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ADERENCIA TEMATICA:

Obs. Descrever a aderéncia da
proposta a chamada 2 (subitem
11.1.1.4.1 do Edital)

A proposta guarda aderéncia segundo o subitem 11.1.1.4.1 do
Edital, principalmente, as seguintes linhas tematicas:

- ampliagdo do conhecimento sobre a diversidade brasileira —
catalogacgao de fungos filamentosos isolados correlacionando-
os com o local de coleta;

- diversidade filogenética - analise por ITS, Internal
Transcribed Spacer;

- diversidade funcional — produgao enzimatica;
- diversidade morfolégica de fungos filamentosos;

- processos relacionados a biodiversidade — produgdo
enzimatica correlacionada com o local de coleta;

- processos relacionados a biodiversidade - efeito de
herbicidas sobre o crescimento e producdo de enzimas
ligninoliticas. Avaliagao de toxicidade;

- isolamento de fungos filamentosos pouco conhecidos ou
estudados. Metagenémica;

- valorizag&o da biodiversidade e dos produtos relacionados
(enzimas fibrinoliticas) através de estudos de bioprospecg¢ao
de fungos filamentosos;

- em todos os aspectos deve-se considerar que fungos
filamentosos sdo degradadores naturais de matéria organica
em decomposicao, o que afeta a biodiversidade e o meio
ambiente.

A proposta deste projeto esta estruturada no estudo de fungos
filamentosos com potencial producdo de enzimas com
aplicacdo em biorefinaria, como celulases, xilanases e
ligninases (grupo taxondmico funcional — chamada 2).

As coletas vao abranger biomas de todas as regides do Brasil,
como Amazénia (Regido Norte), Pantanal, Cerrado do Mato
Grosso do Sul e demais regides do Mato Grosso e do Distrito
Federal (Regido Centro Oeste), Regides de Sergipe e Bahia
(Regiao Nordeste), Florestas e Parques Estaduais Paulistas
(Regiao Sudeste), além de Florestas e Parques do Parana
(Regiao Sul).




Il. DETALHAMENTO DE CADA PROJETO DE PESQUISA QUE INTEGRA A REDE:

Este projeto esta inserido dentro dos onze subprojetos da Rede de Pesquisa.

Subprojeto 10: Bioprospecgao da microbiota fungica das florestas de Mata Atlantica da
regiao Oeste do Parana

Resumo: A regido Oeste do Parana destaca-se pela presenca de Unidades de
Conservagao Federais e Estaduais, remanescentes do bioma de Mata Atlantica: que é um
candidato ideal para dar inicio aos trabalhos de investigagdo da composi¢céo e do potencial
biotecnolégico desta parcela da rica biodiversidade regional, até entdo inteiramente
negligenciada. A integracdo de areas localizadas nos remanescentes florestais da regiao
Oeste da Mata Atlantica do Parana a rede de bioprospecgao da microbiota fungica
representa, neste contexto, uma nova fronteira para o conhecimento de espécies deste
grupo. Dessa forma, o presente projeto tem como objetivo coletar, isolar os fungos
terrestres e aquaticos produtores de hemicelulases das unidades de Conservagdes
Federais e Estaduais da Regido Oeste do Parana-PR. Este objetivo sera alcangado através
de coletas trimestrais de amostras de solo e agua; triagem, selecéo e analise das linhagens
seguida de caracterizagao bioquimica visando uma aplicagdo dos mesmos em processos
biotecnolégicos quanto a capacidade de produzir enzimas hemiceluloliticas assim como
isolamento e caracterizagdo quimica de polissacarideos com propriedades funcionais a
partir de basidiomicetos lignocelulésicos ou de fungos filamentosos.

1.1 Nome do coordenador do projeto de pesquisa e dos demais participantes da equipe,
descrevendo, para cada um deles, as atividades no projeto:

~ .. Dedicacao em
Integrante Fungao Atividades horas/Més
Coordenar atividades e acompanhar | 20 horas/més
as atividades do projeto: coleta,
Profa. Dra. selecdo e caracterizagédo enzimatica
) - Coordenadora local- ) .
Marina Kimiko ) de hemicelulases, testar cultivo com
. Unioeste/PR . ; e
Kadowaki residuos agroindustriais e
participagao nas reunides anuais
internas de avaliagao da Rede
Profa. Dra. Isolamento e caracterizagéo de 10 horas/més
; . Colaboradora- . . .
Clarice Aoki . polissacarideos a partir de
Unioeste/PR S ; o
Osaku basidiomicetos lignoceluloliticos
Profa. Dra. 10 horas/més
Rita de Colaboradora - Caracterizagdo enzimatica da
Cassia Garcia | Unioeste/PR xilanase e B-xilosidase
Simao
Coleta e isolamento das cepas 10 horas/més
Msc. Caroline | Colaboradora — fungicas na area do Refugio
Henn Itaipu Binacional/PR | Bioldgico Bela Vista, em Foz do
Iguacu-Parana

APOIO TECNICO:
1) EQUIPE TECNICA

01 — Técnico de nivel médio com dedicagéo de 15 horas /semanais




04 — Alunos de Iniciacao cientifica/ano com dedicagéo de 20 horas/semanais

03 — Mestrandos do programa de Conservagédo e Manejo de Recursos Naturais com dedicagdao em tempo
integral

