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RESUMO GERAL

SILVA, Anna Sofya Vanessa Silvério da Silva. Identificacdo e potencial degradativo de
fungos lignoceluloliticos associados as podridoes branca e parda. 2018. 70p. Dissertagdo
(Mestrado em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

O Brasil ¢ um dos principais paises produtores de madeira tropical no mundo, com destaque
ao setor madeireiro da Amazonia, cuja atividade de exploracdo madeireira ¢ intensa. O
Laboratério de Produtos Florestais (LPF), entre as suas linhas de atuacdo, busca identificar e
caracterizar tecnologicamente as madeiras dos diversos biomas brasileiros, conferindo-lhes a
possibilidade de novos usos. Através da area de Biodegradagcdo e Preservacdo, mantém a
Colecao de fungos xilofagos como fonte de recursos bioldgicos vidveis ao desenvolvimento
de suas pesquisas, especialmente para os testes de durabilidade natural da madeira (TDN).
Essa ¢ uma propriedade inerente a cada espécie madeireira que determina, em grande parte, a
sua utilizacdo, principalmente, em condi¢des tropicais. Entre as principais causas de sua
biodeterioracdo estdo os fungos causadores de podridao, que podem degradar a madeira da
arvore viva ou pés-colheita. Esses fungos sdo lignoceluloliticos, estando em sua maior parte
classificados no filo Basidiomycota, onde sdo encontradas as espécies mais eficientes na
degradacdo da biomassa lenhosa, que sdo essenciais ao ciclo global do carbono. Este trabalho
apresentou o objetivo geral de identificar e caracterizar os isolados pertencentes a Colegdo de
fungos xiléfagos do LPF associados as podridoes branca e parda, e como objetivos
especificos: confirmar a identidade dos isolados por meio de caracterizagdo molecular;
realizar triagem dos isolados com maior atividade enzimética; realizar ensaios enzimaticos
para producdo e caracterizagcdo de enzimas; realizar ensaios colorimétricos para obtencao de
suas curvas de crescimento; e avaliar o potencial biodegradativo dos isolados por meio de
ensaio de apodrecimento acelerado. Os isolados foram submetidos a técnica de purificagdo
monohifal para, em seguida, serem utilizados nos testes. A identificagdo molecular final foi
obtida por andlises filogenéticas através do método de maxima verossimilhanga. A
caracterizacdo enzimatica foi realizada por meio de testes para CMCases, xilanases, FPases e
lacases com os sobrenadantes de cada isolado, em dez dias de cultivo, sob agitacdo a 120 rpm
e 28 °C, em meio minimo com serragem de Swartzia psilonema como fonte lignocelulosica.
As curvas de crescimento foram determinadas por método indireto de quantificagdo de
proteina intracelular. As andlises moleculares permitiram gerar uma arvore filogenética para a
classe Agaricomycetes, posicionando os isolados em clados segundo as suas respectivas
ordens. A caracterizacdo enzimatica resultou na obtencdo de curvas de atividades especificas,
para as quais o isolado Trametes versicolor apresentou os maiores valores de atividade. O
isolado da ordem Auriculariales indeterminado apresentou a maior taxa de crescimento, em
detrimento dos menores valores de atividade enzimdtica observados. O ensaio de
apodrecimento acelerado contribuiu para atestar o potencial biodegradativo de seis isolados,
sendo que as maiores perdas de massa em S. psilonema foram registradas nos ensaios com
Gloeophyllum trabeum e o isolado da ordem Polyporales indeterminado. Os resultados
obtidos permitiram a autenticagdo parcial da colecdo e a sugestdo de novos mecanismos para
0 seu gerenciamento, com mudangas nos atuais métodos de preservagdo empregados. Os
resultados ainda corroboraram a caracterizagdo tecnoldgica pioneira quanto a durabilidade
natural da madeira de S. psilonema.

Palavras-chave: madeira, micoteca, biodegradacgdo, caracterizagdo, durabilidade natural.

Orientador - Dr. Helson Mario Martins do Vale - Universidade de Brasilia
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GENERAL ABSTRACT

SILVA, Anna Sofya Vanessa Silvério da Silva. Identification and degradation potential of
lignocellulolytic fungi associated with white and brown rot. 2018. 70p. Dissertation
(Master in Plant Phatology) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Brazil is one of the main tropical timber producing countries in the world, with emphasis on
the timber industry in the Amazon, whose logging activity is intense. The Forest Products
Laboratory (LPF), among its lines of action, seeks to identify and technologically characterize
the wood of the various Brazilian biomes, granting them the possibility of new uses. Through
the area of Biodegradation and Preservation, it maintains the Collection of xylophagous fungi
as a source of viable biological resources for the development of their researches, especially
for the tests of natural durability of wood (TDN). This is an inherent property of each species
of wood which largely determines its use, mainly in tropical conditions. Among the main
causes of its biodeterioration are rotting fungi, which can degrade living or post-harvest tree
wood. These fungi are lignocellulolytic, being mostly classified in the phylum Basidiomycota,
where the most efficient species are found in the degradation of the woody biomass, which
are essential to the global carbon cycle. This work presented the general objective of
identifying and characterizing the isolates belonging to the LPF xylophagous fungi associated
to white and brown rot, and specific objectives: to confirm the identity of the isolates by
means of molecular characterization; screening of isolates with higher enzymatic activity;
performing enzymatic assays for the production and characterization of enzymes; to perform
colorimetric assays to obtain their growth curves; and to evaluate the biodegradable potential
of the isolates by means of the accelerated rotting test. The isolates were submitted to the
monohifal purification technique and then used in the tests. The final molecular identification
was obtained by phylogenetic analysis using the maximum likelihood method. The enzymatic
characterization was performed by means of tests for CMCases, xylanases, FPases and
laccases with the supernatants of each isolate, in ten days of cultivation, under agitation at 120
rpm and 28 °C, in a medium with Swartzia psilonema sawdust as a lignocellulosic source.
Growth curves were determined by indirect method of intracellular protein quantification. The
molecular analyzes allowed to generate a phylogenetic tree for the class Agaricomycetes,
positioning the isolates in clades according to their respective orders. The enzymatic
characterization resulted in the obtaining of curves of specific activities, for which the isolate
Trametes versicolor presented the highest values of activity. The isolate of the order
Auriculariales undetermined showed the highest growth rate, in detriment of the lowest values
of enzymatic activity observed. The accelerated rotting assay contributed to the
biodegradation potential of six isolates, and the highest mass losses in S. psilonema were
recorded in the Gloeophyllum trabeum assays and the indeterminate Polyporales isolate. The
results obtained allowed the partial authentication of the collection and the suggestion of new
mechanisms for its management, with changes in the current preservation methods employed.
The results also corroborated the pioneering technological characterization of the natural
durability of S. psilonema wood.

Key words: wood, fungi collection, biodegradation, characterization, natural durability.
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INTRODUCAO

A madeira ¢ um recurso renovavel de grande valor e importancia ecoldgica,
econdmica e social (ZABEL & MORREL, 1992; SNIF, 2016a). O Brasil possui grande parte
de seu territorio coberto por florestas naturais e plantadas (dos 493,5 milhdes de hectares,
485,8 sdo de florestas nativas e 7,7 milhdes sdo de florestas plantadas), o que o torna a
segunda maior area de florestas do mundo, seguinte a Russia. Neste ambito, encontram-se
refletidos os bens e servicos que os ecossistemas florestais fornecem, tais como fonte de
material genético, alimento, armazenamento de agua em bacias hidrograficas, reservatorios e
aquiferos, protecao de habitats, regulacdo de gases que afetam o clima, fonte de matéria-prima
como madeira, combustiveis ¢ fibras, entre outros (SNIF, 2016b).

A utilizagdo da madeira como material estrutural, combustivel e matéria bruta
industrial (ZABEL & MORREL, 1992) ¢ determinada por dois fatores basicos: sua
durabilidade natural e sua preservagdo. O seu uso ¢ afetado em grande parte por agentes
degradadores, entre os quais, destaca-se a degradagdo biologica, pelas grandes perdas nos
varios tipos de produtos florestais. Os fungos sdo os principais agentes biologicos que
degradam os constituintes da parede celular da madeira, produzindo quebra de sua estrutura.
Como forma de avaliar a resisténcia natural e de madeira tratada, sdo realizados ensaios de
apodrecimento acelerado em laboratorio, que avaliam, principalmente, a perda de massa da
madeira causada por estes organismos (MENDES & ALVES, 2002).

Os fungos que causam podridio podem degradar tanto a madeira da arvore viva,
quanto morta, sendo considerados xiléfagos ou lignoceluloliticos (STANCHEVA et al.,
2009). No filo Basidiomycota, estdo os fungos mais eficientes na decomposicao da biomassa
lenhosa, os quais sdo essenciais ao ciclo global do carbono (HISCOX et al., 2018). Esse filo
compreende 32% de todos os fungos descritos, que sdo importantes sob diversos aspectos
para o setor florestal, agricultura e medicina (RILEY et al., 2014a).

Segundo dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), os 26.000
taxa de Basidiomycota sdo divididos em trés subfilos: Agaricomycotina (~22.000 taxa),
Pucciniomycotina (~2.300 taxa) e Ustilaginomycotina (~1.000 taxa). Entre os
Agarycomicotina estdo os principais fungos decompositores de madeira (RILEY et al,
2014a). Estes fungos produzem enzimas conhecidas pela capacidade de degradar os principais
constituintes da madeira: celulose, hemicelulose e lignina (BASHIR et al., 2015). Este
trabalho tem o objetivo geral de identificar e caracterizar os isolados pertencentes a Colegao

de fungos xilofagos do LPF associados as podriddes branca e parda e como objetivos



especificos: confirmar a identidade dos isolados por meio de caracterizagdo molecular;
realizar triagem dos isolados com maior atividade enzimética; realizar ensaios enzimaticos
para produgdo e caracterizacdo de enzimas; realizar ensaios colorimétricos para obtencao de
suas curvas de crescimento; e avaliar o potencial biodegradativo dos isolados por meio de
ensaio de apodrecimento acelerado utilizando madeiras de reconhecida baixa resisténcia a
degradacdo: Cecropia sp. € Pinus sp.; € a madeira de Swartzia psilonema, com o intuito de

contribuir para sua caracteriza¢do quanto a durabilidade natural.



1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 A producio madeireira e os desafios para a sua conservacio
1.1.1 Panorama florestal do Brasil

O Brasil, reconhecidamente um pais florestal, possui 58% do seu territorio coberto por
florestas naturais e plantadas, cuja produ¢do madeireira sustenta-se através da silvicultura e do
extrativismo vegetal, atividades estas que contribuem com o grande percentual da producao
primaria florestal (FAO - FRA, 2015; IBGE, 2015).

No senso comum, as florestas sdo concebidas por vegetagdo composta,
principalmente, de individuos lenhosos, cujos sinénimos sdo bosque, mata, mato, capoeira,
selva, entre outros. Porém, ao se tratar de uma defini¢cdo cientifica objetiva, necessaria ao
estabelecimento de regulamentos e normas governamentais, nacionais € internacionais, para
os quais ndo pode haver duvidas de interpretacdo, o termo “florestas” pode ser definido com
base em diversos aspectos (SNIF, 2016a).

Segundo a Organizac¢do das Nag¢des Unidas para a Agricultura e Alimentagdo (FAO),
considerando os aspectos de uso e ocupagdo do solo, o conceito de floresta constitui: “drea
medindo mais de 0,5 ha com arvores maiores que 5 m de altura e cobertura de copa superior
a 10%, ou arvores capazes de alcangar estes parametros in situ. Isso ndo exclui terra que
estd predominantemente sob uso agricola ou urbano”.

No ambito das florestas publicas e seus recursos, o governo federal tem adotado os
conceitos relacionados as tipologias vegetais contidas na Avaliacdo Global dos Recursos
Florestais (FRA) da FAO. No contexto dos recursos florestais madeireiros, embora as
florestas nativas ocupem uma area muito maior, representam apenas 9% da producao, oriunda
de areas legalmente manejadas, enquanto as florestas plantadas no pais sdo responsaveis por
91% de toda madeira produzida (IBA, 2015).

Os géneros de arvores Pinus e Eucalyptus apresentam espécies de rapido crescimento
e passaram a ser amplamente cultivados a partir dos anos 60, favorecidos pelos incentivos
fiscais e programas de governo no periodo. Dessa maneira, historicamente, as florestas
plantadas passaram a desempenhar a funcdo de suprir a demanda por produtos florestais,
substituindo, progressivamente, os oriundos da extragdo vegetal de origem nativa (AVILA et
al.,2017).

Considerando o crescimento do setor madeireiro, com a expansdo das plantagdes,

observa-se também um crescente aumento da produtividade, associado a fatores como o
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melhoramento genético, através da selecdo de espécies com caracteristicas relevantes a
produ¢do de madeira, o emprego de tecnologias avangadas para o manejo florestal e a
colheita, e o controle de pragas (DE ARAUJO et al., 2017).

Acrescentam-se ainda as condigdes edafoclimaticas e fundiarias favoraveis,
verticalizagdo do setor e qualidade da mao de obra, fundamentais para a produtividade por
hectare, o que favoreceu, dessa forma, um menor ciclo de colheita frente a outros paises

produtores (ABRAF, 2013).

1.1.2 Producio madeireira e espécies potenciais

A produgdo florestal, retratada em pesquisas anuais como a Produ¢do da Extracdo
Vegetal e da Silvicultura (PEVS) realizada pelo IBGE, pode ser dividida em produtos
madeireiros e ndo madeireiros (SNIF, 2016a). Os produtos madeireiros constituem os
materiais lenhosos de origem vegetal que podem ser beneficiados em produtos duraveis. J& os
ndo madeireiros compreendem os produtos de origem vegetal ndo lenhosos, tais como 6leo,
resina, sementes, cipd, plantas ornamentais, bem como servigos sociais e ambientais. No
ambito da construcdo civil, que inclui, entre outros, os derivados da madeira, poderia ser
considerada uma terceira categoria: as estruturas de madeira (DE ARAUJO et al., 2017;
SNIF, 2016a).

De acordo com a PEVS, os principais produtos madeireiros, cujos dados de quantidade
e valor da producdo referem-se a exploragdo dos recursos vegetais naturais e de macicos
plantados, sdo: carvao vegetal, lenha e madeira em tora, divididos em duas categorias com
base na destinacdo de uso: madeira para combustivel (carvao) e madeira para uso industrial
(producao de serrados, laminados, chapas, celulose, entre outros (IBGE, 2015).

Os segmentos industriais envolvidos na producdo florestal de areas plantadas sdo
prioritariamente representados pelos setores de Celulose e Papel (papéis em geral e
embalagens); Painéis de Madeira Industrializada (MDF, aglomerados, chapas de fibra, OSB,
HDF, laminas); Processamento Mecanico (madeira serrada, vigas, tdbuas, PMVA, pranchas,
ripas, sarrafos, compensados); Madeira Tratada (mourdes, postes, cruzetas, pilares, cercas,
muros, dormentes); Siderurgia a Carvao Vegetal (ferro gusa, ferro liga, aco); e Energia (lenha
industrial, biomassa, pellets) (ABRAF, 2013).

No periodo de 2000 a 2011, paises emergentes como Russia, China e Brasil
apresentaram uma crescente integracdo ao comércio mundial de produtos madeireiros,

enquanto alguns paises tradicionalmente lideres no setor tiveram queda em suas balangas



comerciais, a exemplo do Canadd, cuja exportagdo de produtos florestais apresentou um
decréscimo de 18% no mesmo periodo, associado a queda do mercado imobilidrio norte-
americano e a reducdo das exportacdes para o Japao (KOEBEL et al., 2016). Este registro
corrobora a crescente expansdo da industria brasileira de base florestal que, em 2012,
registrou um crescimento das exportacdes € do consumo interno dos principais produtos
florestais (ABRAF, 2013).

