enzimas eficientes que atuassem na degradacdo da
biomassa e também de micro-organismos que sdo capazes de produzir estas enzimas
levaram ao isolamento de fungos pertencentes ao género Trichoderma (YODER et al.,
2008).

O género Trichoderma sdo fungos filamentosos, habitantes do solo juntamente
com outros fungos, como Neurospora, Penicillium e Aspergillus, mesofilicos (30 °C),
considerado um dos géneros de fungos filamentosos mais estudados por apresentarem um
elevado potencial de aplicacdo industrial e biotecnol6gico (SAMUELS, 1996).

Fungos deste género sdo capazes de produzir enzimas extracelulares (MELO;
COSTA, 2005) e sdo muito estudados também pela producdo potencial de celulases
(PERES; MELO 1995) e outras enzimas hidroliticas (KUBICEK, 1992).

As espécies de fungos deste género sdo encontradas em diferentes tipos de solos e
raizes de plantas, participando da decomposicdo de matéria organica e atuando na
degradacéo de residuos toxicos. E um fungo ndo patogénico para individuos saudaveis e
possui diversas aplicacGes no setor industrial e na biotecnologia agricola (HARMAN et
al., 2012).

3.1.3 Biomassa fungica

Alguns fatores como as fontes de carbono e nitrogénio, temperatura, pH, dentre
outros, influenciam na sintese de compostos, que quando controlados podem favorecer
maior quantidade de um determinado produto na biomassa do fungo (RUEGGER, 2001).

Os fungos desempenham importantes funcdes nos ciclos biogeoquimicos do
carbono, fésforo e nitrogénio em ambiente terrestre (BOSWELL et al., 2003).

Existem diversidades de fungos e para realizar a quantificacdo de seu crescimento
existem diversos métodos que dependera do objetivo da medi¢cdo e da utilizacdo da
técnica disponivel, onde um Unico procedimento ndo é aplicavel para todas as situacoes.
Os métodos mais utilizados sdo contagem do ndmero de células, contagem de células
totais, contagem de células viaveis, contador coulter, medida da biomassa (método direto
e indireto) e a medida do crescimento hifal e colonial (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

Aplicacdo de processos biotecnoldgicos que utilizam as enzimas é uma alternativa
interessante e mais promissora para substituir as metodologias convencionais. Todavia, as
enzimas ja sdo utilizadas atualmente em diversos segmentos industriais em varios
processos de producdo como, por exemplo, producdo de tecidos, detergentes, papel,
couro, cosméticos, alimentos, biocombustivel e outros. (JEGANNATHAN; NIELSEN,
2013).

As enzimas, portanto tém sido consideradas as principais representantes de
processos biotecnologicos, sendo produzidas comercialmente na maioria dos processos

4



por micro-organismos, por apresentarem diversidade, facilidade, controle operacional e
maior rendimento quando comparados aos processos extrativos que utilizam tecidos
animais e vegetais (CHANDRA et al., 2010).

3.1.4 Aplicacdes dos produtos de biomassas fungicas

Atualmente, pesquisas tém sido desenvolvidas no sentido de isolar e identificar
qguimicamente os produtos produzidos por micro-organismos. Os fungos em especial
despertaram grande interesse em diversos setores industriais, devido a producdo de
substancias de alto valor agregado que sdo utilizadas em industrias farmacéuticas,
quimica e alimenticias na producdo de cervejas, vinhos, queijos, vitaminas, entre outros
(TAI; STEPHANOPOULOQS, 2013).

As Industrias de alimentos vém utilizando-se também dos biomateriais no
revestimento de alimentos visando a retencdo de sabores, melhoria da aparéncia, em
preparacédo de filmes e fibras, como agentes emulsificantes, espessantes e outros.

A biomassa residual resultante de processos fermentativos vem sendo pesquisada
para isolar seus constituintes, como por exemplo, os lipideos, entre outros, uma vez que
estes compostos contém propriedades especificas e de alto valor agregado, podendo ser
usados em suplementacao alimentar (BORGES; COSTA; DRUZIAN, 2014).

A busca por novas técnicas e metodologias que reduzam a utilizacdo de
agrotoxicos também sdo importantes e essenciais para que tenhamos um ambiente mais
equilibrado e menos prejudicial a vida de forma geral, sendo assim estudos com enzimas
fangicas que tenham um potencial para aplicacbes ambientais, apresentam ser uma
alternativa bastante promissora, por serem de origem natural, ndo-toxica, pela facilidade
no cultivo dos fungos e a extracdo das enzimas por eles produzidas tem despertado o
interesse de pesquisadores sobre a sua aplicabilidade (WIDSTEN; KANDELBAUER,
2008).

Gradativamente a biotecnologia esta evoluindo em varios segmentos da atividade
industrial, apresentando ser uma forma de produgdo econdmica e segura. Atualmente vém
se tornando uma alternativa atraente e com elevado potencial na solucdo de problemas de
alimentacdo, salde, energia e contaminagdes ambientais, que ao longo de anos se tornam
mais complexas. Portanto, processos que envolvam métodos biotecnoldgicos que
apresentem 0 menor impacto e danos ao meio ambiente, assim como a reducdo de
subprodutos indesejaveis despertam o interesse para novas pesquisas. Mundialmente as
enzimas sdo utilizadas para a producdo de bebidas, como a cerveja, vinho e produtos
como o0 pdo, queijo, produtos carneos e também na producdo do couro, papel e
detergentes biodegradavel. Neste contexto, as enzimas possuem infinitas aplicabilidades
nas areas petroguimicas, quimicas, alimenticias, farmacéuticas, entre outras (SAID;
PIETRO, 2004).

3.1.5 Género Trichoderma spp.

O género Trichoderma spp. é classificado como um fungo mitosporico,
pertencendo ao filo Ascomycota e ordem Hypocreales. Sdo de vida livre e a reproducéo
ocorre de forma assexuada, encontrado em solos de regifes tropicais e temperado
(HARMAN et al., 2004).

A partir de 1969 um maior numero de espécies foi agregado a este género,
chegando a cerca de 83 taxons (espécies, formas e variedades), onde esta incluido o
Trichoderma spp. e Hypocrea (teleomorfica). As espécies pertencentes ao género
Trichoderma possuem miceélio que apresentam hifas hialinas com muitas ramificagdes e
com parede lisa, onde no meio de cultura, inicialmente as colénias formadas apresentam
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superficie lisa e quase translicida, que no decorrer do tempo tornam-se flocosas e
compactas (ETHUR, 2006; MARTINS, 2010).

A Figura 1 mostra de forma exemplificada o ciclo de vida assexuada do fungo
Trichoderma.

Conidios
(esporos)

°qQ

Germinagio

Conidioforos

Hifas

Figura 1. Ciclo de vida assexuada do fungo Trichoderma.
Fonte: MACHADO et al., 2012.

Este € um género de fungo filamentoso, cosmopolita que possui aplicacdes
biotecnoldgicas, por conta das suas caracteristicas em colonizar variados tipos de
substratos em condi¢fes ambientais adversas e também por possuir capacidade em
secretar uma extensa variedade de enzimas hidroliticas como por exemplos as celulases,
quinases, glucanases, proteases e outras e ainda por produzir metab6litos secundarios
como pironas e terpenos (MUKHERJEE et al., 2013). S8o fungos faceis de serem
isolados e mantidos em meios de culturas, onde rapidamente produzem grande
quantidade de conidios verdes ou brancos a partir de células conidiogénicas que se
localizam nas extremidades dos conidiéforos (SIDDIQUEE et al., 2011).

Os conidiéforos apresentam formato conico ou piramidal, ramificados e
geralmente formados em anéis sazonais, produzindo zonas concéntricas. Ja os conidios,
possuem formatos ovoide, elipsoide, subgloboso ou eliptico-cilindrico, com parede lisa,
estriada ou rugosa, variando de acordo com a espécie (GAMS; BISSET, 1998). Tais
conidios sdo produzidos em série e acumulados na extremidade das fialides. Dependendo
das espécies de Trichoderma spp. os conidios podem medir de 3 a 5 pm de didmetro
(WEEDEN; SHELTON; HOFFMAN, 2008).

A fidlides possui formato que pode variar de ampuliforme a lageniforme,
geralmente com centro dilatado e apice afunilado, dispostas em verticilos terminais nas
ramificacdes do conidioforo (GAMS; BISSET, 1998).

Os clamiddsporos sdo 0s esporos assexuais que estdo presentes na maioria das
espécies, em posicao terminal ou entremeados nas hifas (MELO, 1991; HOWELL, 2003).

Trichoderma spp. podem produzir variados pigmentos de coloragdo amarelo-
esverdeado a avermelhado e sdo grandes produtores de metabolitos secundarios, alguns
dos quais tém significante importancia clinica e biotecnolégica (SCHUSTER,;
SCHMOLL, 2010; MUKHERJEE et al., 2013). Sao produtores de enzimas importantes



na degradacéo e lise da parede celular de fungos patogénicos, tais como exoglucanases e
endoglucanases, celobiase e quitinase (BOMFIM et al., 2010).

Ja foi observado o crescimento de varias espécies em residuos de culturas entre 5
e 25 °C. A maioria das linhagens de Trichoderma néo tolera o estresse hidrico, sendo
assim ha o interesse na obtencéo de isolados resistentes as condic¢des secas (KREDICS et
al., 2003).

As enzimas produzidas por estes fungos que degradam polissacarideos como a
celulase é de grande interesse e importancia também nas industrias de biocombustiveis,
pois estas enzimas tém um alto potencial de decompor a celulose que estdo presentes em
bagaco de cana-de-agUcar e na madeira em moléculas de carboidratos menos complexas
(BASSO; GALLO; BASSO, 2010). Neste contexto, enzimas que degradam a celulose
também sdo importantes para 0 meio ambiente ja que realizam a decomposicéo de restos
de culturas atuando no ciclo da matéria organica do solo (LO; HSIE; PENG, 2011).

Existem algumas espécies de Trichoderma spp. que estdo sendo utilizadas como
controle bioldgico eficaz e diversas cepas estdo sendo registradas comercialmente na
protecdo de plantas, dentre estas espécies as mais utilizadas sdo T. harzianum, T.
atroviride, T. virens, T. hamatum, T. asperellum, T. asperelloides e T. gamsii (LORITO
et al.,, 2010). A espécie T. reesei sintetizam enzimas utilizadas em biotecnologias
(KUBICEK, 2013).

Ja se sabe que estes fungos desempenham muito bem a funcdo de antagonistas
contra patdgenos de plantas e sdo muito utilizados para esta funcdo (HARMAN et al.,
2004).

Cerca de 90% dos fungos utilizados como antagonista para biocontrole de fungos
fitopatogénicos é pertencente aos diferentes tipos de isolados do género Trichoderma
(KUNIEDA-ALONSO; ALFENAS; MAFFIA, 2005).

Estirpes de Trichoderma spp. sdo estudadas por terem interacdo com plantas,
tendo como respostas estimulacdo da defesa das plantas, inducdo da germinagdo de
sementes, aumento da atividade fotossintética, por conta do aumento da producdo de
clorofila (HERMOSA et al., 2012).

Estimulagbes do mecanismo de defesa da planta acontecem quando fungos
Trichoderma colonizam as raizes induzindo mudancas no metabolismo, fazendo com que
a planta acumule substancias antimicrobianas, promovendo resisténcia a uma grande
variedade de micro-organismos patogénicos (BROTMAN; GUPTA; VITERBO, 2010).

Sendo assim, pesquisas recentes demonstram que Trichoderma spp. ao
interagirem diretamente com as raizes de plantas, estabelecem uma comunicacdo que
aumenta o potencial de crescimento da planta, a resisténcia a doencas e a tolerancia a
estresses abioticos (HARMAN et al., 2012). Por essas raz6es, podem ajudar a melhorar a
seguranca alimentar, devido a menor necessidade de utilizacdo de agrotdxicos,
proporcionando ainda uma vantagem econémica para os agricultores (HARMAN et al.,
2012).

Estudos do genoma de espécies do género Trichoderma spp. ja vém sendo
realizado para se identificar as espécies, assim como também sdo feitos estudos para se
conhecer as interacGes que estes fungos fazem com as plantas e seus patdgenos a fim de
se identificar quais fungos sdo benéficos para as plantas (HERMOSA et al., 2013).
Assim, 0s genomas tém corroborado para o entendimento e compreensdo da evolugdo e
ecologia deste género (DRUZHININA et al., 2011).