1.2 Objetivos e metas a serem alcangados:

Objetivo: Coletar, isolar e identificar fungos filamentosos a partir de solo,
material em decomposi¢cao, humus e compostagem, em diversos biomas,
compreendendo matas nativas e reflorestamentos, etc. A celulose € o principal
componente estrutural da parede celular de plantas, sendo um polimero linear
composto por unidades de glicose unidas por ligagdes do tipo B(1-4). A sintese
coordenada das cadeias de glicose € orquestrada por complexos especificos ligados a
membrana plasmatica que auxiliam a formagdo das microfibras. A degradagdo da
celulose ocorre com a agao sinérgica de um complexo de enzimas, formado por
endoglucanase (EC 3.2.1.4), exoglucanase ou celobiohidrolase (EC 3.2.1.91) e B-
glucosidase (EC 3.2.1.21). Hemiceluloses sao classificadas de acordo com o agucar
predominante na cadeia principal e na ramificacdo lateral. Assim, xilanas,
galactomananas, arabino-xilanas, arabinoglucurono xilanas, arabino-4-metil-
glucurono-xilana, 4-metil-glucurono-xilanas, galactosanas, galacto-arabino-glucurono-
xilana, sao diferentes denominagdes em fungcdo da estrutura quimica que as
compdem. Xilana é o principal heteropolissacarideo das hemiceluloses. E composta
por residuos de D-xilanopiranosil, unidos por ligagdes B-1,4, com ramificacdes
arabinosil e/ou acetil. As xilanas correspondem a 20-35 % e 8 % da massa seca de
madeiras duras, como do eucalipto, e de madeiras moles como Pinos, cereais e
gramineas, respectivamente. A degradacao da xilana, devido a sua heterogeneidade
estrutural, requer a acdo de um sistema enzimatico. As enzimas do complexo
xilanolitico podem ser divididas em enzimas que degradam a cadeia principal (endo-f3-
1,4 xilanase e [-xilosidase) e enzimas que degradam as cadeias laterais (a-
glucuronidase, a-L-arabinofuranosidase, acetilesterase, acido ferulico esterase e acido
p-coumarico esterase) (Polizeli et al., 2005, Polizeli, 2009).

Meta 1: Isolamento e selecao de microrganismos eficientes na obtencao de
holoenzimas, especialmente enzimas do complexo hemicelulolitico/celulolitico;

Meta 2: Identificagdo dos fungos bons produtores de celulases e hemicelulases;

Meta 3: Catalogacdo dos isolados identificados ou ndo, manutencdo das
espécies visando a formagdo de colecbes de fungos mesdfilos, termofilos e
termotolerantes oriundos de diferentes biomas e que poderiam ser disponibilizadas
futuramente para outros pesquisadores com enfoque em diferentes estudos, como
formacgédo e liberacdo de pigmentos para industria de alimentos e cosmeéticos, ou
estudo de metabdlitos secundarios, com vistas a descoberta de novos farmacos.

Meta 4: Caracterizacao bioquimica das enzimas xilanases, celulases ou outras
polissacaridases produzidas por fungos isolados;

Meta 5: Isolamento e caracterizagdao de Polissacarideos de basidiomicetos
isolados;

1.3 Metodologia a ser empregada:




3.1 Coleta e isolamento de fungos. A busca de novos microrganismos sera
realizada através de coleta em diferentes locais As coletas serdo geo-referenciadas,
anotando-se latitude, longitude, precisdo do GPS e altitude. Além disso, serdo
registradas a data, hora e temperatura ambiente do momento da coleta, dados do
local, como montanha, pasto, rio, etc., de acordo com ficha previamente indicada para
coleta e registro do Programa Sisbiota.

Durante as coletas, as amostras serao recolhidas em placa de Petri contendo
meio complexo de aveia descrito por Emerson (1941) e incubadas em temperaturas
entre 35-40°C até o surgimento das colbnias. O Isolamento dos fungos coletados sera
realizado no mesmo meio e incubado na mesma temperatura, mediante a técnica de
esgotamento por estrias. Esse processo sera realizado até a obtengcdo de culturas
puras, de acordo com observacdo macroscopica, quanto a cor, forma, tamanho e
textura dos esporos, além de outras caracteristicas celulares. Cada cultura recebera
uma identificagdo baseada no local e material de coleta, sendo armazenada em
camara fria em tubos, contendo meio de cultura, vedados com algodao e parafilme, e
em silica. Para estudo de fungos endofiticos serdo coletadas amostras de folhas,
caules e raizes e, apds desinfecgdo, serdao retirados discos foliares (5 mm de
didametro) e fragmentos de caule e raiz (5 mm de comprimento), os quais serao
transferidos para placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA)
suplementado com cloranfenicol e ampicilina (0,2 g/L cada) e incubados a 300C. As
coldénias serdo purificadas e estocadas. A producdo das enzimas sera avaliada
qualitativamente em placas de Petri contendo meio basal e a fonte de carbono
indutora, utilizando-se solucdes reveladoras para a identificacdo dos halos de hidrdlise
(Hankin e Anagnostakis, 1975; Neirotii e Azevedo, 1988). Para a andlise microscépica
o material sera preparado em laminas utilizando diferentes liquidos de montagem (i.e.
azul de algodao, hidroxido de potassio 3% ou agua). Apods a caracterizagao inicial dos
isolados, estes serdo identificados com base em manuais gerais de identificacdo de
fungos (Domsch et al 1980; Samson et al 2000) e através de chaves taxonémicas
especificas para fungos termofilicos (Zycha et al 1969; Tansey e Jack 1976; Schipper,
1975, 1978; O'Donnell, 1979, dentre outras). As cepas serdo mantidas em meio
complexo de aveia (Emerson, 1941), anteriormente preparado e autoclavado (1,5 atm
por 15 min) em tubos de ensaio e inclinados. Os repiques serdao realizados
periodicamente, e mantidos a 35°C durante uma semana e posteriormente guardados
em geladeira, a temperatura de 4°C. As cepas poderao ser mantidas ainda em silica
gel, glicerol, agua, sendo que periodicamente sera testada a viabilidade das culturas.