O volume de exportacdo de celulose, proveniente de areas plantadas, tem participado
significativamente para o Produto Interno Bruto (PIB). O ano de 2014 foi expressivo para o
setor, visto que contribuiu com o aumento de 1,7% no PIB, frente ao desempenho de setores
tradicionais como a industria (1,2%), a agropecuaria (0,4%) e o setor de servigos (0,7%). A
receita das exportagdes alcangou US$ 8,49 bilhdes e as importagdes diminuiram 3,1%. Esse
quadro evidenciou a importancia crescente do setor para a economia do pais (IBA, 2015).

Nesse mesmo ano, a producdo madeireira brasileira obteve destaque para papel e
cartdo (13.100.071 ton/R$ 22,8 bilhdes), celulose (11.952.090 ton/R$ 14,2 bilhdes) e painéis
de fibra (8.854.150 m*R$ 5 bilhdes). Em 2015, a madeira em tora para papel e celulose foi o
principal produto, contribuindo com 62,0% do total obtido pela silvicultura, proveniente do
plantio de eucalipto. Em relagdo as exportagdes, o produto madeireiro historicamente mais
exportado foi a celulose que teve a China como principal pais importador, cujo montante de
produtos madeireiros importados do Brasil alcangcaram o valor de US$ 2.059.321.632,
ocupando o segundo lugar da lista dos cinco principais paises importadores: Estados Unidos,
China, Paises Baixos, Itdlia e Argentina (IBGE, 2015; SNIF, 2016a).

Em 2018, o PIB apresentou crescimento de 1,2% no primeiro trimestre, em relagdo ao
mesmo periodo de 2017, favorecido mais uma vez pela produgdo de papel e celulose, entre
outros segmentos (IBGE, 2018).

A silvicultura apresentou area total de 10.023.076 hectares, segundo os dados da
PEVS em 2016, sendo a Regido Sul a principal produtora (3.736.702 hectares); seguida pela
Regido Sudeste (3.363.590 hectares); Regido Centro-Oeste (1.411.549 hectares); Regido
Nordeste (908.832 hectares) e Regido Norte (602.403 hectares). Do total de area plantada no
pais, 75,3% corresponde a eucalipto; 20,7% a pinus; e 4,0% a outras espécies (IBGE, 2016).

A exploracdo dos géneros Pinus e Eucalyptus em regides de florestas plantadas ¢
intensa favorecendo uma diminuicdo da biodiversidade, tornando-as mais suscetiveis a
doengas e pragas florestais quando comparadas as florestas naturais. A industria florestal, com

vistas a aumentar sua oferta de madeira, necessita constantemente encontrar alternativas e,



para isso, busca variedades de espécies arbdreas que possam suprir adequadamente a demanda
(FAO, 2007).

A busca por novas espécies tem por finalidade superar os entraves para a maior
utilizagdo da madeira, portanto, torna-se imprescindivel mais conhecimentos técnicos sobre
essa matéria-prima e o combate eficiente a exploragdo ilegal e depredatéria das florestas
(ZENID, 1997).

No que tange ao tema, inimeras proibi¢des tém sido impostas dentro de um contingente
de politicas publicas que consideram, entre outros fatores, a conservagdo dos recursos
florestais e a avaliacdo de risco ambiental, relevantes na prevencdo de desastres naturais,
como deslizamentos de terra e inundagdes, todos relacionados a extragdo excessiva para fins
comerciais. Contudo, também s3o observados, como resultados destas proibigdes, as
perturbagdes em mercados, as restrigdes nas oportunidades de empregos, as pressdes sobre
comunidades dependentes das florestas e a busca por outras regides de exploracdo madeireira
(FAO, 2007).

Como exemplo de tais regides, no inicio da historia brasileira, ao que se chamou de
primeiro ciclo econdmico do pais, temos a regido litoranea, do Nordeste ao Sul, com a Mata
Atlantica, na qual o pau-brasil (Caesalpinia echinata), espécie de madeira que deu nome a
nossa patria, foi exaustivamente explorada pelos portugueses, no Brasil colonia (CASTRO,
2002). No decorrer da historia, a regido que compreende a chamada Mata das Araucarias,
floresta mista que se estende do Rio Grande do Sul ao sul de Minas Gerais, tornou-se o ber¢o
da industria de base florestal brasileira. Nas duas tipologias florestais, predominou a forte
exploracdo durante décadas da peroba-rosa (Aspidosperma polyneuron) e do pinheiro-do-
parand (Araucaria angustifolia) (ZENID, 1997).

A este periodo de forte pressdo extrativista, que abasteceu a maior parte dos mercados
até¢ o ano de 1970, sucederam a exaustdo destes biomas e a criagdo, por parte do governo, de
projetos para o desenvolvimento da regido Amazodnica. A biodiversidade desta regido, porém,
representou um desafio as empresas de processamento mecanico, em virtude das diferencas
nas caracteristicas anatomicas, quimicas e mecanicas entre as espécies madeireiras e,
inclusive, dentro da espécie. A caracterizacdo tecnoldgica dessas espécies veio a possibilitar,
através de estudos pioneiros e laudos técnicos, a alocacdo em grupos com indicagdes de uso
especificas (ALVES & MENDES, 2002; ZENID, 1997).

A exploragdo madeireira nessa regido no decorrer dos anos passou a ocorrer sob forte

pressdo legal e ambiental por parte de governos e 6rgdos nacionais e internacionais, bem



como da sociedade em geral, e inclui, entre outras, restricdes aos ciclos de colheita, defini¢ao
de limites minimos ao didmetro de corte, preservacdo de arvores e sementes de espécies raras,
protecdo de vegetacdo ribeirinha e da vida selvagem (MACPHERSON et al, 2012).

Corroborando estas limitagdes, estdo as restricdes impostas a importacdo de madeiras
tropicais pelos paises do hemisfério norte, especialmente, os da Europa Ocidental, que
preconizam os principios da sustentabilidade e exploragdo socialmente justa e
economicamente vidvel, dentro de um sistema de certificagdo ambiental. Contudo, a madeira
certificada ainda representa um problema para a industria de base florestal. Desta forma,
preconizam-se requisitos minimos para a comercializagdo do produto, tais como: a
comprovagdo de origem, consequentemente, com autorizagdo do 6rgdo ambiental competente
e o atendimento as restricdes legais impostas ao uso de espécies tradicionais, a exemplos do
ipé (Tabebuia spp.) e do mogno (Swietenia macrophylla), possibilitando substitui-las por
outras espécies sem risco de extingdo e cujas caracteristicas possam atender as demandas de
mercado (JUVENAL & MATTOS, 2002; ZENID, 1997).

Aliado a uma demanda crescente, e considerando a grande diversidade de espécies
florestais nos diferentes biomas do Brasil, ocorre a necessidade de expansdo das areas
legalmente manejadas, ndo apenas como fonte de recursos madeireiros como também de nao
madeireiros, e isso permite, entre outros aspectos, a geracdo de servicos ambientais
imprescindiveis; emprego e renda as comunidades que delas dependem; manejo sustentavel;
destinacdo de usos variados para a madeira; ¢ um maior valor agregado ao produto final
(GARIGLIO et al., 2010).

Iniciativas governamentais retratam este cenario de expansdo, ao considerar outras
regides com grande potencial, que necessitam ser conhecidas quanto aos possiveis usos de
seus recursos. Como exemplo, o Servigo Florestal Brasileiro, 6rgao vinculado ao Ministério
do Meio Ambiente, apoia projetos de manejo sustentavel no bioma Caatinga, que se destaca
pela significativa area de abrangéncia regional e comprovada oferta de recursos florestais
(GARIGLIO, 2015). Porém, para que haja a aceitagdo da madeira desta regido faz-se
necessario a caracterizagdo tecnoldgica, que viabilizard seus usos potenciais, conforme suas
propriedades fisicas e biologicas. Dessa forma, a valorizagdo da Caatinga possibilita diminuir
a pressdo sobre a Amazonia, principal mercado de madeiras nativas no pais. Neste contexto, o
referido 6rgdo tem caracterizado diversas espécies do bioma, entre endémicas e ndo
endémicas, conhecidas pelos nomes populares: chapada (Terminalia fagifolia); coragdo-de-

negro (Machaerium cf. brasiliensis); rama-de-bezerro (Pityrocarpa moniliformis); piquia-



cascudo (A4spidosperma pyrifolium); jacaranda-de-sangue (Swartzia psilonema); Sipatba
(Combretum glaucocarpum); pau-amarelo (Pterodon abruptus); entre outras arvores
(SOUZA, 2017). Entre essas espécies, Swartzia psilonema, tem recebido certa atengdo em
virtude de algumas de suas caracteristicas fenotipicas que a torna atrativa em termos de

produ¢do madeireira.

A primeira revisdo do género Swartzia ocorreu em 1968 por Riciiaro S. Cowan, que
estudou 127 espécies distribuidas pela América Tropical, das quais 55 de ocorréncia
brasileira, sendo a Amazonia seu centro de dispersdo (MEIRELLES & SOUZA, 2015). Esse
género fornece madeira de excelente qualidade e possui caracteristicas que assemelham-no ao
jacarandd, algumas espécies de Swartzia, inclusive, sdo popularmente conhecidas por este
nome. Aspectos fenotipicos de algumas espécies como o cerne negro ou ébano conferem
padrdes de alto valor comercial (MANAUS-ITACOATIARA et al., 1975).

Pertencente a familia botanica Fabaceae (Leguminosae), o referido género possui
cerca de 144 espécies aceitas, também encontradas em outras regides brasileiras além da
Amazodnica, como o Nordeste, na Mata Atlantica; o Sul, no estado do Rio Grande do Sul; e o
Centro-Oeste, especialmente em Mato Grosso. Para além do continente americano, existem
apenas duas espécies endémicas descritas na Africa (ANGYALOSSY-ALFONSO &
MILLER, 2002).

Algumas espécies foram relatadas para o bioma Caatinga, apos diversos
levantamentos floristicos e fitossociologicos realizados em areas consideradas prioritarias
para conservagdo (ARAUJO et al., 2005). Cabe ressaltar que esse é considerado o tnico
bioma endémico e encontra-se predominantemente no semi-arido nordestino, cobrindo cerca
de 10% do territério nacional, nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e norte de Minas Gerais. Apresenta periodos de seca
prolongados, altas taxas de evapotranspiracdo e solos com baixa taxa de reten¢do de agua
(MENDES & CASTRO, 2010).

Na regido Sudeste, trés novas espécies também foram descritas por Mansano & Tozzi
(1999). Este quadro geral demonstra a necessidade proeminente de mais estudos regionais
sobre o género Swartzia, considerando principalmente o tempo decorrido de sua ultima
revisdo (MANSANO & LIMA, 2007).

A madeira das espécies desse género constitui seu principal produto de valor
econdmico, com excelentes propriedades tecnoldgicas. As caracteristicas tipicas do lenho as

tornam atrativas para o setor de marcenaria de luxo, a exemplo da madeira obtida da arvore



Swartzia laevicarpa (MEIRELLES & SOUZA, 2015).

A referida espécie, juntamente a um pequeno grupo de espécies de outros géneros,
representaram mais de 90% do total de espécies fornecedores de madeira extraida das
florestas dos paises que constituem as Guianas (Guiana, Suriname e Guiana Francesa) no
século passado. Este grupo apresenta caracteristicas de durabilidade, forca, resiliéncia ao
fogo, entre outras, que contribuiram para o estabelecimento da industria madeireira da regido,
com impulso ao mercado externo. Porém, como ocorre em outros paises tropicais com grande
diversidade biologica, muitas outras espécies ainda desconhecidas apresentam caracteristicas
equiparaveis as demais madeiras de valor comercial, o que as tornam recursos potenciais
viaveis ao comércio (HAMMOND et al., 1996).

As espécies de Swartzia sdo descritas, de modo geral, como arvores de médio a grande
porte, com algumas excecdes de arbustos, variando em torno de 3 a 30 m de comprimento,
que crescem em areas ndo inundadas, vegetacao ciliar e cerrado; alburno com varia¢ao de cor
de amarelo-claro a branco; e cerne com tons de castanho a marrom ou preto. As suas
caracteristicas assemelham-nas as de madeiras nobres como o Brazilian rosewood, o ja
referido jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra) e o ébano (Diospyros spp.). Constituem
matéria-prima para fabricacdo de moveis, pisos, itens decorativos, esculturas, entre outras
(ANGYALOSSY-ALFONSO & MILLER, 2002).

Adicionalmente, algumas espécies apresentam caracteristicas fitoquimicas relevantes
como a presenga dos seguintes metabdlitos secundarios: isoflavonoides, saponinas
triterpénicas e diterpenos aromaticos, componentes quimicos com atividade antimicrobiana,

antifungica, moluscicida e citotoxica (MARQUI et al., 2008).

1.1.3 A estrutura da madeira

A madeira ¢ uma matéria-prima obtida das arvores, de constituicdo heterogénea e
variavel por se tratar de um produto do seu metabolismo. As principais espécies arboreas
encontram-se dentro das angiospermas, grupo de plantas cuja principal caracteristica ¢ a
presenca de flores e frutos com sementes em seu interior. No entanto, muitas outras espécies
estdo entre as gimnospermas, grupo botinico com a caracteristica tipica de “sementes nuas”
ou auséncia de fruto envolvendo a semente. Para a industria, existe a classificacdo artificial
que determina que as madeiras obtidas de angiospermas sejam denominadas hardwood ou
“madeira dura” e as obtidas de gimnospermas de sofiwood ou “madeira macia” (RAMAGE et

al., 2017).
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O conhecimento da sua estrutura ¢ indispensavel para sua utilizagdo racional. As
regides do tronco compreendem, de fora para dentro, a casca externa (ritidoma), casca interna
(floema), cambio, alburno (a madeira dessa regido ¢ geralmente mais clara, leve e mais
suscetivel ao ataque de pragas e microrganismos), cerne ¢ medula (Figura 1). O cerne
apresenta durabilidade natural maior que o alburno e a principal razdo ¢ a presenca de
extrativos toxicos aos organismos degradadores de madeira (CORADIN & CAMARGOS,
2002).

XILEMA

CASCA

FLOEMA CAmBIO

Figura 1. Estrutura anatdmica da madeira. Adaptado de JUBILUT, 2014.

O estudo dessa estrutura pode ser detalhado em niveis. Ao consideramos a arvore € o
tipo de madeira por ela produzido, nos referimos ao nivel macro; os produtos madeireiros
como moveis, pisos e painéis, ao nivel sub-macro; os elementos constitutivos como o alburno,
o cerne, os anéis de crescimento, etc., ao nivel micro; as estruturas celulares como limen,
pontuagdes, raios e vasos, ao nivel sub-micro; e, finalmente, a constituicdo da parede celular
(celulose, hemicelulose e lignina), suas ligagdes quimicas, bem como extrativos presentes €
demais componentes organicos e inorganicos, tratamos de um estudo a nivel molecular
(NILSSON & ROWELL, 2012).

Portanto, ao se considerar o ponto de vista microanalitico, o seu processo de formagao
bioldgica ¢ complexo e inicia-se a partir de um tecido vegetal de transicdo chamado cambio
vascular, sendo entdo composta basicamente de xilema secundario. Deste tecido, sdo
diferenciadas as células que fardo parte do xilema e do floema (angiospermas). Em seguida,

na formagdo da parede celular, ocorrem os processos de lignificacdo e orientagdo do angulo
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das microfibrilas, que influenciam diretamente as caracteristicas da madeira (DEJARDIN et
al., 2010). Suas propriedades quimicas e mecanicas dependem principalmente das
propriedades da parede celular, principalmente a secundiaria (MELLEROWICZ &
SUNDBERG, 2008).

A parede celular ¢ formada de multiplas camadas, diferentes quanto a organizagao das
microfibrilas e propor¢des de celulose, hemicelulose, lignina e pectina (Figura 2). A parede
primaria (P) compreende a lamela média (LM) e ¢ formada por pectina e xiloglucana, com
concentracdes de lignina superiores as camadas subsequentes (MELLEROWICZ &
SUNDBERG, 2008). A parede secundaria ¢ subdivida nas camadas S1, S2 e S3 compostas de
microfibrilas de celulose envoltas por uma matriz de hemicelulose e lignina (DEJARDIN et

al., 2010).

