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Apresentacao

A Embrapa Agroindustria de Alimentos possui uma colecéo de
microrganismos que inclui linhagens de fungos filamentosos de interesse

da industria de alimentos e agroenergia. Nos ultimos 29 anos, algumas
linhagens foram isoladas de diversos biomas e testadas quanto a sua
habilidade de expresséo de metabdlitos de interesse agroindustrial, porém
algumas ja foram melhoradas geneticamente através de técnicas tradicionais
de mutacéo. Os diferentes tipos de cole¢gdes de microrganismos, incluindo
colecgdes de trabalho, colegbes institucionais e, principalmente, as cole¢des
de servigo, tém uma importancia destacada na conservagéao e exploragao da
diversidade genética e metabdlica.

O presente documento mostra as informagdes organizadas sobre cada
espécie abrigada na Colec¢ao de Microrganismos de Interesse da Industria
de Alimentos e Agroenergia (CMIIAA), e a respectiva ilustragdo do perfil
genotipico e do crescimento macroscopico das culturas, sob a forma de um
catalogo com fotografias. Essas informagdes sao importantes, pois podem
ser usadas como ferramenta de monitoramento da estabilidade genética das
linhagens mantidas na CMIIAA.

Desse modo, associando as informagdes morfolégicas e do perfil genético
com a descrigao técnica das linhagens, espera-se tornar a consulta a colegao
mais atraente para o publico interessado em utilizar esses cultivos em suas
atividades laborais.

Portanto, essa obra passa a ser uma referéncia para outras cole¢des que
poderao disponibilizar informagbes de forma mais didatica aos interessados
em obter amostras de microrganismos para futuras aplicagbes em pesquisa e
desenvolvimento agroindustrial.

Lourdes Maria Corréa Cabral
Chefe Geral da Embrapa Agroindustria de Alimentos
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Introducao

A Colegéo de Microrganismos de Interesse da Industria de Alimentos
e Agroenergia (CMIIAA) esta localizada na Embrapa Agroindustria de
Alimentos.

A CMIIAA tem laboratério préprio e o apoio de outros trés laboratérios da
Embrapa Agroindustria de Alimentos (Micologia, Diagndstico Molecular e
Processos Fermentativos) que auxiliam na identificagao e caracterizagao dos
fungos filamentosos e produgédo de metabdlitos para aplicagao na industria
de alimentos ou agroenergia.

O laboratério da CMIIAA utiliza dois métodos de preservacao das
subamostras depositadas e, assim, conta com um Ultrafreezer MDF-U73V
da marca SANYO para preservacgéao das linhagens, em solo (MARTIN,
1964), por ultracongelamento a -80°C e um refrigerador para preservagéo
das linhagens pelo método de Castellani que consiste na preservagao dos
microrganismos em agua estéril a 4°C. Além disso, como uma espécie de
“back-up”, ha uma cépia de seguranca de todos os microrganismos no
Laboratério de Processos Fermentativos preservados em solo a -20°C,
procedimento realizado desde meados da década de 1980.
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A Colecao de Microrganismos de Interesse da Industria de Alimentos e
Agroenergia é responsavel pela manutencéo de linhagens utilizadas na
producédo de diversas enzimas de interesse comercial, entre elas, celulases,
xilanases, pectinases, amilases, lipases, proteases, fitases, feruloil esterase
tanto por fermentagao em estado sélido quanto por fermentagéo submersa.
Cada microrganismo preservado na CMIIAA, quando reativado para uso
em fermentagao ou para verificagdo de sua viabilidade, é cultivado em meio
gelose basico (COURI; FARIAS, 1995) contendo o substrato especifico
para producao do metabdlito de interesse, como por exemplo, éleo de oliva
para producgao de lipase, avicel para producgéo de celulase, pectina para
pectinase.

Para enriquecer o acervo e receber deposito de microrganismos de

outras unidades da Embrapa foi necessario que a colegao se tornasse

Fiel Depositaria do Patriménio Genético junto ao Conselho de Gestao do
Patriménio Genético (CGEN) em acordo com a Deliberagao 055/12/SECEX/
CGEN, Processo 02000.001123/2011-54.

Atualmente o acervo conta com 230 microrganismos entre os originais da
colegao e os depositos de subamostras de outras unidades da Embrapa.

Neste volume sao apresentadas as fotografias de 38 microrganismos da
CMIIAA. As informacgdes referentes a cada microrganismo da CMIIAA,
contidas neste volume também podem ser consultadas na base de dados da
Embrapa, AleloMicro, no sitio http://alelomicro.cenargen.embrapa.br/.

