UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE ENSINO E POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE BOLSAS DE INICIACAO CIENTIFICA

SELECAO DE LEVEDURAS HABEIS EM METABOLIZAR HIDROLISADO

HEMICELULOSICO DE MADEIRA ASSOCIADAS A BESOUROS XILOFAGOS

Bolsista: Verena Makarem Soares, FAPEAM.

MANAUS

2013



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE ENSINO E POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA

PROGRAMA INSTITUCIONAL DE BOLSAS DE INICIACAO CIENTIFICA

SELECAO DE LEVEDURAS HABEIS EM METABOLIZAR HIDROLISADO

HEMICELULOSICO DE MADEIRA ASSOCIADAS A BESOUROS XILOFAGOS

RELATORIO PARCIAL

P1B-B/0014/2012

Bolsista: Verena Makarem Soares, FAPEAM.

Orientador: Prof. Msc. Italo Thiago Silveira Rocha Matos

MANAUS

2013



Sumario

LISTADE FIGURAS ... 4
INTRODUGAOQ .......ooocvveoesieoescseesessiesssssss s 5
MATERIAL E METODOS...........oommerevveereeeeessiesesesesssssssseessssssssesssssssssesssssssssssssssssesneenes 6
RESULTADOS E DISCUSSAD .....occvvoieiiieeiisisessisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssenns 9
CONCLUSOES........ovooceveceesssesssisssss s sss s 12

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 13



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Curva padrdo para célculo da
concentracdo de acUcares redutores totais
(ART).

Figura 2: Exemplar de Veturius transversus,
Figura 3: Intestino de V. transversus
dissecado.

Figura 4: Tabela de qualidade das
sequéncias, evidenciando que somente uma

destas apresentou qualidade para
identificacdo taxondmica.



INTRODUCAO

Leveduras sdo microrganismos integrantes do reino Fungi, distribuidos entre os
filos Ascomycota, Basidiomycota e no filo-forma Deuteromycota (Alexopoulos et al.,
1996). Caracterizam-se por serem predominantemente unicelulares, realizando
reproducdo assexuada por brotamento, com ocorréncia de dimorfismo em algumas
espécies. Alguns fungos filamentosos, quando submetidos a escassez de O. e
abundancia de CO2, podem crescer com forma levedurdide. Apresentam habito
cosmopolita, sendo capazes de colonizar os mais diversos habitats, crescendo em
condigdo comensal, parasita ou inquilina de outros organismos como plantas e animais.
Vaérias espécies apresentam aplicaces industriais, sendo a maioria destas pertencentes
ao subfilo Saccharomycotina (Stajich et al., 2009).

Entre as aplicacOes biotecnoldgicas de leveduras, a fermentagdo alcodlica € a
mais disseminada, sendo empregada pela humanidade desde os tempos mais remotos,
na panificacdo e producdo de cerveja (Demain e Solomon, 1981). Estes processos
baseiam-se na utilizacdo de hexoses pela via glicolitica para a producdo de etanol e
diéxido de carbono. Face ao limitado nimero de espécies capazes de fermentar os
acucares resultantes da hidrélise de hemicelulose (Hahn-Hégerdal et al., 2007), a busca
por novas espécies/linhagens microbianas selvagens dotadas desta habilidade é um
importante passo.

Besouros sdo animais da ordem Coleoptera (Insecta, Artropoda, Metazoa).
Segundo Lelej e Storozhenko (2010), esta € a ordem mais diversa dentro da classe

Insectae, composta por pelo menos 400.000 especies atualmente descritas. A associagdo



endossimbionte entre besouros e microrganismos foi decisiva na evolugéo destes, sendo
indispensavel para manutencdo da vida. Estes invertebrados contam com 0s
microrganismos para varias funces metabolicas, incluindo sintese de aminoéacidos,
vitaminas, lipidios, esteroides, feromonios, degradacdo de polimeros nutricionais e
detoxificacdo de compostos inibitorios (Suh et al., 2003). Breznak (1982) afirmou que o
estudo de microrganismos associados a insetos xil6fagos forneceria novas ferramentas
na bioconversdo anaerobia de madeira a combustiveis e outros produtos quimicos de
valor agregado.

Mais recentemente, Blackwell et al. (2004) mencionaram que a associagao entre
besouros xilofagos e leveduras fermentadoras de D-xilose implica em beneficio aos
besouros no que diz respeito ao sucesso na assimilacdo dos nutrientes presentes na
biomassa lignocelulésica. Segundo Suh et al. (2005), o intestino de besouros xil6fagos é
uma fonte hiperdiversa de novas espécies de leveduras. Em se tratando de espécies

amazonicas, tal diversidade segue inexplorada.