S2

S1

ML +PCW

Figura 2. Estrutura da Parede Celular: Microscopia Eletronica de Varredura e esquema representativo
evidenciando o angulo de orientagdo das microfibrilas de celulose nas diferentes camadas (A ¢ B). ML = lamela
média; PCW = parede primaria; S1, S2 e S3 = camadas da parede secundaria. Escala Suym (DEJARDIN et al.,
2010).

A celulose ¢ o material organico mais abundante da terra e o principal constituinte da
madeira, compondo entre 40% e 50% de seu peso seco. E um polimero de alto peso
molecular, altamente ordenado, formado por moléculas de glicose que se unem através de
ligagdes B-1,4-glicosidicas formando cadeias lineares que interagem entre si através de
ligagdes de hidrogénio, constituindo entdo as microfibrilas, unidades bdasicas de celulose
insoluveis em agua e cristalinas (CARVALHO et al., 2009; SILVA et al., 2009; LE et al.,
2015; RAMAGE et al., 2017).

A unido entre as microfibrilas em uma matriz de hemicelulose e lignina, através de

interagdes fisicas e ligagdes covalentes, constitui entdo a fibrila de celulose (Figura 3).
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Figura 2. Interacdes entre os polimeros da parede celular secundaria: hemicelulose (glucoronoxilana); celulose;
e lignina. Adaptado de Ramage et al., 2017.

O segundo principal constituinte da madeira ¢ a hemicelulose que compreende de 25 a
35% da sua massa seca. Estd presente em maior quantidade nas hardwood ou folhosas (em
torno de 35%) que nas softwood ou madeiras de coniferas (em torno de 28%). Sdo grupos
distintos de polissacarideos na parede celular formando um polimero heterogéneo que pode
conter pentoses (xilose e arabinose), hexoses (manose, glicose e galactose), acidos urdnicos
(a-d-glucurdénico, a-d-4-O-metilgalacturénico e a-d-galacturénico) e grupos acetila
(CARVALHO et al., 2009; LE et al., 2015).

Nas folhosas, as hemiceluloses sdo ricas em xilanas e possuem menores quantidades
de glicomananas, enquanto as coniferas apresentam maiores quantidades de
galatoglicomananas acetiladas e menores propor¢des de xilana. A principal fungdo da
hemicelulose ¢ unir as microfibrilas de celulose, conferindo rigidez a estrutura da parede
celular (CARVALHO et al., 2009; LE et al., 2015).

O terceiro principal constituinte estrutural desse material ¢ a lignina que estd presente
entre 23 a 33% em coniferas e 16 a 25% em folhosas. E uma macromolécula sintetizada a
partir de mondmeros de alcodis p-hidroxi-cinamilicos ou monolignodis: p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico, que diferem entre si de acordo com a posi¢do dos grupos metoxil em

seu ciclo aromatico. Ela forma uma rede tridimensional de unidades de fenilpropanoide:
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siringil - S (originadas do 4lcool sinapilico), guaiacil - G (originadas do alcool coniferilico) e
p-hidroxifenil - H (derivadas do alcool p-cumarilico) que se ligam covalentemente as
hemiceluloses, conferindo for¢a e rigidez a parede celular e impermeabilidade ao sistema
vascular (CARVALHO et al., 2009; DEJARDIN et al., 2010; LE et al., 2015).

Por conseguinte, entre as paredes celulares existe uma regido conhecida por lamela
média, altamente lignificada e que forma um complexo lignina-pectina que funciona como
“cimento” entre paredes de células adjacentes. Dessa forma, entende-se que a composi¢ao e
estrutura da parede celular estdo entre os principais fatores que condicionam as caracteristicas
da madeira que ¢ um material anisotropico, ou seja, suas propriedades fisicas diferem de
acordo com o angulo formado entre as fibrilas de celulose e o eixo longitudinal da célula,
sendo este um fator critico que determina suas propriedades estruturais e mecanicas

(RAMAGE et al., 2017).

1.1.4 Biodeterioracio da madeira, conceitos e implicacoes econdmicas

A deterioracio da madeira de modo geral pode ter origem abidtica ou bidtica. E o
resultado da agdo de fatores fisicos, quimicos, mecanicos e de agentes biologicos (Tabela 1),
decorrente das condi¢des de exposi¢do a que este material ¢ submetido ao longo de sua vida
util (BRITO, 2014).

Em virtude da sua natureza bioldgica, ¢ um material suscetivel ao ataque de diversos
organismos, denominados conjuntamente “xilofagos” e, em alguns casos, conhecidos também
por “apodrecedores”. Entre eles encontram-se fungos, bactérias, cupins, besouros e brocas
marinhas, importantes agentes que podem reduzir drasticamente sua vida util
(SUNDARARAIJ et al., 2015).

A deterioracdo bioldgica nada mais é que o resultado das funcgdes vitais desses
diferentes organismos, cujos efeitos diretos sdo principalmente quimicos e mecanicos. Esta
intimamente relacionada aos fatores ambientais, tecnologicos e sociais. E um fendémeno
complexo e continuo sobre o qual os agentes deterioradores alteram as propriedades da
madeira tornando-a mais suscetivel ao ataque por outros organismos (BRITO, 2014; KONSA
et al., 2014). Em alguns casos, estdo envolvidas perdas que vao além das econémicas, como €
o caso de deterioragdo de objetos preservados em museus, que abrigam patrimdnio tangivel e
intangivel a humanidade (KONSA et al., 2014).

As industrias de processamento sofrem perdas econdmicas consideraveis com a

biodeterioragdo, a exemplo das mudangas de coloragdo causadas por fungos manchadores na
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madeira para exportagdo. Estima-se que cerca de um ter¢o da produ¢do anual em Gana, cuja
economia estd pautada principalmente na extragdo de recursos naturais e agricultura, ¢ perdida
por deterioracdo biologica (APETORGBOR et al., 2004).

De modo geral, os primeiros organismos xiléfagos que colonizam as arvores recém-
abatidas sdo os fungos emboloradores e manchadores, em decorréncia da grande quantidade
de substiancia de reversa ainda presente na madeira e da elevada umidade. As manchas
causadas por eles podem ser superficiais ou profundas, e reduzem significativamente sua
qualidade e valor comercial (COELHO et al., 2007).

Os fungos sdo os principais decompositores em ecossistemas florestais, entre os quais,
os do filo Basidiomycota sdo os mais importantes na decomposicdo de materiais
lignoceluldsicos (SHIROUZU et al., 2016). As interagcdes nas comunidades de Basidiomycota
sdo responsaveis pelo sequestro de cerca de 80 Tg de carbono, anualmente, em biomassa
lenhosa, o que as tornam fundamentais ao ciclo global do carbono (HISCOX et al., 2018).
Apenas estes fungos desenvolveram sistemas bioquimicos complexos capazes da conversio e
mineralizagdo da lignocelulose da madeira em dioxido de carbono e 4agua (FACKLER &

SCHWANNINGER, 2012).
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Tabela 1. Principais causas de deterioracao da madeira
s

Agentes de deterioracdo da madeira

Bactérias

Fungos manchadores
Fungos emboloradores
Fungos Fungos apodrecedores

Fungos de podriddo parda ou cibica
Fungos de podriddo branca ou fibrosa

Fungos de podriddo mole

Térmitas isopteras (Cupins-de-madeira)
Térmitas-de-madeira-seca
Térmitas-de-madeira-imida
Térmitas-subterraneos
Térmitas-epigeos
Térmitas-arboricolas

Brocas-de-madeira
Brocas que atacam arvores vivas
Brocas que atacam arvores recém-abatidas
Brocas que infestam a madeira durante a secagem
Brocas de madeira seca

Formigas-carpinteiras

Abelhas- carpinteiras

Agentes bioticos Insetos

Moluscos
Teredinidae
Crustaceos

Pholadidae
Limnoria

Sphaeroma terebrans

Perfuradores marinhos

Patologias de origem estrutural
Instabilidade
Remogio de elementos estruturais
Fraturas incipientes
Movimentos de nds ¢ distorgdes
Deformagdes, deslocamentos ¢ flechas
Presenca de defeitos naturais

Danos mecanicos

Danos por animais silvestres

Agentes abioticos Danos por vandalismo

Corrosdo em ligages
Efeito da corrosfo na madeira

Agentes Fisicos

Agentes Quimicos

Acio de luz ultravioleta

Intemperismo

Danos por inchamento e retragéo da madeira
Agies de vento nas estruturas

Raios atmosféricos

Agentes Atmosféricos ou
Meteorologicos

Danos devido ao fogo

Fonte: Adaptado de BRITO, 2014.

Em decorréncia das suas propriedades mecanicas intrinsecas, a madeira vendo sendo
utilizada pelo homem desde a Era Neolitica como material para constru¢do, aquecimento e
outros produtos derivados, como papel. Hoje em dia, o interesse por ela vem sendo reativado,
pois trata-se de uma fonte de biomassa renovavel para conversdo em bioetanol. De modo

geral, ela ¢ resistente a condi¢des ambientais como sol, chuva e estresses abidticos. No
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entanto, a principal ameaga ao seu uso ¢ a degradagdo por fungos lignoceluloliticos
(TOUSSAINT et al, 2016). A sua biodeterioragdo representa um grande problema
economico. Os EUA, por exemplo, sofrem com perdas anuais em torno de cinco bilhdes de
ddlares, de modo que quase 10% do produto anual da floresta sdo utilizados para substituir os
produtos deteriorados (TOUSSAINT et al., 2016).

Os fungos lignoceluloliticos sdo considerados como “pragas” para a madeira utilizada
em construcdo, causando importantes alteracdes nas suas propriedades fisicas logo no inicio
da deterioracdo e, continuamente, nas suas propriedades quimicas. No entanto, este processo
natural pode ser utilizado para fins industriais e tem um grande potencial para industrias de
producgdo de celulose e processamento de madeira, bem como para conversdo, de alto valor
agregado, de residuos lignoceluldsicos em biorrefinarias. Particularmente, os mecanismos
moleculares dos fungos de podriddo branca oferecem uma série de aplicagdes no campo da
biotecnologia de recursos renovaveis (FACKLER & SCHWANNINGER, 2012).

No que diz respeito aos danos econdomicos causados por eles, estudos diversos
avaliaram a frequéncia de varias espécies de Basidiomycota envolvidos na deterioragdo da
madeira em uso. Um levantamento de 1.500 edificios no estado de Nova York, no periodo de
1947 a 1951, indicou diversas espécies presentes, entre as quais se destacaram: Gloeophyllum
trabeum, Gloeophyllum sepiarium, Hyphodontia spathulata e Antrodia xantha. Na Polonia,
um estudo em 3.050 edificios indicou danos considerdveis a madeira em uso, com relato de
maior frequéncia de isolados para os fungos Serpula lacrymans (54%), Coniophora puteana
(22%) e Antrodia vaillantii (11%). Outro importante estudo ocorreu em edificios da antiga
Alemanha Oriental durante 21 anos, tendo como resultado a compilacdo de 1.200 danos
biodticos causados principalmente por Serpula lacrymans (35%), Coniophora spp. (15%) e
Poria spp. (9%). Na Noruega, um total de 3.434 espécies foram identificadas, no periodo de
2001 a 2003, causando danos a madeira de residéncias, entre as quais, as mais frequentes
foram Antrodia spp., Coniophora puteana, Serpula lacrymans e Gloeophyllum sepiarium
(SCHMIDT, 2007).

No Brasil, hd pouquissimos estudos na area de patologias em estruturas de madeira.
No periodo entre 1983 e 2014, foram publicados 2.637 artigos no Encontro Brasileiro em
Madeiras e Estruturas de Madeira — EBRAMEM, em que apenas 74 correspondem a tematica
de Patologia, Recuperacdo de Estruturas e Durabilidade da Madeira, ou seja, apenas 2,8% de
todos os trabalhos publicados ao longo de trés décadas de realizacdo do evento, o que

corrobora a necessidade de mais pesquisa na area (BRITO, 2014).
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Historicamente, os fungos lignoceluloliticos sdo classificados como causadores de
podriddo branca, os quais degradam todos os componentes da parede celular vegetal ou
podriddo parda, os quais deixam a lignina intacta, degradando apenas os aglcares que
compdem a parede celular (RILEY et al., 2014a). Produzem as enzimas celulases e
hemicelulases que compreendem as celobio-hidrolases (CBH), endo-1,4-p-D-glucanases
(EG), B-glucosidases (BGL), xilanases, B-glucanases, galactanases, entre outras, além das
oxidoredutases envolvidas na degradagdo da lignina (BASHIR et al., 2015).

Estas enzimas s3o importantes por diversos aspectos, como do ponto de vista
ambiental, na descontaminacdo de efluentes das industrias de tecidos, papel, alimentos,
cosméticos e farmacos, entre outras, nas quais se utilizam corantes sintéticos, em grande parte
toxicos e carcinogénicos, cujas aguas residuais constituem grave problema em todo o mundo
(LEVIN et al., 2010).

Os métodos convencionais de descontaminagao sao muitas vezes ineficientes e caros,
portanto, uma importante alternativa ¢ o uso de fungos de podridao branca por meio de suas
enzimas extracelulares como lignina peroxidase (LiP), lacase (Lac) e manganés peroxidase
(MnP), com habilidade para degradar um amplo espectro de compostos xenobioticos,
incluindo corantes (LEVIN et al., 2010).

Do ponto de vista biotecnoldgico, estas enzimas com capacidade de despolimerizar os
polissacarideos e a lignina da parede celular das plantas, sdo de grande interesse em virtude
dos produtos gerados através desta catalise, que podem servir como precursores para produtos
de base bioldgica como papel, combustivel, alimentos, racdo animal e quimicos (RYTIOJA et
al., 2014).

Considerado como fungo modelo de podriddo branca, Phanerochaete chrysosporium
pode ser utilizado para reciclar materiais anteriormente considerados ndo biodegradaveis. Em
2006, ele tornou-se conhecido por ser o primeiro organismo capaz de degradar resinas
fenolicas (PRs) com estrutura quimica semelhante a lignina (GUSSE et al., 2006, apud DE
MATTOS-SHIPLEY et al., 2016).

Os papéis ecologicos desses fungos sdo diversos e os tornam importantes para as
sociedades humanas devido as fungdes que desempenham em setores como industrias,
silvicultura e agricultura, no entanto, também nos impactam mais diretamente como fonte de

nutrientes e com espécies de valor medicinal (DE MATTOS-SHIPLEY et al., 2016).
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1.2 Os fungos lignoceluloliticos
1.2.1 Caracterizac¢ido geral, habito e ciclo de vida

Sdo fungos filamentosos que pertencem ao sub-reino Dikarya, filos Ascomycota e
Basidiomycota, considerados superiores entre os demais do Reino Fungi (BRONDZ, 2014).
Os principais decompositores encontram-se entre os Basidiomycota, com aproximadamente
48.405 espécies descritas, especialmente do subfilo Agaricomycotina, os quais produzem
enzimas lignoceluloliticas (RILEY et al., 2014a; FROESE, 2018). Presentes nas mais diversas
regides do planeta, aproximadamente 6.384 espécies de Agaricomycotina lignoceluloliticos
sdo conhecidas no mundo (ABRAHAO, 2012).

No Brasil, amplamente distribuidos entre os diferentes biomas, podem ser citados as
principais ordens que os comportam, nimero de espécies e alguns géneros importantes na
degradacdo da biomassa lenhosa: Agaricales (255 spp.), exemplo do género Schizophyllum;
Auriculariales (28 spp.), exemplos dos géneros Auricularia e Exidiopsis; Gloeophyllales (3
spp.), exemplo do género Gloeophyllum; Hymenochaetales (136 spp.) exemplo do género
Phellinus; e Polyporales (333 spp.), a principal ordem de fungos lignoceluloliticos, com
géneros importantes como Bjerkandera, Ceriporia, Ganoderma, Phanerochaete, Pycnoporus
¢ Trametes (FORZZA et al., 2010).