Os fungos pertencentes a este género Trichoderma, portanto sdo, oportunistas,
competidores do solo, simbiontes de plantas, produtores de enzimas degradadoras de
parede celular de outros fungos, realizam fungdes importantes como produtores de
antibidticos e também sdo parasitas de fungos fitopatogénicos (KUMAR et al., 2012).



Estando este género entre 0s micro-organismos mais pesquisados por conta do
elevado potencial antagbnico a varios patdégenos (ETHUR, 2006). Muitas espécies sdo de
importancia econdmica por serem capazes de produzir enzimas de interesse industrial
(DRUZHININA; KUBICEK, 2005).

3.2 ldentificacdo dos Fungos
3.2.1 Critérios morfoldgicos

Os fungos no geral estdo agrupados em 4 distintos filos - Chytrydiomycota,
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota. Para a identificacdo morfologica de fungos
filamentosos é necessario se basear em caracteristicas macroscopica e microscopica,
porém esta Ultima é a que tem maior relevancia para uma identificacdo mais precisa
(SAMSON et al., 2010).

Uma das caracteristicas de grande relevancia e importancia para a identificacdo é o
tipo de reproducgdo, no caso da reproducdo assexuada, a producdo de esporos (conidios)
(CROUS et al., 2009). O tipo, processo de formacdo, e a estrutura dos conidios séo
caracteristicas microscépicas importantes no processo de identificagdo de fungos
filamentosos, tanto ao nivel de género como da espécie (CROUS et al., 2009). Entretanto,
é necessario que se faca a inoculagdo em meios de cultivos adequados, para que 0s
fungos possam se desenvolver e produzir substancias, como as enzimas (DORGE;
CARSTENSEN; FRISVAD, 2000).

Embora as caracteristicas microscopicas sejam de suma importancia, para uma
primeira identificacdo de fungos filamentosos é necessario se avaliar as caracteristicas
macroscopicas como diametro, cor e textura da coldnia, rugosidade, presenca ou auséncia
de rebordo, etc. Podemos citar como exemplo, 0 género Trichoderma que possui rapido
crescimento, onde as col6nias sdo brancas com formacdo tufos verde ou amarelados
geralmente ao longo de 7 dias de crescimento (SAMSON et al., 2010).

Entretanto, a identificacdo do género Trichoderma baseada apenas nas caracteristicas
morfoldgicas tém se mostrado insatisfatoria (DRUZHININA; KOPCHINSKIY;
KUBICEK, 2006), pois acredita-se ndo ser suficiente para elucidar as divergéncias
genéticas entre as espécies (CHAVERRI; SAMUELS, 2003). Portanto, ndo ha uma
identificacdo satisfatoria e segura baseada apenas em caracteristicas morfoldgicas. Desta
forma, para a pesquisa de identificagdo outros tipos de métodos, tais como molecular,
bioquimica e fisioldgica, constituem-se ferramentas essenciais para uma identificacéo
mais coerente (SIMOES; SANTOS; LIMA, 2013).

3.2.2 Critérios moleculares

E crescente a utilizagdo em pesquisas micoldgicas e filogenéticas a analise do
DNA ribossdmico (DNAr), que confere resultados com elevado indice de confiabilidade,
conferindo uma vantagem com relacao as técnicas morfologicas, bioquimicas (BRUNS et
al., 1991). Estudos apontam o sucesso do uso da sequéncia do DNAr na analise da
correlagéo entre anamorfo-teleomorfo ao nivel de género em Hypocreales (DODD et al.,
2003; CHAVERRI et al., 2003b).

Nos estudos de taxonomia aplica-se a analise molecular como a Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), DNA polimérfico amplificado ao acaso (RAPD),
sequenciamento genético, entre outros (VARGA et al., 2011).

A técnica PCR ¢ baseada na amplificacdo de uma especifica regido do DNA
delimitada pela sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores. Esta reacdo ocorre em trés
etapas importantes: Desnaturacdo da dupla fita de DNA em alta temperatura, em torno de
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94 a 96 °C; anelamento, quando os pares de oligonucleotideos iniciadores se unem a
sequéncia complementar da fita de DNA; e por Gltimo a etapa de extensdo da fita de
DNA (CHEN; JANES, 2002). Uma das vantagens desta técnica com relacdo aos outras
técnicas € o tempo de deteccdo que é reduzido de dias para horas. Na prética, o iniciador
¢ utilizado para alongar uma fita de DNA e sdo utilizados além dos
desoxirribonucleotideos, os didesoxirribonucleotideos que sdao denominados de analogos
que ndo possuem a hidroxila - 3> marcados radioativamente com corantes fluorescentes,
para interromper o alongamento da cadeia de nucleotideos, produzindo diversos
fragmentos de distintos tamanhos. O sequenciamento que € utilizado atualmente é
automatico, onde um sistema a laser detecta a fluorescéncia para a separagdo dos
fragmentos (TRALAMAZZA, 2011). Ao nivel de identificacdo de géneros os alvos para
a deteccdo sdo os genes que codifica para RNA ribossomal 18S, DNA mitocondrial,
regido do espaco intergénico e regides espacadoras internas do DNA ribossomal (ITS).
Existem duas regides que sdo responsaveis por flanquear os genes de DNAr, que sdo o
ITS 1 e ITS 2, denominadas de Espacadores Internos Transcritos (Internal Transcribed
Spacer) (LARENA et al., 1999).

Regifes como ITS1, ITS2 e 5.8S sdo bem especificas e muito utilizadas em
diversos estudos de taxonomia e filogenia, e por serem regides muito conservadas, em
alguns casos ndo se consegue uma diferenciacdo entre as espécies quando comparada
com espécies muito proximas. Sendo assim, genes codificados de proteinas como o fator
EF1 (translation-elongation), calmodulina, actina, e a subunidade 1l da RNA polimerase
podem ser utilizadas de forma isolada ou em conjunto, na reconstrucdo filogenética
(SAMUELS et al., 2015).

Estudos moleculares sdo ferramentas auxiliares da sistematica filogenética
bastante Gtil, porém € necessario que haja mais integracdo entre os pesquisadores
morfologistas, e os biologistas moleculares, para que se alcancem identificacdes e
descri¢des fungicas mais precisas.

3.3 Enzimas

O homem comecou a explorar empiricamente a utilizacdo de enzimas para
producdo de alimentos e bebidas no inicio da civilizacdo. Pelo processo da fermentacédo
de gréos de cereais, 0s povos sumerios e babilénicos antes de 6.000 a.C. ja produziam
bebidas alcodlicas e por volta do ano 2.000 a.C. foi a vez dos egipcios fazerem a
utilizacdo das enzimas para a producdo de pées. A utilizacdo destas enzimas acontecia
sem nenhum tipo de conhecimento das reacGes enzimaticas, tudo acontecia na base da
pratica e observacdo. Porém, com a evolucdo da civilizacdo veio junto a necessidade de
se ter um maior aperfeicoamento dos conhecimentos para entender 0s mecanismos e as
reacOes quimicas envolvidas na producao de um alimento e/ou bebida. Neste contexto, a
evolucdo deste tipo de conhecimento culminou nas distintas formas de atuacdo das
enzimas para as civilizacdes até hoje (WANDERLEY; NEVES; ANDRADE, 2011).

As enzimas sdo moléculas de proteinas globulares sollveis sintetizadas por
organismos vivos que catalisam reaces bioquimicas especificas. Sdo essenciais para a
manutencdo do sistema metabolico de todos os organismos vivos, tendo atuacéo
importante também na degradacdo da matéria organica e em deterioracdo dos alimentos.
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2014). Por sua especificidade, caracteristica por
determinado substrato as enzimas, séo largamente utilizadas na elaboracdo de alimentos
sem que ocorram alteracdes indesejaveis por serem ativadas em faixas moderadas de pH
e temperaturas, a velocidade das reacGes podem ser facilmente controladas de acordo
com que se deseja (PEREDA et al., 2005).



De acordo com as reagOes que catalisam, podem ser diferenciadas em seis classes,
que sdo as oxidorredutases (catalizadores das reacdes de oxi-reducdo); transferases
(catalizadores de reacdes de transferéncia de grupamento de uma molécula para outra);
hidrolases (catalizadores de reacGes de hidrolise); isomerase (catalizadores de reacdes de
mudangas intramolecular, formando isdmeros); liases (catalizadores que rompem
ligacGes); ligases (catalizadores de ligacBes covalentes de moléculas) (SANT’ANNA
JUNIOR et al., 2001).

As enzimas podem ser obtidas de origens distintas, como a de origem animal,
vegetal e microbiana, sendo as de origem microbiana as mais utilizadas em processos
biotecnologicos, por apresentarem algumas caracteristicas que as coloca em vantagens
com relacdo as outras duas origens, como: produgdo em larga escala, permite a obtencéao
de linhagens melhoradas geneticamente com relacdo a producéo e a qualidade da enzima,
e por ser um recurso renovavel (BON et al., 2008). Assim, a utilizacdo das enzimas é
interessante e atrativa por serem altamente sensivel a temperatura, pH e possuir alto
potencial de transformac6es de forma seletiva e rapida em condi¢des apropriadas para as
reacdes, fazendo com que a sua aplicacdo como catalisadores seja desejavel. Portanto, os
processos industriais que utilizam as enzimas, geralmente sdo simples, facil de controlar,
energeticamente eficiente e com baixo custo de investimentos (COLEN, 2006).

Industrialmente as enzimas de origem microbianas podem ser obtidas por cultivos
em substratos solidos, conhecida como fermentacdo estado solido (FES), neste caso
podem ser adicionados alguns substratos como milhos, trigo, madeira, palha, etc. e
podem também ser obtidas por fermentacdo submersa (FS), onde o meio de cultura
possui elevado teor de 4gua (FERNANDES, 2007).

Nos paises ocidentais a fermentacdo submersa (FS) é predominantemente
utilizada para a producdo de enzimas, pelo facil desenvolvimento dos micro-organismos,
podendo ser controlado as condi¢fes como pH e temperatura e pela facilidade de se
recuperar as enzimas extracelulares (ORLANDELLI et al., 2012).

Mundialmente as aplicacbes das enzimas no setor industrial estdo relacionadas a
Biotecnologia que envolve outras &reas de conhecimento como a Microbiologia,
Genética, Bioquimica e Engenharias. Aplicacdo enzimatica utiliza novas matérias-primas,
que envolve a melhoria de processos e das caracteristicas fisico-quimicas tanto da
matéria-prima como do produto, sendo assim, para as industrias, uma enzima que € viavel
e utilizavel comercialmente, serd a que proporcionara um produto final de qualidade
superior ao produto convencional; com o melhor custo beneficio (ABRAHAO NETO,
2001). A diversidade das enzimas é elevada, pois a cada momento surgem descobertas de
novas enzimas e suas aplicacdes (BON et al., 2008).

Os processos enzimaticos compdem uma area promissora dentro das novas
tecnologias que produzem compostos de alto valor agregado (FERNANDES et al., 2004).
A liberacdo de compostos quimicos no ambiente é restrita pelas agéncias de protecao
ambiental, desde entdo, as enzimas sdo usadas em substituicdo de produtos quimicos
toxicos que agridem o meio ambiente ou que provocam danos de materiais (MITIDIERI
et al., 2002). Portanto, as industrias que utilizam processos biocatalisados geram menos
impacto ambiental e menor consumo de energia (SANTANA, 2012).

O Brasil possui um elevado potencial de producdo de enzimas, mas a maior parte
das enzimas ainda é importada. Isto é evidente por conta da vasta variedade bioldgica que
ainda é pouco estudada, que contribui como fonte para obtencdo de novas origens para
producéo de enzimas de interesse industrial (BON et al., 2008).

No ano de 2010 o mercado global de enzimas em aplica¢Ges industriais lucrou
aproximadamente US$ 3,6 bilhdes e a perspectiva até 2016, segundo a Bcc Research —
Market Forecasting pode chegar a US$ 6 bilhGes, apresentando uma taxa de crescimento
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anual de 9,1% e para 2018 é esperado que este mercado atinja mais de US$ 7 bilhdes
(BCC RESEARCH, 2014).

Os setores industriais como o de bebidas e alimentos compdem junto o maior
seguimento industrial de enzimas, chegando ao faturamento de 1,2 bilhGes no ano de
2010 (MUKESH, 2012; KUMAR et al., 2012).

3.3.1 Enzimas produzidas por fungos

Os fungos séo capazes de sintetizar enzimas naturalmente quando infectam as
plantas, ocasionando as doencas. Sdo conhecidos como fungos fitopatogénicos, aqueles
causadores de doencas em plantas, onde produzem enzimas extracelulares como
indicativo da patogenicidade (BATEMAN; BASHAM, 2001; SILVA et al., 2006).