MATERIAL E METODOS

O hidrolisado hemicelulésico foi obtido a partir de bagaco de cana de agucar
coletado na Usina Jayoro, localizada no municipio de Presidente Figueiredo-AM. A
hidrélise acida foi conduzida conforme a metodologia descrita por Silva et al. (2011),
com modificac¢Bes. Os residuos foram triturados (particula <2,0 mm) e desidratados em
estufa até obtencdo de peso constante. Em seguida, 0 mesmo foi imerso em solugéo de

acido sulfurico (3% v/v), com razéo solido:liquido de 1:5, isto €, 100 g de residuo para



500 mL de acido sulfarico. A mistura permaneceu por 24 h a temperatura ambiente,
sendo autoclavada em seguida a 121 °C por 40 minutos. O material foi prensado para
separacdo das fases solida e liquida, sendo esta ultima neutralizada pela adicdo de
hidroxido de calcio e, em seguida, filtrada a vacuo.

A concentragdo de acucares redutores totais (ART) do hidrolisado
hemicelul6sico foi determinada pelo método Acido 3, 5 - Dinitro-Salicilico (DNS),
conforme descrito por Zhao et al.(2008). Foram adicionados 200 uL da amostra (diluida
100x) a 300 pL de DNS, submetendo a fervura por 5 minutos. Em seguida foram
adicionados 1600 pL de 4gua destilada. A absorbancia da solugdo foi analisada em
espectrofotdbmetro a 540 nm, determinando-se a concentracdo de ART (g/L) conforme

curva padréo (figura 1).
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Figura 1: Curva padrdo para calculo da concentracdo de acUcares redutores
totais (ART).

Foram coletados 15 besouros no campus da UFAM, municipio de Manaus, em

galerias produzidas por estes nas regides de cortex, e subcortex de troncos de arvores



em decomposicdo, conforme metodologia descrita por Bihrnheim e Aguiar (1991). Um
exemplar foi preservado e identificado por um especialista.

Para isolamento das leveduras, foi usada a metodologia descrita por Matos
(2010). O tubo digestorio dos besouros foi dissecado, fragmentado e inoculado em meio
de isolamento composto de hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana de agucar
(ART = 10 g/L) e Yeast Nitrogen Base (YNB, 6,7 g/L), mantido a 28 °C por 24 horas.
Uma aliquota de 100 uL foi inoculada em placas de Petri contendo meio de isolamento
adicionado de Agar (15 g/L), incubados a 28 °C por até 72 horas.

As placas foram avaliadas a cada 24 horas para reconhecimento das coldnias de
leveduras. As mesmas foram repicadas para placas contendo Agar Sabouraud (peptona
10 g/L; glicose 40 g/L, pH 5,0), incubadas a 28 °C por 72 horas. Obteve-se a cultura
pura e o isolado esta sendo mantido preservado pelo método Castellani.

Para determinacdo da habilidade dos isolados em assimilar fontes de carbono e
nitrogénio (perfil bioquimico), foi utilizado o kit ID 32 C da Biomerieux ®. As
leveduras forma suspensas em solucdo aquosa de NaCl 0,9% esterilizada a turbidez
nivel 2 na escala MacFarland. Em seguida, 250 pL desta solucdo foram inoculados no
meio API C, inoculando-se 135uL deste meio em cada poco do kit, conforme figura 2.
O perfil bioquimico das leveduras foi definido pela observacdo do crescimento em cada
poco ap6s 48h. Os resultados foram plotados no aplicativo ApiWeb®
(https://apiweb.biomerieux.com/servlet/Authenticate?action=prepareLogin) para
identificacdo taxondmica por similaridade com o banco de dados da Biomerieux ®.

A identificacdo taxondmica por métodos moleculares foi executada usando a
sequéncia da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA gendmico. O DNA foi

amplificado utilizando os primer’s ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG-3’) e



ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’), com 25uL de volume final de reacéo
composta de MgCl> 50 mM (1,25 uL), tampdo 10x (2,5 pL), DNTP’s (2,5 pL), primer’s
(1,0 uL de cada), Taq Polimerase (0,3 uL), DNA (~25 ng) e agua ultrapura filtrada
(asp).

O termociclo utilizado foi composto de uma etapa de desnaturacdo inicial de 2
minutos a 95 °C, seguido por 35 ciclos com desnaturacédo a 94 °C (40 s), anelamento dos
primer’s a 58 °C (1 min) e elongagdao a 72 °C (2 min). A seguir, a etapa de elongagao
final a 72 °C por 2 minutos e interrupcdo da reacdo mantendo o sistema a 4 °C e
posterior preservacgao por congelamento.