Representantes destes grupos encontram-se depositados em cole¢des de referéncia ao
redor do mundo, inclusive em institui¢des brasileiras, como as que sdo registradas na
Federagdo Mundial de Colec¢des de Culturas - WFCC (www.wfcc.info/home/) (VALENCIA
& CHAMBERGO, 2013). Um importante exemplo internacional ¢ a Colecdo de Culturas de

Referéncia do Centro de Pesquisa em Micologia Florestal do Departamento de Agricultura

dos Estados Unidos - USDA (https://www.fpl.fs.fed.us/) que ¢ uma das maiores em termos de

preservacdo de Basidiomycota no mundo, com cerca de 12.000 isolados representando 1.500
espécies. Os micologistas da USDA realizam continuamente coletas de fungos causadores de
podriddes que sdo identificados por especialistas com base em caracteres morfométricos e
técnicas da biologia molecular, ao mesmo tempo que pesquisam sobre a biodiversidade destes
em todo o mundo.

Quatro vias de decomposicdo sdo reconhecidas entre eles, quais sejam: podridoes
branca, parda e mole; e manchadores. Os dois primeiros tipos encontram-se entre o0s
Basidiomycota, enquanto os demais pertencem aos Ascomycota. Nas florestas ocorrem
interagdes entre diversas espécies de ambos os filos na decomposicao da serrapilheira

(LUNDELL et al., 2014).
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Como j& mencionado anteriormente, a capacidade de degradar do grupo ¢ devida,
principalmente, ao seu rico suprimento de enzimas, a exemplo de lacases, tirosinases e varios
tipos de peroxidases (MARTINKOVA et al., 2016). Os fungos que causam podriddo branca
degradam todos os principais constituintes da parede celular da fibra vegetal de tal forma que
a madeira residual torna-se esbranqui¢ada ou amarelada, imida, macia e frequentemente
fibrosa (Figura 4). A maior parte dos fungos apodrecedores atua através deste mecanismo e,

frequentemente, ¢ encontrada em madeiras de angiospermas (RYTIOJA et al., 2014).

o 25x25x9mml----\\‘\‘\‘¢

Figura 4. Caracteristicas do corpo de prova da madeira Cecropia sp. ap6s degradagado por fungo de podridao
branca em ensaio de apodrecimento acelerado, segundo a norma ASTM 2017:05. Fonte: Anna Sofya V. S. da
Silva.

Os causadores de podriddo parda tornam a madeira residual seca, marrom,
pulverulenta e rachada em cubos (Figura 5). Pertencem em grande parte a ordem Polyporales
e, aparentemente, perderam seus genes que codificam ligninases, apresentando apenas poucos
genes para peroxidases gerais ndo ligninoliticas (LUNDELL et al., 2014).

Eles também utilizam mecanismos ndo enzimaticos que atuam sobre os constituintes
da parede celular, que possui baixa porosidade, através da producdo de agentes oxidantes de
baixo peso molecular, conduzindo a uma despolimerizacdo difusa com aumento da
solubilidade alcalina da madeira, caracteristica tipica deste tipo de degradacdo (PRESLEY et
al., 2018).
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Figura 5. Caracteristicas dos corpos de prova da madeira Pinus sp. apds degradagdo por fungo de podridao
parda em ensaio de apodrecimento acelerado, segundo a norma ASTM 2017:05. Fonte: Anna Sofya V. S. da
Silva.

Os fungos que causam podridao mole sdo representados principalmente por espécies
dos géneros Trichoderma, Phialophora, Paecilomyces, Aspergillus, bem como espécies de
Xylaria que colonizam tanto arvores, seus troncos, galhos e raizes, quanto a madeira pds-
colheita, atuando principalmente em sua superficie, decompondo a lignocelulose sem atingir
mais profundamente o cerne (LUNDELL et al, 2014). Eles utilizam mecanismos de
decomposicdo que se assemelham tanto aos de podridio parda, quando se limitam aos
carboidratos da parede celular, quanto aos de podriddo branca por possuirem sistemas
enzimaticos similares (ZABEL & MORREL, 1992).

Os fungos manchadores causam manchas ou descoloragdes na madeira que diminuem
seu valor comercial, quando da classificagdo para usos estruturais, devido aos danos
principalmente estéticos (BRITO, 2014). Colonizam os tecidos parenquimaticos do alburno e
ndo degradam a lignocelulose do xilema, de forma que as propriedades mecanicas deste
tecido ndo sdo consideravelmente alteradas, com excec¢do da resisténcia ao choque (MENDES
& ALVES, 2002).

Entre eles, encontram-se as espécies dos géneros Ophiostoma e Grosmannia
disseminados por meio de besouros que habitam a madeira. As suas hifas pigmentadas
também penetram tecidos vivos da arvore, tanto o xilema quanto o floema e, em coniferas,
crescem em seus dutos resiniferos, decompondo resinas e ceras (LUNDELL et al., 2014).

Podem se desenvolver em diversos estagios de processamento da madeira, desde a estocagem
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e transporte de toras até o produto final, de acordo com as condigdes de ar e umidade
propicias (MENDES & ALVES, 2002).

Os fungos lignoceluloliticos sdo considerados, dessa forma, necrotréficos, quando
parasitam os tecidos vivos da arvore causando a morte das células e utilizando-as como fonte
de nutrientes, ou saprotréficos, quando colonizam a madeira ap6s a morte da planta (causando
podriddes pos-colheita). Um numero relativamente pequeno pertence ao grupo dos parasitas
obrigatérios, que obtém seus nutrientes unicamente dos tecidos vivos do hospedeiro
(BARRON, 2003; STANCHEVA et al., 2009).

Um importante exemplo sdo as espécies necrotroficas do género Heterobasidion,
importantes patdogenos de coniferas no hemisfério norte (Figura 6), a exemplo da espécie H.
irregulare com capacidade de remover a lignina durante a degradacdo da madeira (LIND et
al.,2014).

Possuem ciclo de vida tipico de um Basidiomycota da classe Basidiomycetes (Figura
7) com a formagdo, na fase sexuada, de basidiomas com caracteristicas tipicas do grupo a que
pertencem, como os popularmente conhecidos “orelhas-de-pau” (SCHMIDT, 2006).

Os fungos desta classe possuem caracteristicas unicas como a formagdo do basidio,
estrutura na qual os esporos haploides conhecidos como basidiésporos sdo produzidos.
Todavia, antes desta etapa, ocorre uma longa fase dicaridtica que antecede a formagdo das
estruturas sexuais de reproducdo, em que nucleos geneticamente distintos sdo
“compartimentalizados” nas hifas por meio de septos dolipdricos e grampos de conexao.
Estes nucleos irdo se fundir, no inicio da formagao do basidio, na efémera fase diploide, para
em seguida dividirem-se por meiose, e depois, mitose, originando os basididsporos, a partir

dos quais novos ciclos se iniciardo (SCHMIDT-DANNERT, 2016).
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DEGRADACAO SAPROFITICA DA MADEIRA

an
Enzimas ativas de carboidratos
(CAZymes)

Enzimas oxidativas

INTERACAO PATOGENICA COM AS CELULAS DA
HOSPEDEIRA

Enzimas: pectinoliticas; oxidativas; e lignoceluloliticas.
Produgio de fitotoxinas.

Figura 6. Interacdes entre Heterobasidion sp. e a arvore, com respectivas infecgdo dos seus tecidos (I) e
degradacdo saprofitica da madeira (II). Sdo indicadas enzimas e fitotoxinas produzidas pelo fungo para cada

estado trofico. Fonte: Adaptado de LIND et al., 2014.

Figura 7. Ciclo de vida tipico de fungo de podridio: A - Esporos hapldides ddo origem ao micélio
monocaridtico (n). Quando dois micélios monocaridticos compativeis se encontram ocorre a plasmogamia e a
formagdo de micélio dicariotico (n+ n); B - Micélio dicaridtico penetra através de ferida; C - Infec¢ao dos
tecidos vivos; D - Formagao do basidioma com basidios: E - Cariogamia; F, G - Meiose; H - Basidios maduros e
a formacgdo de quatro basidiosporos. Fonte: Adaptado de SCHMIDT, 2006; DE MATTOS-SHIPLEY et al.,

2016.
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1.2.2 Identificacdo molecular

O sistema de classificagdo fungica passou por diversas modificagcdes e, atualmente,
apoia-se principalmente em estudos genéticos e de filogenia. A dinamica do agrupamento e
reagrupamento destes organismos, de acordo com o desenvolvimento das pesquisas
taxondmicas, evidencia os avancos nos métodos de identificacdo, com énfase as técnicas
moleculares. Essas melhorias sdo progressivas e proporcionardo novos rearranjos a nivel inter
e intraespecifico, bem como a niveis superiores como género e familia (BRONDZ, 2014).

As analises de genes de RNA ribossomico amplificados por PCR promoveram uma
verdadeira revolucdo na taxonomia flingica, no inicio da década de 1990. No presente, sao
varios os estudos filogenéticos com multiplos genes que abordam relagdes amplas em todos
os principais grupos de fungos. Inclusive, com a utilizagdo de plataformas de classifica¢ao on-
line como o GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy) que atendem diversos
pesquisadores, facilitando comparacdes com seus bancos de dados constantemente
atualizados, entre outras ferramentas disponiveis (HIBBETT et al., 2007)

A criag@o de “codigos de barras” ou DNA barcoding para os organismos permitiu a
identificacdo répida de espécimes fungicos, orientando, entre outros, estudos sobre controle
de doengas e biodiversidade. No ano de 2012, o International Fungal Barcoding Consortium
formalizou a indicacdo das regides do espacador interno transcrito (ITS) do RNA ribossémico
nuclear como barcoding primario para a identificacdo de fungos. Assim, genes altamente
conservados como 18S, 5.8S e 28S rRNA sdo usados para o desenho de primers universais
com capacidade de amplificar ITS-1, ITS-2 ou toda a regido ITS, com a vantagem de
apresentarem multiplas copias no genoma, o que permite a amplificacdo a partir de pequenas
quantidades de amostras biologicas (XU & ADAMOWICZ, 2016).

No subfilo Agaricomycotina, encontram-se a maior parte dos fungos de podridao do
lenho e, atualmente, foram sequenciados e publicados 31 genomas deste grupo. Os estudos
gendmicos possibilitam uma melhor compreensdo dos mecanismos utilizados por eles para a
degradagdo da madeira. Dessa forma, na ultima década, os avancos nas tecnologias de
sequenciamento aprimoraram seus diferentes parametros como precisdo, taxa de transferéncia
e custo, no sentido de resolver estes questionamentos, correlacionando filogenia a hébitos de

vida (Figura 8).
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Figura 8. Relagoes filogenéticas e principais habitos de vida no subfilo Agaricomycotina, para as espécies com
genoma sequenciado. As principais ordens (Agaricales e Polyporales) sdo destacadas. Espécies com um asterisco
(*) sdo predominantemente patogenos. Nota: as espécies Schizophyllum commune, Jaapia argillacea e
Botryobasidium botryosum nao sao claramente definidas quanto ao tipo de podriddo que causam. Adaptado de
OHM et al., 2014.

A regido ITS, no entanto, apresenta algumas limitacdes como a pouca varia¢do entre
espécies intimamente relacionadas, mesmo quando bem delimitadas por outros dados, como ¢
o caso de espécies bem caracterizadas dos géneros Heterobasidion, Armillaria, Fusarium e
Penicillium. Dessa maneira, tém sido propostas outras regides, a exemplo de genes
mitocondriais, como DNA barcoding de Basidiomycota (VIALLE ef al., 2009).

Diversas pesquisas sdo desenvolvidas no sentido de criar DNA barcoding secundario
para fungos. Entre elas, o projeto Assembling the Fungal Tree of Life (AFTOL) tém proposto
a utilizagdo das regides génicas RPB1, RPB2, nLSU, nSSU e TEF]1 para identificar espécies
intimamente relacionadas dentro dos Basidiomycota (XU & ADAMOWICZ, 2016).
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1.2.3 Mecanismos enzimaticos para degradacio da biomassa lenhosa

A heterogeneidade dos polimeros que compdem a parede celular induz os fungos
lignoceluloliticos a produzirem uma grande variedade de enzimas com habilidades para
degrada-la, assim convertendo esses polimeros em monomeros, que serdo utilizados pelos
fungos como fonte de carbono (MAKELA et al., 2014).

A degradacao da celulose (Figura 9) ¢ realizada por um conjunto de enzimas que
atuam sinergicamente ¢ sdo denominadas, de modo geral, celulases. As principais sdo as
endoglucanases, exoglucanases e beta-glicosidases (BGLs). As endoglucanases clivam as
ligagdes das cadeias de glicano ao longo da fibra de celulose e liberam glicooligossacarideos.
As exoglucanases ou também denominadas celobiohidrolases (CBHs) clivam ligagdes nos
terminais da cadeia de celulose, liberando celobiose e/ou glicose. Existem dois tipos de
CBHs: CBHI e CBHII, que clivam, respectivamente, as ligacdes da celulose nas suas
extremidades redutora e ndo redutora. As BGLs, por fim, clivam as ligacdes dos
oligossacarideos produzidos pelos dois tipos enzimdticos anteriormente descritos,
convertendo-os em unidades menores de glicose (RYTIOJA et al., 2014).

Estudos recentes mostram a atuagdo de outras enzimas conjuntamente as celulases,
que realizam clivagem da celulose, por meio da oxidagdo da ligacdo glicosidica. Sdo elas as
celobiose desidrogenases (CDH) e as oxidases liticas de polissacarideos (LPMOs). As
primeiras atuam oxidando celobiose e celooligassacarideos. As LPMOs sdo oxidases cobre-
dependentes que clivam a ligacdo glicosidica por oxidagdo direta da cadeia de celulose
(RYTIOJA et al., 2014).

Os fungos de podriddo branca ou White Rot Fungi (WRF) possuem o conjunto de
enzimas necessario a completa degradacdo da celulose e apresentam, desta forma, expressao
ativa tanto de celulases classicas quanto de CDHs e LPMOs, como relatado para o WRF
Dichomitus squalens durante seu crescimento em culturas contendo biomassa lenhosa
(MAKELA et al., 2014).

Enzimas como as LPMOs sdo importantes principalmente sob dois pontos de vista: ao
gerarem novos sitios de ligacdo a celulose para outras enzimas e ao promoverem mudancas
mecanicas que tornam a fibrila de celulose mais suscetivel a degradagao (GOMES, 2017).

Dada a constitui¢do complexa da hemicelulose, o arsenal de enzimas necessarias a sua
degradacdo envolve a a¢do coordenada de endo e exoenzimas e enzimas auxiliares. Para
clivagem da xilana, por exemplo, ocorre a atuagdo de enzimas como as endo 1,4-beta-D-

xilanases e beta-D-xilosidases sobre a cadeia principal do polissacarideo. Além dessas, outras
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enzimas, como as alfa-D-glicuronidases e acetil-xilana-esterases, podem ser requeridas para a
clivagem das cadeias laterais do polimero, que representam barreiras para outras xilanases

alcancarem a cadeia principal (CARVALHO et al., 2009; GOMES, 2017).
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® BGL 00 000
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o0 e CBHI
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BGL - beta-glicosidase
© D-glicose CBH - celobiohidrolase
EG - endoglicanase
CDH - celobiose desidrogenase
LPMO - oxidase litica de polissacarideo

Figura 9. Esquema de acdo sinérgica das enzimas sobre a celulose da parede celular vegetal. Adaptado de
RYTIOJA et al., 2014.

A degradagdo da lignina (Figura 10), considerada como mecanismo de acdo
enzimatica caracteristico dos WRFs, envolve enzimas ligninoliticas denominadas peroxidases
de classe II com alto potencial de oxidacdo (PODs) como as lignina peroxidases (LiPs),
manganés peroxidases (MnPs) e peroxidases versateis (VPs) (RILEY et al., 2014a).

