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Fungos anaerébios

Eduardo de Aquino Ximenes'

Resumo

A descoberta de fungos anaerdbios obrigatdrios no rume de ovelha por Orpin, em 1975, impulsionou estudos sobre tais
microrganismos em laboratdrios de diferentes partes do mundo. Estes estudos tém mostrado que os fungos anacrébios
nao contém mitocdndrias; em vez disso, apresentam organelas conhecidas como hidrogenossomas, que estao envolvidas
na geracao de energia. Estes fungos ainda produzem enzimas que sao encontradas sob a forma de um complexo
multiprotéico de alta massa molecular, similar ao celulossoma produzido por bactérias anaerébias, ou individualmente.
Diferentes enzimas hidroliticas, produzidas por variadas espécies destes fungos, principalmente celuloliticas e
hemiceluloliticas, tém sido isoladas e caracterizadas. Estas enzimas, em geral, tém atividades especificas similares ou
maiores do que outras produzidas por fontes aerébias correspondentes, tendo, portanto, grande potencial para aplicagao
industrial.

Palavras-chave: Fungos anaerébios. Hidrogenossomas. Hidrolases.

INTRODUGAO em sua parede celular (ORPIN, 1976, 1977).

Até alguns anos atrés, acreditava-se que as Acredita-se que a demora no reconhecimento
transformagoes metabdlicas no rume eram me- deste grupo de fungos se vincula a0 dogma mi-
diadas pela agao de bactérias e protozodrios. Os crobiolégico relacionado a0 requerimento de
fungos nao eram considerados habitantes deste oxigénio pelos fungos para crescerem, assim
ecossistema. como 2 pritica de microbiologistas, estudiosos

do rume, de trabalhar com fluido peneirado
proveniente deste e de descartar o material séli-
do digerido. Em relagdo a este dltimo, o pro-
blema ¢ que a maior parte da biomassa fingica
associada a fibras de planta era descartada junto

dos de Orpin (1975). Através desses estudos, com a fragio sélida (BAUCHOR 1983; TRIN-

os fungos anaerébios foram reconhecidos e clas- Clet al., 1994).

sificados como Critidiomicetos, com base na Atualmente, hd cinco géneros de fungos
morfologia de seu talo ¢ na presenca de quitina anaerébios reconhecidos: Neocalimastix, Pi-

Espécies flageladas do rume apresentando
uma forma esférico-ovdide foram inicialmente
descritas por Liebetanz (1910) e Braune (1913).
Tais espécies foram consideradas protozodrios e
receberam pouca atengio até o inicio dos estu-
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romyces, Orpinomyces, Anaeromyces e Caecomyces,
os quais sdo delimitados pela morfologia do talo
(monocéntrico, policéntrico e filamentoso/bul-
boso) e pelo ndmero de flagelos por zo6sporo
(uniflagelados ou poliflagelados) (MUNN;
ORPIN; GREENWOOD, 1988; BROOK-
MAN et al., 2000). Estas caracterfsticas, visi-
veis a0 microscépio de luz, tendem a ser pleo-
mérficas, variando com as condi¢oes de cultura,
em particular com a fonte de carbono. Elas sio
também dificeis de ser usadas em situagdes em
que estes fungos, principalmente os policéntri-
cos, falham em produzir zodsporos abundan-
tes. Uma classificagio no nivel de espécie ¢, no
momento, bastante discutida (BROOKMAN
et al., 2000). Espécies tém sido definidas em
diferentes trabalhos de acordo com uma con-
vengio taxondmica baseada na ultraestrutura do
zo6sporo (HEATH; BAUCHOP; SKIPP, 1983;
WEBB; THEODOROU, 1991). Por outro lado,
a validade deste método foi questionada, com
base no fato de que as caracterfsticas ultraestru-
turais usadas para a classificagio podem se alte-
rar com a idade, o método e a qualidade da pre-
paragio (HO; BARR, 1995). Dados molecula-
res tém sido usados na tentativa de aclarar a clas-
sificagio dos fungos anaerébios. Em um traba-
lho recente (BROOKMAN et al., 2000), tais
fungos foram identificados e caracterizados por
meio de uma metodologia molecular, usando-
se seqiiéncias ITS1 (“internal trascribed spacer”)
ribossomais e rRNA 18S.

