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CARACTERIZACAO POLIFASICA DE FUNGOS FILAMENTOSOS
ZYGOMYCETES COM INTERESSE EM BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

RESUMO

Neste trabalho desenvolveram-se estudos de identificacdo e classificacdo
taxondmica de fungos Mucorales, dos géneros Absidia, Circinella, Cunninghamella,
Gongronella e Rhizopus, com vista a correlacionar microrganismos do mesmo taxa e a
construir um esquema de identificacdo polifasica com integracdo de dados morfologicos,
protedmicos e gendmicos. Procedeu-se a caracterizacdo micro- e macro- morfolégica das
estirpes, estudos moleculares com amplificacdo de regiGes satélite e estudos de
identificacdo espetral por MALDI-TOF MS.

Os estudos morfoldgicos permitiram a caraterizacdo das estirpes pela anélise da
cor, textura das coldnias e das estruturas vegetativas e de reproducdo assexuada. Os
estudos moleculares de andlise filogenética da regido ITS permitiram o agrupamento das
estirpes ao nivel da espécie e possibilitaram a reclassificacdo taxondmica de algumas das
estirpes em estudo. Os estudos de MALDI-TOF MS e de analise polimorfica por M13-
PCR proporcionaram uma boa diferenciacdo das estirpes, corroborando os resultados da

filogenia.

Palavras-chave: Mucorales, caracterizacdo polifasica, ITS, sequenciacdo, MALDI-TOF
MS, proteinas ribossomais
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POLYPHASIC APPROACH OF ZYGOMYCETES FILAMENTOUS FUNGI
WITH INTEREST IN ENVIRONMENTAL BIOTECHONOLOGY

ABSTRACT

This work comprises a set of identification and taxonomic classification studies
of Mucorales fungi, genera Absidia, Circinella, Cunninghamella, Gongronella and
Rhizopus, in order to correlate microorganisms from the same taxa and achieved a
polyphasic approach, integrating morphological, proteomic and genomic results.
Therefore, micro- and macro- morphological characterization of the strains, molecular
studies with amplification of satellite regions and the spectral characterization studies by
MALDI-TOF MS were carried out.

The morphological studies allowed the strain characterization, based on the color
and texture of the colonies as well as their vegetative and reproductive structures.
Phylogenetic analysis based on ITS region enabled grouping the strains at species level
and allowed the taxonomic reclassification of some of the strains under study. Studies of
MALDI-TOF MS analysis and polymorphic M13-PCR provided a good differentiation

of the strains within the species, corroborating the results of phylogeny.

Key-words: Mucorales, polyphasic approach, ITS-sequencing, MALDI-TOF MS,
ribosomal proteins



Caracterizagao polifasica de fungos filamentosos Zygomycetes com interesse em biotecnologia ambiental

ABREVIATURAS E CONVENCOES

AFLP — Polimorfismos de tamanho dos fragmentos amplificados, do inglés Amplified
Fragment Length Polymorphism

ATCC - Colecdo Americana de Culturas tipo American Type Culture Collection (USA)
BS — bootstrap

CBS - Colecdo de Culturas fungicas tipo Centraalbureau voor Schimmelcultures
(Holanda)

CCMI - Colegéo de Culturas de Microrganismos Industriais (LNEG e INRB, Portugal)
DNA - &cido desoxirribonucleico, do inglés deoxyribonucleic acid

DNTP —desoxirribonucleotidos trifosfatado, do inglés deoxynucleoside 5°- triphospahtes
EDTA - acido etilenodiamina tetra-acético, do inglés ethylenediamine tetraacetic acid
FT-IR — espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier

ITS — espagador transcrito interno, do inglés Internal Transcribed Spacer

IV — infravermelho

LSU - subunidade maior do RNA ribossémico, do inglés large subunit

MALDI-TOF MS - espetrometria de massa com analisador de tempo voo e
ionizagdo/desorcao a laser assistida por matriz

MEA — meio extrato de malte e agar

mM/z — razao massa carga

MUM - Micoteca da Universidade do Minho

pb — par de bases

PCR - reacgéo de polimerase em cadeia, do inglés Polymerase Chain Reaction
PDA — meio de dextrose, batata e agar

RAPD - polimorfismo de DNA amplificado de modo aleatério, do inglés Random
Amplification of Polymorphic DNA

RFLP — polimorfismo no comprimento de fragmento de restricdo, do inglés Restriction
Fragment Length Polymorphism
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RNA — 4cido ribonucleico, do inglés ribonucleic acid

RNase - ribonuclease

rpm — rotagdes por minuto

SEM — microscopia eletronica de varrimento, do inglés Scanning Electron Microscope
SSU - subunidade menor do RNA ribossémico, do inglés small subunit

TBE - Tris-Borato-EDTA

TRIS — Tris(hidroximetil)aminometano

UV — ultravioleta
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UNIDADES E SISTEMAS DE MEDIDA
kDa; Da — kilodalton; dalton

kV; V —kilovolt; volt

M; mM; uM — molar; milimolar; micromolar
min; ns — minuto; nanosegundo

L; mL; pL - litro; mililitro; microlitro

mm; nm — milimetro; nanémetro

Mg — micrograma

°C — graus Celsius

Vi
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1. PROBLEMATICA

O estudo apresentado neste projeto esté inserido no ambito dos estudos desenvolvidos
na Micoteca da Universidade do Minho em colaboracdo com a Professora Rosario
Martins do Departamento de Quimica da Universidade de Evora, tendo em vista a
caracterizacdo de alguns fungos do grupo Zygomycetes presentes nesta colecdo de

culturas.

Neste estudo pretendeu-se caracterizar as estirpes Gongronella sp. CCMI 1101 e
Rhizopus stolonifer CCMI 1105, isoladas de um solo com cultura de vinha no Alentejo e
as estirpes obtidas apds enriquecimento seletivo com pesticida, Gongronella sp. CCMI
1100 e Rhizopus stolonifer CCMI 1104, que apresentaram capacidade para degradar o
metalaxil, fungicida utilizado no combate do mildio na videira. Para o efeito, foram
selecionadas varias estirpes de Zygomycetes dos géneros Gongronella, Rhizopus, Absidia,

Circinella e Cunninghamella.

A Micoteca da Universidade do Minho foi a primeira Cole¢do de Fungos Certificada
no normativo 1S09001:2008 em Portugal, inserida na Rede Europeia de Recursos
Microbiologicos, sendo atualmente, o seu Diretor, o Professor Nelson Lima, co-
orientador deste trabalho. Esta colecdo de culturas tem como principal objetivo, manter e
fornecer estirpes com qualidade e autenticidade para a investigagcdo em biotecnologia e

ciéncias da vida.