3.2 Coleta e isolamento de fungos. Amostras de madeira em decomposicédo e
amostras de basidiocarpos e micélio nos diversos pontos de coleta pré-estabelecidos
serao coletadas e transportadas até o laboratorio de Bioquimica de Microrganismos
(Unioeste), onde sera realizado o isolamento para obtengédo de culturas de fungos.
Nesse sentido, objetivando o isolamento direto dos fungos a partir dos basidiocarpos,
fragmentos de seu tecido interno serao transferidos assepticamente para placas de
Petri contendo meio agar batata dextrosado (BDA) previamente esterilizado a 121°C
por 15 minutos. O meio de isolamento podera ainda ser suplementado com 1 mL de
tetraciclina 0,1% (previamente esterilizado em membrana Millipore) ou cloranfenicol
(200 ug/l) a fim de evitar o crescimento de bactérias. 1g de material coletado sera
acondicionado em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de soluc¢ao salina estéril (NaCl
0,9% + Tween 80 0,1%), e levado a agitagdo em shaker a 120 rpm por 30 minutos.
Serao realizadas diluicbes seriadas do material processado e entédo sera realizado o




plagueamento no meio BDA. As placas de Petri serdo mantidas em incubadora a 25°C
até observacdo de crescimento micelial, quando as culturas serdo sucessivamente
repicadas até obtengao de culturas axénicas. As culturas puras serdo mantidas em
tubo inclinado contendo meio PDA ou meio Agar Extrato de Malte (AEM) e também
preservadas como “plugs” de agar em agua destilada (Castellani, 1967) por até 6
meses sob refrigeragdo (4°C). Os fungos ser&o cultivados a 30° C em placas de Petri
contendo agar batata dextrose (BDA) por 3 a 7 dias, sendo entdo conservados em
geladeira. Nestas condi¢bes os microrganismos sao preservados com eficiéncia,
sendo utilizados com até 30 dias de idade. Discos com 10 mm de didmetro obtido a
partir das culturas em BDA serao utilizados como inéculos para as culturas submersas
e em estado sdlido.

3.3 Identificacdo dos isolados. A identificacdo taxondmica primaria das linhagens
selecionadas sera realizada macro e microscopicamente de acordo com as
metodologias propostas por Taylor (1974), Ryvarden (1987, 1991) e Bononi (1999). A
selegdo de linhagens produtoras de altos niveis de xilanases e/ou celulases sera
realizada entre os fungos filamentosos coletados de acordo com Guimaraes et al.
(2006). O microrganismo selecionado sera identificado por Fundagdes especificas do
setor (como, por exemplo, a Fundagao Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André
Tosello”, em Campinas-SP, Micoteca da Universidade Federal de Pernambuco, ou em
nivel molecular por ITS). A variagao da sequéncia genética oferece uma alternativa ao
cultivo para detecgéao e identificagao de fungos.

3.4 Avaliagcoes preliminares das espécies dos basidiomicetos. Serdo realizadas
avaliacbes preliminares da capacidade dos basidiomicetos em crescer em meio a
base de residuos lignocelulésicos (cana de agucar e sabugo de milho) bem como seu
potencial como produtor de enzimas em cultivos em placas de Petri contendo os
residuos como substrato. Um disco de 10 mm de diédmetro sera inoculado no centro
da placa e o crescimento da colénia sera monitorado periodicamente com o auxilio de
uma régua. Para avaliar a produgdo de enzimas oxidativas, guaiacol a 0,02% sera
adicionado ao meio de cultivo. O aparecimento de halo avermelhado sugere a
producdo de enzimas oxidativas. Na avaliagdo preliminar da potencialidade produtora
das enzimas, serdo utilizadas placas contendo os corantes remazol brilliant blue,
vermelho do congo e Poly R-478, avaliando-se os halos de descoloragdo e
comparando-os com os obtidos com as cepas referéncias.

3.5 Condigées de cultivo. Os isolados selecionados serdo cultivados em meios
liquidos e em estado sdlido visando a producdo das diferentes enzimas. Os conidios
serao suspensos em agua destilada esterilizada, contados em camara de Neubauer, e
um volume de 1 mL da suspensao de esporos sera inoculado em frascos Erlenmeyer
de 125 mL, contendo 25 mL de meio liquido composto por 1% de fonte de carbono, 20
ML de biotina e 2 mL de solugéo de sais de Vogel (Vogel, 1964), pH inicial 8,0. A fonte
de carbono ira variar entre padrdes especificos para cada sistema em estudo
(hemicelulolitico: xilana birchwood; celulolitico: celulose/Avicel); residuos in natura
(Peixoto-Nogueira et al., 2009; Betini et al., 2009); fragdes oriundas dos tratamentos
quimicos realizados nos residuos (sistema hemicelulolitico: licor hemiceluldsico;
sistema celulolitico: residuo sélido de celulose); e também por misturas oriundas dos
residuos in natura com os provenientes dos tratamentos. As culturas serdo incubadas
inicialmente a 40°C, em shaker a 100 rpm, por até 7 dias, ou conforme padronizado.




Os Basidiomicetos serao cultivados em condi¢gdes submersas ou estaticas em
meios suplementados com residuos lignocelulésicos (como fonte unica de carbono e
nitrogénio ou associada a outros residuos agricolas como bagacos e cascas de frutas,
bagaco de mandioca, etc.) serdo adicionadas a um meio mineral contendo por litro:
2,0 g (NH4)H2PO4, 0,6 g KH,PO4, 0,4 g KHPO4 0,5 g MgSO4.7HO, 74 g
CaCly,.2H20, 12 mg citrato férrico, 6,6 mg ZnS04.7H20, 5,0 mg MnS0O4.4H,0, 1,0 mg
CoCl2.6H20, 1,0 mg CuS04.5 H20 e 0,1 mg tiamina. O pH sera ajustado para 5,5. Os
fungos serdo mantidos em condigbes estacionarias ou sob agitagdo por periodos
variaveis. Cultivos solidos também serdo realizados utilizando-se técnicas de
compostagem largamente descritas na literatura, tendo como base, diferentes
residuos lignocelulésicos (farelo de trigo, bagago de cana, serragem, palha de milho,
bagaco de cana, palha de arroz, farelo de soja, residuos de frutas suplementados com
solugao mineral).