Conforme serd descrito adiante, os fungos
anaerébios produzem uma grande variedade de
enzimas e geralmente degradam um espectro
maior de substratos quando comparados com
as bactérias do rume (WUBAH; AKIN; BOR-
NEMAN, 1993; TRINCI et al.,, 1994;
SELINGER; FORSBERG; CHENG, 1996),
sendo capazes de degradar os mais resistentes
polimeros da parede celular de plantas
(FORSBERG; CHENG, 1992; WUBAH;
AKIN; BORNEMAN, 1993; SELINGER;
FORSBERG; CHENG, 1996).
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HIDROGENOSSOMAS

Uma variedade de eucariotos microbianos
encontrados em diferentes ambientes anaerd-
bios nao possui mitocondrias (FENCHEL; FIN-
LAY, 1995; VAN DER GIEZEN et al., 2002).
Demonstrou-se que alguns desses microrganis-
mos anaerébios, dentre eles os fungos critideos,
possuem organelas produtoras de ATP, conhe-
cidas como hidrogenossomas (FIGURA 1)
(YARLETT et al., 1986), que sao organelas al-
tamente especializadas, envolvidas no metabo-
lismo anaerébio de carbono, gerando hidroge-
nio e ATP (AKHAMANOVA et al., 1999). As
hidrogenases, enzimas sensfveis ao oxigénio, que
podem produzir gds hidrogénio, sio de grande
importincia para a fun¢io dos hidrogenossomas

(DAVIDSON et al., 2002).
Os hidrogenossomas geram ATP por fos-

forilagao no nivel do substrato, nao possuindo
uma cadeia transportadora de elétrons e, com
uma possivel exce¢do, um genoma associado a
organela (EMBLEY; HORNER; HIRT, 1997;
AKHAMANOVA et al., 1998; DYALL et al.,
2000). Estas organelas, em eucariotos contem-
poraneos, tém sua origem considerada indepen-
dente, revelando uma capacidade extraordind-
ria dos eucariotos de evoluirem repetidamente
organelas produtoras de hidrogénio (VAN DER
GIEZEN et al., 1997, 2002). Teorias iniciais
para o hidrogenossoma, voltadas para uma ori-
gem endossimbidtica de uma bactéria (WHA-
TLEY, J. M.; JOHN; WHATLEY, E R., 1979),
tém sido deixadas de lado pelo aparecimento de
hipdteses apontando para uma origem enddge-

na (VAN DER GIEZEN et al., 2002).

Trabalhos publicados por Van der Giezen
e colaboradores (1997) e Benchimol, Durand e
Almeida (1997) indicaram, quase simultanea-
mente, que hidrogenossomas no fungo Neocalli-
mastix frontalis sio envolvidos por uma mem-
brana dupla. Um carreador ADP/ATP do tipo
mitocondrial (AAC) foi identificado em Neo-
callimastix sp. L2 (VONCKEN et al., 2002),

assim como outros em Neocallimastix frontalis e



Neocallimastix patriciarum (VAN DER GIEZEN
et al., 2002). No primeiro caso, a expressao do
cDNA correspondente em Escherichia coli con-
feriu a habilidade da bactéria hospedeira em
incorporar ADP a taxas significativamente maio-
res do que ATP, similares a mitocondrias isola-
das de leveduras e animais (VONCKEN et al.,
2002). No segundo caso, quando expressa em
leveduras “ACC-deficientes”, a protefna hidro-
genossomal foi importada apropriadamente pela
mitocondria e se mostrou capaz de trocar ADP
por ATP (VAN DER GIEZEN et al., 2002).
Outras propriedades que os hidrogenossomas
fingicos compartilham com as mitocondrias
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incluem a existéncia de um gradiente de pH
transmembrinico e um lume alcalino. Van der
Giezen e colaboradores (2002) argumentam ain-
da que os recentes estudos sobre os hidrogenos-
somas indicam que, em fungos, as mitocondri-
as e estes representariam diferentes aspectos de
uma mesma organela fundamental.