Existem outros fungos denominados de endofiticos que também sintetizam
enzimas, porém estes colonizam o interior das plantas sadias, como tecidos vegetais,
folhas e ramos. Neste caso, estes fungos promovem beneficios as plantas, atuando como
controladores de outros tipos de micro-organismos causadores de doencas (PEIXOTO
NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002).

Com o desenvolvimento de pesquisas sobre enzimas, despertou em diversos
segmentos industriais e comerciais a utilizacdo de fungos filamentosos para produgéo de
enzimas geralmente extracelulares (UENOJO; PASTORE, 2007).

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

Quando as enzimas sdo obtidas por producdo microbiana é importante que
primeiramente seja feita a identificacdo correta das cepas produtoras, que podem ser de
linhagem selvagem ou ainda modificada geneticamente (BON et al., 2008).

O género Trichoderma ja é conhecido como produtores de enzimas comerciais, e
dentre as espécies mais conhecidas podemos citar: T. reesei, T. viride, T. longibrachiatum
e T. harzianum (EUROPEAN COMMISSION, 2002). A Tabela 1 apresenta enzimas
produzidas por fungos selvagens e que ja sao comercializadas.
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Tabela 1. Enzimas comerciais obtidas a partir de fungos.

Fungo produtor

Enzimas comerciais

Aspergillus aculeatus
Aspergillus melleus
Aspergillus niger

Aspergillus oryzae

Aspergillus pulverulentuns
Chaetomium erraticum
Chryphonectria parasitica
Humicolainsolens
Penicilium camembertii
Penicilium citrinum
Penicilium funiculosum
Penicilium lilacinum
Penicilium roqueforti
Rhizopus delemar
Rhizopus niveus

Rhizopus oryzae

Talaromyces emersonii
Trichoderma reesei
Trichoderma viride
Trichoderma longibrachiatum
Trichoderma harzianurn

B-glucanase, pectinas

Protease

Aminopeptidase, a-amilase, a-
galactosidase, catalase, celulase,
fitase, B-glucanase,
glucoamilase, hemicelulase,
inulase, lipase, pectinase,
protease, xilanase

Aminopeptidase, a-amilase,
lactase, protease

Pectinase

Dextranase

Protease aspartica

Celulase, B-glucanase, xilanase
Lipase

Protease

Pectinase, xilanase

Dextranase

Lipase

Glucoamilase

Glucoamilase, protease
aminopeptidase, glucoamilase,
lipase

B-glucanase

Celulase, xilanase, B-glucanase
Celulase

B-glucanase

Glucosidase (exo-1 .3-B)

Fonte: European Commission (2002); ORLANDELLLI et al. (2012); Adaptado de Bon et
al. (2008).

Para avaliagdo quantitativa de fungos eficientes para a producdo de enzimas,
utiliza-se a técnica de triagem de producdo, onde o fungo é inoculado em placas de Petri
em meio sélido contendo amido, pectina, leite desnatado, fosfato de célcio e
carboximetilcelulose como fonte indutora da atividade enzimatica (GOPINATH et al.,
2005).

Desta forma, estudos indicam um redirecionamento com relacdo a aptiddo de

fungos para producdo de novas enzimas, explorando desta forma o potencial
biotecnol6gico da biodiversidade fangica mundial (MACIEL, 2013).
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3.3.2 Enzimas de importancia industrial
3.3.2.1 Amilase

No inicio do século passado as enzimas amiloliticas, assim denominadas por
degradarem o amido, tiveram sua producéo iniciada por conta do interesse das industrias
em produzir glicose a partir de materiais amilaceos (SOCCOL et al., 2005).

A primeira vez que essas enzimas foram descritas foi em 1811 em extratos de
trigo, e nos anos seguintes, em 1831 na saliva; em 1833 no malte; em 1846 no sangue; e
em 1881 produzidas por fungos como o Aspergillus oryzae. (HARGER et al., 1982).

A Amilase entdo é uma enzima capaz de hidrolisar ligagdes glicosidicas do tipo a-
14 e 0-1,6 do amido, dando origem diversos produtos, como a dextrina e
consecutivamente pequenos polimeros que possuem unidades de glicose (PANDEY et
al., 2005). E muito utilizada em processos industriais, tais como nas indUstrias de
alimentos, téxteis, papel e celulose, detergente e farmacéutica (MAGALHAES, 2010).

Essas enzimas sdo divididas em duas categorias, as endoamilases que catalisam
reacOes de hidrdlises aleatoriamente no interior da molécula de amido e as exoamilases
que hidrolisam as ligac6es glicosidicas a partir da extremidade ndo redutora da molécula
(GUPTA et al., 2003).

Pertencem a classe de enzimas hidrolases, onde sdo consideradas as mais antigas
enzimas utilizadas industrialmente. Podem ser de origem animal, de plantas e de micro-
organismos, onde esta Gltima, devido sua producdo em larga escala € a mais utilizada
(GUIMARAES et al., 2006).

As enzimas a-amilases, sdo as mais importantes entre as enzimas amiloliticas,
pois desempenham importante fungéo na conversdo do amido em produtos com baixa
massa molecular, podendo ser utilizado por outras enzimas do mesmo grupo, sendo
aplicadas em varios processos biotecnoldgicos (PANDEY et al.; 2005).

Stroparo et al.(2012), selecionaram alguns fungos filamentosos produtores de
enzimas hidroliticas, tais como Penicillium glabrum J3, P. glabrum J11, P.
verruculosum, P. herquei, P. miczynskii, Trichoderma viride, Aspergillus niger J4 e A.
niger J26. Estes autores demostraram que todos esses fungos tiveram atividade
enzimatica para a amilase detectada, exceto para o fungo P. verruculosum.

3.3.2.2 Celulase

Durante a Segunda Guerra Mundial chamou atencdo a deterioracdo dos uniformes
dos soldados e outros objetos dos acampamentos, tais como bolsas, barracas, e todo
material que eram fabricados com algod&o. Por conta da deterioracdo desses materiais 0s
soldados montaram um laboratério para buscar explicacbes para 0 que estava
acontecendo. Foi assim que estas enzimas comecaram a ser estudadas. Tais investigacoes
identificaram um micro-organismo que foi chamado de QM6a, onde mais tarde foi
descoberto que se tratava de um fungo filamentoso identificado como, Trichoderma
viride. Esta espécie de fungo foi isolada, e a esta foi atribuida a capacidade de excretar
enzimas que degradam a celulose. Varios pesquisadores estavam envolvidos nessa
descoberta, com destaque para Dra. Mary Mandels e Dr. Reese que juntos publicaram
varios estudos sobre a influéncia dos fatores que afetavam a producéo das celulases e o
melhor meio de cultivo para o desenvolvimento do T. viride. Com a evolugdo das
pesquisas, estes pesquisadores conseguiram selecionar mutantes deste fungo com elevado
nivel de produtividade (CASTRO; PEREIRA JR., 2010).

A celulose ¢ um biopolimero renovavel e abundante na terra, formado por
unidades de glicose ligadas entre si por ligagcdes p — 1,4, sendo mundialmente utilizada
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como matéria-prima industrial e como fonte de energia renovavel (JOSHI; MANSFIELD,
2007).

Os micro-organismos degradam a celulose pela atuacdo de um complexo
enzimatico, denominadas celulases. Este complexo enzimatico € dividido de acordo com
o seu local de atuagdo no substrato celuldsico, que sdo: B-glicosidases (EC 3.2.1.21):
enzimas que hidrolisam celobiose e oligossacarideos soliveis em glicose; endoglucanases
(EC 3.2.1.4): séo as enzimas responsaveis por iniciar a hidrolise da molécula de celulose
(PARIS, 2008) e as exoglucanases: participam da hidrolise priméaria da fibra e séo
divididas em celobiohidrolases (CBHSs) e glucanohidrolases (GHs) (AGUIAR, 2010).

No inicio da década de 80 as celulases comegaram a ser utilizada intensamente,
por conta da sua ampla aplicabilidade (BHAT, 2000). S&o utilizadas nas industrias de
papel, gestdo de residuos, industrias farmacéuticas, no processamento de alimentacéo
animal e principalmente nas industrias de alimentos e bebidas (cervejarias, polpas, sucos)
(BHAT; BHAT, 1997). Podem ser utilizadas para tratamento da silagem, melhorando a
qualidade nutricional e favorecendo a digestdo de ruminantes e monogastricos,
aumentando assim a sua digestibilidade (BHAT, 2000).

Nas industrias téxteis o uso das celulases vem aumentando e atualmente ja é
considerado o terceiro grupo de enzimas mais utilizadas (FRANCO, 2009). Na fabricacédo
dos detergentes sdo usadas para alterar a estrutura da fibra celulésica para facilitar a
remocdo das sujidades (BHAT, 2000). E também as celulases ao hidrolisarem o material
celulésico, liberam glicose que sdo de grande interesse industrial, pois podem ser
convertidas em etanol. (CASTRO; PEREIRA JR., 2010).

3.3.2.3 Peptidase (protease)

Estas enzimas sdo conhecidas como proteoliticas, proteases, proteinases ou ainda
peptidases. A denominacao peptidase seré a adotada neste trabalho, pois de acordo com a
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-ITUBMB, 1992) é a mais
recomendada. As peptidases sdo enzimas que catalisam reagfes que rompem as ligagdes
peptidicas das proteinas. Estas enzimas sdo amplamente distribuidas em diversas fontes
bioldgicas, tais como, as plantas com 43,8%; bactérias com 18%; micro-organismos
como os fungos com 15%; animais com 11.1%; algas com 7.4%; e virus com 4.4% de
proteases. As proteases isoladas de fontes bioldgicas, independente da origem, animal,
planta ou de micro-organismos estdo entre 27 a 67%, onde o restante ainda precisa de
mais pesquisas para um melhor conhecimento (BADGUJAR, 2010).

As peptidase, segundo o Comité de Nomenclatura Enzimatica (EC), pertencem ao
grupo 3- hidrolases e subgrupo 4- peptideo-hidrolases ou peptidases (RAWLING et al.,
2004). Estas enzimas ainda podem ser classificadas de acordo com a faixa de pH, como
peptidases &cidas que possuem atividade entre pH 2 a 5; peptidases neutras que possuem
atividade entre pH 6 a 9 ou ainda as peptidases alcalinas que possuem atividade entre pH
9all (GUERRA, 1991). E sdo também classificadas de acordo com o tipo de reacdo que
catalisam, tais como: exopeptidases: (EC 3.4.11-19), quando clivam aminoacidos
terminais, e endopeptidases: (EC 3.4.21-99), quando hidrolisam ligacGes peptidicas no
interior da cadeia polipeptidica (BON; VERMELHO, 2004).

Espécies de Trichoderma produzem e excretam enzimas proteoliticas que vém
despertando atencdo de pesquisadores por apresentarem um elevado potencial no
biocontrole de fitopatdogenos, mas ainda é necessario mais estudos para melhor
conhecimento deste mecanismo (VITERBO et al., 2002).

As peptidases excretadas por fungos Trichoderma spp. podem participar da
degradacdo de proteinas celulares estruturais, ocasionando a desestabilizacdo a
integridade celular dos fitopatdgenos, facilitando desta forma a penetracéo e colonizagéo
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dos fungos Trichoderma. Peptidases produzidas por Trichoderma virens sdo similares a
serino peptidases que sdo responsaveis por aumentar a resposta de defesa das plantas
contra fitopatogenos (SUAREZ et al., 2007).

De acordo com Howell (2003), peptidases excretadas por espécies de
Trichoderma j& estdo sendo associadas no biocontrole de nematoides como Meloidogyne
javanica em tomates. Ja as peptidases excretadas por fungos Trichoderma viride ndo esta
associada apenas a uma resposta em geral como consequéncias de exigéncias
nutricionais, mas inclui também um processo de reconhecimento molecular ainda
desconhecido, que ocasiona uma secrecdo especifica de proteinas de acordo com o
reconhecimento realizado (SIMKOVIC et al., 2008).

Outros fungos como Mucor circinelloides (ANDRADE; MARTINS, 2002);
Aspergillus sp. (SUMANTHA et al., 2005); Penicillium sp. (GERMANO et al., 2003);
Fusarium sp.(PEKKARINEN et al., 2000), também sdo conhecidos pela producdo de
enzimas proteoliticas.