O primeiro fungo WRF com todo genoma sequenciado foi Phanerochaete chrysosporium
cujo sistema enzimatico de degradacdo da lignina envolve diversos tipos de LiPs, MnPs e
lacases (Lacs) (KANG et al., 2010).

As lacases (Lacs) sdo enzimas agrupadas na classe das fenoloxidases ndo dependentes
de peroxido que oxidam diretamente anéis fendlicos e que podem atuar, com o auxilio de
mediadores de baixo peso molecular, sobre estruturas ndo fenolicas (AN et al., 2015). As LiPs
e VPs possuem maior potencial de oxirredugdo que as lacases, de tal forma que elas agem
sobre uma grande variedade de compostos aromaticos, e apresentam também a capacidade de
oxidarem diretamente estruturas aromaticas nao fenoélicas do polimero de lignina, na auséncia
de mediadores de baixo peso molecular (SCHMIDT-DANNERT, 2016). A principal

diferenga entre as peroxidases e lacases consiste no tipo de receptor de elétrons, pois as
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primeiras utilizam o perdxido de hidrogénio (H202) e as seguintes, o oxigénio molecular
(MIR-TUTUSAUS et al., 2018).
As MnPs catalisam reagdes redox, dependentes de H>O», de Mn?* para Mn** que, ao

ser estabilizado, age como mediador de baixo peso molecular degradando os anéis aromaticos

da lignina (ZHANG et al., 2018).

Reacbes de oxidacio da lignina

LiP+H,0,
l VP+H,0,

Lignina

OHC—CH,0H

H,CO LiP - lignina peroxidase
OH VP - peroxidase versatil

Figura 10. Mecanismo de oxidagdo da lignina. As enzimas LiPs e VPs possuem alto potencial redox e oxidam
diretamente a lignina. Adaptado de SCHMIDT-DANNERT, 2016.

Os fungos que causam podriddo parda ou Brown Rot Fungi (BRF) degradam
preferencialmente celulose e hemicelulose sem remover a lignina circundante. Eles
conseguem modificar parcialmente a lignina via reagdo de Fenton: Fe*" + H O, + H —Fe*
+ H2O + - OH, a qual produz radicais hidroxilas, importantes oxidantes. A desmetoxilacao
também consiste em um mecanismo ndo enzimatico importante nos estidgios iniciais de
degradagdo da lignina, pois diminuiu consideravelmente seu conteudo de grupos metoxila.
Dessa forma, eles atuam sobre a lignocelulose com oxidantes de baixo peso molecular
promovendo sua despolimerizagdo difusa e consequente aumento de sua solubilidade alcalina,
mecanismo este que os distingue dos WRFs (NIEMENMAA & HATAKKA, 2008;
PRESLEY et al., 2016; SCHMIDT-DANNERT, 2016).

As enzimas pectinases também estdo envolvidas na degradag¢do da biomassa lenhosa,
atuando sobre a pectina, polissacarideo presente na lamela média, que promove a aderéncia
entre as células adjacentes, como ja mencionado anteriormente. Elas atuam através de reagdes

de despolimerizacdo e desesterificacdo. Entre elas estdo as endopoligalacturonases,
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exopoligalacturonases, pectato liases e pectinesterases. A degradacdo de cada dominio do
polissacarideo envolve um conjunto especifico destas enzimas (XAVIER-SANTOS et al.,

2004; GOMES, 2017).
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Micologia do Departamento de
Fitopatologia; Laboratdrio de Enzimologia do Departamento de Biologia Celular e Molecular

da Universidade de Brasilia e no LPF do Servico Florestal Brasileiro.

2.1 Colecao de isolados

Os isolados selecionados para este trabalho pertencem a Colegdo de fungos xiléfagos do
LPF e encontram-se discriminados na Tabela 2, com os respectivos codigos de acesso a
Colegdo de origem: Colecdo de Culturas de Referéncia do Centro de Pesquisa em Micologia
Florestal do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA); e a Colecao
Micoloégica de Referéncia Herbario UB da Universidade de Brasilia (MCHUB).

Tabela 2. Codigos de acesso dos isolados a colegdo do USDA e a colegdo MCHUB relacionados ao tipo de
podriddo causada a madeira.

Identifica¢iao Colecao Colecao Tipo de

(LPF) (USDA) (MCHUB) Podridao
Bjerkandera fumosa L-15918-Sp 1682 Branca
Schizophyllum commune TJV-93-5-sp 1826 Branca
Meruliporia incrassata Piirto-31 1829 Parda
Ganoderma applanatum HHB-7823-s 1825 Branca
Phanerochaete chrysosporium ME461 1685 Branca
Trametes versicolor Mad 697 1681 Branca
Gloeophyllum trabeum Mad 617 1828 Parda
Coniophora puteana Mad 515 1827 Parda
Pycnoporus sanguineus FP-103380 1684 Branca

2.2 Reativac¢ao da cole¢ao e cultivo monohifal

Na cole¢do de culturas, os isolados eram mantidos por meio do método de repicagem
periddica em placas de Petri contendo o meio de cultura extrato de malte dgar - EMA (3% de
malte : 1,8% de 4gar), e armazenados em camara de germinagdo do tipo B.O.D a 5 °C.

Cada isolado foi submetido ao método de purificagdo monohifal a fim de garantir a sua
identidade genética. Para cada cultura retirou-se um disco de micélio que, em seguida, foi

transferido para uma placa de Petri contendo meio agar-adgua (2%) com estreptomicina a 0,01%

(ZL).
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Apo6s 1 ou 2 dias de incubacdo, a temperatura ambiente, no escuro, cada cultura foi
analisada sob estereomicroscopio (Leica Microsystems) para a retirada da extremidade de uma
hifa individual (Figura 11) que foi transferida para novas placas de Petri para cultivo em meio

EMA.

Figura 11. Vista em estereomicroscéopio da cultura do isolado 1685 em placa de Petri com meio agar - agua
utilizado para purificagdo monohifal. A seta indica o local onde ocorreu a incisdo da ponta da hifa.

As novas culturas foram mantidas em incubadora com umidade e temperatura
controladas (75% UR =+ 2; 25 °C £ 2), no escuro, durante 16 dias, e posteriormente, foram
realizadas observacdes das estruturas somaticas sob microscopico de luz. Em seguida, foram
utilizados dois métodos para armazena-las: em B.O.D a 5 °C e por congelamento, no qual cinco
discos de micélio com cerca de 0,7 cm de didmetro foram retirados de cada colonia,

conservados em solugdo salina 0,9% com glicerol 50% e mantidos em freezer a - 80 °C .

2.3  Extracdo do DNA genoémico

Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo EMA coberto com papel
celofane e incubados a temperatura ambiente por 10 dias no escuro. Apds o crescimento das
colonias, o micélio foi removido com auxilio de um palito de madeira e colocado em
microtubos de 1,5 mL contendo 30 pL de tampao Tris-EDTA (TE). A extragdo do DNA
gendmico foi realizada utilizando o Kit de purificagdo de DNA gendmico da Promega
(Wizard Genomic DNA Purification Kit) conforme recomendagdo do fabricante. A

concentracdo do DNA total foi determinada em espectrofotdmetro Nanovue e ajustada para
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25 ng/uL. As amostras foram armazenadas a 20 °C para posterior utilizacdo.

2.4  Amplificacio, purificacio e sequenciamento do DNA

Foi preparada uma solugdo para a PCR, em microtubos de 0,2 mL, para um volume
final de 12,5 pL, utilizando os seguintes reagentes: 6,25 uL de MyTaq Master Mix (Bioline,
USA), 0,3 uL de cada iniciador (senso e anti-senso), 1 uL. de DNA gendmico (25 ng/pL) e
4,65 uL de 4gua ultrapura. Os DNAs de todos os isolados foram amplificados e sequenciados
com os iniciadores da regido ITS mais LSU (Tabela 3).

A reagdo foi conduzida em termociclador Termo Bio-RAD/MyCycler sob as seguintes
condi¢des: 1 ciclo para etapa inicial de desnaturagdo (95 °C por 01:30 min), seguido de 35
ciclos com uma etapa de desnaturagdo (95 °C por 20 seg.), uma de anelamento (53 °C por 45

seg.) e uma de extensdo (72 °C por 45 seg.) e extensdo final (72 °C por 5 min).

Tabela 3. Sequéncia nucleotidica dos iniciadores para a regido ITS mais LSU e tamanho esperado do amplicon.

Iniciador Sequéncia do iniciador (5°-3") Tamanho esperado (pb)
ITS+LSU-F TTATCGTCCCTGCCCTTTGTA 1500
ITS+LSU-R TCCTGAGGGAAACTTCG

Os produtos das rea¢des de PCR foram visualizados por meio da eletroforese em gel
de agarose a 1% na presenga de brometo de etidio (1 pg mL'), U.V. a 254 nm e marcador
molecular padrdo 1 kb Ladder® (Invitrogen) para verificar o tamanho e pureza das
amplificagdes. Os amplicons da regido ITS mais LSU foram purificados com ExoSAP-IT
(USB) Affymetrix. Foi adicionado 6 pl de agua ultrapura aos 9,5 pl do produto de PCR para
diluir o DNA de cada amostra. Para cada 5 pl do DNA diluido foi adicionado 2 pl de
ExoSAP-IT. O programa de purificagdo em termociclador foi de 37 °C por 15 minutos
seguido por 80 °C por 15 minutos. Os produtos de PCR foram sequenciados pela Macrogen

Inc., Coréia do Sul (http://www.macrogen.com).

2.5  Analises Filogenéticas

Os resultados dos sequenciamentos foram primeiramente analisados quanto a
qualidade dos cromatogramas obtidos para cada isolado. A sequéncia consenso do

sequenciamento de cada um dos isolados foi montada com o auxilio do software Geneious
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9.1.3. Primeiramente a sequéncia consenso foi utilizada no blast para identificacdo (banco de
dados), em seguida a arvore filogenética foi feita com base nesta informagao.

Foi realizado o alinhamento multiplo das sequéncias da regido ITS mais LSU dos
isolados pelo software MUSCLE (EDGAR, 2004). A arvore filogenética foi montada através
do programa FastTree (ZHOU et al., 2018) que utiliza um método modificado de méaxima
verossimilhanga, com 1.000 repeti¢cdes de bootstraps e suporte acima de 70%.

As sequéncias adicionais utilizadas foram selecionadas a partir de periddicos e
posteriormente obtidas do GenBank (Tabela 4). A espécie Bipolaris secalis foi utilizada como

grupo externo (outgroup).

Tabela 4. Numeros de acesso do GenBank e referéncia das sequéncias de DNA utilizadas na analise filogenética.

Espécie UnB ITS+LSU Referéncia
Coniophora puteana 1827 AM946631 (SCHMIDT & MORETH, 2008)
Coniophora puteana - KJ995933 (MORETH & SCHMIDT, 2005)
Coniophora puteana - AJ5834262 (MORETH & SCHMIDT, 2005)
Coniophora puteana - GU1875781 (MORETH & SCHMIDT, 2005)

Schizophyllum commune 1826 AF261587 (MONCALVO et al., 2002)
Schizophyllum commune - MH307932 (CAJITHAML, 2015)
Schizophyllum commune - DQO0717252 (GARNICA et al., 2007)
Schizophyllum commune - AF334751 (BINDER et al., 2010)
Schizophyllum commune - AF261587 (BINDER et al., 2010)
Bjerkandera fumosa 1682 KJ831937 (MARTIN et al., 2015)
Bjerkandera fumosa - KY9488551 (JUSTO et al., 2017)
Bjerkandera fumosa - KT3059371 (WESTPHALEN et al., 2015)
Bjerkandera fumosa - KP1351981 (JUSTO et al., 2017)
Exidiopsis sp. - AY509549 (LUTZONI et al., 2004)
Exidiopsis calcea - AY885162 (LUTZONI et al., 2004)
Exidiopsis effusa - KX262193 (MALYSHEVA & SPIRIN, 2017)
Heterochaete andina - KX262187 (MALYSHEVA & SPIRIN, 2017)
A.auricula-judae - KM396824 (WU et al., 2015)
A.auricula-judae - KM396826 (WU et al., 2015)
Gloeophyllum trabeum 1828 KJ995923 (JASALAVICH et al., 2000)
Gloeophyllum trabeum - KJ1411851 (GARCIA-SANDOVAL et al., 2011)
Gloeophyllum trabeum - AY089733 (ADAIR et al., 2002)
Gloeophyllum trabeum - HM5360671 (GARCIA-SANDOVAL et al., 2011)
Gloeophyllum sepiarum - IN649344 (SJOKVIST et al., 2012)
Columnocystis abietina - EU118619 (SJOKVIST et al., 2012)
Trametes versicolor 1681 KC176306 (THORN et al., 1996)
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Trametes gibbosa - KC176329 (THORN et al., 1996)

Trametes versicolor - KC176344 (THORN et al., 1996)
Pycnoporus sanguineus 1684 KP012989 (MAY, 2003)
Pycnoporus sanguineus - IN164795 (JUSTO & HIBBETT, 2011)
Pycnoporus sanguineus - KP012920 (MAY, 2003)
Pycnoporus sanguineus - FJ372709 (RUNGJINDAMAL et al., 2008)
Pycnoporus sanguineus - 595619 (YUAN et al., 2011)
Ganoderma applanatum 1825 KJ668395 (JANG et al., 2016)

Ganoderma tsugae - KJ146707 (JANG et al., 2016)

Polyporales - JQ312203 (CHOWDHARY et al., 2013)
Hydnopolyporus fimbriatus - KX664355 (MAYER et al., 2016)
Ceriporia sp. - LC014887 (HAGIWARA et al., 2015)
Phanerochaete chrysosporium 1685 MHO047187 (HEEGER et al., 2018)
Phanerochaete chrysosporium - GQ470643 (WESTPHALEN et al., 2015)
Phanerochaete chrysosporium - KP135246 (FLOUDAS & HIBBETT, 2015)
Meruliporia incrassata 1829 AJ419912 (SCHMIDT & MORETH, 2002)
Meruliporia incrassata - AJ491672 (CARLIER et al., 2004)
Meruliporia incrassata - GU187595 (BINDER et al., 2010)
Bipolaris secalis - KU554624 (LORENZINI et al., 2016)

2.6  Avaliacio da atividade lignocelulolitica

A atividade lignocelulotitica dos isolados estudados foi determinada tanto por meio de
ensaios qualitativos, detectando-se a atividade enzimatica pela formacdo de halo de
degradacgdo do substrato em meio solido, quanto através de ensaios quantitativos, por métodos
espectrofotométricos, quantificando-se a produ¢do de enzimas e ainda avaliando-se a curva de

crescimento em meio liquido.

2.6.1 Ensaios qualitativos

A atividade lignocelulolitica dos isolados foi inicialmente avaliada de forma
qualitativa, por meio de testes de atividade em placas de Petri contendo o meio s6lido MYG
(5 g de malte, 2,5 g de extrato de levedura, 20 g de agar e 1 L de agua destilada). Para
deteccdo da atividade de lacases, o meio foi acrescido de glicose e suplementado com azul de
remazol 0,3 M como indicador. Para deteccdo da atividade de xilanases e endoglucanases o

meio MYG foi suplementado com xilana ou carboximetilcelulose (CMC) a 0,5%,
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respectivamente, como Unica fonte de carbono em substituicdo a glicose (GARCIA, 2006;
GOMES, 2017). Todos os isolados foram incubados em BOD a 25 °C + 2; 75% + 2 UR, no
escuro. Apds 4 dias de incubagdo, as culturas contendo xilana e CMC como fonte de carbono
foram coradas com Congo Red a 0,1% (0,1 g de vermelho congo e 100 mL de dgua destilada)
e, em seguida, descoradas com solugdo de NaCl 0,5 M (NaCl 29,22 g e 1 L de agua destilada)
para detec¢do da atividade enzimadtica, visualizada pelo halo de coloragdo mais clara,
conforme previamente descrito por Carder (1986). A atividade de lacase foi visualizada pela
formacao de halo transparente, de acordo com Garcia (20006).