A identificacdo dos fungos filamentosos tem constituido um desafio para a
uniformizacdo dos critérios de classificacdo, dada a sua diversidade morfoldgica,
dependente das diferentes condigbes ambientais e as diferencas observadas nas
classificacBes com base nas estruturas reprodutoras e nos estudos de filogenia. Assim,
uma correta identificacdo destes organismos eucariotas passa por uma identificacao

polifasica, que tenha em conta a identificacdo fenotipica e genotipica.

A abordagem fenotipica, para além da caracterizacdo morfoldgica, com a observacao
macroscopica e microscopica das estirpes e das suas estruturas reprodutoras, deve incluir

uma andlise espectral das colonias por MALDI-TOF MS e/ou FT-IR.

A abordagem genotipica inclui a sequenciacdo de regides conservadas, designadas
por regides satélite, nomeadamente a regido ITS (considerada como universal, tendo sido

designada por “cédigo de barras” para a identificacdo filogenética dos fungos
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filamentosos, apesar de muitas vezes se apresentar inespecifica), das regides SSU e LSU,
bem como de genes codificadores de proteinas, como por exemplo, B-tubulina,

calmodulina, actina, fator de elongamento la...
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificacdo polifasica de fungos Mucorales para identificacdo e classificacdo
taxondmica dos géneros Absidia, Circinella, Cunninghamella, Gongronella e Rhizopus.

2.2. Objetivos especificos

- Estudar as condicGes de crescimento de estirpes fungicas dos géneros Absidia,
Circinella, Gongronella, Cunninghamella e Rhizopus em meios de cultura adequados;

- Avaliar as caracteristicas morfoldgicas, macroscopicas (aspeto, diametro das
colbnias, coloracdo do micélio, etc) e microscopicas (hifas, estruturas reprodutoras,

esporos, etc);

- Identificar os perfis dos isolados fungicos por MALDI-TOF MS e construir

espectros de referéncia;

- Identificar geneticamente as diferentes estirpes por sequenciagao das regides ITS

e comparar os diferentes perfis de genotipagem por amplificacdo M13-PCR;

- Construir um esquema de identificacédo fungica baseada na abordagem polifasica

com a integracdo dos dados morfoldgicos, proteémicos e genémicos.
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3. FUNDAMENTO TEORICO

3.1. Mucorales

As abordagens tradicionais usadas para classificar os fungos, como 0s registros
fosseis, a bioguimica e especialmente, a morfologia tornaram-se menos relevantes quando

apareceu a sistematica molecular (White et al., 1990).

Na mais recente classificacdo do reino Fungi, tendo em conta varios estudos
filogenéticos, o filo Zygomycota foi temporariamente rejeitado e o0s taxa que
anteriormente o constituiam, foram distribuidos em cinco grupos, incluindo o filo

Glomeromycota e  quatro  subfilos  (incertae  sedis), nomeadamente

Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina, Mucoromycotina e Zoopagomycotina,
como apresentado na Tabela 1 (Hibbett et al., 2007).

Tabela 1 — Comparacéo das diferentes classifica¢des do filo Zygomycota (Adaptado de Liu & Voigt,
2009).

Hawksworth et al. (1995)

Kirk et al. (2001) Hibbett et al. (2007)

ZYGOMYCOTA ZYGOMYCOTA GLOMEROMYCOTA
Zygomycetes Zygomycetes Glomeromycetes

1. Geosiphonales
1. Glomales 2. Glomales 1. Glomerales

SUBPHYLA INCERTAE SEDIS
Entomophthoromycotina
2. Entomophthorales 1. Entomophthorales

Basidiobolaceae

3. Entomophthorales
4. Basidiobolales
Mucoromycotina

3. Endogonales
Mortierellaceae
4. Mucorales

5. Zoopagales

6. Dimargaritales
7. Kickxellales
Trichomycetes

1. Asellariales

2. Harpellales

3. Amoebidiales
4. Eccrinales

5. Endogonales
6. Mortierellaceae
7. Mucorales

8. Zoopagales

9. Dimargaritales
10. Kickxellales
Trichomycetes

1. Asellariales

2. Harpellales

3. Eccrinales

1. Endogonales

2. Mortierellaceae
3. Mucorales
Zoopagomycotina
1. Zoopagales
Kickxellomycotina
1. Dimargaritales
2. Kickxellales

3. Asellariales
4. Harpellales
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Dentro do subfilo Mucoromycotina, encontram-se entre outras, a ordem Mucorales,

na qual se englobam os fungos em estudo na presente dissertacgéo.

A estrutura das familias pertencentes a ordem Mucorales ainda é bastante instavel,
mas com a descoberta de novos caracteres moleculares potencialmente informativos a
nivel da filogenia e com a disponibilidade de microscopia de resolucdo elevada (por
exemplo, fluorescéncia, SEM) tornou-se viavel para revelar ramos monofiléticos
(Hoffman et al., 2013).

A classificacdo amplamente aceite, predominantemente baseada em caracteristicas
morfoldgicas em combinacdo com estudos moleculares, encontra-se resumida na Tabela
2.

Tabela 2 - Resumo da estrutura das familias pertencentes & ordem Mucorales baseada na morfologia
(Benny et al., 2001), bem como na caraterizagdo molecular (Voigt & Waéstemeyer, 2001).

Familia Género

Chaetocladiaceae Chaetocladium, Dichotomocladium

Choanephoraceae Blakeslea, Choanephora, Poitrasia

Cunninghamellaceae  Cunninghamella

Mortierellaceae Aguamortierella, Dissophora, Echinosporangium, Modicella,
Mortierella, Umbelopsis

Mucoraceae Absidia, Actinomucor, Apophysomyces, Chlamydoabsidia, Circinella,

Circinomucor, Dicranophora,  Gongronella, Halteromyces,
Hyphomucor, Micromucor, Mucor, Mycocladus, Parasitella,
Protomycocladus, Rhizomucor, Rhizopodopsis, Rhizopus, Spinellus,
Sporodiniella, Syzygites, Thermomucor, Zygorhynchus

Mycotyphaceae Benjaminiella, Mycotypha

Phycomycetaceae Phycomyces

Pilobolaceae Pilaira, Pilobolus, Utharomyces

Radiomycetaceae Hesseltinella, Radiomyces

Saksenaeaceae Saksenaea

Syncephalstraceae Syncephalastrum

Thamnidiaceae Backusella, Cokeromyces, Ellisomyces, Fennellomyces, Helicostylum,
Kirkomyces, Phascolomyces, Pirella, Thamnidium, Thamnostylum,
Zychaea

Walther et al. (2013), com base em estudos filogenéticos por sequenciacdo de

regides satélites (genes actina, fator de elongamento la, SSU e LSU) propuseram a
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atualizagdo da Tabela 2, na qual por exemplo, 0s géneros Absidia e Gongronella

pertencem a familia Cunninghamellaceae e o género Rhizopus a familia Rhizopodaceae.