As peptidases ja possui ampla aplicabilidade em diversos processos de varios
setores industriais, entre estas estdo as industrias de alimentos, que utilizam essas
enzimas no amaciamento de carnes (GERMANO et al., 2003), para clarificacdo de
cervejas, no melhoramento do sabor do queijo, em alimentacdo animal, na panificacao, e
outras industrias como as de detergentes, farmacéutica, quimica, de couro, etc.
(ORLANDELLI et al., 2012).

3.3.2.4 Pectinase

As células vegetais possuem parede celular rigida composta principalmente por
polimeros de celulose, hemicelulose e pectina, que sdo responsaveis pela protecdo e
estrutura das células. (ALBERTS et al., 1997). A pectina € um polissacarideo formado
por monémeros de &cido galacturénico unidos por ligacdo glicosidica, podendo ter
residuos de ramnose e ainda outros acucares, como galactose, arabinose e Xxilose
formando cadeias laterais (KASHYAP et al., 2001).

As pectinases sdo enzimas que degradam a pectina, hidrolisando ligacbes
glicosidicas ao longo da cadeia carbdnica (UENOJO; PASTORE, 2007).

De acordo com o modo de acdo, estas enzimas pectinoliticas ou pectinases (E.C.
3.2.1.15) podem ser classificadas em: enzimas desesterificantes, denominadas de
pectinametilesterase (PME — E.C. 3.1.1.11) atuando na remocdo de grupos metoxilicos
presentes em algumas substancias pécticas, hidrolisando apenas grupamentos adjacentes
e carboxilicos livres (CELESTINO et al., 2006). J& as enzimas despolimerases promovem
0 rompimento da cadeia de pectina por hidrolise ou por clivagem transeliminativa (liase).
Ou estas enzimas podem ainda ser classificadas, pela especificidade pelo seu substrato;
posicdo da clivagem na cadeia péctica, sendo o caso das endo-enzima ou a partir da
extremidade redutora ou ndo redutora, denominada de exo-enzimas e pelo mecanismo de
reacao de despolimerizacdo (BAILEY; PESSA, 1990).

A intensificacdo da producdo de sucos de frutas ocorreu na década de 30, porém o
rendimento do processamento era baixo e muitas eram as dificuldades para filtrar e
atingir a clarificagdo estavel dos sucos. A partir deste momento, houve a necessidade de
buscar mais conhecimento através de pesquisas sobre as pectinases, celulases e
hemicelulases produzidas por micro-organismos que juntamente com outros estudos desta
época sobre os componentes vegetais das frutas, auxiliaram a superar as dificuldades
(BHAT, 2000).

As pectinases sdao amplamente utilizadas principalmente pelas industrias de
bebidas, tais como sucos, vinhos e alimentos processados como, por exemplo, alimentos
infantis e purés. Durante o processamento dos sucos, as frutas sdo prensadas, ocasionando
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0 aumento da viscosidade e de particulas em suspensdo, que dificultam a extracdo e a
filtracdo. Neste momento do processamento que as pectinases sdo adicionadas, para que
diminuam a viscosidade, a turbidez, facilitando assim o processo de extracao,
pigmentacdo e clarificacdo dos sucos (KHAN et al., 2013).

Outras aplicabilidades destas enzimas nas inddstrias alimenticias incluem extragdo
da polpa de tomate, fermentacdo de cha e chocolates, tratamento de residuos vegetais,
degomagem das fibras nas industrias téxtis e de papel, entre outras (UENOJO;
PASTORE, 2007).

As pectinases representam aproximadamente 25% da producdo mundial de
enzimas utilizadas em processos industriais na area de alimentos (YADAV et al., 2009).

Estas enzimas sdo produzidas pelas plantas, fungos filamentosos, leveduras,
bactérias, protozoarios, insetos e nematoides (UENOJO; PASTORE, 2007). No entanto,
os fungos filamentosos sdo mais empregados para a producdo das pectinases em escala
industrial, pela diversidade de enzimas produzidas e facilidade de producdo. E
principalmente pelo fato das pectinases fungicas apresentarem um pH bem préximo do
valor de pH dos sucos de frutas que é em torno da faixa 3 a 5,5 (UEDA et al., 1982).

Estudos apontam que os fungos pertencentes ao género Aspergillus, Rhizopus,
Trichoderma, Penicillium, Alternaria e Fusarium sdo os principais produtores de enzimas
pectinoliticas (MALLER, 2008).

3.3.2.5 Fitase

O fésforo (P) ndo é bem assimilado pelos animais, porém a principal fonte deste
mineral na alimentacdo animal é o fitato (ou acido fitico) que € uma molécula rica em
fésforo (ALVES, 2014).

A fitase faz parte de um grupo de enzimas definida quimicamente como
mioinositol (1,2,3,4,5,6) hexafosfato fosfohidrolases, que hidrolisam o fitato para que
sejam absorvidos na forma de fosforo inorganico livre (Pi) (DEBNATH et al., 2005),
sendo classificadas como fosfatases, por possuir a capacidade “in vitro” de liberar ao
menos um grupo fosfato a partir da hidrélise do fitato, ocasionando a diminuicdo da
concentragéo de inositol fosfato (BOHN et al., 2008).

Esta enzima foi empregada na producao animal na década de 90, sendo extraida a
partir de fungos Aspergillus niger, tornando-se assim economicamente viavel, por conta
da legislacdo que foi introduzida nos Paises Baixos que ampliou tanto o seu
desenvolvimento como a sua aceitacdo no controle da poluicédo de fosfatos em criagéo de
aves e suinos. No entanto, foi descoberta bem antes em 1907 por Suzuki (KUMAR et al.,
2010).

Estudos ja comprovam que esta enzima melhora a digestibilidade dos minerais
tais como fosforo (P), calcio (Ca), sodio (Na) e cobre (Cu), e também de aminoacidos e
proteinas (CHUNG et al., 2013).

As fitases podem ser de origem vegetal, de micro-organismos como leveduras,
fungos filamentosos e bactérias, também de origem animal, produzida na mucosa do
intestino delgado e ainda fitase microbiana visceral-associada, produzida no intestino
grosso. No entanto, as de origem animal e vegetal possui aplicabilidade limitada, j& as de
origem microbiana sdo mais requisitadas por apresentarem elevado rendimento em ampla
escala de producdo, fazendo com que sejam mais utilizadas por industrias de alimentacéo
animal (KUMAR et al., 2010), principalmente de aves e suinos, com a finalidade de
melhorar a absor¢do do fésforo que se encontram naturalmente nos grdos das racoes,
proporcionando uma consideravel economia, ja que a falta desta enzima de forma
enddgena nestes animais obriga aos produtores que adicionem o fdsforo inorganico as
racdes, visto que, o fosforo € um mineral de suma importancia para a formagéo dos 0ssos
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e dentes e ainda participam de varias reacfes metabdlicas. Além também, desta enzima
ocasionar menor impacto no ambiente, uma vez que o fosforo ndo aproveitado pelos
animais é excretado pelas fezes, provocando eutrofizacdo de rios e lagos (SELLE;
RAVINDRAN, 2007).

Sendo assim, a producdo da fitase fangica desperta interesse das industrias pela
facilidade de extracdo, caracteristica que lhe confere vantagem com relacdo as outras
fontes de sintese, pois os fungos secretam extracelularmente as enzimas em um substrato
externo, dispensando a etapa do rompimento das células das enzimas intracelulares,
portanto, a producdo em escala comercial é facilmente alcancada. Ainda do ponto de vista
industrial, estas enzimas podem ser produzidas por fermentacdo submersa associada a
tecnologia do DNA recombinante de micro-organismos geneticamente modificados
(SALMON, 2011).

Os principais fungos capazes de sintetizar fitases pertencem aos géneros:
Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Mucor, Pseudeurotium e Trichoderma (LIU et al.,
1998).
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho de pesquisa foi desenvolvido no Laboratério de Biologia de
Fungos do Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, UFRRJ, na cidade de Seropédica/RJ, em conjunto com o
Laboratério do Instituto Biolégico, S&o Paulo/SP, onde foi realizada a identificacdo de
algumas espécies por técnica molecular.

4.1 Isolados, Reativacdo e Manutengdo das Espécies

Foram estudados 64 isolados de Trichoderma spp. obtidos de diferentes
substratos como solo e plantas e depositados na colecdo cientifica do Laboratério de
Biologia da UFRRJ. Os fungos encontravam-se conservados em tubos de ensaio
contendo BDA (Batata Dextrose Agar), solo e 4gua (Método Castellani) armazenados em
geladeira com temperatura de 4 °C. Os isolados de Trichoderma spp. foram repicados em
placas de Petri contendo aproximadamente 15 mL de BDA e colocados em camaras de
crescimento (BOD) a temperatura de 25 °C por 7 dias. Apos crescimento, verificou- se
que ainda estavam ativos 58 isolados que foram repicados em tubos de ensaio contendo 5
mL de BDA e novamente colocados em BOD a temperatura de 25 °C por 7 dias, estes
foram colocados em geladeira a 4 °C até o procedimento das andlises.

Com relacdo a manutencao das espécies, os isolados foram armazenados tanto
em tubos de ensaio contendo aproximadamente 5 mL de BDA a 4 °C, como também foi
utilizados outros dois métodos para a preservacdo das espécies identificadas: Método
conhecido como Castellani, que consiste em conservacdo por suspensdo em &gua
destilada em tubos eppendorfs descrito por Castellani em 1939 (JONG; ATKINS, 1985).
Este método é muito utilizado para conservacdo e manutencdo das espécies, possui
sucesso na viabilidade de fungos ascomicetos e fungos mitosporicos (SMITH; ONIONS,
1994). Onde as células presente no meio de cultura como conidios, foram suspendidas em
1 mL de &gua destilada estéril. Os conidios também foram inoculados em tubos de vidro
contendo 5g de solo estéril, onde este solo foi submetido a autoclavagem por trés vezes
com intervalos de 24h (MURO; LUCHI, 1989). Depois os fungos foram armazenados em
refrigeracéo a 4 °C.

4.2 Analise Morfoldgica

Esses isolados de Trichoderma spp. foram identificados por caracteristicas
macroscopicas: cor da superficie e reverso da col6nia no meio BDA, presenca ou
auséncia de pigmentacao e pela presenca ou auséncia de odor de forma subjetiva.

Em sequéncia, apds o preparo de laminas foi realizado estudo microscépico para
observacdo das caracteristicas como: diametro e forma dos conidios, diametro dos
clamidosporos quando presentes, comprimento e largura das fialides, incubados em BOD
a 25 °C por 7 dias. As espécies foram identificadas por estas caracteristicas morfoldgicas
(macro e microscopica) conforme a chave interativa de Samuels et al. (2015). Para a
observacao das estruturas microscopicas das especies foi utilizado o microscopio éptico
modelo OLYMPUS (CH30 PM-PBK-3).

4.2.1 Andalise molecular

A ldentificacdo molecular dos isolados de Trichoderma spp. foi realizada no
Laboratorio de Fitopatologia e Biologia Molecular no Instituto Biologico, Sdo Paulo.
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4.2.1.1 Extracdo de DNA

Apbs o cultivo dos isolados em BDA, por 5 dias, a 25 °C, extraiu-se 0 DNA,
seguindo-se 0 método CTAB. O micélio foi macerado sob nitrogénio liquido (100-200
mg), foram adicionados 600 pL do tampédo de extracdo CTAB (Anexo A) e incubados
sob agitagdo a 65 °C durante 20min. Foi adicionada a solugdo aquosa 600 pL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) (Anexo A) e agitado em vortex por alguns
segundos. Centrifugou-se a 4 °C por 10min. a 12000 rpm 500 pL da fase aquosa foram
transferidos para um microtubo tipo eppendorf de 1,5 mL e foi adicionado 0,6 volumes
de isopropanol (300 pL) e misturou-se por inversao (DOYLE, DOYLE, 1987).

Centrifugou-se a 4 °C por 10min. a 12000 rpm. Em seguida o sobrenadante foi
descartado cuidadosamente. Os &cidos nucléicos foram lavados com 500 pL de etanol
70%, centrifugou-se a 4 °C por 5min. a 12000 rpm. Descartou-se o sobrenadante
cuidadosamente para ndo perder o pellet. O pellet foi secado a temperatura ambiente e
depois em centrifuga a vacuo. Posteriormente ressuspendido em 50 pL de agua Milli-Q
autoclavada. A presenca do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio sob luz ultravioleta (DOYLE, DOYLE, 1987).

