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Explorando a biodiversidade microbiana brasileira para uma bioeconomia
circular: bioprospeccao de novos fungos para a valorizacéo da biomassa

lignocelulésica
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1. Introducéo
O Brasil é um dos paises com maior biodiversidade do mundo e, geralmente, é referido
como fonte valiosa de recursos e de produtos naturais. Em termos de recursos microbioldgicos,
a biodiversidade brasileira ainda é pouco explorada, com a maioria das pesquisas focadas em
grupos taxonémicos complexos, como vertebrados e plantas. Contudo, microrganismos
possuem um grande potencial para o desenvolvimento de rotas alternativas e mais sustentaveis
para a producdo de combustiveis e quimicos de interesse. Isso ocorre devida a capacidade de
algumas espécies em utilizar recursos renovaveis, como a biomassa lignocelulésica por
exemplo, como substrato para sintetizar moléculas de interesse?. A producéo de tais bioprodutos
por rotas microbiolégicas €, inclusive, alinhada com os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS). Incluindo, mas nao restrito a ODS2 (Fome Zero), ODS7 (Energia Acessivel
e Limpa), ODS11 (Cidades e Comunidades Sustentaveis) e ODS13 (Combate as Alteracdes
Climaticas). Portanto, € necessario investir em novas iniciativas focadas em mapear a
diversidade microbiana dos biomas brasileiros, principalmente aqueles em alto grau de
desmatamento, como a Mata Atlantica.
2. Estado-da-arte
Fungos sdo grupos taxondmicos interessantes devido ao seu metabolismo versétil,
grande diversidade taxonémica e capacidade de sintetizar diferentes bioprodutos de interesse,
incluindo enzimas e quimicos. Por exemplo, espécies de fungos, como o Trichoderma reesei,
sdo utilizadas para producéo em escala industrial de coquetéis enzimaticos para o tratamento de
biomassa lignocelulésica?. Além disso, algumas espécies de macrofungos sdo comestiveis e
representam uma fonte alternativa de proteinas3.Portanto, mapear as espécies flngicas dos

biomas brasileiros € crucial para o estudo do impacto que tais comunidades microbianas
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exercem em cada ecossistema, bem como para incentivar politicas publicas para a conservacéo
e a protecédo da biodiversidade destas regifes.
3. Objetivos
O objetivo geral deste projeto é realizar a prospeccao e caracterizagdo de fungo isolados
partir de uma regi&o conservada de Mata Atlantica (Legado das Aguas, Reserva Votorantim). Os
objetivos especificos do projeto séo:
l. Isolar e identificar diferentes linhagens de fungos coletados em regido conservada
de Mata Atlantica.
I. Caracterizar o perfil de crescimento em biomassa industrialmente relevante (bagaco
de cana-de-aclcar) das diferentes linhagens isoladas.
Il Avaliar atividades enzimaticas de endo-B-1,4-glucanase, endo-B-1,4-xylanase e
FPase de linhagens de fungos selecionadas.
4. Metodologia
4.1.Coleta, Armazenamento e Isolamento dos fungos
A bioprospeccédo de linhagens flngicas sera realizada com dois tipos de amostras: (1)
ambientais de solo e de madeira em decomposicdo e (2) de corpos de frutificacdo de
macrofungos. Ao todo foram coletadas 23 amostras ambientais (18 de madeira em
decomposicéo e 5 de solo) e 115 corpos de frutificacdo na reserva privada do Legado das Aguas
(Miracatu, Sao Paulo) que se encontra dentro do bioma da Mata Atlantica. Para macrofungos,
durante a prospeccdo, o corpo de frutificacdo e/ou pequenos fragmentos dos substratos
contendo fungos aderidos foram removidos, com ajuda de espatulas e/ou pingas, esterilizados
previamente, e armazenados temporariamente em tubos de centrifuga de 50 mL estéreis até
serem manipulados para extracdo de material genético ou isolamento de culturas puras. O
isolamento ocorrera em meio sélido PDA (Potato Dextrose Agar) até a observacdo de
crescimento de um Unico tipo de fungo que sera repicado em meio sélido, suplementado com os
devidos antibidticos. Os esporos ou micélio serdo armazenados em glicerol 15-25 % a -80 °C.
Para amostras ambientais, 10 a 20 gramas foram coletados com ajuda de colheres,
esterilizadas previamente, e armazenadas temporariamente em tubos de centrifuga de 50 mL
estéreis. Uma vez no laboratério, as amostras foram armazenadas a -20 °C até serem
manipulados para isolamento de culturas puras. Para isolamento de culturas, 1 a 2 g da amostra
ambiental foram inicialmente diluidas em solu¢do tampao fosfato (PBS) e mantidas sob agitagao
por, pelo menos, 1 h para a extragdo dos microrganismos. Uma aliquota foi retirada e inoculada
em meio contendo PDA suplementado com antibidticos com o intuito de eliminar eventuais
bactérias presentes.
4.2.Extracao de DNA e identificacdo das espécies
Para a identificacdo molecular das linhagens isoladas, utilizaremos o DNA genémico e a
amplificacdo da regido ITS. Para isso, 0 DNA gendmico sera extraido com auxilio do kit NZY
Plant/Fungi gDNA Isolation e utilizado como molde para uma reagcdo de PCR utilizando os
primers ITS1 e ITS4. Os amplicons serdo purificados e sequenciados na plataforma de