ISOLAMENTO E CULTIVO

Os fungos zoospéricos tém sido isolados
do rume e do estdbmago de herbivoros perten-
centes a uma variedade de familias de mamife-
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/I\:ADPH/ NADH |
NAD'
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Piruvato

- - Ferredoxina
NADP/NAD reduzida
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oxidada

Figura I - Esquema paraa produgao de H, e outros produtos através da fermentagao

de uma hexose por espécies de Neocallimastix

Fonte: MOUNTFORT, 1987; TRINCI et al.,1994.

Nota: Os nimeros representam as seguintes enzimas: 1=enzima mdlica; 2=NADH(NADPH): ferredoxina
oxidoredutase; 3= hidrogenase; 4= lactato desidrogenase.
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ros (HO; ABDULLAH; JALALUDIN, 1988;
WUBAH; AKIN; BORNEMAN, 1993). Iso-
lados de fungos zoospéricos foram obtidos do
ceco, da saliva e das fezes de vdrios animais

(WUBAH; AKIN; BORNEMAN, 1993).

Em 1981, Joblin relatou que a técnica usa-
da para o cultivo de bactérias anaerdbias se adap-
tava bem ao estudo destes fungos. Através desta
téenica, zodsporos de fungos podem ser conta-
dos ¢ os fungos isolados de forma direta do flui-
do proveniente do rume, sem enriquecimento.
Adicionalmente, as culturas podem ser manti-
das por perfodos longos a 39°C. Bauchop e
Mountfort (1981) usaram também fluido do
rume, peneirado previamente, para fazer cultu-
ras enriquecidas em meio com 4gar contendo
antibidticos. Apds trés subcultivos neste meio,
a cultura foi transferida para meio liquido e co-
l6nias individuais foram coletadas, usando-se
uma seringa, ¢ lavadas em tampao. Bactérias
metanogénicas, que nio haviam sido elimina-
das pelo primeiro tratamento com os antibidti-
cos utilizados, eram entdo removidas por meio
do cloranfenicol. Lowe e colaboradores (1985)
desenvolveram um método que envolve a utili-
zagao de culturas em placa e o uso de meio de-
finido e semidefinido, sem fluido, para cresci-
mento dos fungos do rume.

No ecossistema do rume, tem sido descri-
ta a interagao entre fungos anaerébios e outros
microrganismos. Sabe-se que interagdes ocorrem
entre eles e bactérias metanogénicas, nao meta-
nogénicas e protozodrios (TRINCI et al., 1994;
JOBLIN et al., 2002). Bauchop ¢ Mountfort
(1981) demonstraram que culturas de Neocalli-
mastix frontalis degradavam papel de filtro mais
extensivamente na presenga de metandgenos do
que em sua auséncia. Em relagio as bactérias
nao metanogénicas, hd uma variedade no rume
e acredita-se que as interagbes com os fungos
anaerébios podem envolver competicao, siner-
gismo ou simbiose. No que diz respeito a inte-
ragao com os protozodrios do rume, acredita-se
que, na natureza, esta deva ser de cardter mais
complementar do que competitiva (TRINCI et
al., 1994).
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SUBSTRATOS USADOS E DIVERSIDADE
DE ENZIMAS PRODUZIDAS:

ENZIMAS INDIVIDUAIS E A POSSIVEL
PRESENCA DE CELULOSSOMAS

Os fungos anaerébios no rume colonizam
materiais de origem vegetal, incluindo, dentre
outros, farelo de trigo, palha de arroz, milho,
gramas e materiais altamente recalcitrantes, como
a madeira (AKIN; BORNEMAN; LYON,
1990; ROGER et al., 1992; TRINCI et al.,
1994). Estes fungos degradam rapidamente tais
materiais, sendo o agtcar fermentado, com a
formagio de formato, acetato, lactato, etanol,
CO, e H, como produtos finais principais
(LJUNGDAHL et al., 1999).