4.2.1.2 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

A caracterizacdo molecular dos isolados de Trichoderma spp. foi feita utilizando-
se oligonucleotideos iniciadores da regido Internal Transcribed Spacers (ITS), ITS1 (5° -
CAAAATGGGTAAGGAGGASAAGAC - 3%) e ITS4 (5 -
CAGTACCGGCRGCRATRATSAG — 3°), gerando produtos de tamanho aproximado de
930pb (WHITE et al., 1990; SHOUKOUHI; BISSETT, 2008).

Para a reagdo de amplificagdo (PCR) foram utilizados 2 pl de DNA (entre 100 e
200 ng); 10 pl tampao Taq para PCR (5X); 6 ul de MgCI2 (25mM); 1 pl de ANTP
(10mM); 5 w/ul GoTaq DNA Polimerase; 1,2 ul de DMSO; 1,5 ul de cada iniciador: ITS1
f(direto) e ITS4 (reverso) (100 pmol/ul) para um volume final de 50 pl. As reagdes de
amplificacdo foram realizadas em termociclador PTC100 (MJ Research). As condigdes
de amplificacdo foram uma etapa de pré-desnaturacdo a 94 °C por 2min. 40 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 15seg. anelamento 56 °C por 30seg. e extensdo a 72 °C por
4min. Um controle negativo sem DNA foi incluido nas amplificacbes do PCR, ao final
das reag0es, o produto foi mantido a 20 °C. A eletroforese foi realizada em gel de agarose
a 1% submetidos a uma voltagem de 80 volts por 30min. Em seguida, o gel foi
visualizado em transiluminador e as bandas foram comparadas com um padrdo de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) (WHITE et al., 1990; SHOUKOUHI;
BISSETT, 2008).

4.2.1.3 Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Para o processo de sequenciamento foi feito primeiramente uma nova amplificacéo
em placas de PCR, utilizando 6,68 ul do produto de PCR purificado, 0,32 ul do iniciador
ITS1, 2 ul do reagente BigDye 3.1 (Applied Biosystems) e 1 pl de tampéo 5X para um
volume final de 10 pl. As condigdes de amplificacdo foram uma etapa de pré-
desnaturacdo a 94 °C por 2min., 25 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 15seg.,
anelamento 56 °C por 30seg. e extensdo a 72 °C por 4min. (SCHMITZ; RIESNER,
2006).

Apo0s a reacdo as placas de PCR foram retiradas do termociclador e as amostras
foram precipitadas adicionando 40 pl de isopropanol 75%. O DNA foi precipitado por
centrifugacdo a 4.000 rpm por 30min. O sobrenadante foi entdo descartado e o
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precipitado foi lavado com 100 pl de isopropanol 75% e depois descartado o
sobrenadante. O precipitado foi secado através de incubacdo em estufa a 37°C por 30min.
Apos foi ressuspendido em 2 pl de formamida, desnaturado a 95 °C e submetido a
sequenciamento. As reacOes de sequenciamento foram realizadas em sequenciador
automatico ABI3500 (Applied Biosystems) utilizando os mesmos iniciadores (ITS1 e
ITS4) (SCHMITZ; RIESNER, 2006).

4.2.1.4 Anadlise filogenética (arvore)

Construiu-se arvore filogenética com sequéncias similares das regides ITS1 e ITS4
dos isolados e sequéncias de diferentes espécies de fungos obtidas no GENBANK/NCBI,
atraves do método de Maximum Likelihood (ML), para avaliar a robustez da topologia, a
arvore foi avaliada pelo método de Jukes-Cantor com 1000 repeti¢Oes, e a andlise
filogenética foi conduzido no software Molecular Analise Genética Evolutiva-MEGA 6.0
(TAMURA et al., 2011).

4.3 Avaliacdo do Perfil Enzimatico

O procedimento adotado foi a utilizacdo de meios de cultura sélidos especificos
(Anexo B) para deteccdo da acdo de enzimas hidroliticas: peptidase, amilase, celulase,
pectinases e fitase realizando ensaios qualitativos, indicando possivel potencialidade dos
micro-organismos para essas enzimas.

4.3.1 Deteccdo qualitativa das enzimas produzidas: peptidase, amilase,
celulase, pectinase e fitase

Todos os 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 (Anexo B), em duplicata.
Foram considerados fungos produtores de enzimas, aqueles que apresentassem a
formacdo de halo de degradacéo ao redor da coldénia como proposto por Stamford et al.
(1998).

O halo indicativo da producdo das enzimas peptidase (GOPINATH et al., 2005) e
fitase (PIKOVSKAYA, 1948) podem ser vistos sem solucéo reveladora, com a deteccéo
de uma zona clara ao redor das coldnias ap6s 7 dias desenvolvimento a 25 °C em BOD .

A atividade amilolitica foi detectada ap6s a adicdo de 5 mL de uma solugdo de
iodo sobre cada coldnia. A formacéo de uma zona amarelada ao redor da colénia flngica
e o desenvolvimento de coloracdo azul na superficie restante da placa de Petri indica a
ocorréncia da hidrolise do amido (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

A revelacdo do halo de hidrélise para celulase foi realizada adicionando-se 10 mL
de solucgdo corante de vermelho congo (2,5 g.L de vermelho congo em tamp&o Tris
HCL 0,1 M, pH 8,0), sobre cada col6nia e incubacdo das placas em temperatura ambiente
por 30min. Em seguida, a solucdo de corante foi descartada e as placas de Petri foram
descoradas com 5 mL de solugdo de NaCl 0,5 M neste mesmo tampé&o, por 15min. A
degradacdo da carboximetilcelulose ao redor da colnia flngica é detectada atraves da
formac&o de um halo amarelo ao redor da colénia (NOGUEIRA; CAVALCANTI, 1996;
POINTING, 1999).

A atividade pectinolitica foi verificada apos a adicdo de uma solucdo de &cido
cloridrico (HCL) 5 N, durante 5 min., o que permiti visualizar a formacdo de uma zona
clara ao redor da coldonia (HANKIN; AGNOSTAKIS, 1975).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacdo Morfologica

Os fungos Trichoderma spp. foram identificados por suas caracteristicas
morfoldgicas (macroscopica- cor e textura das colonias, presenca ou auséncia de odor e
pigmentacdo; microscopica- estrutura dos conidios, fialide e clamidosporo quando
presente) em 12 grupos, onde o Grupo I: representado por 18 isolados (31%); Grupo II: 6
isolados (10%); Grupo Il1: 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 (3%); Grupo IX: 1 isolado (2%); Grupo X: 3 isolados (5%); Grupo XI: 4
isolados (7%); Grupo XII: 2 isolados (3%), em um total de 58 isolados de fungos e
organizados conforme Tabela 2.

Tabela 2. Organizacdo dos 58 isolados de fungos Trichoderma spp. onde, T. representa
Trichoderma.

Isolados Representantes

T.1:T.22T.5:T.6; T.7:T.8; T.9: T.23: T.24: T. 25; T.
26;T.27;T.28; T.29; T.53; T.54; T.55; T. 56.

Grupo Il T.10; T.11; T. 12; T. 13, T. 44, T. 45.

T.14;T.15;T.16; T.17;T.18; T.30; T.31; T.37; T. 38;
.39:T.40; T.46; T.47:; T. 48.

Grupo IV T.19;T.20;T.21; T. 22.

Grupo |

Grupo 11

—

Grupo V T.3,T.4.

Grupo VI  T.32.

Grupo VIl T.33.

Grupo VIl T.34;T. 35.

Grupo IX  T. 36.

Grupo X T.41;T.42; T. 43.
Grupo XI  T.49; T.50; T.51; T.52.

Grupo XIlI  T.57; T.58.

5.1.1 Caracterizacdo morfoldgica (macro e micromorfologica)

As espécies de fungos representadas pelo Grupo | apresentaram conidios de
forma globosa a subglobosa, lisos, geralmente verde-claros, com média 3.5- 4.0 x 3.2-3.5
pum (comprimento/largura). Conidioforo geralmente com ramos laterais com ramificagoes
pareadas, na maioria das vezes com fidlides espalhadas, lageniforme, medindo 2.6-8.0
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pm (largura/comprimento). Foi verificada a presenca de clamidosporos com didmetro
médio de 7.0 um. Foi constatado um leve odor doce, semelhante ao cheiro de céco. O
verso da colénia é de coloracdo verde-claro a levemente amarelado e reverso sem
alteracdo de cor (Figura 2, A-B).

Fungos do Grupo Il apresentaram: Conidios de forma subglobosa a ovoide,
verdes, lisos, com média 3.5-4.1 x 2.9-3.3 pum (comprimento/largura). Conidiéforo
apresentando  fidlides pareadas e ampuliforme, medindo 2.3-85 pum
(largura/comprimento). N&o foi observada a presenca de clamidosporos. O verso da
colonia é de coloragdo amarelo-claro no centro e nas bordas verde-escuro e reverso sem
alteracdo de cor (Figura 2, C-D).

O Grupo 111 apresentou: Conidios de forma globosa a elipsoide, verde-claros,
lisos, com média 2.38-3.5 x 3.0-3.7 um (comprimento/largura). Conidioforo em formato
de pirdmide, possuindo ramificagcdes nas extremidades. As fialides eram ampuliforme,
medindo 2.3-7.5 um (largura/comprimento). Os clamidosporos eram subglobosos e
isolados com didmetro médio de 7.2 um. A coldnia possui 0 verso de colorag¢éo branca no
centro e verde-claro a mais escura nas bordas e reverso sem alteracdo de cor (Figura 2, E-
F).

O Grupo 1V apresentou: Conidios curtos de forma cilindrica a elipsdides, lisos,
frequentemente verdes, com média de 4.3-4.6 x 2.1-2.4 pm (comprimento/largura).
Conidiéforo com poucas ramificacdes laterais e fialides lageniforme a ampuliforme
surgindo individualmente ligados a base, medindo 6.0-8.5 pm (largura/comprimento).
Néo foi observada a presenca de clamidosporo. A col6nia possui verso verde-
claro/amarelo-claro com reverso sem alteragéo de cor (Figura 2, G-H).

Espécies de fungos representados pelo Grupo V apresentaram: Conidios de forma
subglobosa a globosas, verde-claro, lisos, com média 2.2-35 x 2.0-2.7 um
(comprimento/largura). Conidioforo geralmente em formato de piramide. As fialides
eram ampuliforme, medindo 1.9-6.7 pum (largura/comprimento). O clamidosporo néo foi
observado. O verso da colbnia era branco no centro e verde-claro a mais escura nas
bordas e reverso sem alteragao de cor (Figura 2, I-J).

Fungos representados pelo Grupo VI possuem: Conidios de forma globosa,
verde-claro, lisos, com média de 3.1-40 x 2.7-3.0 pum (comprimento/largura).
Conidiéforo com ramificacdes nas extremidades. As fialides ampuliforme, medindo 2.0-
6.5 pum (largura/comprimento). N&o foi observado o clamidosporo. A colbnia apresentou
0 verso verde-claro e levemente amarelado nas bordas e reverso sem alteracdo de cor
(figura 2, K-L).

O Grupo VII apresentou: Conidios oblongos, lisos, verde, com média de 3.7-5.0
X 2.2-2.9 pm (comprimento/largura). Conidiéforo pouco ramificado com fialides
individuais ampuliforme, medindo 5.7-7.3 um (largura/comprimento). N&o foi
encontrado clamidosporos. A colonia apresentou verso amarelo-claro e levemente verde-
claro nas bordas e reverso sem alteracdo de cor (Figura 2, M-N).

Representantes do Grupo V111 apresentaram: Conidios de forma oblongos, lisos,
verdes, com média de 4.0-4.8 x 2.0-2.5 um (comprimento/largura). Conidiéforo com
algumas ramificacbes e fialides individuais lageniforme, medindo 6.5-10.2 pm
(largura/comprimento). Auséncia de clamidosporos. O verso da col6nia era branco e
levemente verde-claro a amarelo-claro nas bordas e reverso sem alteragdo de cor (Figura
2, O-P).

Fungos representados pelo Grupo IX apresentaram: Conidios de forma oblongas,
lisos, verdes, com média de 3.6-5.8 x 2.3-3.0 um (comprimento/largura). Conidiéforo
pouco ramificado e com fidlides isoladas ampuliforme, medindo 8.5-10.0 pm
(largura/comprimento). Ndo foi observada a presenca de clamidosporos. A col6nia
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apresentou reverso amarelo-claro e levemente verde-claro nas bordas e reverso sem
alteracdo de cor (Figura 2, Q-R).