O valor do halo de hidrélise foi determinado pelo resultado da subtracdo do valor do
didmetro da colonia somado ao halo pelo valor do didmetro da colonia (medidos em
centimetros), conforme Hankin e Anagnostakis (1975). A medicdo do didmetro foi realizada
trés vezes tanto na horizontal, quanto na vertical, e, em seguida, foi feita uma média

aritmética desses valores para obter o tamanho da colonia e do halo.

2.6.2 Ensaios quantitativos
2.6.2.1 Producao enzimatica

Os isolados 1681, 1828, 1682 e 1829 foram selecionados para esses ensaios por
pertencerem a espécies descritas como classicas causadoras de podridao da madeira e também
em funcdo de dados prévios de ensaios de apodrecimento acelerado em laboratorio (LPF), ou
ainda, por apresentarem os maiores halos de degradacdo nos testes qualitativos para avaliacao
da atividade lignocelulolitica.

A partir das culturas monohifais, cinco discos de micélio foram inoculados em frascos
Erlenmeyers com 50 mL de meio minimo (0,7% (m/v) KH2PO4; 0,2% K>HPO4; 0,05%
MgSO4+7H,0; 0,16% (NH4)2SO4 a pH 7,0) acrescido de serragem da madeira S. psilonema
(numa concentracdo final de 0,5% m/v) como fonte unica de carbono. Os fungos foram
incubados por 10 dias, a 28 °C e sob agitagdo de 120 rpm. A cada dia, 2 frascos foram
retirados, as culturas filtradas a vacuo, e os filtrados centrifugados a 10.000 rpm por 20 min a
4 °C para separacdo da massa micelial. O sobrenadante foi a fragdo utilizada como fonte de
holocelulases e lacases para a determinagdo de atividade enzimatica e & massa micelial foi
adicionado 15 mL de agua destilada e o composto reservado para a determinacdo da curva de
crescimento.

A atividade holocelulolitica nos sobrenadantes das culturas foi avaliada pela liberagao

de actcares redutores dos substratos carboximetilcelulose, papel de filtro e xilana pelo
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método de Miller (1959). Os ensaios enzimaticos para determinacdo das atividades de
CMCase, celulase total e xilanase foram realizados conforme descrito por Leitdo et al. (2017).

A quantificagdo dos acgucares redutores foi realizada colorimetricamente pela leitura
em espectrofotometro (Spectra Max) no comprimento de onda de 540 nm e utilizando curvas
padrdo de glicose e xilose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1pmol de agucar redutor por minuto de reacao
(UD). A atividade de lacase foi determinada conforme descrito por Garcia (2006), a
absorbancia foi lida em espectrofotometro (SpectraMax) a 420 nm. Todos os ensaios foram
conduzidos em duplicata e os valores apresentados corresponde a média aritmética das duas

repeticdes.

2.6.2.2 Curva de crescimento

A massa micelial obtida conforme descrito anteriormente, foi empregada para a
obtenc¢do das curvas de crescimento a partir da quantificacdo de proteina intracelular apos a
lise das células fungicas por meio de sonicador (SONICS Vibra cell), conforme descrito por

Bradford (1976). A absorbancia foi lida em espectrofotometro (SpectraMax) a 595 nm.

2.7 Teste de durabilidade natural da madeira

O teste de durabilidade natural da madeira foi realizado no Laboratdrio de Fungos da
Area de Biodegradagdo e Preservagio do LPF utilizando-se as madeiras de S. psilonema,
Cecropia sp. e Pinus sp. Para tanto, foi seguida a norma padronizada da American Society For

Testing Materials - ASTM D 2017 (2005).

2.7.1 Obtencao da madeira

A madeira de S. psilonema foi coletada em éareas de assentamentos rurais localizadas
nas regido centro-norte do estado do Piaui, com predominancia de vegetacao tipica do bioma
Caatinga, que fazem parte de Plano de Manejo Florestal comunitario, apoiado pelo LPF.
Foram abatidas cinco arvores para confeccdo dos corpos de prova e obtengdo da serragem
pela marcenaria e pelo setor de produtos, respectivamente (Figura 12). As madeiras de
Cecropia sp. e de Pinus sp. foram coletadas na Fazenda Agua Limpa da UnB, em seguida,

foram conduzidas a marcenaria para obten¢ao das placas suporte e dos corpos de prova.
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Figura 12. Confecgdo dos corpos de prova para o ensaio de apodrecimento acelerado e obtengio da serragem de
Swartzia psilonema.

2.7.2 Preparo dos frascos de vidro

Em frascos de vidro com capacidade de 250 mL, foram adicionados 130 g de solo,
coletado na Fazenda Agua Limpa da UnB, que foi previamente peneirado e corrigido quanto a
acidez para um pH proximo de 6,0. Sobre o solo foi adicionado 65 mL de dgua destilada. Em
cada frasco, foi depositada a placa suporte de madeira, com reconhecida suscetibilidade a um
dos tipos de podridao: Cecropia sp. (controle para podriddo branca) e Pinus sp. (controle para
podridao parda), conforme procedimento descrito por TEIXEIRA et al. (2015). Apods
autoclavagem a 120 °C durante 45 minutos, os frascos foram acondicionados em incubadora
com umidade de 75 £+ 2%, e temperatura de 25 =+ 2 °C por uma semana.

Os corpos de prova foram lixados e mantidos em uma sala climatizada com umidade
relativa do ar de 63 + 2% e temperatura de 22 + 2 °C, até atingirem o teor de umidade de
equilibrio de 12%, verificada por meio de pesagens peridodicas com 20% das amostras, até
atingirem massa constante (variacdo inferior a 0,01g), desse modo, todas as demais amostras
do ensaio foram pesadas em balanga analitica (Shimadzu).

Para cada espécie de madeira, foram utilizados 30 corpos de prova a serem inoculados
por cada isolado. O grupo controle constituiu-se de 16 corpos de prova da madeira suscetivel.
O teste foi conduzido com 106 corpos de prova para cada um dos nove isolados (30 para
Cecropia sp., 30 para Pinus sp., 30 para S. psilonema e 16 do controle) totalizando 954

amostras.
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2.7.3 Preparo do indculo

O cultivo dos nove isolados da Colecdo para o ensaio de apodrecimento acelerado foi
realizado em Erlenmeyers com 300 mL de EM, sob rotagdo inicial de 100 rpm em mesa
agitadora (TECNAL) durante 24h e, posteriormente, mantidos por trés semanas em
incubadora com umidade de 75 + 2% e temperatura de 25 + 2 °C.

Ao final desse periodo, em cada Erlenmeyer foi adicionada é4gua destilada na
proporg¢ao de 1:1, totalizando 600 mL. O conteudo foi misturado em homogeneizador, do qual
foi extraida uma aliquota de 3 mL que foi inoculada sobre as placas suporte de madeira,
preparadas conforme descrito anteriormente. Apds a inoculacdo, os frascos foram mantidos na
incubadora, sob as mesmas condigdes anteriores, até a completa colonizacdo do suporte

(Figura 13).

2.7.4 Ensaio de apodrecimento acelerado

Os corpos de prova foram esterilizados em autoclave por 30 minutos a 120 °C, em
seguida foram inseridos assepticamente nos frascos ja inoculados conforme a etapa anterior,
em camara de fluxo laminar. Os frascos foram incubados por aproximandamente 12 semanas
(méximo de 16 semanas) de acordo com a perda de massa no grupo controle, averiguada a
partir da 8" semana de teste, na qual, dois corpos de prova passaram a ser pesados
semanalmente. Quando esta perda de massa atingia valor igual ou superior a 50% da massa
inicial, finalizava-se o experimento para cada isolado. Dessa forma, os corpos de prova eram
retirados dos frascos e o micélio removido com escova de cerdas macias, permanecendo em
sala climatizada até alcangar a estabilidade quanto a variagdo de massa, a partir da qual foi

realizada a pesagem final de todas as amostras.
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Figura 13. Ensaio de apodrecimento acelerado. Frascos de vidro com as placas suporte das madeiras suscetiveis
inoculadas e mantidas em incubadora com temperatura e umidade controladas.

2.7.5 Determinacao da durabilidade natural

A durabilidade natural da madeira foi avaliada com base na perda de massa (PM) dos
corpos de prova, calculada pela diferenca entre a massa inicial (Mi), que ocorre antes do

ataque do fungo apodrecedor, e a massa final (Mf), apds o ataque do fungo (Figura 14).

A equagdo da perda de massa:

PM=$>< 100

L

Figura 14. Calculo da perda de massa nos blocos de madeira submetidos ao TDN.

A partir das médias das perdas de massa, as espécies foram classificadas quanto a sua

durabilidade natural (Tabela 5).

Tabela 5. Classes de resisténcia a fungos lignoceluloliticos em razdo da perda de massa.

Classe de resisténcia Perda de massa (%o)
Altamente resistente (AR) 0-10
Resistente (R) 11-24
Resisténcia moderada (RM) 25-44
Néo resistente (NR) =45

Fonte: (ASTM, 2005)
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2.7.6 Analises estatisticas

Na analise das médias de perdas de massa, foi verificada a presenca de outliers e sua
posterior remocao de acordo com Hoaglin et al. (1986). Considerando que os dados nao
apresentaram normalidade, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis através do

software SPSS v. 21, com o intuito de avaliar as diferencas estatisticas entre eles.
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3 RESULTADOS

3.1  Identificacdo molecular

Um tnico produto de PCR com o tamanho esperado de 1.500 pares de bases (pb)
foi detectado nas reagdes realizadas contendo o DNA dos isolados 7. versicolor (1681), B.
fumosa (1682), S. commune (1826), P. sanguineus (1684), P. chrysosporium (1685), G.
applanatum (1825), C. puteana (1827), G. trabeum (1828) e M. incrassata (1829) (Figuras
15e 16).

Figura 15. Anélise da reagdo de PCR para amplificac¢do da regido ITS mais LSU por eletroforese em gel de
agarose a 1%. MM: Marcador de massa molecular 1Kb DNA Ladder. 1: controle negativo, 2: isolado 1681,
3: 1682, 4: 1826, 5: 1684 ¢ 6: 1685.

2.000 pb
m—p 1.500 pb

1.000 pb
750 pb

500 pb
250 pb

Figura 16. Analise da reagdo de PCR para amplificac¢do da regido ITS mais LSU por eletroforese em gel de
agarose a 1%. MM: Marcador de massa molecular 1Kb DNA Ladder. 1: Controle negativo, 2: Isolado 1825,
3: 1826, 4: 1827, 5: 1828 ¢ 6: 1829.
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A comparagdo das sequéncias dos amplicons com a base de dados do GenBank

resultou na identificagdo prévia dos isolados dentro das espécies esperadas, para grande

parte destes, de acordo com a classificagdo anteriormente realizada por parametros

morfométricos (Tabela 6).

Tabela 6. Analises das sequéncias por comparagdo via BLASTN no Genbank.

Isolados  Regiio  Cobertura Identidade Resultado Acesso
(UnB) Genoémica (%) (%) Genbank
1681 ITS+LSU 100% 96% Trametes versicolor KC176306.1
1682 ITS+LSU 80% 97% Auriculariales KJ831937.1
1684 ITS+LSU 100% 95% Trametes hirsuta CP019375.1
1685 ITS+LSU 99% 99% Phanerochaete MHO047187.1
chrysosporium
1825 ITS+LSU 89% 99% Hydnopolyporus fimbriatus KX664355.1
1826 ITS+LSU 97% 99% Schizophyllum commune ~ MH307932.1
1827 ITS+LSU 100% 99% Coniophora puteana AM946631.1
1828 ITS+LSU 91% 95% Gloeophyllum sepiarium IN649344.1
1829 ITS+LSU 80% 82% Meruliporia incrassata AJ419912.1

Na identifica¢do final, a arvore filogenética obtida com as sequéncias da regido ITS

mais LSU formou cinco clados distintos pertencentes a classe Agaricomycetes, do subfilo

Agaricomycotina (Figura 17). Os fungos P. sanguineus, T. versicolor e P. chrysosporium

tiveram suas identidades confirmadas de acordo com os agrupamentos obtidos para o clado

da ordem Polyporales. G. applanatum nado teve sua identidade confirmada, apresentando-se

como outra espécie da ordem Polyporales proxima de H. fimbriatus e Ceriporia sp.

Os fungos M. incrassata e C. puteana, e S. commune foram confirmados quanto as

suas identidades, conforme os agrupamentos obtidos para as ordens Boletales e Agaricales,

respectivamente. B. fumosa nao teve sua identidade confirmada, apresentando-se como

outra espécie dentro da ordem Auriculariales. O fungo G. trabeum agrupou com os demais

isolados da espécie no clado Gloeophyllales.
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GU1875731 Coniophora arida Boletalos
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KM3968241 Auricularia auricula judae
79— KM3968261 Auricularia auricula judae
89, KP012989 Pycnoporus sanguineus
JN1647951 Pycnoporus sanguineus
741 A Pycnoporus sanguineus
KP012920 Pycnoporus sp.
FJ3727091 Pycnoporus sanguineus
HM5956191 Pycnoporus sanguineus
79, KC176306 Trametes versicolor
A Trametes versicolor
1001 KC176344 Trametes versicolor
KC176329 Trametes gibbosa
KJ6683951 Ganoderma applanatum
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Figura 17. Arvore filogenética da classe Agaricomycetes. A arvore filogenética foi obtida pelo método de
maxima verossimilhanga com 1.000 repeti¢des de bootstrap, fundamentada em sequéncias da regido ITS
mais LSU. Os isolados marcados correspondem aos da Colegdo do LPF.
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3.2  Avaliacio da atividade lignocelulolitica
3.2.1 Ensaios qualitativos

Todos os isolados apresentaram halo de degradacdo nos ensaios qualitativos para as
enzimas testadas, exceto M. incrassata que nao mostrou atividade ligninolitica (Figura 18).
Os isolados 1682 (Auriculariales), 1826 (S. commune) e 1829 (M. incrassata)
apresentaram as maiores médias de atividades sobre os trés meios (azul de remazol, xilana

e carboximetilcelulose) (Figura 19).

AR
1‘
16‘
18‘

1829

|90 x 15 mm

Figura 18. Teste qualitativo de atividade enzimatica. A atividade foi determinada pelo didmetro do halo de
degradacao produzido pelo fungo xilofago, conforme indicado pelas setas. AR: azul de remazol (atividade de
enzimas ligninoliticas); XIL: xilana (atividade de xilanases); e CMC: carboximetilcelulose (atividade de
endoglucanases).
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Figura 19. Avaliacao da atividade de CMCase, xilanase e lacase por teste em placa. A atividade foi expressa
pelo halo de degradacdo produzido por cada um dos isolados frente aos substratos CMC, xilana e azul de
remazol.

3.2.2 Ensaios quantitativos
3.2.2.1 Curva de crescimento

Todos os Basidiomycota testados cresceram em meio minimo liquido, contendo a
serragem como substrato lignocelulésico. Os fungos M. incrassata, G. trabeum e T.
versicolor apresentaram curvas de crescimento proximas entre si e inferiores a do isolado
Auriculariales (37,93 pg/mL) que apresentou o melhor crescimento micelial nas condi¢des

do teste (Figura 20).

40
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15 Mi_1829
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Proteina intracelular (ug/mL)

Figura 20. Curvas de crescimento dos isolados Auriculariales (Au_1682), G. trabeum (Gt_1828), M.
incrassata (Mi_1829) e T. versicolor (Tv_1681) cultivados em meio minimo liquido contendo serragem da
madeira Swartzia psilonema como Unica fonte de carbono. A concentra¢do de proteina intracelular foi
utilizada como parametro de analise de crescimento.
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3.2.2.2 Producio enzimatica

Os quatro fungos G. trabeum, M. incrassata, T. versicolor e Auriculariales
apresentaram atividade de endoglucanases, celulases totais e hemicelulases (Figura 21).
Valores mais significativos de atividade de endoglucanases (4,15 U/mg) e xilanases (8,02
U/mg) foram obtidos para 7. versicolor. O fungo G. trabeum foi o segundo em atividade
especifica para endoglucanases (2,12 U/mg). A maior atividade especifica para celulases
totais foi de M. incrassata (0,80 U/mg).