Sequenciamento de Alto Desempenho do LNBR. Os resultados serdo analisados utilizando
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bancos de dados disponiveis, como 0 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ou Mycobank.

4.3.Triagem em biomassa de interesse industrial

De forma breve, para a fermentacdo em pequena escala, 0s esporos ou micélio, de
culturas isoladas, seréo coletados de uma placa PDA utilizando uma solucdo PBS e inoculados
em frascos de agitacéo contendo 100 mL de meio minimo (a composigdo podera variar conforme
a espécie, mas as alteracbes serdo registradas) e 1 g ou 2 g da biomassa de interesse ou a
quantidade corresponde em glicose (controle). Os frascos serdo cultivados até 7 dias a 28 °C
com rotacdo orbital de 200 rpm. Durante este periodo, o sobrenadante serd coletado, em
intervalos regulares. Os sobrenadantes serdo centrifugados (para remocdo da biomassa),
armazenados devidamente e entdo utilizados para a etapa dos perfis enzimaticos.
4.4.Ensaios enzimaticos

Os ensaios enzimaticos serdo otimizados ao longo do projeto, mas utilizaremos
protocolos ja estabelecidos em nosso laboratério. Para todos o0s ensaios enzimaticos, a
quantidade de proteina utilizada sera medida por Bradford e o método do DNS (&cido
Dinitrosalicilico) sera utilizado para determinar a quantidade de acglcares redutores liberados
durante a reacéo.

Para a determinacgéo da atividade de celulases totais (FPase), sera utilizado uma tira de
papel (Whatman N° 1) de 1 x 6 cm com cerca de 50 mg. Em seguida, a reagdo sera incubada
com o papel a 50 °C por 1 hora. O protocolo da medig&o de atividade de Endoglucanase e de
Xilanase também serdo adaptados de Fonseca et al. (2020). De forma geral, a acédo de
Endoglucanase serad avaliada na presenca de Carboxi Metil Celulose (CMC) engquanto
beechwood xylan sera o substrato para a Xilanase. Ambas as reacdes ocorrerdo com o tampéo
Citrato 50 mM, pH 5 a 50 °C por 5-30 min (Xilanase) e 10-30 min (Endoglucanase). A reacao
serd parada com adicdo de DNS e, apds fervura, lida no Tecan a 540 nm.

5. Cronograma de Execucéo

Trimestres

Atividades

10 20 30 40

Isolamento das amostras de linhagens

Extracdo e sequenciamento do material genético

Triagem de fungos em diferentes biomassas e caracterizagédo enzimatica

Redacdo de Relatério
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