O Grupo X é representado por fungos que apresentam: Conidios ovoides, verdes,
lisos, com média 3.4-3.9 x 3.1-3.5 um (comprimento/largura). Conidiéforo com fialides
ampuliforme, medindo 1.8-8.7 um (largura/comprimento). Sem presenca de
clamidosporos. O verso da colbnia era verde-claro a verde mais escuro nas bordas e
reverso sem alteracdo de cor (Figura 2, S-T).

Fungos representados pelo Grupo XI apresentam: Conidios subglobosos, verdes,
lisos, com média 3.7-4.3 x 3.2-3.7 um (comprimento/largura). Conidiéforo com fiélides
pareadas, ampuliforme, medindo 2.4-9.7 um (largura/comprimento). Presenca de
clamidosporos com diametro médio de 9.0 um. A col6nia possui verso verde-claro a mais
escura nas bordas e reverso esbranquicado (Figura 2, U-V).

Representantes do Grupo XII possui: Conidios de forma subglobosa, verde-
claros, lisos, com média 3.0-4.0 x 2.0-3.2 um (comprimento/largura). Conidioforo
geralmente em formato de pirdmide. As fialides eram ampuliforme, medindo 2.8-7.3 um
(largura/comprimento). Auséncia de clamidosporos. O verso da coldnia é levemente
amarelado no centro e verde-claro a mais escura nas bordas e reverso avermelhado
(Figura 2, Z-X).

As caracteristicas macroscopicas e microscopicas (microcultivo) das espécies
isoladas de Trichoderma do Grupo | ao Xl estdo descritas na Tabela 3 e Figura 2 e
Tabela 4, respectivamente.

Tabela 3. Caracteristicas macroscopicas dos isolados de Trichoderma.

Isolados Cor da coldnia - BDA Crescimento da
Verso/ Reverso a 25°C colbnia (cm)
Grupo |l  Verde-claro a levemente amarelado/Sem alteragéo 8,5
de cor
Grupo 11 Amarelo-claro no centro e nas bordas verde- 8,5
escuro/Sem alteracdo de cor
Grupo Il Branco no centro e verde-claro a mais escura nas 9,5
bordas/Sem alteracao de cor
Grupo IV Verde-claro e amarelo-claro/Sem alteragéo de cor 8,0
Grupo V Branco no centro e verde-claro a mais escura nas 8,5
bordas/Sem alteracao de cor
Grupo VI Verde-claro e levemente amarelado nas bordas/Sem 10,0
alteracéo de cor
Grupo VII Amarelo-claro e levemente verde-claro nas 9,5
bordas/Sem alteracao de cor
Grupo VIII  Branco e levemente verde-claro a amarelo- claro 10,0
nas bordas/Sem alteracdo de cor
Grupo IX Amarelo-claro e levemente verde-claro nas 6,0
bordas/Sem alteracao de cor
Grupo X  Verde-claro a verde mais escura nas bordas /Sem 9,5
alteracéo de cor
Grupo XI Verde-claro a verde mais escura nas bordas 10,0
/Esbranquicado
Grupo XII Levemente amarelado no centro e verde-claro a 10,0

mais escura nas bordas/Avermelhado
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Figura 2. Caracteristicas macroscopicas das colonias dos isolados de Trichoderma, verso e
reverso em BDA, apds 7 dias de crescimento a 25 °C: Grupo | (A-B); Grupo Il (C-D); Grupo 11l
(E-F); Grupo IV (G-H); Grupo V (I-J); Grupo VI (K-L); Grupo VII (M-N); Grupo VIII (O-P);
Grupo IX (Q-R); Grupo X (S-T); Grupo XI (U-V); Grupo XII (X-Z). (Continua).
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Figura 2. Continuagdo. Caracteristicas macroscopicas das colonias dos isolados de
Trichoderma, verso e reverso em BDA, ap6s 7 dias de crescimento a 25 °C: Grupo | (A-B);
Grupo 1l (C-D); Grupo Il (E-F); Grupo IV (G-H); Grupo V (I-J); Grupo VI (K-L); Grupo VII
(M-N); Grupo VIII (O-P); Grupo IX (Q-R); Grupo X (S-T); Grupo XI (U-V); Grupo XII (X-Z).

Tabela 4. Caracteristicas microscopicas dos isolados de Trichoderma spp. e médias das
dimensoes das estruturas em pm.

Médias
Fialide (um) Conidio (um) Clamidosporo

Agrupamento Largura Comprimento Comprimento x Largura Diametro (um)
Grupo | 2.6 8.0 3.5-4.0x3.2-3.5 7.0
Grupo Il 2.3 8.5 3.5-4.1x2.9-3.3 Ausente
Grupo I 2.3 7.5 2.38-3.5 x 3.0-3.7 7.2
Grupo IV 6.0 8.5 4.3-46x21-2.4 Ausente
Grupo V 1.9 6.7 2.2-3.5x2.0-2.7 Ausente
Grupo VI 2.0 6.5 3.1-4.0x 2.7-3.0 Ausente
Grupo VIl 5.7 7.3 3.7-5.0x2.2-2.9 Ausente
Grupo VIl 6.5 10.2 4.0-4.8 x 2.0-2.5 Ausente
Grupo IX 8.5 10.0 3.6-5.8 x 2.3-3.0 Ausente
Grupo X 1.8 8.7 3.4-3.9x3.1-3.5 Ausente
Grupo XI 2.4 9.7 3.7-4.3x3.2-3.7 9.0
Grupo X1l 2.8 7.3 3.0-4.0x 2.0-3.2 Ausente
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Portanto, com base nas caracteristicas morfoldgicas observadas em laminas, os
fungos representados pelos Grupos | a XII foram caracterizados como: Grupo | =
Trichoderma atroviride, Grupo 11, X e XI = Trichoderma asperelloide, Grupo 111, V, VI e
XI1 = Trichoderma harzianum, Grupo 1V, VII, VIII e IX = Trichoderma longibrachiatum
conforme a chave interativa de Samuels et al. (2015).

De acordo com Dodd et al. (2003), espécies de T. atroviride se desenvolvem em
temperatura ideal entre 25-30 °C em BDA. Apresentam conidios subglobosos para
ovoides, medindo (2.7-) 3.0-3.8 (-5.0) x (2.3-) 2.8-3.5 (-4.0) um. Possuem ramificacédo de
conidioforos que normalmente sdo unilaterais com ramos pareados. As fialides medem
(4.2-) 7.7- 8.0 (-15.0) um comprimento e (1.2-) 2.0-2.1 (-3,5) pm largura. Clamidosporo
com diametro de (5.2-) 10.0-10.5 (-16.5) um. Santos (2010) também descrevem que T.
atroviride possui caracteristicas bem semelhantes, onde encontrou o conidio subgloboso e
alguns elipsoide a ovoéide, medindo 3.7 £ 0.1 x 3.1 £ 0.1um (comprimento/largura).
Fialides lageniforme com dimensées 84 + 03 - 26 + 0.1 x 19 = 0.0 um
(comprimento/largura) e clamidosporos com didametro médio de 7.4 £ 0.1 pum. e as
colénias crescidas em meio BDA apresentam um cheiro doce de cdco, caracteristica
importante na taxonomia desta espécie, 0 mesmo cheiro observado neste estudo.

Segundo Samuels et al. (2010), as espécies de T. asperelloide, possuem conidios
subgloboso a elipséide, medindo (2.7-) 3.5-4.2 (-5.0) x (2.2-) 3.0-3.5 (-4.0) um
(comprimento/largura), fialides medindo (4.7-) 6.5-10.5 (-27.5) x (1.0-) 1.7-2.5 (-3.5) um
(comprimento/largura).

Samuels et al. (1999), encontraram valores semelhantes, onde citam que o0s
conidios globosos a subglobosos e alguns ovéides medindo 3.7-6.0 x 3.0-5.0 um e
fialides ampuliforme de 7.0-11.5 x 2.0-3.5 um (comprimento/largura). No presente
trabalho ndo foi observado os clamidosporos, porém neste estudo os autores observaram a
presenca de clamidosporos, com diametro de 6.2-11.5 um.

A espécie T. asperelloide também é conhecida como sendo T. asperellum
(SAMUELS et al., 2010).

Santos (2010) cita que a espécie Trichoderma harzianum apresentam conidios
subgloboso a elipsdide, medindo 3.1-2.7 (comprimento/largura) e também 3.5-3.0 um
(comprimento/largura), fidlides ampuliforme medindo 6.7-7.5 x 1.9-2.0 pum
(comprimento/largura) e clamidosporos globosos e subglobosos com didametro médio de
7.7-8.4 um. Estes valores estdo muito proximos de valores encontrados por Bralna
(2011). Alguns outros estudos citam também a presenca de clamidosporos (BISSETT,
1991; HOOG, 2000). De acordo com Chaverri e Samuels (2003), o clamidosporo possui
dimensbes de 6.0-9.7 um, estando também de acordo com as dimensbes encontradas
neste trabalho, assim como as dimensdes encontradas das outras estruturas.

Trichoderma longibrachiatum de acordo com Samuels et al. (2012), possui
conidios medindo (2.5) 3.0-4.0 (-4.5) x (1.7-) 2.0-2.5 (-3.0) um (comprimento/largura) e
fialides lageniforme medindo (3.0-) 5.7-9.5 (-12.7) x (1.5-) 1.7-25 (-3.7) um
(comprimento/largura). Valores semelhantes também séo descritos por Rifai (1969), onde
encontraram conidios medindo 3,6-6,5 x 2,2-3.0 um.

Bisset (1984) relata em seus estudos que espécies de T. longibrachiatum podem
em alguns casos produzir um pigmento amarelo-esverdeado no reverso das culturas, no
entanto no presente trabalho ndo foi observado esta pigmentacao.

Portanto, as caracteristicas morfologicas encontradas utilizando a chave interativa
de Samuels et al. (2015), para cada grupo neste trabalho, evidencia estar de acordo com a
literatura pesquisada. O resumo da comparagéo das dimensdes das estruturas encontradas
pelos autores estudados pode ser observado na Tabela 5.
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Tabela 5. Comparacéo das dimensdes das estruturas encontradas segundo autores estudados.

Diametro (um)

Autores Clamidosporo Conidio (um) Forma Fialide (um) Forma
T. atroviride (2.7-) 3.0-3.8 (-5.0) x (4.2-) 7.7- 8.0 (-15.0) x
Dodd et al. (2003) (5.2-) 10.0-10.5 (-16.5)  (2.3-) 2.8-3.5(-4.0) Subglobosos a ovéides  (1.2-) 2.0-2.1 (-3.5) = ---m-mmememee
T. atroviride Subgloboso, elipsdide a  8.40+ 0.3 - 2.60+ 0.1 X
Santos (2010) 74+0.1 3.70+£0.1x3.10+0.1 ovoide 1.9+0.0 Lageniforme

T. asperelloide
Samuels et al. (2010)
T. asperellum
Samuels (1999)

T. harzianum

Santos (2010)

T. harzianum
Brauna (2011)

T. harzianum

Bissett (1991); Hoog
(2000)

T. harzianum
Chaverri e Samuels
(2003)

T. longibrachiatum
Samuels et al (2012)
T. longibrachiatum
Rifai (1969)

(4.5-)7.2-11.2(-15.0)
6.2-11.5
7.70+0.228.4 £0.2

45-6.0x11.0-13.0

12.5-10.0

(4.0-) 6.0-9.7 (-15.0)

(2.7-) 3.5-4.2 (-5.0) x
(2.2-) 3.0-3.5 (-4.0)

3.7-6.0 x 3.0-5.0

31+01x27e35%0.1

x3.0%0.1

22-35x20-30

3.8-40 x 3.1-3.7

(2.0-) 2.7-3.5 (-5.0) x
(1.8) 2.5-3.0 (-4.0)
(2.5-) 3.0-4.0 (-4.5) x
(1.7-) 2.0-2.5 (-3.0)

3.6-6.5x2.2-3.0

Subgloboso a elipsbide
Globoso, subgloboso ou

ovoide

Subgloboso a elipséide

Subgloboso a ovoide

Subgloboso

Subgloboso a ovoide

(4.7-) 6.5-10.5 (-27.5)
x (1.0-) 1.70-2.5 (-3.5)

7.0-11.5x 2.0-3.5

6.70£0.2-75+0.1x
19+0.0-2.0+00

5.0-6.5x2.5-3.5

6.3-15.6 x 2.7-3.4

(3.0-) 4.8-8.5 (-15.0) X
(1.0-) 1.5-2.5 (-3.5)
(3.0-) 5.7-9.5 (-12.7) X
(1.5-) 1.7-2.5 (-3.7)

Ampuliforme
Ampuliforme

Ampuliforme
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5.2 ldentificacdo Molecular

5.2.1 Extracdo do DNA de Trichoderma spp. e amplificacdo da regido ITS
do DNA através de PCR

Foi escolhido representante (s) de cada grupo para que fossem feitas as analises
moleculares, conforme a Tabela 6, ap6s a caracterizagdo morfoldgica. Os fungos foram
repicados em tubos de ensaio contendo aproximadamente 5 mL de BDA e colocados em
estufas de crescimento (BOD) a 25 °C por 7 dias, totalizando 11 tubos que foram
enviados para Sdo Paulo para realizacdo da identificacdo a partir do DNA.