Com relacdo a atividade xilanolitica especifica, os demais isolados apresentaram
atividades constantes proximas entre si e inferiores a de 7. versicolor. Apenas T. versicolor
e Auriculariales apresentaram atividade de lacase, com os valores mais significativos de

44,22 U/mg e 12,17 U/mg, respectivamente.
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Figura 21. Avaliacdo da producdo de endoglucanases (a), celulases totais (b), xilanases (c) e lacases (d)
pelos isolados Auriculariales (Au_1682), G. trabeum (Gt_1828), M. incrassata (Mi_1829) e T. versicolor
(Tv_1681) quando cultivados em meio minimo contendo serragem da madeira S. psilonema como Unica
fonte de carbono.
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3.3 Durabilidade natural

Dentre os nove Basidiomycota testados, sete cresceram sobre as placas suporte das
madeiras de Cecropia sp. (controle para os fungos de podriddao branca) e de Pinus sp.
(controle para os fungos de podridao parda) com excecdo de S. commune e C. puteana. Na
etapa seguinte de inser¢do dos corpos de prova (CP’s) das madeiras de S. psilonema,
Cecropia sp. € Pinus sp., os sete isolados continuaram a crescer sobre os CP’s nas

condicdes do teste (Figura 22).

Figura 22. Placas suporte do grupo controle ndo inoculadas e corpos de prova colonizados por Trametes
versicolor. Foto: Marcelo Fontana da Silveira (Area de Biodegradagio e Preservagdo do LPF).

No entanto, o fungo Auriculariales ndo causou perda de massa significativa no
grupo controle do teste apos dezesseis semanas de incubagdo, segundo a norma ASTM, de
forma que seus dados ndo foram computados para a determinacdo da durabilidade das
madeiras. Foi possivel, contudo, observar seu crescimento micelial sobre os CP’s, nas
condi¢des do teste (Figura 23).

A perda de massa resultante da acdo degradadora dos seis Basidiomycota
lignoceluloliticos por meio do ensaio de apodrecimento acelerado, permitiu determinar a
durabilidade natural da madeira de S. psilonema.

A madeira de Cecropia sp. apresentou-se como ndo resistente a maioria dos
isolados, exceto a P. chrysosporium e a M. incrassata para os quais foi moderadamente
resistente, enquanto Pinus sp. foi classificado como ndo resistente aos dois isolados
causadores de podriddo parda: G. trabeum e M. incrassata; moderadamente resistente aos
isolados T. versicolor e Polyporales; e resistente a P. sanguineus € a P. chrysosporium. A
madeira teste apresentou variagdes entre as classes de resisténcia, de acordo com a perda
de massa para cada isolado. Foi classificada como moderadamente resistente (RM) aos

fungos Polyporales (27,01%) e G. trabeum (29,72%); resistente (R) aos fungos 7.
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versicolor e P. sanguineus com perda de massa de 18,55% para ambos; e altamente

resistente (AR) a P. chrysosporium (6,47%) e a M. incrassata (8,26%) (Figura 24).

Figura 23. Crescimento micelial do fungo Auriculariales sobre os corpos de prova (CP’s) de S. psilonema,
nas condig¢des do teste de durabilidade natural, segundo a norma ASTM 2017:2005. As letras correspondem,
respectivamente: A - crescimento micelial sobre a superficie do CP’s; B - dano aparente a estrutura das fibras

da madeira; C e D - crescimento no interior do vaso. Foto: Anna Sofya Silva/Alexandre Bahia (Area de
Anatomia do LPF).
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Figura 24. Grafico com as médias das perdas de massa (%) decorrentes da agdo de seis Basidiomycota

lignoceluloliticos sobre: Cecropia sp. (controle para fungos de podriddo branca), Pinus sp. (controle para
fungos de podridado parda) e S. psilonema (teste).
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As médias da perda de massa e as respectivas classes de resisténcia das trés
espécies madeireiras submetidas a degradacdo pelos seis Basidiomycota lignoceluloliticos
sdo apresentadas na Tabela 7.

Durante o teste com Polyporales crescendo sobre as trés madeiras, foi observado,
em alguns casos, a formagdo de estruturas semelhantes aos basidiomas do fungo

lignocelulolitico causador de podridao branca H. fimbriatus (Figura 25).

Tabela 7. Classes de resisténcia de trés espécies madeireiras baseadas na perda de massa apos ensaio de
apodrecimento acelerado com seis Basidiomycota lignoceluloliticos.

Perda de massa (%)

Espécies
Cecropia sp. Pinus sp. 8. psilonema
T versicolor _ Am 47,82b 25,34bc 18,55b
Classe NR RM R
P. sanguineus _ Am 47,42b 23,73b 18,55b
Classe NR R R
Polyporales _ Am 51,31b 42,89cd 27,01bc
Classe NR RM RM
G. trabeum _ Am 50,31b 53,22d 29,72¢
Classe NR NR RM
P. chrysosporium 2™ 44,64b 20,26b 6,47a
Classe RM R AR
M. incrassata _ Am 42,60a 57,06d 8,26a
Classe RM NR AR

Letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de comparagao de pares ao nivel de 5% de probabilidade.
Am - Perda de massa; Classe: AR - Altamente Resistente; R - Resistente; RM - Resisténcia Moderada e NR - Nao Resistente.

Figura 25. Estruturas fungicas coletadas dos corpos de prova do ensaio de apodrecimento acelerado com o
fungo Polyporales indeterminado. As letras A e B representam as imagens das estruturas coletadas apos a
limpeza dos CP’s.
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4 DISCUSSAO

O LPF tem desempenhado um importante papel na area de tecnologia da madeira ao
longo de mais de quatro décadas, desenvolvendo pesquisas para utilizacao sustentavel dos
recursos florestais. Dentre as suas areas de atuagdo, a de Biodegradacdo e Preservagio,
objetivando coletar informagdes essenciais sobre a durabilidade natural das espécies florestais
e produtos derivados, realiza, entre outros, o ensaio de apodrecimento acelerado em
laboratério e, para isso, mantém a Colecao de fungos xil6fagos, com espécies obtidas de
colegdes referenciadas e que sdo reconhecidas como “classicas” causadoras de podriddes.

Dessa forma, o estudo aqui desenvolvido partiu do pressuposto de que manter essa
Colegdo vai além da fungdo de prover recursos biologicos vidveis para esse tipo de ensaio,
considerando-a como um importante componente da infraestrutura cientifica e tecnoldgica do
pais.

Entre as ferramentas utilizadas para confirmacdo da identidade dos isolados da referida
Colecao, foi escolhido o algoritmo Muscle para o alinhamento multiplo das sequéncias da regido
ITS combinada com a LSU, por ser considerado mais eficiente e rapido que outros disponiveis.
De acordo com Edgar (2004) isso ocorre devido ao método ndo exigir alinhamento inicial das
sequéncias para gerar uma matriz de distancias e ao fato de haver um refinamento progressivo
destes alinhamentos. De acordo com o método de reconstru¢do filogenética da maxima
verossimilhan¢a aqui utilizado, buscou-se, entre todas as possibilidades, a arvore que melhor
representou as relacdes de parentesco entre os isolados, conferindo, assim, um melhor
posicionamento quanto as suas respectivas identificagdes especificas.

As regides génicas utilizadas neste trabalho refletem o sucesso obtido em algumas
publicagdes recentes, nas quais sdo descritas como bons marcadores genéticos para identificar
fungos do Filo Basidiomycota. Schoch ef al. (2012) indicam que as regides ITS e LSU tém
um desempenho muito semelhante como barcodes e que a combinagao entre elas ¢ aplicada
em estudos de amostragem ambiental, onde a amplificacdo em tandem pode permitir a
identificacdo simultanea de espécies com ITS e a andlise filogenética com LSU. De acordo
com Pinho ef al. (2016), dados como esses sdo importantes para a escolha da regido génica
considerando os objetivos e o grupo de organismos a ser estudado, bem como a disponibilidade
nos bancos de dados para comparagao.

Iniciadores gerais como os pares ITS1 e ITS4 amplificam as regides espagadoras

internas transcritas do rDNA para varios fungos, como leveduras e Ascomycota, no entanto,
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podem ndo funcionar para outros grupos com espécies intimamente relacionadas. Para este
caso, had iniciadores especificos que amplificam determinadas regides génicas para o0s
Basidiomycota. Este filo, como ja bem revisado, compreende os mais relevantes para
degradacdo da madeira, de modo que, o uso destes iniciadores especificos exclui a
amplificacdo para os demais, muito comuns em amostras ambientais, por exemplo (KIRKER,
2014).

Tal fato pode ser confirmado neste trabalho, pois o par de iniciadores especificos LR5
(reverse) e VI9G (foward) amplificaram as regides LSU e ITS do rDNA de todos os isolados,
possibilitando chegar ao nivel de espécie para a maioria e efetivando, por conseguinte, sua
empregabilidade na resolugdo entre alguns membros deste complexo grupo.

Estes estudos corroboram os resultados de Xu & Adamowicz (2016), os quais
destacaram o emprego de nLSU, RPB2, fator de elongacdo da tradugdo (TEF1) e da
subunidade menor do ribossomo mitocondrial (mitSSU), como marcadores genéticos
promissores ou possiveis barcodes secundarios para diferenciar espécies intimamente
relacionadas dentro dos Basidiomycota.

A recomendacdo da utilizacdo de madeiras para aplicagdo em diferentes setores
depende de uma andlise prévia de sua durabilidade que ¢ principalmente impactada pela
degradacdo bidtica realizada por esses Basidiomycota. Neste sentido, ¢ necessario o
entendimento dos seus mecanismos na decomposi¢do da madeira para o desenvolvimento de
novos métodos que visam maximizar sua resisténcia a degrada¢do e aumentar sua vida util.
Além disso, ¢ importante a disponibilidade de uma colec¢ao certificada de fungos a serem
utilizados nos testes de durabilidade eficientes na degradagdo de diferentes tipos de madeira.

Uma das contribui¢des do presente trabalho foi a confirmagdo da identificagdo para a
maioria dos isolados utilizados no LPF para andlises dos testes de durabilidade. No entanto,
divergéncias foram encontradas quanto aos depdsitos de origem para os isolados 1682 e 1825,
originalmente identificados como Bjerkandera fumosa (L-15918-Sp) e Ganoderma applanatum
(HHB-7823-s).

Apesar desta divergéncia ¢ preciso ser cauteloso, pois segundo Choi & Kim (2017) a
arvore génica para uma populagdo de microrganismos pode diferir de outras arvores génicas para
a mesma populacdo, dependendo da selecdo subjetiva dos genes. A arvore filogenética
apresentada no presente trabalho ¢ reflexo da escolha da regido ITS combinada com a LSU do

DNA.
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A partir dessas andlises, foi obtido o cladograma baseado nas ordens dentro da classe dos
Agaricomycetes, do subfilo Agaricomycotina. A espécie Bjerkandera fumosa (ordem
Polyporales) da colecdo do LPF ficou posicionada como uma espécie dentro da ordem
Auriculariales, proxima, inclusive, de Auricularia auricula-judae. Essa ordem também possui
algumas espécies causadoras de podriddo, como as da familia Exidiaceac e Auriculariaceae
(WORRALL et al. ,1997).

Quanto ao fungo originalmente depositado na colecdo como Ganoderma applanatum, a
sua posi¢do no clado como uma espécie nao identificada da ordem Polyporales aproximou-se
tanto de H. fimbriatus quanto de Ceriporia sp. Vale salientar que esta ordem se destaca por
possuir varias familias e géneros com importantes espécies causadoras de podriddes. Stancheva
et al. (2009) relataram cerca de trinta e oito espécies importantes em termos de degradacdo da
madeira.

O isolado acima citado causou perdas de massa significativas para todas as madeiras
submetidas ao TDN. As caracteristicas residuais dos corpos de prova evidenciaram sua
classificacdo como causador de podriddo branca. As estruturas semelhantes aos basidiomas de H.
fimbriatus coletadas durante a retirada do fungo dos CP’s refor¢a a necessidade de mais estudos
de caracterizagdo para sua identificacdo especifica.

Diante desses resultados e considerando apenas o método de preservagdo da Colegdo
(subculturas ou repiques periddicos) em uma analise mais restrita, ¢ possivel correlaciona-los as
limitacdes relativas a este tipo de técnica, muitas vezes impraticdvel ao armazenamento de um
grande nimero de culturas. Este ¢ um método considerado vulneravel a contaminagdes e pode
permitir alteragdes morfologicas, fisiologicas e genéticas aos isolados. Quando utilizado como
unico método de preservacdo a longo prazo pode conduzir a selecdo de variantes fenotipicas
(crescimento pleomorfico) e de mutantes, resultando, em alguns casos, em culturas
completamente diferentes dos fungos originalmente isolados ou adquiridos (HOMOLKA, 2014).

Essa ¢ uma possibilidade real e denota o quio necessario se fez dispor de métodos
eficientes para validar a Colecdo do LPF, conforme preconiza a World Federation for Culture
Collections (WFCC) a respeito da autenticacdo de colecdes bioldgicas. Entre as suas
recomendacdes, as de caracterizagdo molecular sdo frequentemente utilizadas para confirmar
a identidade das espécies apds preservacdo, em estagios onde as constantes manipulagdes das
culturas colocam os isolados em risco de contaminagdo. Para isso, geralmente realiza-se o
sequenciamento de determinadas regides génicas do DNA, em varios pontos no decorrer do

gerenciamento das cole¢des (SMITH, 2012).
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Dentro desse contexto, outros protocolos também sdo recomendados. O Consorcio
Europeu de Centros de Recursos Microbianos (EMbaR(C) ressaltou a importancia de testes de
viabilidade, confirmacdo de um ou mais dados morfoldégicos, bioquimicos e fisiologicos, além
de critérios genéticos especificos, para caracterizar e identificar microrganismos (SMITH,
2012). A caracterizagdo enzimatica constitui andlise bioquimica importante e funciona como
teste de viabilidade e confirmag@o de caracteristicas da espécie. Os isolados aqui avaliados
passaram por um screening em meios seletivos comerciais que funcionaram como indicadores
do potencial de degradacao de lignina, celulose e hemicelulose.

Ao se avaliar visualmente os cultivos apos o tratamento com corante e solug@o salina
(exceto para azul de remazol), foi observado que praticamente todos formaram halos, com
excecdo de M. incrassata em azul de remazol, o que era esperado em virtude do seu padrao
enzimatico caracteristico do seu estilo de vida, causador de podridao parda, considerando que
este meio € um indicador para produgdo de lacases.

Esta andlise permitiu inferir de forma prévia a capacidade lignocelulolitica de todos os
fungos, funcionando como prova bioquimica necessaria aos testes de producdo posteriores.

Por meio dos gréaficos de producdo enzimatica, foi possivel analisar a atividade
especifica de cada enzima pelo total de proteinas extracelulares produzidas, caracterizando
assim as curvas de atividades enzimaticas especificas para cada isolado e possibilitando
comparé-los entre si. Dessa forma, foi observado que 7. versicolor apresentou as maiores
atividades para endoglucanases e xilanases, e obteve a maior atividade para lacase. Este
resultado € extensamente observado na literatura a respeito de fungos lignoceluloliticos, como
nos estudos de Lekounougou et al. (2008) que avaliaram as enzimas extracelulares de 7.
versicolor envolvidas na degradacdo da madeira de Fagus sylvatica sob fermentacdo em
estado solido, considerando-o entre os melhores degradadores de lignocelulose, com produgao
de celulases e hemicelulases atuando sobre os polissacarideos, e peroxidases e lacases
relacionadas, principalmente, com a despolimerizacao da lignina.