3.6 Obtencao das preparagées enzimaticas. As culturas, apos crescimento nas
condigdes determinadas, seréao filtradas a vacuo com auxilio de um funil de Blchner e
papel de filtro, onde um filtrado de meio de cultivo livre de células e um micélio serdo
obtidos. Para os ensaios enzimaticos sera utilizado o filtrado ndo dialisado ou
dependendo do experimento, dialisado durante uma noite a 4°C, contra tampéao
otimizado para o ensaio enzimatico. As culturas em meio sélido sera adicionado um
volume de solugédo tampao pH 6,0 (fosfato ou citrato) na propor¢cao de 1:10 e as
misturas serdo agitadas a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds este periodo,
as fracbes extraidas pelo tampéao serao separadas por filtragcao.

3.7 Métodos Analiticos
3.7.1 Dosagem enzimatica

3.7.1.1 Celulase e Xilanase. As atividades de endoglucanase ou carboximetilcelulase
(CMCase), exoglucanase ou avicelase e endoxilanase serao detectadas pela
formacgéo de agucares redutores a partir dos substratos carboximetilcelulose, celulose
microcristalina (Avicel) e xilana birchwood, respectivamente, pelo método do acido
3,5-dinitrosalicilico, DNS (MILLER, 1959). As leituras espectrofotométricas serao
realizadas a 540 nm, utilizando-se como padrao glicose ou xilose (0 — 1 mg/mL) para
as dosagens de celulase e xilanase, respectivamente. A unidade de atividade
enzimatica sera definida como sendo a quantidade de enzima capaz de liberar 1
micromol de acucar redutor por minuto. A atividade especifica sera expressa em
unidade de atividade total por mg de proteina total (U/mg proteina). Outra metodologia
€ a dosagens de celulase utilizando-se papel de filtro (FPase): O ensaio sera realizado
em tubos de ensaio de 150 mm x 15 mm, em duplicata, contendo uma fita de papel
Whatman n.1, de 10 cm2, como unica fonte de carbono e 10 mL de caldo sintético (Na
No: 3,0 g L"; K;HPO4: 1,0 g L™ MgS04: 0,5 g L'; KCI: 0,5 g L™ e FeSO,4. 7H20: 10,0
mg L-1, pH 5,0, cobrindo 2/3 das fitas. Os tubos serado esterilizados e inoculados com
uma alcada de esporos das cepas selecionadas previamente, e serdao incubados por
14 dias a 28°C. A atividade de celulase sera determinada no caldo de cultivo obtido no
final da incubacdo, usando-se uma fita de papel de filtro de 6 cm? em tubo de ensaio
contendo 0,5 mL do caldo e 1 mL de tampao acetato de sédio 50mM, pH 5,0. Apds a
incubacao por 60 min a 50°C , a reagao sera interrompida pela adicao de 1mL de
reagente Sumner (acido dinitro salicilico: 10g L; NaOH: 16,0 g L-1); tartarato duplo de
sédio e potassio: 300,0 gL-1) Para desenvolvimento da cor, os tubos serdao aquecidos




por cinco minutos em banho de agua fervente. Os agucares redutores serao
determinados em espectrofotdbmetro, utilizando-se o comprimento de onda (A) de 540
nm. As leituras serdo obtidas comparando-se com o tubo branco do ensaio, obtido nas
mesmas condigdes, contudo, sem inoculo (Guimarées et al 2008).

3.7.1.2 B-xilosidase e B-glucosidase. As atividades de B-glucosidase e B-xilosidasica
serao detectadas através do método descontinuo (Kersters-Hilderson et al., 1982,
Lenartovicz et al., 2003) utilizando os substratos sintéticos como p-nitrofenil- B-D-
xilopiranosideo (pNF-xil) e p-nitrofenil- B-D-glucopiranoside (pNF-glu) ou outros aril-
glicosideos semelhantes aos glicosideos que liberam o- ou p-nitrofenol. Solugéo
saturada de tetraborato de sddio sera utilizada para interromper a reacio. As leituras
espectrofotométricas serdao realizadas a 405 nm, utilizando-se como padrao p-
nitrofenol de 0 a 0,6 pmol/mL. A unidade de atividade sera definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar um pmol de p-nitrofenol por minuto.

3.11.1.3. Outras polissacaridases. Serdo utilizados os protocolos descritos em
Kadowaki et al. (1997). A metodologia envolve o uso dos diferentes polissacarideos
(mananases, pectinases, poligalacturonases, quitinases e amilases) como substrato.
As atividades enzimaticas serdo determinadas medindo-se o surgimento de agucares
redutores pelo método do acido 3,5 dinitrosalicilico (Miller, 1959).

3.7.1.4 Determinagao de proteinas. As proteinas extracelulares serdo dosadas pelo
método de Bradford (1982) que utiliza albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. A
unidade sera definida como mg de proteina por mL.

3.7.1.5 Determinacao de carboidratos. Os carboidratos neutros totais serao
calculados pelo método fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956). Acgucares redutores
fermenteciveis serao determinados pelo método de Miller (1959).