Consulta ao AleloMicro

A organizacao das informacgdes sobre as linhagens mantidas nas Colegbes
Microbianas em um Banco de Dados ¢é parte essencial da Gestao dos
acervos. O sistema informatizado das Coleg¢des Microbianas da Embrapa
conta com um banco de dados centralizado constituido de dois médulos
interligados, o Alelo Micro Base de Dados e o Alelo Micro Web. A Base de
Dados é de uso restrito, com acesso controlado para curadores e parte das
informagdes é disponibilizada para acesso externo, via Internet.

A Base de Dados contempla informagdes minimas requeridas
internacionalmente sobre determinada linhagem e sua incorporacao nas
diferentes Colegdes [Passaporte], tais como dados de coleta, isolamento e
purificagéo; a identificagdo taxonémica; a inser¢ao do acesso na colegao; a
catalogagcado das amostras do acesso na Colegédo (armazenamento), entre
outras. O usuario externo pode consultar via o Alelo Micro Web algumas
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informacdes basicas sobre as linhagens mantidas nas Colegbes. As
consultas podem ser feitas por navegagéao ou diretamente por ferramenta
de busca pelo nome cientifico do organismo, pelo cédigo da linhagem ou
combinando parametros no sitio http://alelomicro.cenargen.embrapa.br/.

Crescimento de fungos para
extracao de DNA e analise
molecular

Para caracterizagdo molecular e obtencao do perfil genotipico dos
microrganismos, os fungos foram crescidos’por meio de fermentacao
submersa, durante 5 dias em shaker Nova Etica a 80 rpm e 32°C.

As fermentagdes foram conduzidas em erlenmeyers de 250 mL esterilizados
em autoclave a 0,5 atm por 10 minutos, contendo 50 mL de meio com a
seguinte composigéo:

» Sacarose 20 g/L

+ Sulfato de aménio 3,5 g/L

» Fosfato monobasico de potassio 1 g/L
» Sulfato de magnésio 0,5 g/L

» Cloreto de potassio 0,1 g/L

» Sulfato de zinco 5 mg/L

» Sulfato de ferro 23 mg/L

» Sulfato de cobre 6 mg/L

» Sulfato de manganés 20 ug/L

Apos esterilizagéo, os meios foram inoculados a partir de uma algada da
cultura mantida em tubo com solo.

Ao final da fermentagao, o fungo foi separado por filtragao. A biomassa obtida
foi lavada com agua destilada para retirada dos sais presentes no meio e
enviada para analise molecular em tubos Falcon estéreis.

11
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Caracterizacao molecular

de fungos filamentosos de
interesse na agroindustria de
alimentos

A biomassa das linhagens mantidas na CMIIAA foram tratadas para o
isolamento do DNA total usando o protocolo CTAB e os kits comerciais
Dneasy (Qiagen) e NucleoSpin (Macherey-Nadel). Apds o isolamento, o
DNA (30 ng) foi usado como “molde” para a condugéo das rea¢cdes de RAPD
- Random Amplified Polymorphic DNA com o oligonucleotideo iniciador
randémico OPW2 (Operon) no termociclador GeneAmp 9700 (Applied
Biosystems). Em seguida, o perfil de bandas foi revelado apds aplicagédo em
gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etidio e conducédo de corrida
eletroforética (100mV; 100mA; 2horas), com posterior fotodocumentacéo
(Vilbert-Biosystems) (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). A técnica
RAPD-PCR vem sendo usada para a caracterizagdo molecular e analise da
variabilidade genética em plantas e microrganismos (AGARWAL et al., 2008;
DIJKSHOORN, et al., 2001; GIMENEZ et al., 2009; GOSTIMSKY et al.,
2005; SEWARD et al., 1997; WONG, H. et al., 1997).

As fotos revelam o perfil genotipico de cada linhagem analisada. Essas
informacdes sdo usadas como ferramenta de monitoramento da estabilidade
genética das linhagens mantidas na colegao.

Fotos do gel do perfil
genotipico associado ao
crescimento macroscopico das
culturas dos microrganismos
da CMIIAA

Para facilitar o reconhecimento das principais culturas mantidas na CMIIAA
foi organizado um album com fotografias que mostram a aparéncia
macroscopica dos cultivos crescidos em placa de Petri associada ao seu
perfil genotipico.

As fotos foram realizadas apds reativagéo dos fungos filamentos
preservados pelo método de Castellani (CASTELLANI, 1963, 1967), por
cultivo em meio agar batata dextrose (BDA) e incubagéo por 5 dias.
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