Esta capacidade reflete o estilo de vida deste fungo, pois de acordo com Mir-Tutusaus
et al. (2018) o termo “podriddo branca” ndo ¢ um agrupamento taxondmico e sim a
representacdo de um conjunto de espécies de fungos capazes de degradar a lignina,
principalmente Basidiomycota, cujas principais espécies sdo P. chrysosporium, Pleurotus
ostreatus, Trametes versicolor, Ganoderma lucidum e Irpex lacteus. Concluem, afirmando
que no meio ambiente, eles sdo capazes de degradar eficientemente a lignina para facilitar o

acesso aos carboidratos, os quais sdo mais facilmente metabolizados e que para isso contam
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com um arsenal de enzimas extracelulares ligninoliticas como lacases, lignina-peroxidases,
manganés-peroxidases e peroxidases versateis. Contudo, destacaram que as condi¢des de
cultivo em diferentes substratos condicionam altamente a producao dessas enzimas.

A atividade enzimdtica especifica de lacase também foi observada para o fungo
Auriculariales permitindo correlaciond-lo também a esse grupo de fungos ligninoliticos. De
acordo com a analise dos resultados, ¢ possivel considerar a hipdtese preliminar deste fungo
vir a ser A. auricula-judae, de acordo com o tipo de lacase que ele produz. Pois a identificacao
dos isolados pode ser corroborada em parte pelos dados de produgao de lacases.

Segundo FAN et al. (2014) até a publicagdao de seus resultados, nenhum relato sobre
lacases em A. auricula-judae havia sido divulgado. Seus estudos mostraram a presenca de
sete genes relacionados a expressdo de lacases para este fungo. Através de analises
filogenéticas, eles afirmaram que estas lacases se assemelham as produzidas por Ascomycota,
sendo funcionalmente diferentes das de outros Basidiomycota. Eles avaliaram a expressdao
desses genes durante o processo de crescimento do fungo sobre a madeira e verificaram o
maior nivel de expressdo relacionado a formacdo do basidioma e sua maturacao.

Através da curva de crescimento de Auriculariales em meio minimo com a serragem
da madeira, foi observado que sua alta taxa de crescimento ndo significou maior atividade
enzimatica especifica, esse fato reforca a possibilidade de que as lacases produzidas por este
fungo estejam associadas principalmente ao seu crescimento.

Em relagdo as atividades especificas para endoglucanases, apresentaram-se baixas para
todos os isolados nos primeiros dias de cultivo, o que pode estar relacionado a producdo de
outras enzimas pelos mesmos. 7. versicolor e G. trabeum apresentaram as maiores atividades,
corroborando o fato desses serem considerados entre os mais importantes fungos de podridao.
Presley et al. (2016) assinalam que G. trabeum desenvolveu mecanismos especificos para
remocao seletiva dos carboidratos da madeira acompanhados de perdas de genes relacionados
a degradacao da lignina.

Em estudos com os extratos extracelulares de G. trabeum cultivados por fermentacao
em estado solido com Pinus taeda, Aguiar et al. (2013) observaram que este fungo produziu
atividades hidroliticas durante todo o processo de biodegradagdo e que ele apresentou maior
atividade na conversdo de carboximetilcelulose em acgucares redutores, permitindo sugerir

uma predominancia na atividade de endoglucanases.
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Na andlise da atividade especifica de celulases totais sobre papel de filtro, M.
incrassata apresentou curva superior aos demais, isso pode estar relacionado ao fato de que
este isolado produz outras enzimas celuloliticas além das endoglucanases.

Para esse tipo de ensaio também ¢ importante considerar que o substrato ¢ insoluvel e
complexo, o que pode justificar as menores atividades enzimaticas especificas observadas
para os outros isolados. Para G. trabeum, como exemplo, Aguiar et al. (2013) descreveram
que ele apresentou baixa capacidade de converter papel de filtro em acucares redutores, ao
avaliar seus extratos extracelulares da fermentacdo em estado s6lido com a madeira de Pinus
taeda.

As atividades xilanoliticas especificas dos isolados foram proximas e constantes e bem
menores que a de 7. versicolor. De maneira geral, tal fato pode estar relacionado ao tipo de
substrato que para estes isolados, nas condi¢des de cultivo, pode ndo ter sido um bom indutor
dessas enzimas e também ao tempo de incubagdo, visto que nos mesmos estudos de Aguiar et
al. (2013) a maxima atividade de G. trabeum na bioconversao de Pinus taeda foi relativa a
producdo de xilanases apds quatro semanas de incubagao.

E importante salientar que nas pesquisas de bioprospec¢do, diferentes tipos de
substratos sdo avaliados como possiveis indutores, visto que a atividade especifica das
enzimas esta correlacionada a composi¢do do substrato. Nesses estudos, ¢ comum a utilizagdo
de diferentes fontes de carbono na determinagdo do teor de enzimas, como nos estudos em
processos bioquimicos de PELAEZ et al. (2016) que avaliaram a capacidade de produgio de
enzimas lignoceluloliticas por Basidiomycota quando cultivados em diferentes formulacgdes
contento residuos lignocelulésicos da agroindustria.

Com excecdo de Auriculariales, os demais fungos apresentaram curvas de crescimento
proximas entre si, tal fato evidencia que ndo existe uma relagdo direta entre crescimento e
atividade enzimatica especifica, pois nem sempre o que cresce mais (e consequentemente esta
produzindo mais proteinas) ¢ o que apresenta maior atividade enzimatica especifica. O fungo
T. versicolor, apesar de apresentar uma taxa de crescimento inferior & Auriculariales para o
mesmo periodo de incubagdo, foi o que se destacou quanto as atividades enzimaéticas
especificas de modo geral.

Outra forma de avaliagdo da capacidade lignocelulolitica dos isolados se deu por meio
do TDN, com consequente caracterizacdo tecnoldgica da madeira teste, de acordo com norma
padrdo. O ensaio de apodrecimento acelerado ¢ uma das formas cldssicas de analisar a perda

de massa ocasionada pela degradacdo bioldgica, especialmente de fungos lignoceluloliticos.
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Dessa maneira, também responde como teste para avaliar as caracteristicas bioldgicas
inerentes a cada isolado fungico, permitindo verificar o grau e as caracteristicas da
degradacdo causados a madeira.

O TDN, corroborando os demais dados de caracterizagdo e autenticagdo da colegao,
buscou avaliar a perda de massa na madeira de S. psilonema ocasionada pelos nove isolados
selecionados. Dos quais, S. commune (WRF) e C. puteana (BRF) ndo colonizaram as placas
suporte do ensaio, que permitem dar continuidade a0 mesmo com posterior inser¢cdo dos
corpos de prova da madeira a ser avaliada. Tal resultado ndo ¢ comum, considerando que sao
fungos muito empregados na realizagdo desses testes, com relatos de perda de massa
superiores a 30%, de acordo com a espécie de madeira, como nos estudos de durabilidade
frente a Basidiomycota de Plaschkies et al. (2014) com as espécies C. puteana, T. versicolor e
Oligoporus placenta.

O fungo Auriculariales ndo apresentou perda de massa suficiente no controle do teste
apos 16 semanas, de forma que seu resultado ndo pode ser computado aos demais, de acordo
com a norma ASTM 2017:05. Tal resultado pode estar relacionado ao fato deste isolado nao
corresponder ao isolado de origem da colecdo: B. fumosa, apresentando caracteristicas
bioldgicas diferentes do mesmo, como evidenciado nas analises anteriores deste trabalho.

As perdas de massa ocasionadas por Polyporales e G. trabeum permitiram classificar a
madeira de S. psilonema em moderadamente resistente. Ambos pertencem ao subfilo
Agaricomycotina que incluem os principais decompositores de madeira (RILEY et al.,
2014b). O primeiro, depositado na cole¢do do LPF como G. applanatum, apesar de ter sido
identificado como uma outra espécie, também degradou a madeira obedecendo ao padrao
WREF. Foi observada a formagao de estruturas morfoldgicas semelhantes aos basidiomas do
poliporo H. fimbriatus sobre os corpos de prova durante o ensaio acelerado com este fungo.
Tal informacdo sugere a necessidade de estudos mais aprofundados de caracterizagdo
morfologica, fisiologica e genética do mesmo, ja que nenhum desses fatores deve ser
considerado isoladamente na determinagdo de uma espécie.

O fungo G. trabeum causou a maior perda de massa em S. psilonema. Causador de
podridao parda, pertence aos conhecidos “poliporos de branquias da madeira” importantes
economicamente em termos de biodeterioragdo (SCHMIDT, 2006). De acordo com Presley et
al. (2016) os fungos de podridao parda sdo as principais causas de deterioragdo da madeira em
servigo e desenvolveram mecanismos especificos de degradagdo seletiva dos carboidratos da

parede celular.
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O fungo T. versicolor ¢ um dos mais estudados entre os lignoceluloliticos, sendo
amplamente utilizado em ensaios de apodrecimento acelerado em laboratorio (M.ABDEL-
HAMID et al., 2013). A madeira de S. psilonema testada neste trabalho foi considerada
resistente a sua degradagdo e a de P. sanguineus, com perda de massa de 18,55% para ambos.

Com relacdo a degradacdo pelos fungos P. chrysosporium e M. incrassata a madeira
teste foi classificada como altamente resistente, apresentando baixa perda de massa. O
primeiro, em termos de estilo de vida, constitui o modelo de fungo de podridao branca, como
jé referenciado anteriormente, cujos mecanismos de agdo das suas ligninases combinados a
destacavel atividade de suas outras enzimas torna esta espécie capaz de degradar varios tipos
de compostos quimicos (DE MATTOS-SHIPLEY et al., 2016).

J& o BRF M. incrassata, considerado o parente filogenético Norte-Americano da
espécie europeia Serpula lacrymans, ¢ um fungo conhecido por promover um tipo de
“podriddo seca” na madeira e tem recebido considerdvel atencdo nos ultimos anos
(SCHMIDT, 2007). E assim conhecido por ser resistente a baixas taxas de umidade,
importante para que este fungo se dissemine através de materiais inertes como argamassa e
tijolos conduzindo nutrientes por longas distdncias até as extremidades das hifas,
possibilitando assim, uma maior coloniza¢do de substrato, sendo considerado, dessa forma,
um sério problema em edificagdes (COLEMAN, 1999).

Stirling et al. (2017) descreveram diversos resultados de perda de massa em madeiras
ocasionada por fungos em ensaios de apodrecimento acelerado, que variaram entre 9 e 59%
para M. incrassata.

Carneiro et al. (2009), ao estudarem a durabilidade natural de vinte e oito espécies de
madeiras da Amazonia por meio de ensaio de apodrecimento acelerado segundo a norma
ASTM, verificaram que os maiores indices de degradagdo foram ocasionados por M.
incrassata em relacdo aos demais fungos utilizados no teste, com os maiores valores de perda
de massa entre 40 e 60%.

No entanto, ao considerarmos que este estudo utilizou a mesma madeira como
substrato para todos os fungos em condigdes de teste padronizadas, e que estes apresentam
estilos de vida e, consequentemente, mecanismos enzimaticos especificos, ¢ possivel inferir
que a classificagdo de resisténcia da madeira em trés categorias seja decorrente dessa

diferenca fisioldgica entre os mesmos.
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A caracteristica de durabilidade de S. psilonema pode ser positivamente
correlacionada aos dados da literatura sobre algumas de suas propriedades. Sendo importante
analisar quais fatores estdo relacionados a esta caracteristica.

Os fatores enddgenos dizem respeito as caracteristicas da madeira em si como a
densidade, composicdo quimica e concentragdo de extrativos, ja os fatores exogenos
relacionam-se ao ambiente onde a madeira ¢ colocada em uso, a umidade local e a presenca
de organismos biodeterioradores. Todos eles, em conjunto, podem ser correlacionados com a
durabilidade da mesma (SUNDARARAI et al., 2015).

Conforme os estudos de caracterizagdo tecnologica de Carneiro et al. (2009), a perda
de massa, o contetido de extrativos e o potencial de resisténcia estdo diretamente relacionados,
de modo que destacam a importancia da quantidade e composi¢ao qualitativa dos extrativos
como fatores que podem conferir resisténcia as madeiras contra a biodeterioragao.

O género Swartzia tem sido caracterizado, por analises fitoquimicas, com a presenca
de diversos constituintes como saponinas triterpénicas, isoflavondides e diterpenos
aromaticos, para os quais foram descritas atividades antifingicas, antimicrobianas e
citotoxicas (MARQUI et al., 2008). Entre algumas substancias isoladas de sua madeira
encontram-se flavonodides, saponinas e pterocarpanos (ARAUJO, 2007).

De acordo com Sundararaj et al. (2015), esses metabolitos secundarios de baixo peso
molecular denominados extrativos, como alcaldides, fendis, resinas, terpenos, 6leos essenciais
e quinonas, parecem desempenhar um papel vital para a durabilidade natural das espécies. Por
fim, ressaltam que a presenca de certos extrativos como flavonoides sdo essenciais contra a
degradacdo por fungos, especialmente os causadores de podriddes branca e parda, por romper

as suas paredes celulares.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos de autenticacdo de cole¢des biologicas sdo fundamentais para a manutengao
da viabilidade das mesmas. Dispondo de técnicas apropriadas, foi possivel validar parte da
Colecao de fungos xilofagos do LPF, para a qual obteve-se a confirmacdo da identificacdo a
nivel de espécie dos isolados T. versicolor, S. commune, P. sanguineus, P. chrysosporium, C.
puteana, G. trabeum e M. incrassata, entre os nove avaliados.

A maioria correspondeu, em termos de suas identidades, aos mantidos pela colegdo,
conforme seus codigos de origem. Porém, dois deles foram identificados apenas a nivel de
ordem, um pertencente a ordem Auriculariales e outro a ordem Polyporales, diferindo da
identificacdo de quando originalmente depositados na cole¢do, que correspondiam a B.
fumosa e G. applanatum, respectivamente. Dessa forma, observa-se a necessidade de
amplificar e sequenciar outras regides génicas do DNA para esses isolados, como RPBI1 e
TEF1, para alcangar a especificidade dos mesmos.

Por meio da caracterizagdo enzimatica de 7. versicolor, Auriculariales, G. trabeum ¢
M. incrassata, foi possivel observar as atividades especificas de suas enzimas, relacionadas a
degradacdo da biomassa lenhosa, para as quais 7. versicolor apresentou as maiores atividades.
J& o fungo Auriculariales apresentou a maior taxa de crescimento, em detrimento das menores
atividades enzimaticas observadas. Todos os isolados apresentaram atividades especificas de
celulases totais, endoglucanases e xilanases. Apenas em 7. versicolor e Auriculariales foram
observadas atividades de lacases.

A avaliagdo do potencial biodegradativo por meio de ensaio de apodrecimento
acelerado permitiu atestar a viabilidade de 7. versicolor, P. sanguineus, P. chrysosporium,
Polyporales, G. trabeum e M. incrassata, que cresceram sobre os corpos de prova de
Cecropia sp., Pinus sp. e S. psilonema, causando-lhes perdas de massa significativas. Os
fungos S. commune e C. puteana nao cresceram sobre as placas suporte do ensaio. O fungo
Auriculariales, apesar do relativo crescimento, ndo causou perdas de massa significativas para
o teste. As maiores perdas de massa foram registradas para G. trabeum e para o fungo nao
identificado a nivel de espécie da ordem Polyporales. Esses resultados, além de promoverem
a autenticagdo da colecdo, corroboraram a caracterizagdo tecnoldgica pioneira da madeira de
S. psilonema, quanto a sua durabilidade, pois at¢ o momento ndo hé publicagcdes comparaveis
examinando sua resisténcia a degradacao por fungos lignoceluloliticos.

Considerando os resultados em conjunto, ¢ possivel sugerir uma reformulagdo no

processo de gerenciamento da Cole¢do, com o intuito de garantir a autenticidade e viabilidade
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dos isolados. Portanto, recomenda-se a combinag¢do de métodos adequados para a preservacao
a longo prazo, bem como, dispor do método considerado entre os mais eficazes para este
grupo de fungos: a criopreservagdo em freezer a - 80 °C, a fim de promover uma maior

seguridade a Colegao.
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