3.8 Extragdo, isolamento e andlise dos polissacarideos dos fungos
basidiomicetos. Os polissacarideos serao extraidos do corpo de frutificacdo dos
fungos basidiomicetos, o micélio residual passara por processo de extragdo a quente,
filtrados e precipitados com 3 volumes de etanol. Seguido por deslipidificagdo em uma
mistura de CHCI;:MeOH, 2:1, v/v, 60°C por 3 horas (1 vez) resultando em um extrato
apolar. A este residuo sera adicionado NaBH4 para reduzir as extremidades redutoras
e, assim, evitar a degradagcdo das cadeias polissacaridicas durante as extragdes
alcalinas com 2, 5, 10% de KOH. Todos os precipitados serao submetidos ao
processo de gelo/degelo para a obtengéo das fragdes soluveis e insoluveis em agua
fria. Os polissacarideos obtidos serdo quantificados quanto ao acgucar neutro total
(Dubois et al., 1956) e dosagem de acidos urdnicos (Filisetti-Cozzi e Carpita, 1991).
Os polissacarideos serdo purificados por congelamento e degelo (Gorin e lacomini,
1984) e em coluna de Sepharose 6B. A verificagdo quanto a pureza das amostras
serao realizadas através do cromatografo de exclusdo estérica de alta pressao
(HPSEC) WATERS, equipado com um detector de indice de refragao diferencial
WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em multidngulos
(MALLS) WYATT TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18 canais, acoplados em
série. A analise estrutural do carboidrato sera feita através da metilagdo de acordo
com o método de Ciucanu e Kerek (1984), e acetilado conforme descrito por Blakeney
et al. (1983), Churms (1982), Wolfrom e Thonpson (1963). Os alditéis acetatos
parcialmente metilados, serdo analisados por cromatégrafo a gas acoplado a




espectrometria de massa. Sera também realizado ensaio através de ressonancia
nuclear magnética (RMN). Os espectros serdo obtidos pelo uso do espectrémetro de
ressonancia nuclear magnética BRUKER DRX 400 incorporados ao transformador de
Fourier, em 400 e 100 MHz respectivamente, em relacdo ao nucleo de 1H e 13C a 30

0C.

1.4 Cronograma fisico-financeiro, contendo a descricdo das atividades e respectivos valores ao
longo do periodo de execuc¢ao do projeto

Periodo (Trimestre)

4° 50

Aquisicao de material de consumo e
permanentes (equipamento)

Coleta do material (Coleta fungos)

Cultivo e Isolamento dos fungos
filamentoso

Screening dos fungos produtores de
xilanase e celulases

I Rl

Cultivo dos produtores da xilanases e
celulases na presenca de residuos
agroindustriais

<o | X

MRS
SIS

Caracterizagédo bioquimica das enzimas

e

Isolamento e caracterizagcéo de
Polissacarideos de basidiomicetos

>~

Redacéao de relatorio

Divulgacao dos resultados

X <] X

1.5 Orcamento detalhado, incluindo previsdo de recursos para a participagdo nas reunides anuais
internas de avaliagdo da Rede e de participagdo em reunides de acompanhamento e avaliagao
anuais do SISBIOTA-Brasil:

(Material Permanente) Quantidade | Valor (R$) Justificativa
(Unidade)
Estufa bacterioldgica 01 1.870,00 O equipamento é essencial para
o cultivo de fungos
Freezer vertical 01 1.450,00 Armazenamento de reagentes
Geladeira vertical 450l 01 1.650,00 Manutencdo de fungos isolados
sob refrigeragao
Espectrofotometro 01 18.642,00 Este equipamento sera utilizado
Uv/Visivel para dosagens enzimaticas e de
microprocessado, proteinas
Faixa 200 a 1000nm
(importagao)
Medidor de pH de bancada 01 708,00 Preparo de solugdes
digital tamponadas e meio de cultivo
(Material de consumo) Quantidade | Valor (R$) Justificativa
(Unitario)
Vidrarias (tubos de ensaio, Variada 4.500,00 Estas vidrarias serdo utilizadas
Becker, Erlenmeyer, para realizar diferentes etapas




pipetas, provetas, etc) e nos procedimentos descritos no

plasticos  (ponteira  de item “metodologia”, tais como:

micropipetas, tubos falcon, (Cultivo dos fungos, ensaios

tipo eppendorf, placa de enzimaticos, purificacao e

petri descartavel, etc) caracterizagcao enziméaticas e de
carboidratos)

Meios de cultura, reagentes |  Variada 9.500,00 Todos estes reagentes sao

para dosagens indispensaveis para realizar

enzimaticas, reagentes diferentes etapas nos

para eletroforese, procedimentos descritos no

reagentes para purificagéo ltem “metodologia”

de enzimas.

Combustivel para 600 litros 1.680,00 Combustivel para realizacao das

transporte coletas das amostras

Passagens e diarias Variada 10.000,00 Recursos para a participagéo
nas reunides anuais internas de
avaliacdo da Rede

Valor total R$ 50.000,00

1.6 Descricdo de como o projeto de pesquisa esta inserido no Plano de Integracao da Rede, ou
seja, a integracdo com o0s outros projetos de pesquisa para atingir os objetivos da Rede:

O Brasil € o pais de maior biodiversidade do Planeta (15 a 25% da biodiversidade
mundial). Devido a sua dimensao continental e a grande variagdo geomorfolégica e
climatica, o Brasil abriga sete biomas (Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Costeiros, Pantanal,
Mata Atlantica e Campos Sulinos), sendo estes portadores de diversas espécies de
animais, vegetais e microrganismos, com destaque para os fungos. No entanto, apenas
10% das espécies que possuimos sdo conhecidas. A insuficiéncia de conhecimento
cientifico de varios aspectos importantes da biota brasileira, contrastando com a perda
acelerada de habitats e com outras mudangas ambientais globais, é particularmente
preocupante.