Os fungos da ordem Mucorales sdo ubiquos, predominantemente saprofitas, mas
também parasitas de plantas, fungos e animais. Sdo geralmente caracterizados pelo
abundante micélio ndo septado e de rapido crescimento, bem como pelas estruturas
anamorficas geralmente formadas em grandes quantidades. Os esporangidsporos sao
produzidos em mesoesporangios ou esporangios multi-esporulados, sendo estes Gltimos,
caracterizados pela inclusdo de uma columela de forma e tamanho variado, como

apresentado na Figura 1 (Hoffman et al., 2013).

No entanto, também se reproduzem sexualmente atraves de zigosporos apds fusdo
de dois gametangios formados no apice de hifas sob a influéncia de substancias volateis
(derivados do B-caroteno) que proporcionam a atragéo de hifas compativeis, e reproducéo
assexual por meio de esporos formados num esporangio, estrutura grande e globosa cuja
parede rebenta para libertar os esporos (Hoffman et al., 2013).

Figura 1 - Estruturas reprodutivas de dois géneros de fungos pertencentes a ordem Mucorales
a. Gongronella sp.; b. Absidia sp. (Adaptado de Hoffman et al., 2013).

Dadas as suas propriedades estruturais e fisioldgicas, os fungos da ordem
Mucorales estdo a receber multiplas aplicacfes em biotecnologia. Sdo utilizados para
diversas transformacdes bioldgicas, bem como a producdo de aditivos para alimentos,
racdes, medicamentos (como o licopeno) ou varias aplicagBes do quitosano, um
componente da parede celular, conhecido por ser produzido apenas por estes (Gladkowski
et al., 2004).
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No entanto, também sdo agentes deterioradores em cereais armazenados e outros
alimentos, especialmente frutas e legumes. Além disso, alguns organismos também
infetam as plantas vivas, especialmente as frutas (morango ou feijdo verde), sendo

considerados, importantes agentes fitopatogénicos (Pitt & Hocking, 2009).

Por outro lado, alguns destes fungos sdo patogénicos para o0 Homem, pelo que nas
Gltimas décadas, tem sido referidas varias infecGes causadas por Mucorales (designadas
de mucormicoses) as quais poderdo ser criticas em doentes com deficiéncia imunoldgica
ou metabolica grave. Uma terapia rapida, adequada e eficaz, é necessaria, uma vez que
estas infecdes podem resultar na morte em apenas alguns dias. O aumento da
suscetibilidade dos fungos a fungicidas comercializados indicam uma necessidade

premente para uma terapia eficaz (Skiada et al., 2011).

3.2. ldentificacdo polifasica

Os dados relativos a cada estirpe fungica, como as descricbes morfoldgicas e
moleculares, incluindo os dados espectrais (espectrometria de massa com analisador de
tempo voo e ionizagdo/desorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) e
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)), as propriedades
fisioldgicas e bioquimicas, os papéis ecoldgicos e riscos ou beneficios sociais, sdo
elementos importantes para a identificacdo dos fungos. A fim de alcancar uma boa
identificacdo do fungo é necessaria uma abordagem polifasica (Figura 2), na qual se
devera efetuar a integracdo de dados morfoldgicos, bioquimicos, genomicos e

protedmicos (Simdes et al., 2013a).

Os dados provenientes de uma abordagem polifasica permitem obter facilmente
uma identificacdo e autenticacdo robusta, a fim de estruturar cole¢bes de culturas

confiaveis e gerar dados Uteis precisos e de qualidade (Keys et al., 2004).
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Identificacao Polifasica

'Sequenciagdo ITS, Calmodulina... |
'MALDI-TOF MS e/ou FTIR |
Fisiologia (micotoxinas)
; Mbrf'olbgia
Estirpe fungica

Figura 2 - Identificacdo polifasica para a identificagdo de fungos filamentosos de acordo com Simdes et.
al 2013a.

No entanto, para a correta identificacdo das espécies é necessario combinar mais
abordagens fenotipicas e fisioldgicas tradicionais com a biologia molecular moderna. O
polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo (RFLP), o polimorfismo de
DNA amplificado de modo aleatério (RAPD) e o polimorfismo no comprimento de
fragmentos amplificados (AFLP), tém sido utilizados para distinguir o taxa microbiana
dificil de caracterizar por meios morfologicos tradicionais (Rodrigues et al., 2011).

Recentemente, a consistente identificacdo de espécies de fungos filamentosos foi
desenvolvida pela aplicacdo da chamada abordagem polifasica. Esta consiste no uso de
diferentes técnicas apoiadas na sistematizagdo do conhecimento cientifico. Diferentes
metodologias como micro- e macro- morfologia, analises bioguimicas e de biologia

molecular séo aplicadas (Dias et al., 2011).

A anélise espectral microbiana baseada em espectrometria de massa pela técnica de
MALDI-TOF MS, tem sido desenvolvida e usada como um importante passo para a
identificacdo polifasica de fungos filamentosos em diferentes dominios. A primeira
abordagem comumente utilizada neste processo € a caracterizagdo morfoldgica seguido
pela analise bioquimica, espectral e da biologia molecular. Devido a custos mais elevados
e maior tempo de resposta, quando comparados com MALDI-TOF MS, a biologia
molecular € normalmente utilizada como Gltima metodologia. De acordo com Santos &

Lima (2010) a biologia molecular tem sido reconhecida como a técnica padrdo na
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metodologia moderna polifésica de identificacdo de fungos filamentosos (Simdes et al.,
2013a).

3.2.1. ldentificacdo fenotipica

3.2.1.1. Morfologia

A andlise das caracteristicas morfologicas é extremamente importante, tanto para a
identificacdo como caracterizacdo de fungos. Quando se lida com inUmeras espécies de
um género, é necessario dividi-las em grupos com base nas suas caracteristicas (Simdes
etal., 2013b).

A morfologia macroscopica é efetuada com base nas caracteristicas das colonias,
designadamente, cor do micélio e dos esporos, textura, cor do reverso das coldnias,
producdo de metabolitos corados, diametro das col6nias em periodos de crescimento
padronizados. Estas carateristicas devem ser efetuadas em condi¢6es normalizadas, uma
vez que sao dependentes de fatores ambientais, como a composicdo do meio de cultura e

temperatura de incubacdo, entre outros (Rodrigues et al., 2009).

A morfologia microscopica é definida pelas caracteristicas do micélio e das
estruturas de reproducéo, observadas por meio de técnicas de microscopia, que incluem:
o tamanho e forma da vesicula ou columela; o tamanho e forma dos conidios e
esporangiosporos; o aspeto do micélio, septado ou cenocitico; a textura dos zigdsporos,
entre outros (Klich, 2002).

O método padrdo para a identificacdo e classificacdo de fungos filamentosos
permanece baseado na caracterizacdo morfoldgica porque, em geral, estes apresentam
caracteristicas morfoldgicas mais distintivas do que, por exemplo, organismos

unicelulares tais como bactérias e leveduras (Santos & Lima, 2010).
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3.2.1.2. Fisiologia

A incorporacdo de caracteristicas bioquimicas (por exemplo, enzimas e metabolitos
secundarios) na taxonomia dos fungos tem ajudado a resolver limitagdes morfoldgicas
(Petisco et al., 2008).