Para obtencdo das sequéncias gendémicas, os produtos de amplificacdo foram
submetidos a reacdo de sequenciamento por terminacdo de cadeia utilizando o Kit
BigDye (Aplied Biosciences®). As sequéncias obtidas foram submetidas a alinhamento
com as sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank utilizando a ferramenta
BLAST, no portal do National Center for Biotechnology Information (NCBI -

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 15 besouros coletados foram identificados pela Profa. Dra. Nair Otaviano
Aguiar, curadora da colecdo entomoldgica da UFAM, como exemplares da espécie
Veturius transversus (Insecta, Coleoptera, Passalidae) (figura 3). Cinco exemplares
tiveram os tubos digestorios dissecados (figura 4) e usados para obtencdo de col6nias de

leveduras. Dois exemplares se encontram preservados intactos em etanol a 70%,



depositados no acervo da colecdao entomolégica Prof. Paulo Biihrnheim (UFAM). Os
demais tiveram o tubo digestério preservado a — 80 °C para serem utilizados em projetos

posteriores.

Figura 2: Exemplar de Veturius transversus, tamanho aproximado: 5 cm.

Figura 4: Intestino de V. transversus dissecado.

Um total de vinte col6nias de leveduras foram isoladas e mantidas preservadas

pelo método Castellani. A identificacdo taxondmica destas é descrita na tabela 1.



Tabela 1: Espécies identificadas segundo perfil bioguimico, considerando similaridade
com banco de dados ApiWeb ® (Biomerieux).

Identificacéo NuUmero de colnias | Identidade / similaridade (%)
isoladas

Cryptococcus humicola 4 98,4% / 99,2% / 99,5% / 99,7%
Cryptococcus curvatus 1 -
Debaryomyces etchelllsii 1 79,1%
Candida membranifaciens 2 -
Candida parapsilosis 2 83,1%
Candida tropicalis 2 53,6%
Candida intermedia 1 45,9%
Candida famata 1 -
Candida sake 3 98,4% / 99% / 99,5%
Geotrichum capitatum 2 97,7%
Debaryomyces polymorphus 1 90,5%

A identificacio molecular foi efetuada somente para alguns isolados,
considerando a baixa qualidade das sequéncias obtidas, conforme analise da qualidade
destas efetuada no software Phred ® (http://www.biomol.unb.br/phph/index.html),
apresentado na figura 5.
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Figura 4: Tabela de qualidade das sequéncias, evidenciando que somente uma destas
apresentou qualidade para identificacdo taxondmica.

Entre os isolados, o género Candida foi o mais frequente durante a identificacdo
das coldnias, representando 55% dos isolados. Este fato deve-se provavelmente ao



grande nimero de espécies cuja fase assexuada (anamorfo) é identificada dentro do
género Candida.

Leveduras do género Cryptococcus sdo descritas comumente como causadoras
de doencas em pacientes imunodeprimidos (Huffnagle e Noverr, 2013), embora sejam
reportadas com potencial biotecnoldgico na producdo de biodiesel tendo em vista a
capacidade de acumular 6leos em sua biomassa, sendo referidas como leveduras
oleaginosas (Ageitos et al., 2011).

Os isolados identificados como Geotrichum capitatum apresentaram sequéncia
da regido ITS com 98% de similaridade com Geotrichum sp., isolado em 2010
associados a Scarabaeidae xiléfagos da Costa Rica por Jimenez et al. (GenBank:
GU827487.1, 2010).

O género Debaryomyces é amplamente conhecido por seu potencial
biotecnoldgico na acumulacdo de lipideos em sua biomassa, podendo ser utilizado na
producdo de biodiesel. Além disso, algumas espécies dentro deste género sdao habeis em

produzir xilitol a partir de xilose (Johnson, 2013).

CONCLUSOES

A microbiota associada ao intestino de Veturius transversus (Passalidae)
apresenta nimero razoavel de espécies de leveduras, sendo obtido em uma Unica coleta
pelo menos 11 perfis bioquimicos distintos.

O espécime identificado como membro do género Geotrichum é similar a outro
isolado em associacdo a besouros xiléfagos, o que pode indicar um habitat comum a
este género.

Pelo menos 9 dos 20 isolados apresenta potencial na acumulacao de lipideos, o
que pode indicar que a associacdo a leveduras oleaginosas seja um padrdo comum nesta
espécie de besouro.

Novos esforcos devem ser empregados no intuito de elucidar a diversidade e

riqueza da microbiota associada a Veturius transversus.
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