Como extensao do conhecimento da biodiversidade, ha uma crescente demanda para o
desenvolvimento de produtos e a valorizagdo de servicos ambientais. Neste contexto, os
resultados esperados para este projeto vém de encontro inicialmente com a necessidade e
importancia de novas estratégias que potencializem e ampliem os estudos sobre a biota
brasileira, neste caso por intermédio da identificagdo de novos e promissores
microrganismos produtores de enzimas do sistema hemicelulolitico, celulolitico e
ligninolitico, através de pesquisas de prospecgao de bioprodutos a partir de espécies
coletadas como fonte potencial de substancias de interesse econémico para a exploragao
sustentavel. Além disso, no sentido de integracdo da rede, objetiva-se ainda ampliar e
consolidar um banco de dados, incluindo a descricdo de metodologias, protocolos, coletas e
colegdes.

Como complemento, outra contribuicdo cientifica e de inovacdo que esta proposta
apresenta esta relacionado a utilizagdo de residuos ricos em materiais lignoceluldsicos que
sdo amplamente produzidos pela atividade agricola e industrial, e que acabam acarretando
um grande problema ambiental, visto que grande parte desses residuos gerados nao €&
aproveitada, sendo transformados em poluentes do meio ambiente. Assim, a utilizacdo




desses residuos, seja através de alternativas viaveis de pré-tratamentos/tratamentos fisico-
quimicos para que as diferentes fragdes lignoceluldsicas disponibilizadas sejam utilizadas
como um substrato mais eficiente e viavel na expressdo e producdo das enzimas de
interesse torna-se uma solugdo vantajosa, auxiliando na ampliagdo do conhecimento e
entendimento sobre a biodiversidade brasileira e melhorando a capacidade preditiva de
respostas as mudangas globais, como a busca de inovagbes em processos produtivos
sustentaveis.

Portanto, no campo soécio-econémico, este projeto pretende auxiliar no
desenvolvimento de alternativas para melhor uso dos recursos ambientais, por intermédio
da utilizagdo de residuos como agentes de bioprospecgdo, bem como uma melhor
caracterizacao dos residuos e das técnicas de extragcdo e separagao de suas fracoes.
Neste sentido, a coleta e isolamento de microrganismos, visando estudos relacionados a
identificacdo de melhores produtores de enzimas do sistema hemicelulolitico, celulolitico e
ligninolitico, por intermédio de matérias-primas oriundas de residuos agricolas ou agro-
industriais, como a casca e a fibra de coco ou residuos da produgao de milho, juntamente
com a necessidade de novos processos de inovagao para a obtengao de enzimas, de forma
conjunta indicarao um provavel e promissor processo de utilizacdo para fins industriais.
Com esta comprovagao alcangada nos resultados, o objetivo estaria cumprido, contribuindo
na diminuigdo das lacunas de conhecimento ainda existentes sobre o conhecimento da
biodiversidade dos biomas brasileiros.

Além disso, cabe-se destacar que nos ultimos anos, dado a grandeza da biodiversidade
brasileira, varias pesquisas e levantamentos sobre a biota foram conduzidos, causando um
ganho de competéncia cientifica relacionado a valorizagdo e conservagdo dos recursos
naturais. Entretanto, o uso de agro-residuos, in natura ou pos-tratamentos fisico-quimicos,
como agentes de bioprospecgdo de enzimas hemiceluloliticas, celuloliticas e ligninolitica
em fungos coletados nestas varias regides, poderia ser uma alternativa promissora ao
melhoramento de processos ou a obtengéo de produtos de maior valor agregado.

Demais objetivos a serem alcangados junto a Rede com a presente proposta esta
relacionado a maior formagao de recursos humanos, educagdo ambiental e divulgagcado do
conhecimento cientifico, bem como valorizacdo e a conservagao dos recursos naturais,
com énfase na questdo ambiental, destacando a biodiversidade como um patrimbnio
nacional estratégico dentro de um contexto regional, nacional e internacional, o que
certamente podera ser obtido com a integragdo com os outros projetos de pesquisa
relacionados a Rede, fornecendo novas perspectivas e oportunidades para a biodiversidade
brasileira.

1.7 Disponibilidade efetiva de infra-estrutura e de apoio técnico para o desenvolvimento do projeto:

INFRA-ESTRUTURA UNIOESTE, Campus de Cascavel, PR: O Laboratério de
Bioquimica da UNIOESTE de Campus de Cascavel conta com o espaco fisico que
compreende com salas conforme especificado abaixo. Estas salas com excecdo das salas
de docentes apresentam instalagcdo de gas, luz, agua, pias e bancadas, ainda um
Laboratério de Proteoma; dois Laboratérios com bancadas e equipamentos especificos
para pesquisa (70 m2) e um Laboratério de Bioensaio especifico para pesquisa com
certificado de qualidade em Biosseguranga NB1 e NB2 com CQB-1162/02. O Laboratério
de Bioquimica € dotado de bancada e possui os seguintes equipamentos: Aparelhos de ar
condicionado; Agitador de tubos tipo Vértex, Agitador magnético com aquecimento,
Autoclaves Verticais, Aparelho de micro-ondas, Balancas eletrdnicas semi- analiticas,




Balanga eletronica de precisao, Banhos Maria soroldgicos, Banhos Maria ferventes Fisaton,
Bombas de Vacuo, Capela de Fluxo Laminar, Capela para exaustdo de substancias
volateis, Centrifuga clinica de mesa, Centrifuga Refrigerada marca Eppendorf, modelo
5810, Microcentrifuga de mesa marca Eppendorf, Computadores, Deionizador de agua,
Destilador de agua, Destilador de proteinas, Espectrofotdmetro digital Metrolab, Estufas
bacterioldgicas, Estufas para secagem e esterilizagdo de material, Evaporador rotativo
Fisaton Mod. 802, Fontes para eletroforese, Freezers -20°C, Geladeiras, Incubador tipo
shaker com regulagem de temperatura, Sistemas para eletroforese, Medidor de pH,
Sistema de fotodocumentagdo com luz ultra violeta, Termociclador marca Eppendorf,
Plataforma completa para eletroforese bidimensional. APOIO TECNICO: 01 — Técnico de
nivel médio com dedicacao de 15 horas /semanais.