Diferentes classes de enzimas tém sido usadas como importantes caracteristicas
bioguimicas para a caracterizacdo de fungos. Geralmente os fungos podem viver sob
condigOes limitadas, porque sdo capazes de produzir um conjunto de metabolitos
secundarios, designadamente, enzimas como lenhina peroxidases, manganés peroxidases,
lacases, proteases, celulases, pectinases, Xilanases, esterases e lipases capazes de
converter madeira, plastico, tintas, entre outros substratos, em nutrientes Uteis. Estes
enzimas sdo uma das caracteristicas utilizadas para o desenvolvimento do perfil

bioquimico fangico (Martins et al., 2003).

Os fungos filamentosos, em geral, sdo capazes de produzir uma grande variedade
de metabolitos secundarios. Estes metabolitos sdo produtos naturais e alguns sdo mesmo
vitais para o fungo produtor; como seja a producdo de melaninas que protegem contra a
irradiacdo solar ou outros agentes agressores. Apesar de serem produzidos pela maior
parte de fungos filamentosos, apenas um nimero restrito de espécies produz metabolitos
secundarios com propriedades toxicas, a que se dd 0 nome de micotoxinas (Santos et al.,
1998).

A maioria das micotoxinas sdo produzidas pelos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium, ndo tendo sido ainda relatado a presenga destas em géneros da ordem

Mucorales (Abramson et al., 2009).

3.21.3. MALDI-TOF MS

A espetrometria de massa esta disponivel desde ha 50 anos para a anélise das massas
moleculares dos compostos. No entanto, esta técnica quando aplicada a grandes
biomoléculas tem apresentado limitacbes devido a baixa volatilidade e inerente
instabilidade térmica. Tais problemas foram ultrapassados com o desenvolvimento de
uma técnica denominada de MALDI-TOF MS (espetrometria de massa com analisador

de tempo voo e ionizacdo/desorcdo a laser assistida por matriz). Esta tecnica surgiu no

10
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final de 1980, na investigacdo de compostos organicos de alta massa molecular (Santos
etal., 2010).

Hoje em dia, esta técnica pode ser aplicada a compostos com uma vasta gama de
massas moleculares, tendo sido utilizada na identificacdo de cianobactérias tdxicas e ndo
toxicas pela analise de metabolitos secundarios de baixa massa molecular (Erhard et al.,
1997).

Esta técnica demarca-se pelo grande potencial em diagndsticos na medicina
humana ou veterinaria, na fitopatologia e botéanica experimental, na monitorizacdo da

contaminagdo ambiental, e na biotecnologia microbiana (Kallow et al., 2006).

Esta metodologia mostrou também ser uma abordagem fiavel para a resolucdo de
alguns problemas clinicos, bem como na microbiologia alimentar, tais como na
identificacdo réapida e precisa e diferenciacdo de estirpes, superando as limitacdes
existentes de métodos de cultura classicos (Sedo et al., 2011).

Recentemente, a técnica também tem sido utilizada como uma ferramenta de
diagnostico para a identificacdo de espécies de bactérias e fungos. Estudos recentes,
realizados com centenas de estirpes, confirmaram a eficiéncia do MALDI-TOF MS como
uma ferramenta para a identificacdo de espécies dentro de generos de fungos clinicamente
importantes, incluindo Aspergillus, Fusarium e Penicillium, dermatdfitos e taxa da ordem
Mucorales (Abreu et al., 2014).

A técnica de MALDI-TOF MS consiste em submeter uma amostra coberta com
uma matriz de absorcdo de UV que funciona como um mediador de energia, a um laser
pulsado de azoto (337 nm). A matriz absorve os raios UV e converte-0s em energia
térmica, sendo assim a amostra vaporizada. Sdo formados iGes de varios tamanhos, que
de acordo com a razdo massa/carga vao atingir o detetor a diferentes tempos (Rodrigues
etal., 2011).

Existem varias matrizes disponiveis, sendo crucial a escolha da mais apropriada
para a identificacdo de microrganismos. Atualmente, as duas matrizes mais utilizados
para a identificacdo de fungos filamentosos sdo o acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) e
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA). Ambas sdo apropriadas para a analise de

moléculas com uma gama de massas entre 2 e 20 kDa (Dias et al., 2011).

11
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A funcdo das matrizes contendo porcGes aromaticas é a diluicdo da amostra e a
absorcdo da energia do laser proporcionando assim uma ionizacgao "suave" da amostra. A
utilizacdo de uma matriz inadequada ira diminuir a ionizacdo suave, conduzindo a uma
forte fragmentacdo das proteinas analisadas. O objetivo é a utilizacdo de uma matriz
apropriada que conduza a uma relagéo sinal/ruido 6tima com pouca supressdo do sinal e,

por conseguinte, os melhores resultados analiticos (Santos et al., 2010).

Os espectros gerados pela analise de extratos celulares brutos, ou mesmo células
inteiras, funcionam como “impressdes digitais” Unicas de cada microrganismo e a
identificacdo destes é baseada nos perfis de proteinas obtidas e posterior comparacdo com

um banco de dados previamente existentes (Abreu et al., 2014).

Os bancos de dados permitem comparar proteinas desconhecidas com massas
moleculares de referéncia. As proteinas ribossomais sao normalmente as mais utilizadas
como massas moleculares de referéncia, visto serem as mais abundantes nas células. A
calibracdo externa do MALDI-TOF MS é realizada usando proteinas bem caracterizadas
a partir de Escherichia coli. De dezenas de proteinas ribossomais de células intatas de E.
coli, apenas 12 proteinas bem definidas sdo usadas como padrdo (4,365.4, 5,096.8,
5,381.4, 6,241.4, 6,255.4, 6,316.2, 6,411.6, 6,856.1, 7,158.8, 7,274.5, 7,872.1, 9742 ¢
12,227.3 Da) (Sim@es et al., 2013a).

As vantagens desta abordagem como método de identificacdo, caracterizagdo e
autenticacdo microbiana, sdo o simples procedimento de preparacdo da amostra, o curto
tempo de andlise (alguns minutos), o elevado numero de amostras que podem ser
analisadas, a fiabilidade dos dados e o facto de ser uma técnica de baixo custo (Simdes et
al., 2013a).

3.214. FT-IR

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) € uma
técnica antiga e poderosa de caracterizacdo da composi¢do quimica de microrganismos.
Tem sido aplicada com sucesso em varios campos de controlo de qualidade bem como na
identificacdo de fungos filamentosos e leveduras (Fischer et al., 2006).

12
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E uma técnica rapida, eficaz e livre de reagentes, aplicavel a todos os
microrganismos e onde se requer uma pequena quantidade de biomassa (Essendoubi et
al., 2007).