Dentre os 58 isolados, foram escolhidos 11 isolados de Trichoderma spp. para
analise molecular, onde 4 isolados foram identificados com T. atroviride, 2 isolados
como T. asperelloide, 4 isolados como T. harzianum e 1 isolado como T.
longibrachiatum (Tabela 6).

Para a extragdo do DNA foram utilizados os micélios dos isolados de
Trichoderma spp. cultivados por 7 dias a 25 °C em BDA. O método CTAB (item
4.2.2.1), caracteriza-se por extrair o DNA génomico de cada isolado com base no
protocolo (DOYLE; DOYLE, 1987). Este protocolo é considerado eficiente, pois é obtido
quantidades de DNAs suficiente para o desenvolvimento de toda a analise.

As regides de amplificacdo ITS das espécies de T. atroviride; T. asperelloide; T.
harzianum e T. longibrachiatum, geraram o mesmo perfil de banda de aproximadamente
930 pb (pares de base), como mostra a Figura 3.

Hermosa et al. (2000), obtiveram bandas entre 560-600 pb quando amplificou as
regides do ITS para identificacido de 17 isolados de Trichoderma spp., dentre estes estéo
T. harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T. longibrachiatum, utilizados como
biocontrole. Menezes et al. (2010), utilizaram a regido do ITS para identificar trés
isolados de Trichoderma spp. utilizados no biocontrole de Fusarium. A extracdo do DNA
foi a partir do micélio produzido em meio liquido BDA, onde o DNA foi submetido a
PCR. Os isolados identificados como Trichoderma koningiopsis, Hypocreavirens,
Hypocrealixii apresentaram uma banda simples de aproximadamente 600 (pb),
semelhante a banda utilizada neste trabalho. Colonia e Chagas Junior (2014),
identificaram por meio do sequenciamento da regido ITS cepas de Trichoderma spp.
isoladas do fertilizante Trichoplus JCO. Os autores utilizaram a extracdo do DNA de
acordo com a metodologia de CTAB e a amplificacdo gerou bandas exatamente igual a
encontrada também neste trabalho que foi de cerca de 930 pb, onde obtiveram a
identificacdo dos fungos T. asperelloide, T. longibrachiatum e T. harziaunum.

Tabela 6. Representantes dos isolados de Trichoderma spp. para analise molecular.

Grupo | Grupo Il Grupo 111 Grupo IV
T. atroviride T. asperelloide T. harzianum T. longibrachiatum
T.1 T.10 T.14 T.19
T.5 T. 44 T.30
T.23 T.37
T.53 T. 46
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Figura 3. Produtos da amplificacdo de DNA dos isolados de Trichoderma com iniciadores ITS1 e
ITS4. M = Marcador de peso molecular 1KbPIlus DNA Ladder (Invitrogen). 1,2= isolados de T.
atroviride; 3=T. asperelloide; 4=T. longibrachiatum; 5,6= T. harzianum. C = Controle Negativo.
pb (Pares de base).

5.2.2 Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Para a identificacdo das espécies de Trichoderma, foi utilizado as sequéncias
ITS1-5.8 e ITS4 do DNAr que foram comparadas com as sequéncias de Trichoderma
atroviride (n. AB558914.1) e (n. KJ871092.1); 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. O
alinhamento e analise filogenética destas sequéncias utilizadas mostraram agrupamentos
que corroboram a identificacdo taxonémica das espécies estudadas neste trabalho (Figura
4).

As linhagens Trichoderma atroviride Trl-TE F; Tr3-TE F; Tr7-TE F; Tr18-TE F
agruparam com a sequéncia de uma linhagem da mesma espécie apresentada no banco de
dados, apresentando entre 99-100% de similaridade. Ja com relacdo as linhagens
Trichoderma asperelloides Tr4-TE F; Trl15-TE F com 100% de similaridade;
Trichoderma longibrachiatum Tr6-TE F, com 100% de similaridade e Trichoderma
harzianum Tr5-TE F;Tr8- TE F, com similaridade entre 80-100% e Tr13-TE F;Tr16-TE
F, apresentando entre 61-100% de similaridade. A Tabela 7 mostra uma arvore
filogenética dos fungos analisados molecularmente e seus correspondentes fungos
representantes de cada grupo. Desta forma os isolados de Trichoderma deste estudo
foram caracterizados com elevado grau de identidade.
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Tr3- TEF
U r-Ter
Trichoderma atroviride (AB558914.1)
100 Tr18-TEF
- Trichoderma atroviride (KJ871092.1)
100 g9l —— T-TEF
Trichoderma asperelloides (KP262478.1)
| Tr4-TEF
oo |
Tr15-TEF

100 Trichoderma longibrachiatum (EU280034.1)
L 1i6-TEF
Tr13-TEF
Tr16-TEF
Trichoderma harzianum (KP696461.1)
100 Trichoderma harzianum (AY605783.1)

100 Tr5-TEF

80' Tr8-TEF

——
0.02

Figura 4. Arvore filogenética construida pelo método de maxima verossimilhanca, mostrando a
relacdo entre os onze isolados de Trichoderma spp. obtidos de solo e plantas, com espécies de
Trichoderma spp. depositadas no GenBank-NCBI. As sequéncias utilizadas sdo do gene alfa
elongase (TEF). NUmero de acesso das sequéncias no GenbanK consta entre paréntese e ao lado
do nome dos isolados. Os valores para 1.000 repeti¢des estdo indicados junto aos ramos da
arvore. Barra de escala = 0,02 substituicdes por posicao.

Tabela 7. Fungos representantes de cada grupo e seus correspondentes na analise molecular.

Andlise
Andlise Analise Molecular Andlise
Grupo Molecular Grupo Molecular Grupo T. Grupo Molecular
| T. atroviride 1 T. asperelloides i harzianum IV T.longibrachiatum

T.1  Trl-TEF T.10 Tr4-TEF T.14 Tr5-TEF  T.19 Tr6- TEF

T.5 Tr3-TEF T. 44 Tr15-TEF T.30 Tr8-TEF

T.23 Tr7-TEF T.37 Trl3-TEF

T.53 Trl8-TEF T.46 Trl6-TEF

5.3 Analise: Peptidase (Protease)

N&o foi observado em nenhum dos isolados de fungos do género Trichoderma
spp. o halo de degradacdo, portanto todos os isolados apresentaram resultado negativo
para a producdo da enzima peptidase. Por outro lado, os isolados obtiveram um bom
desenvolvimento no meio de cultura, conforme pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5. Teste qualitativo de producdo da enzima peptidase. Sem formacdo do halo de
degradacéo pelos isolados T. 2 (A- verso e reverso) e T. 5 (B- verso e reverso).

Utilizando uma metodologia diferente da adotada neste trabalho, Geremia et al.
(1993) e Pozo et al. (2004) identificaram proteases (PRB1) e (TVSP1) produzidas por
fungos T. harzianum e T. virens respectivamente, no qual utilizaram meios de cultura
contendo parede celular de fitopatdgenos como fonte de carbono para induzir a producéo
de enzimas. A metodologia utilizada pode ter influenciado para o resultado positivo
apresentado por estes autores.

Outros autores também citam que as proteases sdo produzidas por fungos
Trichoderma, quando estes sdo cultivados em meios que contenham células fungicas ou
micélios autoclavados como fonte de carbono (BENITEZ et al., 1998; DE LA CRUZ ;
LLOBELL, 1999).

Savitha et al. (2011), observaram a producdo da enzima peptidase (proteases)
pelos fungos Trichoderma harzianum e Graphium putredinis, utilizando em sua
metodologia o acréscimos de (0,5% p/v) farelo de soja a0 meio de cultura. Mesmo o
resultado sendo pouco satisfatérios com relacdo a producdo da protease, os autores
observou a producdo enzimatica do fungo, diferente do que foi observado neste trabalho.
Os autores atribuem a baixa produtividade da enzima apenas pela presenca de compostos
toxicos encontrados no local de coleta destes fungos.

Qualhato (2013) avaliou em seu estudo, o perfil enzimatico, de cinco espécies de
Trichoderma (T. harzianum; T. tomentosum; T. asperellum; Trichoderma sp.; T.
ghanense), porém foi utilizado na metodologia o substrato azocaseina e micélio macerado
dos fitopatdgenos Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum ao meio
de cultura como fonte de carbono para desenvolvimento e produgéo da protease acida do
fungo Trichoderma. Os resultados obtidos foram relativamente baixos em todos os
tratamentos, onde a maior atividade especifica da protease foi observada utilizando o
isolado T. tomentosum na presenca de micélio macerado de Fusarium solani. Ou seja,
mesmo utilizando uma metodologia diferenciada da usada neste trabalho, os fungos
Trichoderma também ndo obtiveram um potencial elevado da atividade da protease. O
autor ainda cita que a diferenca de valores da atividade da protease pode esta relacionada
com a composicdo da fonte indutora presente no meio de cultura.

Souza (2015) utilizou em seu estudo o meio de cultura Agar-leite, 0 mesmo
utilizado também neste trabalho, para avaliar a producdo de proteases extracelular de 17
fungos filamentosos, entre estes fungos do género Trichoderma. Dentre as espécies
analisadas, 8 espécies, incluindo os Trichoderma, também n&o apresentaram formacéo de
halo ao redor das coldnias, embora também tenha se observado o crescimento dos fungos.
Estes resultados corroboram com o nosso estudo.

A disponibilidade de carbono e fontes de nitrogénio no meio de cultura é
importante para que sejam produzidas as proteases, onde esses dois parametros exercem
efeito regulatorio sobre a sintese da enzima. Varios estudos utilizam como fonte indutora
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para producao das proteases glicose, nitrogénio, extrato de leveduras, caseina ou peptona
(HADDAR et al., 2010). No entanto, Laxman et al. (2005), observaram que as melhores
fontes de nitrogénio organico para producdo das peptidases sdo, extrato de levedura,
peptona e caseina.

5.4 Analise: Amilase

Foi observado nos 58 isolados o halo de degradacdo, onde todos os isolados
apresentaram resultado positivo para a producdo da amilase. Os isolados obtiveram um
bom desenvolvimento no meio de cultura e a produgdo da enzima foi detectada pela
degradacdo do amido no meio de cultura, onde a regido amarela mais escura ao redor da
coldnia indica o halo da degradagéo desta enzima, conforme a Figura 6.

Figura 6. Teste qualitativo de producdo da enzima amilase. Com formagéo do halo de
degradacdo pelos isolados T. 37 (A- reverso) e T.30 (B- reverso).

Vaérios trabalhos utilizando metodologias distintas ao adotado no presente estudo
confirmam que varias espécies sdo capazes de produzir enzima amilase.

Azevedo et al. (2000), utilizaram meio cultivo contendo peptona bacterioldgica;
Fosfato monopotéssico - KH,PO,; Sulfato de Magnésio Heptahidratado- MgS0O..7H20;
Sulfato de amonio - (NH,),SO,; Cloreto de calcio - CaCly; glucose; ureia; tracos dos
elementos (Fe?*, Mn?*, Zn?*, Co?*) e mesmo utilizando uma metodologia diferente deste
trabalho, constataram em seus estudos que o fungo Trichoderma harzianum também
apresentou maior atividade amilolitica em relacdo a outros fungos isolados do solo ou do
ambiente. E que a amilase produzida por Trichoderma pode ser importante para a sua
sobrevivéncia no campo, pois sdo responsaveis pela hidrélise do amido. Os autores
também utilizaram meio de cultura sélidos contendo amido soltvel, onde era observado o
halo de degradacédo ao redor da colonia. A excrecdo de amilase parece ndo estar associada
com fitopatdgenos, pois foi detectada em todas as espécies de Trichoderma estudadas
(BARBOSA et al., 2001).

Marques (2007) avaliou um complexo multienzimético produzido por fungos
Trichoderma harzianum. A atividade amilolitica foi determinada utilizando uma mistura
que também continha o amido solivel como substrato, porém a leitura foi realizada
utilizando espectrofotdmetro. A analise constatou que este fungo é um potencial produtor
de amilase, assim como xinalase e celulase, o tornando um importante fungo para
producdo de enzimas com potencial para aplicagédo em formulagdes em racgdes para aves
de corte.