11.8 Outras consideragoes:

11.9 Principais referéncias bibliograficas:

Betini, J.H.A.; Michelin, M.; Peixoto-Nogueira, S.C.; Jorge, J.A.; Terenzi, H.F.; Polizeli,
M.L.T.M. Xylanases from Aspergillus niger, Aspergillus niveus and Asperqillus
ochraceus produced by solid-state fermentation and their application in cellulose pulp
bleaching. Bioprocess Biosyst. Eng., v. 32, p. 819-824, 2009.

Blakeney, A.; Harria, P.; Henry, R.; Stones, B. A simple and rapid preparation of alditol
acetate for monosaccharides analysis. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 113, p. 291-
299, 1983.

Bononi, V.L.R. Zigomicetos, basidiomicetos e deuteromicetos-no¢des basicas de taxonomia
e aplicagdes biotecnoldgicas. Sdo Paulo: Instituto de Botanica, 1999, 181 p..

Bradford M.M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities of
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem., v. 72, p. 248-254,
1982.

Castellani, A. Maintenance and cultivation of common pathogenic fungi in distilled water.
Further Researches. J. Trop. Med. Hyg., v.42, p. 181-184, 1967.

CHURMS, M.F. Handbook of Chromatography Carbohydrates, v. |. Florida, C. R.C. Press, 1982,

272 p.

Domsch, K.H.; Gams, W; Anderson, T.H. Compendium of soil fungi. New York: Academic
Press, 1980.

Dubois, M.; Gilles, K.A.; Hamilton, J.K.; Rebers,P. A.; Smith, F. Colorimetric method for
determination of sugar and related substances. Anal. Chem., Washington, v. 28, p.
350-356, 1956.

Emerson, R. An experimental study of the life cycles and taxonomy of Allomyces. Lloydia,
V.4, p. 77-144, 1941.

Filisetti-Cozzi, T.M.C.C.; Carpita, N.C. Measurement of uronic acids without interference
from neutral sugars. Anal. Biochem., v. 197, p. 157-162, 1991.

Gorin, P. A.; Lacomini, M. Polysaccharides of the lichens Cetraria islandica and Ramalina
usnea. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 128, p. 119-132, 1984.

Guimarées, L.H.S.; Peixoto-Nogueira, S.C.; Michelin, M.; Rizzatti, A.C.S.; Sandrim, V.C;
Zanoelo, F.F.; Aquino, A.C.M.M.; Barbosa Junior, A.; Polizeli, M.L.T.M. Screening of
filamentous fungi with potential of production of enzyme with biotechnological
applications. Braz. J. Microbiol., v. 37, p. 474-480, 2006.




Hankin, L.; Anagnostakis, S. G. The use of solid media for detection of enzyme production
by fungi. Mycol., v.67, p.597-607, 1975.

Kersters-Hilderson, H. B-D-xylosidase from Bacillus pumilus. Meth. Enzymol., v. 83, p. 631-
639, 1982.

Lenartovicz, V.; Souza, C.G..M.; Moreira, F.G.; Peralta, R.M. Temperature and carbon
source affect the production and secretion of a thermostable beta-xylosidase by
Aspergillus fumigatus. Process Biochem., v. 38, p. 1775-1780, 2003.

Miller, G. H. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar. Anal.
Chem., v. 31, p. 426-428, 1959.

Neirotii, E.; Azevedo, I.L. Técnicas semiquantitativas de avaliacdo de producdo de celulase
em Humicola sp. Revista de Microbiologia, v. 19, p. 78-81, 1988.

O’Donnell, K.L. Zygomycetes in culture. Palfrey Contributions in Botany. N°. 2.

Peixoto-Nogueira, S.C.; Michelin, M.; Betini, J.H.A.; Jorge, J.A.; Terenzi, H.F.; Polizeli,
M.L.T.M. Production of xylanase by Aspergilli using alternative carbon sources.
Application of the crude extract on cellulose pulp biobleaching. J. Ind. Microbiol.
Biotechnol., v. 36, p. 149-155, 2009.

Polizeli, M.L, Rizzatti A.C, Monti, R.; Terenzi, H.F., Jorge, J.A, Amorin, D.S.. Xylanases from
fungi: properties and industrial applications. Review. Appl. Microbiol. Biotechnol., p.
67, v. 577-591, 2005.

Polizeli, M.L.T.M. Properties and Commercial Applications of Xylanases from Fungi. In: Rai,
M. (Ed.). Fungal Biotecnology. New Delhi: I.K. International, 2009. 507 p.

Ryvarden, L. Genera of Polypores. Nomenclature and Taxonomy. Fungiflora, Oslo, 1991,
363 p.

Ryvarden, L. New and noteworthy polypores from Tropical America. Mycotaxon, v. 28, p.
525-542, 1987.

Samson, R. A.; Hoeskstra, E.S.; Frisvad, J.C. Introduction to food and airborne fungi.
6th ed., Baarn: CBS, 2000. 389 p.

Schipper, M.A.A. On Mucor mucedo, Mucor flavus and related species. Stud. Mycol., v. 10,
p. 1-33, 1975.

Schipper, M.A.A. On certain species of Mucor with a key to all accepted species. Stud.
Mycol., v. 17, p. 1-52, 1978.

Tansey, M. R.; Jack, M.A. Thermophilic fungi in sun-heated soils. Mycologia, v. 68, p.
1061-1075, 1976.

Taylor, J.B. Biochemical tests for identification of mycelial cultures of basidiomycetes. Ann.
Appl. Biol., v.78, |. 2, p. 113-123, 1974.

Vogel, H.F. Distribution of lysine pathways among fungi: evolutionary implications. Am. Nat.,
v. 98, p. 435-446, 1964.