Os espectros de IV sdo altamente especificos para cada estirpe e espécie,
representando a composicao quimica total das células, tais como lipidos, proteinas, acidos

nucleicos e os polissacaridos (Lee & Chapman, 1986).

As vantagens do FT-IR como método de autenticacdo microbiana s&o: o simples
procedimento de preparacdo de amostras, um curto periodo de tempo de analise e a
fiabilidade dos dados, permitindo obter uma base de dados dos espectros de referéncia
necessaria para uma correta caracterizacdo microbiana. O sucesso desta metodologia para
identificacdo dos microrganismos esta dependente da complexidade da base de dados dos

espectros de referéncia (Kummerle et al., 1998).

O procedimento de preparacdo das amostras deve ser otimizado para atingir um
elevado nivel de reprodutibilidade dos espectros, para evitar erros de identificacdo
(Santos et al., 2010).

3.2.2. Caracterizagdo Molecular

3.221. ITS

Os avancos das ferramentas moleculares, em particular o advento da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) formaram a base para um impulso em estudos sobre a
diversidade de fungos e permitiu uma abordagem muito mais simples e sensata para o
estudo dos fungos. Com a informacdo de dados moleculares € possivel um melhor
entendimento das relagfes de fungos e um processo de classificagdo mais natural (Branco,
2011).

Com a ajuda de ferramentas de bioinformatica, novos bancos de dados geneéticos
estdo a ser criados e utilizados como fontes de codigos de barras moleculares. O DNA

barcoding é uma técnica de caracterizagdo de organismos ao nivel da espécie utilizando
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uma curta sequéncia de DNA entre os 500 e 800 pares de bases de uma determinada

posicdo no genoma (Schoch et al., 2012).

A fracdo mitocondrial do gene citocromo c oxidase |1 (COX1) tornou-se o primeiro
DNA barcoding oficial para os animais e para as plantas. No entanto, uma vez que
algumas espécies de fungos possuem genatipos distintos neste locus, nenhum fragmento
consenso de DNA foi definido para fungos. Portanto, torna-se importante identificar
genes que caracterizam organismos fungicos em diferentes niveis taxonémicos de uma

forma simples e padronizada (Hebert et al., 2003).

Os marcadores mais estudados sdo um ou mais dos genes nucleares do RNA
ribossomal, por exemplo, o gene 18 S da subunidade pequena ribossomal (SSU), a regido
do espacador transcrito interno (ITS), que inclui o gene 5.8S, e 0 gene 28 S da subunidade

grande ribossomal (LSU), como representado na Figura 3 (Bellemain et al., 2010).

O grande nimero de copias ITS por célula (até 250), e por ser uma regido
fortemente conservada mas com alta variabilidade, torna o ITS um alvo atraente para
sequenciacdo sempre gque a quantidade e qualidade de DNA presente € baixa (Nilsson et
al., 2009).

Vaérios primers sdo utilizados para amplificar partes ou mesmo a totalidade da
regido ITS (White et al., 1990).

ITS1-F
—_—
ITSS
—
NS7 ITS] ITS3
—_ — —_
ITS1 ITS2
- P p— -
ITS2 ITS4 1TS4-B  LR3

Figura 3 - Representacdo esquemdtica do espacgador transcrito interno (ITS), a unidade repetitiva
ribossomal nuclear utilizada para descrever os fungos ao nivel da espécie e a posicdo relativa dos primers
(Adaptado de Bellemain, 2010).

No entanto, a escolha e utilizacdo da regido ITS também apresenta desvantagens,

uma vez que a capacidade de discriminar a nivel da espécie difere consideravelmente
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entre os grupos de fungos e, em alguns casos, a identificacdo ao nivel de espécie pode ser

ambigua (Soares et al., 2012).

Por esta razdo, os genes codificadores de proteinas como a calmodulina, a p-
tubulina, a actina e o fator de elongamento la tém sido utilizados em anélises

filogenéticas de importantes fungos deterioradores dos alimentos (Hoffmann et al., 2013).

A analise de sequéncias multilocus de DNA pode assim, evitar a subjetividade na
determinacdo de espécies através do uso de analise de concordancia de varios genes,
fornecendo informac@es confiaveis para a identificacdo de espécies de fungos (Soares et
al., 2012).

3.2.2.2. Diversidade molecular (RAPD e M13-PCR)

As tecnologias de anélise molecular de variabilidade do DNA permitem determinar
zonas de referéncia no genomas, denominadas marcadores moleculares. A utilizacéo de
marcadores moleculares para a diferenciacdo das espécies permite abordagens

alternativas a caracterizagdo morfoldgicas das espécies fungicas (Williams et al., 1990).

Entre as técnicas mais simples de analise da variabilidade genética e que ndo
exigem um conhecimento detalhado do genoma, distinguir-se a analise de polimorfismos
em produtos de amplificagdo por PCR, denominada por RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA). Esta técnica baseia-se na amplificacdo aleatéria por PCR de
sequéncias desconhecidas de DNA utilizando primers de pequenas dimensées (10-15 pb)

de sequéncias arbitrarias (Kumar & Gurusubraman, 2011).

Um dos primers mais utilizado foi isolado do bacteriéfago M13, apresentando uma
sequéncia que ja foi detetada em multiplas copias espalhadas no genoma humano, e ao
ser aplicado a outros eucariotas, com por exemplo aos fungos unicelulares e filamentosos,
demonstrou ter um elevado poder de diferenciacdo ao nivel da espécie. Varios autores ja
salientaram o elevado poder identificativo e reprodutibilidade desta técnica relativamente
a utilizacdo de primers aleatérios de RAPD, porque permite obter perfis muito
homogéneos para a mesma espécie e completamente diferentes em espécies distintas.
Sendo assim € possivel, obtém-se uma “impressdo digital” (fingerprinting) para cada
espécie refletindo o polimorfismo existente nas regides de DNA repetido e a distancia
que as separa entre si (Martin et al., 1998).
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Atualmente, o polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP) tem
sido também referido como uma escolha para caracterizar a diversidade genética de
muitas espécies. Esta tecnologia associa a amplificacao de regides especificas, como por
exemplo a regido ITS, seguida da aplicagdo de enzimas de restri¢cdo, permitindo obter um
polimorfismo capaz de diferenciar as espécies em estudo. No entanto, este estudo implica
muitas vezes a aplicacdo de varias enzimas de restricdo de modo a ser possivel detetar
esse polimorfismo, sendo um processo demorado, trabalhoso e dispendioso (Bardakci,
2001).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Selegdo dos microrganismos

No presente trabalho selecionaram-se estirpes fungicas de Gongronella sp. CCMI
1101 e CCMI 1100 e Rhizopus sp. CCMI 1105 e CCMI 1104 isoladas de solos viticolas,
com capacidade de degradacdo do metalaxil (Martins et al., 2013), depositadas nas
colecgdes de culturas CCMI (Culture Collection of Industrial Microorganisms) e MUM
(Micoteca da Universidade do Minho), estirpes de Gongronella da cole¢do de culturas
ATCC (American Type Culture Collection) e varias estirpes de Mucorales da colecédo de
culturas CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures). A descricdo das estirpes

estudadas é apresentada na Tabela 3.