Os autores 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 (&cido dinitrosalicilico). Foi observado que a alfa-amilase
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pode ser produzida por Trichoderma viride FNCC 6013 utilizando meios de fermentacédo
com a presenca de amilose como uma fonte de carbono.

5.5 Analise: Celulase

Né&o foi observado nos 58 isolados o halo de degradagédo, onde todos os isolados
apresentaram resultado negativo para a producdo da enzima celulase. Os isolados nao
obtiveram um bom crescimento no meio de cultura, conforme a Figura 7.

5 . i :

Figura 7. Teste qualitativo de producéo da enzima celulase. Sem a formacéo do halo de
degradacdo pelo isolado T. 5 (A- verso e reverso); e o pouco desenvolvimento no meio de
cultura dos isolados T. 14 (B) e T. 3 (C).

Embora no presente trabalho ndo tenha encontrado resultado satisfatorio para a
atividade da celulase, atualmente alguns autores descrevem fungos do género
Trichoderma como bons produtores de enzimas do complexo celulolitico utilizando
distintas metodologias (CASTRO; 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 producdo 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. Pdde-se entdo concluir que o indice enzimatico
ndo foi um bom pardmetro para avaliar a atividade enzimética das linhagens
(RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004). O pouco desenvolvimento dos isolados foi
observado e algumas espécies de Trichoderma também ndo produziram o halo de
degradacéo, como os resultados aqui encontrados.

Segundo, Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004), assim como neste trabalho, também
ndo foi possivel observar o halo indicador de degradacdo da CMC em algumas linhagens
do género Trichoderma, considerados como bons produtores de celulases. Isto ocorre
porque a visualizacdo do halo de degradacdo € dependente de varios fatores, além da
composi¢do do meio de cultura. Sendo assim, algumas substancias quimicas do meio de
cultura podem acabar interferindo no corante utilizado e proporcionar resultados de falso-
positivos, ou também provocar a sua precipitagdo ou ainda acabar inibindo a ligacéo
destes com polissacarideos (NEIROTTI; AZEVEDO 1988).

Estudos realizados por Nogueira e Cavalcanti (1996) citam que ap6s o periodo de
incubacdo as placas de Petri com os isolados foram submetidas a choque térmico por 16 h
a 50 °C e pH entorno de 7,8. Ja neste estudo ndo foi utilizado este choque térmico e o pH
estava entorno de 5, isto pode ter interferido no padréo de cor do corante.
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Portanto, a producéo de celulases é dependente do tipo de substrato e a utilizacdo
de alguns métodos torna dificil a comparagio com outros autores. E importante ressaltar
que os fungos que produzem celulase na natureza, ndo ocupam o mesmo nicho ecoldgico
em meios de cultura pura, onde a competicdo € inexistente, pois quando ha a associacao
com outros micro-organismos ocorre a completa mineralizacdo dos substratos celuldsicos
nos ecossistemas onde estdo inseridos (GARLIPP, 1995).

5.6 Analise: Pectinase

Né&o foi observado nos 58 isolados o halo de degradacéo, onde todos os isolados
apresentaram resultado negativo para a producdo da enzima pectinase. Os isolados nao
obtiveram um bom crescimento no meio de cultura, conforme a Figura 8.

Figura 8. Teste qualitativo de producéo da enzima pectinase e pouco desenvolvimento no
meio de cultura. Sem a formacdo do halo de degradacdo pelo isolado T. 5 (A- verso e
reverso); T. 10 (B- verso e reverso).

Nabi et al. (2003), obtiveram resultados positivos para producdo de pectinase,
diferente dos resultados encontrados neste presente trabalho, porém os autores utilizaram
ao meio de cultura cascas de frutas citricas como substrato para o desenvolvimento do
fungo Trichoderma harzianum, em condicGes de pH 5,5 a 28 °C durante 72 h e obtiveram
como resultado a méxima producdo da enzima pectinase em fermentagdo em estado
solido de (16.2 U/mL/min). O estudo apresentado por estes autores em que fazem uma
investigacdo da fisiologia, caracteristicas bioquimicas, assim como o meio de nutrientes
utilizado por cada fungo analisado e as condicOes de crescimento, mostrou que o fungo
Trichoderma viride apresentou a atividade da pectinase elevada em meio de cultura
liquida que possuia também como fonte de carbono soro de leite. Sendo que a atividade
da enzima se elevava ainda mais quando a pectina de beterraba era adicionada ao meio de
cultivo como fonte de carbono, em condi¢des de pH 7,5 a 30 °C. Ja neste presente estudo
0 meio de cultura continha apenas pectina citrica, o que pode ter influenciado nos
resultados observados.

Kutateladze et al., 2009 verificaram que outros compostos como a peptona, a
caseina e o sulfato amonio (NH4)2SO4 sdo adicionados ao meio de cultura servindo como
fonte de nitrogénio, ja que estes sdo produtos bem utilizados por quase todas as cepas
selecionadas para producao de pectinase.

Em outro estudo utilizando a casca de laranja, que é um co-produto de baixo custo
para fermentacdo em estado sélido, onde também foi adicionada ao meio de cultura, além
da glucose; sulfato de magnésio heptahidratado- MgSOs- 7H20; cloreto de calcio
hidratado- CaCl-2H,0; cloreto de aménio- NHA4CI e tiamina para o crescimento do
fungo Trichoderma viride. A determinacdo da pectinase foi através da reducdo do acucar
produzido, como resultado da hidrélise enzimética da pectina pelo método do reagente
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acido dinitrossalicilico (DNS). Nestas condicGes, que € um pouco diferente das condigdes
utilizadas neste trabalho, o fungo estudado apresentou producdo de pectinase elevada,
sendo o rendimento maximo da enzima de (325 U / mL) a 30 °C e pH 5,5 com uma
concentragéo de substrato de 4% no quarto dia de fermentacdo (IRSHAD et al., 2014).

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 trabalho,
para a avaliacdo da sua capacidade de produzir enzimas pectinoliticas. Porém a forma de
determinacdo da enzima foi diferente, onde os autores utilizaram uma solucdo de iodeto
de potassio sobre as culturas, e observaram a presenca de zonas claras que indicava a
capacidade pecnolitica dos fungos. Este estudo foi bem sucedido em isolar e identificar
este fungo como um bom produtor de enzimas pecnoliticas e novos estudos pode ajudar
na producgéo desta enzima em larga escala.

5.7 Analise: Fitase

Dos 58 isolados observados, 57 ndo apresentaram o halo de degradacdo, os quais
apresentaram resultado negativo para a producdo da enzima fitase, porém um isolado (T.
34) apresentou o halo de degradacdo, sendo para este, o resultado positivo para a
producdo da enzima. O isolado T. 34 obteve resultado positivo para esta enzima e de
acordo com a analise morfologica foi identificado como sendo da espécie Trichoderma
longibrachiatum (Figura 9).

Figura 9.~T7e"ste qualitativo de producéo da enzima fitase. Com a formacdo do halo de
degradacdo pelo isolado T. 34 (A- verso e reverso); Sem a formacdo do halo de
degradacdo pelo isolado T. 19 (B- verso e reverso).

E conhecido que as fitases sdo enzimas pertencentes a familia da fosfatases acidas
que podem ser produzidas por micro-organismos e plantas (LEIl; PORRES, 2003). Estas
enzimas sdo capazes de liberar o fosforo da molécula de é&cido fitico (BALI;
SATYANARAYANA, 2001).

Sendo assim, Lima (2006), também observou o desenvolvimento do Trichoderma
harzianum e verificou que o fungo foi capaz de produzir fosfatase acida, fosfatase
alcalina, e outras enzimas, sendo que neste caso as enzimas estavam presentes no
sobrenadante de cultura liquida contendo farelo de soja e de milho.

Leitdo et al. (2010), pela primeira vez purificaram a fosfatase acida secretada pelo
fungo Trichoderma harzianum utilizando como substrato o 4-metilumbeliferil fosfato
para induzir ao fungo produzir fosfatase acida, onde foi observado que esta enzima foi
capaz de hidrolisar o &cido fitico, comprovando desta forma a atividade da fitase.
Portanto esta enzima apresentou caracteristicas quanto a especificidade pelo substrato e
inibicdo de ions, sendo de grande interesse em processos biotecnoldgicos, pois é possivel
disponibilizar fosforo inorganico de diversos fosforilados, incluindo o acido fitico.
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Castro e Pereira Jr (2010), no estudo dos isolados fungicos também néo
observaram a visualizacdo do halo de degradacdo, no entanto, os autores citam que a
dificuldade na visualizacdo no halo de degradacdo pode ter ocorrido pelo crescimento
expansivo da colbnia, visto que apds o periodo de incubacdo a colbnia 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 néo
visualizacdo do halo de degradacdo pode estar relacionada a este crescimento expansivo
dos fungos.

Cunha et al. (2015), avaliaram a producéo de fitase por fungos isolados na regido
do Alto Paranaiba, no estado de Minas Gerais. Sendo utilizados para estudo, os isolados
de Rhizopus sp., Aspergillus niger, Trichoderma sp., Xylaria sp., € 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
CaCly, com pH ajustado para 5,5. A atividade enzimética foi determinada no
sobrenadante das culturas, medindo o fosfato inorganico liberado. Porém, dentre estes
isolados, os fungos Trichoderma sp. também ndo apresentaram atividade enzimaética
significativa para fitase.
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6 CONCLUSAO

» 18 isolados foram identificados como sendo Trichoderma atroviride (Grupo 1), 6
isolados como Trichoderma asperelloide (Grupo II), 14 isolados como
Trichoderma harzianum (Grupo Ill) e 4 isolados como Trichoderma
longibrachiatum (Grupo 1V), através da identificacdo morfologica e molecular.
De acordo com a identificagdo morfologica os Grupos X e Xl sdo da espécie
Trichoderma asperelloide, os Grupos V, VI e Xll sdo da espécie Trichoderma
harzianum e os Grupos VII, VIII e IX como sendo da espécie Trichoderma
longibrachiatum.

» Todos os isolados obtiveram resultado negativo para producdo de peptidase,
celulase, pectinase e resultado positivo para producdo de amilase. Apenas uma
cepa T. 34 apresentou resultado positivo para producao de fitase.

» As espécies identificadas como: Trichoderma atroviride, Trichoderma
asperelloide, Trichoderma harzianum e Trichoderma longibrachiatum, de acordo
com as analises testadas podem ser utilizados em processos biotecnoldgicos que
envolvam apenas atividade enzimatica amilolitica.
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ANEXOS

ANEXO A

Tampao de extragdo CTAB - Método CTAB (DOYLE e DOYLE, 1987).

Tampéo A:
Sorbilol 6,38 ¢
Tris-HCL 1219
EDTA 0,199
Agua MiliiQ 100 mL
Ajustar pH = 8,0 com HCL
Tampéo B:
NaCl 11,69 ¢
CTAB 2,049
Tris-HCI 2,42 ¢
EDTA 1,86 g
Agua MilliiQ 100 mL
Preparo do Tampéo de extracdo CTAB:

Tampéo A 40 mL
Tampéo B 40 mL
SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sodio) 8 mL
Bissuifito de Sédio 1% 0,96 g
Carvaoativado 0,1% 0,096 g
PVP 2% 1,92 ¢
[-mercaptoetanol 192 pL
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ANEXO B

Peptidase (Protease) (GOPINATH et al., 2005).

Leite desnatado 509
Agar 159
Agua destilada 1000 mL, pH 5
Amilase (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

Extrato de carne 30
Peptona 5¢
Amido soluvel 0,20%
Agar 159
Agua destilada 1000 mL, pH 5
Celulase (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004).

NaNO3 309
MgSO4 059
KCL 05¢
FeS04.7H20 0,01g
K2HPO4 1g
CMC 10 ¢
Agar, 20 g
Agua destilada 1000 mL, pH 5
Pectinase (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

Pectina citrica (Sigma) 1,25%
Agar 159
Agua destilada 1000 mL, pH 7
Fitase (PIKOVSKAYA, 1948).

Extrato de levedura 0,59
Dextrose 10 g
Fosfato de Caélcio; 59
Sulfato de Amoénio; 0,59
Cloreto de Potassio; 0,29
Sulfato de Magnésio; 0,19
Sulfato de Manganés; 0,0001 g
Sulfato Ferroso; 0,0001 g
Agar 159
Agua destilada 1000 mL, pH 7

53