Wolfrom, M. L.; Thompson, A. Acetylation. In: Whistler, R. L.; Wolfrom, M. L. (Ed.). Meth.
Carbohydr. Chem., New York: Academic Press, v.2, p. 211-215, 1963.

Zycha, H., Siepmann, R., Linnemann, G. Mucorales. J. Cramer, Lehre. 1969.

Resultados esperados da Rede:

- Formacédo de uma Rede Nacional de Pesquisa de Prospecgdo de Fungos Filamentosos
produtores de celulases, xilanases e ligninases, visando a aplicagdo em Biorefinaria;

- Considerando que se trata de uma proposta multidisciplinar e inter-institucional, espera-se
que como resultado da Rede haja apoio cientifico integrado baseando-se no potencial
cientifico de cada membro integrante. O grupo apresenta microbiologistas, bidlogos,
bioquimicos, biologistas moleculares, agrébnomo, fisiologista e engenheiros quimicos;




- Devido a abrangéncia inter-regional, sera realizada uma catalogacéo dos fungos isolados
dos diferentes biomas, correlacionando dados morfoldgicos e locais geo-referenciados;

- Descobrir novas exoglucanases provenientes de amostras ambientais que sejam termo-
estaveis e eficientes em pHs acidos (pH 4-5)

- Formagao de Recursos Humanos em diferentes graus académicos: Iniciagdo Cientifica,
Especializagdo, Mestrados, Doutorados e Pds-Doutorados;

- Difusdo de conhecimento com divulgacdo dos Resultados obtidos em simpodsios,
palestras, conferéncias e congressos em nivel nacional e internacional.

- Conscientizacao sobre a biodiversidade;

- Difusdo de conhecimento através da divulgagcdo dos resultados obtidos em periddicos
especializados indexados e com circulagao internacional;

- Desenvolver atividades académicas junto as redes de ensino médio e fundamental, como
parte integrante das atividades de estagio supervisionado de discentes do curso de
licenciatura em Ciéncias Bioldgicas, FEIS, UNESP;

- Formagao de colegbes de fungos filamentosos que possam ser disponibilizados para
outros estudos, como por exemplo, formacgao e liberagao de pigmentos para industria de
alimentos e cosméticos, ou estudo de metabdlitos secundarios, com vistas a descoberta
de novos farmacos;

- Com os resultados desta proposta, espera-se contribuir com a ampliagdo e consolidagao
de competéncias cientificas e tecnoldgicas nacionais em estudos da biodiversidade de
fungos filamentosos com interesse econdmico.

- 1.3 Principais contribui¢ées cientificas e/ou tecnolégicas da proposta:

- Trabalhos publicados em periddicos indexados e de circulagao internacional;

- Divulgacao dos resultados em reunides cientificas e/ou tecnoldgicas;

- Orientagao de monografias, trabalhos de Concluséo de Curso, Estagios Supervisionados,
Mestrados e Doutorados. Supervisdo de Pos-doutorados;

- Propdéem-se reunides cientificas internas anuais com apresentagdo dos resultados
obtidos, possibilitando:

- fluxo de informacdes;

- criar condi¢des para facilitar a associagao e colaboragao entre os membros da rede,

- agregar esforgos,

- compartilhar metodologias, visando a inovagédo e o desenvolvimento de novos
conhecimentos cientificos e biotecnoldgicos;

- As reunides internas também visam ampliar a capacidade de realizacao de trabalhos
conjuntos baseados em interesses convergentes e projetos comuns entre grupos
consolidados e grupos oriundos de regides menos favorecidas, onde a
biodiversidade é abundante, mas ainda pouco explorada.

1.4 Atividades de formacgao de recursos humanos, académica e técnica:

- Considerando que todos os membros que agregam a Rede Nacional de Fungos
Filamentosos séo integrantes de Instituto de Pesquisa e/ou docentes vinculados a
Universidades Estaduais ou Federais, ja ha uma estrita relagdo da equipe com a
formacdo de recursos humanos nos distintos graus académicos. A maioria dos
pesquisadores supervisiona alunos em estagio Pds-doutoral e/ou orienta teses de
doutorados e dissertagdes de mestrados académicos.

- Todos os membros da equipe orientam trabalhos de Iniciagdo Cientifica, Monografias e/ou
estagios supervisionados para Conclusao de Curso de Graduagao.




- A formacéo de técnicos especializados também é uma realidade para alguns membros da
equipe, com bolsas de Treinamento Técnico, financiadas por alguns orgaos
subvencionadores.

Como atividades:

- pretende-se durante a vigéncia da Rede oferecer Cursos de extensdo ou palestras
voltadas para a Biodiversidade de fungos filamentosos com interesse econémico;

- disciplinas de Pos-graduacao de interesse coletivo voltadas para o tema proposto;

- estagios inter-laboratoriais de alunos e docentes envolvendo os membros da rede;

- visita/estagio de docentes e alunos de doutorado e Pds-doutorado em laboratérios
estrangeiros, dada parcerias ja consolidadas.

.5 Estratégias de divulgacao cientifica/leducagdao ambiental, entendida como um
conjunto de agées para atingir de modo adequado o publico beneficiario, com
envolvimento de equipe interdisciplinar desde o inicio da pesquisa:

- A divulgacéao cientifica/educagdo ambiental sera realizada através da formagcao de uma
Home Page, com informacdes dos objetivos da Rede, membros constituintes, projetos
apresentados, atividades em destaque, publicagdes recentes, link importantes, etc.
Informes e comunicados serao passados para os membros da Rede por correio eletrdnico
préprio (formado pela coordenadora para atendimento da equipe).

- Palestras e conferéncias divulgando o papel da Rede frente a comunidade cientifica seréo
realizadas periodicamente.

- Divulgacao da Rede para atingir o publico beneficiario sera realizada também através de
entrevistas a jornais, revistas especializadas e entrevistas a televisao.