4.2. Manutencdo dos organismos

4.2.1. Armazenamento de curta duragao

As estirpes fungicas isoladas foram repicadas para tubos de ensaio contendo meio
Potato Dextrose Agar e meio Malt Extract Agar inclinado e, apds incubacdo a 25°C
durante 7 dias, foram conservadas a temperatura de 4°C, sendo efetuadas repicagens

periddicas de 2 em 2 meses.

4.2.2. Armazenamento de longa duracéo

As estirpes fangicas isoladas foram tambeém conservadas pelo método da
congelagdo em pérolas de vidro a -80°C. As culturas microbianas crescidas em rampas
com 7 dias foram ressuspendidas em 5 mL de glicerol a 5% (p/v), utilizado como
crioprotector. Apos homogeneizacao, colocou-se 1 mL de suspensédo de cada cultura em
tubos de rosca de 2 mL contendo esferas de vidro (¢ médio de 2 mm), previamente
esterilizadas por calor hiumido em autoclave. Os tubos foram homogeneizados de forma
a envolver todas as esferas de vidro com a suspensdo microbiana, o excesso de suspensao

foi retirado e os tubos foram colocados a -80°C numa utra-congeladora.
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Tabela 3 — Descrigdo das estirpes fingicas em estudo.

N° da estirpe  Espécie Status Fonte
CBS 125.68  Absidia anomala T solo (Cuba)
CBS 100.28  Absidia blakesleeana T n.d.

CBS 104.08  Absidia coerulae T solo (n.d)
CBS 101.59  Absidia cuneospora T solo (EUA)
CBS 101.08  Absidia glauca T n.d.
CCMI 91 Absidia glauca n.d. (Portugal)
CBS 174.67  Absidia parricida NT n.d.

CBS 101757  Circinella lacrimispora solo (Argentina)
CCMI 24 Circinella simplex n.d. (Portugal)
CBS 156.28 Cunninghamella echinulata  NT n.d.

CBS 481.66  Cunninghamella elegans solo (Brasil)
ATCC 8989  Gongronella butleri solo (Wisconsin)
CBS 157.25  Gongronella butleri T raiz de Cocos nucifera (Indonésia
CBS 216.58  Gongronella butleri T solo (Inglaterra)
CBS 179.28  Gongronella butleri n.d.

CBS 227.36  Gongronella butleri n.d.

CBS 228.36  Gongronella butleri n.d.

CBS 194.60  Gongronella butleri n.d.

CBS 259.52  Gongronella butleri solo (Italia)
CBS 102.44  Gongronella butleri n.d. (Italia)
CBS 610.94  Gongronella butleri solo (Argentina)
CBS 969.73  Gongronella butleri solo (Chile)
ATCC 244.12 Gongronella lacrispora T solo (Maryland)
CBS 244.62  Gongronella lacrispora T Solo (EUA)
CCMI 1101 Gongronella sp. 1 solo (Portugal)
CCMI 1100  Gongronella sp. 2 solo (Portugal)*
CCMI 900 Rhizopus oryzae n.d. (Portugal)
CCMI 1105 Rhizopus stolonifer solo (Portugal)
CCMI 1104 Rhizopus stolonifer solo (Portugal)*
CBS 403.51  Rhizopus stolonifer n.d. (China)

T- estirpes tipo; NT- estirpes neétipo; n.d.-ndo definido; *enriquecidas em meio seletivo contendo
fungicida. Os dados das estirpes de CBS foram obtidos através da base de dados da CBS e da bibliografia
(Walther et al., 2013).

Paralelamente, procedeu-se também a conservacdo das estirpes fdngicas pelo

método descrito por Castellani (Castellani, 1967; Simdes et al., 2013a). As colonias

fangicas crescidas em placas durante 7 dias foram cortadas em forma de discos e

transferidos para microtubos de 2 mL estéreis e cobertos com agua destilada estéril. Os

microtubos foram posteriormente armazenados a temperatura ambiente. Para a

recuperacdo das estirpes, os discos foram removidos assepticamente e transferidos para
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meio de agar fresco, colocando-os com o micélio voltado para 0 meio para recuperar as

culturas apés periodo de incubacéo.

4.3. ldentificacao fenotipica

4.3.1. Andlise morfoldgica

4.3.1.1. Macroscopia

Para andlise macroscopica, as estirpes fungicas foram cultivadas em PDA. A fim
de garantir a mesma altura média e um crescimento normalizado, foram adicionados 10
mL de meio a todas as placas de petri (diametro de 60 mm). Cada placa foi inoculada e

incubada no escuro, a 25°C, durante 7 dias.

4.3.1.2. Microscopia

Para andlise microscdpica, as estirpes fungicas foram cultivadas em PDA durante 5
dias a 25°C. Efetuaram-se preparacGes com micelio esporulado em azul de lactofenol.
Observaram-se as estruturas reprodutoras assexuadas, caracteristicas das estirpes
utilizando o microscopico 6tico (Leica MZ12.5).

4.3.2. MALDI-TOF MS

As amostras para analise espectral por MALDI-TOF MS foram cultivadas em PDA
e incubadas no escuro, a 25°C, durante 4 dias. Aproximadamente 10 pg de esporos e
micélio jovem de cada espécie foi transferido diretamente da placa de cultura para um
microtubo. Posteriormente, foram adicionados 50 pL de matriz [7,5% de acido 2,5-
dihidroxibenzdico em etanol/agua/acetonitrilo (1:1:1) com &cido trifluoroacético a

0,03%] as amostras e agitadas no vortex (Rodrigues et al., 2011).

A mistura das amostras foram transferidas para as placas de MALDI-TOF MS e
secas a temperatura ambiente. As analises foram realizadas no Laboratorio de Micologia

e Biologia Molecular do Centro de Engenharia Biologica num sistema Axima LNR
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(Kratos Analytical; Shimadzu, UK) equipado com um laser de azoto (337 nm), onde a

intensidade deste foi fixada imediatamente acima do limiar para producao de ides.

A faixa de massa m/z = 2-20 kDa foi gravada usando o modo linear com um atraso
de 104 ns e usando uma voltagem de aceleracdo de 20 kV. Os espectros finais foram
gerados pela soma de 20 disparos de laser acumulados por perfil e 50 perfis produzidos

por amostra, levando a um total de até 1000 disparos de laser por espectro somados.

As listas de picos das estirpes selecionadas foram transferidas diretamente para o
software SARAMIS® (AnagnosTec, Alemanha), onde foram comparadas com espectros

de referéncia.