Os fungos anaerébios produzem enzimas
com grande capacidade para degradar a parede
celular de plantas. Tais enzimas incluem celula-
ses, xilanases, mananases, pectinases, b-gluca-
nases, b—glucosidases, acetil-xilana esterases e
esterases fenélicas (BORNEMAN; AKIN;
LJUNGDAHL, 1989; LI; CHEN; LJUNG-
DAHL, 1997; XIMENES, 1999). Algumas
enzimas estao presentes de forma individual,
enquanto outras sao encontradas em um com-
plexo de alta massa molecular. Estudos sobre
este complexo indicam que os mesmos sao si-
milares aos celulossomas presentes em bactérias
anaerébias (FANUTTTI et al., 1995; LI; CHEN;
LJUNGDAHIL, 1997). Esta consideracio ¢ sus-
tentada pelo fato de que vdrias hidrolases pos-
suem domfinios de peptideos repetidos (DPR)
entre dois dominios cataliticos ou na regio
amino- ou carboxiterminal, apesar de tais do-
minios nio apresentarem seqiiéncias homdlo-
gas as regioes duplicadas conservadas de protei-
nas catalfticas celulossomais. E importante res-
saltar que estas regides nio siao requeridas para
catdlise. Adicionalmente, foi também observa-
do que um dominio de peptideo repetido de
uma xilanase produzida por uma espécie de Pi-
romyces liga-se a outras protefnas presentes nos
complexos de Neocallimastix e Piromyces (LI;
CHEN; LJUNGDAHL, 1997). Trabalhos re-
centes tém descrito o isolamento de cDNAs
codificando enzimas contendo DPRs, nos quais



quatro sondas foram usadas na sele¢io de uma
biblioteca de cDNA de Orpinomyces e Piromyces.
Diferentes enzimas contendo tais dominios fo-
ram isoladas por este procedimento, indicando
que estas enzimas sio componentes do comple-
xo multiprotéico de alta massa molecular pro-
duzidos pelos fungos anaerébios em estudo

(STEENBAKKERS et al., 2001).

E importante mencionar que as atividades
especificas das enzimas produzidas por fungos
anaerébios que sao expressas em Escherichia coli
sa0 compardveis aquelas de outras fontes corres-
pondentes ou até mesmo maiores do que elas

(LJUNGDAHL et al., 1999; XIMENES, 1999).

CONCLUSOES

Os fungos anaerébios produzem enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas na forma de um

Anaerobic fungi

Abstract
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complexo multiprotéico, assim como indivi-
dualmente. Estas enzimas apresentam uma alta
atividade especifica, tendo, portanto, grande
potencial para aplicagdao industrial. A presenca
de dominios de peptideos repetidos nao catali-
ticos nas enzimas que fazem parte do complexo
sugere a existéncia de uma protefna estrutural,
que, no nosso conhecimento, ainda nao foi iso-

lada.

Algumas perguntas importantes permane-
cem a espera de respostas. Por exemplo: Qual a
similaridade entre os celulossomas de bactérias
e fungos? Que etapas estao envolvidas na sinte-
se e organizagao do celulossoma fingico? Se hd
uma protefna estrutural, qual serd a similarida-
de desta com aquela presente em celulossomas
produzidos por bactérias anaerébias?

The discovery of obligatory anaerobic fungi in the rumen of sheep by Orpin in 1975 has motivated studies
on such microorganisms in laboratories, in different parts of the world. Those studies have shown that the
anaerobic fungi do not contain mitochondria; instead, they have organelles such as hydrogenosomes, which
are involved in energy generation. They produce enzymes that can be found either associated to a multi-
protein complex of a high molecular mass, similar to the cellulosome produced by anaerobic bacteria, or
individually. Different hydrolytic enzymes produced by several species of those fungi, mainly cellulases and
hemicellulases, have been isolated and characterized. In general, those enzymes have specific activities similar
or higher than others produced by corresponding aerobic sources; therefore, they show great potential for

industrial use.

Keywords: Anaerobic fungi. Hydrogenosomes. Hydrolases.
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