4.4. Caracterizacdo molecular

4.4.1. Extracdo do DNA gendmico

O protocolo utilizado para o isolamento do DNA das estirpes em estudo foi
adaptado a partir de dois métodos muito utilizados para extracdo de DNA de fungos
filamentosos: o método das microsferas (Sambrook et al.,1989) e 0 método do tiocianato
de guanidina (adaptado de Pitcher et al., 1989; Martins et al., 2013). As estirpes flngicas
foram cultivadas em meio PDA durante 7 dias a 25°C, sendo o micélio recolhido e
triturado. A lise celular foi efetuada ressuspendendo as células em 700 pL de tampéo de
lise (pH 8) num microtubo de 2 mL e adicionando 300 pL de microesferas (425-600 pm
de didmetro). Apds agitacdo no vortex (Heidolph Reax 2000) & velocidade méxima
durante 3 minutos, a suspensao foi colocada a 65°C durante 1 hora. Apos incubagéo, as
células foram novamente agitadas no vortex durante 2 minutos e, posteriormente,

centrifugadas a 14 000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi recolhido para outro microtubo de 2 mL e adicionaram-se 500
uL de TE com RNase (100 pg/mL). Os microtubos foram incubados em banho de agua a
37°C, durante 1 hora e, posteriormente, foram adicionados 500 pL da mistura
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Ap6s mistura das fases, por inversao, procedeu-se
a uma nova centrifugagéo a 10 000 rpm, durante 5 minutos.
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O sobrenadante foi retirado para um novo microtubo de 2 mL e adicionado tampéo
acetato de sodio 3M a pH 5,2 na proporcéo de 1/10 do volume de misturado por inversao.
Adicionaram-se 2,5 volumes de etanol absoluto (-20°C) e a mistura foi homogeneizada
por inversdo. A mistura foi centrifugada a 13 000 rpm durante 15 minutos, o sobrenadante
decantado e o sedimento lavado com 1 mL de etanol a 70% (v/v) e centrifugado a 10 000
rpm durante 10 minutos. Apds secagem na estufa entre 30 e 37°C, durante 5 a 10 minutos,
0 DNA foi solubilizado em 100 pL de tampdo TE e guardado a -20°C.

4.4.2. Quantificacdo do DNA por espectrometria

O DNA foi quantificado por espectrometria num espectrometro (NanoDrop 1000).
A absorvancia das solucdes de DNA foi lida aos comprimentos de onda de 260 e 280 nm.
A densidade 6tica de 1 U a 260 nm corresponde aproximadamente a uma concentracao
de DNA de 50 pg/mL. A razdo de Abszeo/Abszgo dd uma indicagdo da pureza da amostra
de DNA, sendo o valor 6timo de 1,8 (Sambrook et al., 1989).

4.4.3. M13-PCR

A amplificacdo das amostras de DNA foi efetuada por MSP-PCR tendo sido
utilizado como primer uma sequéncia do fago M13 com 15 pares de bases. O primer
designado por M13 (Invitrogen) apresenta a seguinte sequéncia: 5> — GAG GGT GGC
GGT TCT -3".

Na reacdo de amplificacdo, 0 DNA genomico a analisar (25 ng/pL) foi incubado
com uma mistura de reacdo constituida por: 5 pL de tampédo de reacdo com MgCl,
(concentrado 10X), 5 pL da mistura de DNTPs (2mM), 2 puL de primer M13 (50uM), 1
Unidade de Taqg DNA polimerase (ThermoScientific) e 4gua ultrapura esterilizada para
um volume total de 50 pL.

As reagdes foram efetuadas em duplicado. Foi preparado um microtubo controlo
(branco) em que o DNA foi substituido por &gua ultrapura esterilizada. Procedeu-se a
amplificacdo utilizando um termociclador (Eppendorf, Mastercycler personal). O
programa de amplificacdo compreende, apds um periodo de desnaturagdo de 5 minutos a

94°C, um conjunto de 40 ciclos com a seguinte estrutura:
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Desnaturacdo — 1 min a 94°C
Annealing — 1 min a 50°C
Extensdo — 2 mina 72°C

aos quais se segue um periodo de extensao final de 6 min a 72°C.

Os produtos de PCR foram guardados a - 20°C até a execucdo da eletroforese em
gel para posterior analise. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 1,2% em TBE 0,5X concentrado. Os géis foram carregados com 5
uL de cada amostra de DNA amplificado e 5 pL de corante 2X (ANEXO II). Como

marcador de massas molares utilizou-se o padrdo DNA 100 bp Plus (ThermoScientific).

O gel foi submetido a uma voltagem de 90 V durante 3 horas. Apds colora¢do numa
solucdo de brometo de etidio (5 pg/mL) durante 5 min o gel foi observado sob luz UV a
302 nm utilizando um transiluminador de UV Bio-Rad Gel Doc™ e a imagem foi
integrada com o recurso ao sistema Bio-Rad Quantity One® acoplado ao computador. A
andlise das bandas para analise da homologia através da correlacdo de Pearson e
construcdo de dendogramas baseado no grau de similaridade através do método UPGMA

foi efetuada recorrendo ao software Gel Doc XR (BioRad).

4.4.4. Amplificacdo e sequenciacdo da regido ITS

A amplificacdo das amostras de DNA foi efetuada por PCR tendo sido utilizados
como primers universais, duas sequéncias sendo elas: ITS4 (Invitrogen) 5> — CCT CCG
CTT ATT GAT ATG C -3’ e ITSS (Invitrogen) 5° — GGA AGT AAA AGT CGT AAC
AAG G-3".

Na reacdo de amplificacdo, o DNA genomico a analisar (25 ng/pL) foi incubado
com uma mistura de reagdo constituida por: 5 pL de tamp&o de reacdo com MgCl>
(concentrado 10X), 5 puL da mistura de DNTPs (2mM), 1 uL de primer ITS4 (50uM), 1
puL de primer ITS5 (50uM), 1 Unidade de Taq DNA polimerase (ThermoScientific) e
agua ultrapura esterilizada para um volume total de 50 L.

As reacdes foram efetuadas em duplicado. Foi preparado um microtubo controlo
(branco) em que o DNA foi substituido por agua ultrapura esterilizada. Procedeu-se a

amplificacdo utilizando um termociclador (Eppendorf, Mastercycler personal). O
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programa de amplificacdo compreende, apds um periodo de desnaturagdo de 3 minutos a

94°C, um conjunto de 35 ciclos com a seguinte estrutura:

Desnaturacdo — 1 min a 94°C
Annealing — 1 min a 55°C
Extensdo — 1 mina 72°C

aos quais se segue um periodo de extensdo final de 5 min a 72°C.

Os produtos de PCR foram guardados a - 20°C até a execucdo da eletroforese em
gel para posterior analise. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 1% em TBE 0,5X concentrado. Os géis foram carregados com 5 L
de cada amostra de DNA amplificado e 5 pL de corante 2X. Como marcador de massas
molares utilizou-se o padrdo DNA 100 pb Plus (ThermoScientific). O gel foi submetido
a uma voltagem de 90 V durante 1 hora. Apos coloracdo numa solugdo de brometo de
etidio (5 pg/mL) durante 5 min o gel foi observado sob luz UV a 302 nm utilizando um
transiluminador de UV Bio-Rad Gel Doc™ e a imagem foi integrada com o recurso ao

sistema Bio-Rad Quantity One® acoplado ao computador.

Os produtos amplificados por PCR foram purificados com recurso ao QIAquick
Extraction Gel kit (QIAGEN). Os fragmentos de DNA foram retirados do gel de agarose
para um microtubo de 2mL e adicionados 3 volumes de tampé&o QG para um volume de
gel. O microtubo foi incubado a 50°C durante 10 minutos, sendo depois agitados no
vortex 2 a 3 minutos para a completa dissolucdo do gel. Depois do gel estar dissolvido,

foi adicionado 1 volume de isopropanol a amostra e misturado por inversao.

A mistura foi transferida para uma coluna de spin e centrifugada durante 1 minuto
a 13 000 rpm, sendo posteriormente, descartado o sobrenadante. Foram adicionados 500
uL de tampdo QG a coluna de spin e centrifugada novamente durante 1 minuto a 13 000
rpm, com o descarte do sobrenadante. Apés, foram adicionados 750 pL de tampdo PE a
coluna de spin, deixou-se repousar 2 min e procedeu-se a centrifugacdo durante 1 min a
13 000 rpm, onde se descartou o sobrenadante. Posteriormente, a coluna de spin foi
colocada num microtubo de 1,5 mL. Para eluicdo do DNA, foram adicionados 50 pL de
tampdo BE (10 mM tris Cl pH 8,5) para o centro da membrana da coluna de spin,
incubado 4 min a temperatura ambiente e posteriormente, centrifugado durante 1 min a
13 000 rpm.
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A sequenciacdo foi efetuada por prestacdo de servicos a STABVIDA, tendo sido
utilizado o método de Sanger (Walker, 2013). O alinhamento multiplo das sequéncias

ITS5-1TS4 foi efetuado no programa Bioedit, utilizando o ClustalW.

A arvore filogenética foi construida pelo método de Neighbor-Joining (Saitou &
Nei, 1987) por uma analise de bootstrap com 1000 repeticdes, através do programa
MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Na construcdo da arvore filogenética foram consideradas
as sequéncias da regido ITS dos fungos em estudo (Tabela 3), bem como outras
sequéncias da mesma regido (18S RNA parcial seq., ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, 28S RNA
parcial seq.) de estirpes de Absidia spp., Circinella spp., Cunninghamella spp.,
Gongronella spp. e Rhizopus spp. disponiveis no Genbank, base de dados NCBI [1], com
intervalo de homologia entre 98- 100% descritas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Descrigdo das estirpes e nimero de acesso GenBank.

N° de acesso GenBank

N° da Estirpe  Espécie

ITS
CBS 125.68 Absidia anomala JN205815
CBS 314.78 Absidia californica JN205816
CBS 100.08 Absidia cylindrospora var. cylindrospora JN205822
CBS 102.35 Absidia fusca JN205814
CBS 101.08 Absidia glauca JN205810
CBS 106.08 Absidia spinosa var. spinosa JN205827
CBS 172.62 Circinella angarensis JN205848
CBS 140.28 Circinella chinensis JN205855
CBS 142.81 Circinella minor JN205861
CBS 141.28 Circinella muscae JN205853
CBS 101.16 Circinella umbelata JN205857
CBS 433.84 Cunninghamella blakesleeana JN205867
CBS 782.68 Cunninghamella blakesleeana JN205869
CBS 100178 Cunninghamella clavata JN205890
CBS 156.28 Cunninghamella echinulata JN205895
CBS 656.85 Cunninghamella echinulata JN205896
CBS 158.28 Cunninghamella binariae JN205888
CBS 167.53 Cunninghamella elegans JN205882
CBS 773.68 Cunninghamella elegans JN205887
CBS 168.53 Cunninghamella homothallica JN205863
CBS 692.68 Cunninghamella phaeospora JN205864
CBS 779.68 Cunninghamella polymorpha JN205874
ATCC 8989 Gongronella butleri GU244499
CBS 216.58 Gongronella butleri JN206285
CBS 179.28 Gongronella butleri JN206286
CBS 102.44 Gongronella butleri JN206284
CBS 969.73 Gongronella butleri JN206287
ATCC 244.12  Gongronella lacrispora GU244498
CCMI 1101 Gongronella sp. GU244500
ATCC 20344  Rhizopus oryzae JQ745257
CBS 258.28 Rhizopus oryzae DQ641291
CBS 266.30 Rhizopus oryzae DQ641292
CBS 321.35 Rhizopus oryzae AY213684
CBS 395.95 Rhizopus oryzae AY?213684
ATCC 10437  Rhizopus stolonifer AY625075
ATCC 6227b  Rhizopus stolonifer AF543526
CBS 150.83 Rhizopus stolonifer var. stolonifer AB113022
CBS 609.82 Rhizopus stolonifer var. stolonifer AB113023
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Quantificacdo do DNA gendmico

O DNA foi quantificado por espectrometria de absor¢do molecular, tendo sido
efetuadas leituras de absorvancia a 260 e 280 nm, para também avaliar o grau de pureza

da amostra (Tabela 5, Anexo II).

Os valores obtidos a 260 nm permitiram avaliar a concentracdo de DNA presente,
tendo sido efetuadas diluicbes das amostras mais concentradas, de modo a obter a

concentracdo adequada para a amplificacdo da regido ITS e por M13-PCR.

A razéo de Abszso/ Abszgo mostrou que a maioria das amostras apresentou um grau
de pureza adequado, isto é, sem contaminagdo proteica, considerando-se como 6timo o
valor de 1,8 (Sambrook et al., 1989).

5.2. Analise morfologica

Os fungos Mucorales em estudo dividem-se entre 0s géneros Absidia, Circinella,
Cunninghamella, Gongronella e Rhizopus. Tradicionalmente, s&o classificados pelas suas
caracteristicas morfologicas, quer pela observagdo macroscopica das colonias, bem como
a observacdo microscopica das estruturas vegetativas (micélio) e estruturas reprodutoras

(esporangio, esporangioforos e esporangiosporos) (Hoffman et al., 2013).

As estirpes fungicas isoladas foram identificadas por observacdo macroscopica das
coldnias maduras em PDA, sendo apresentadas nas Figuras 4 a 7.

Os isolados do género Gongronella (Figuras 4 e 5), apresentaram um crescimento
relativamente lento (7 a 8 dias), em relacdo aos restantes isolados em estudo, colonias
brancas (G. butleri) e acinzentadas (G. lacrispora), sendo que estas ultimas apresentam
menor dimensdo. O reverso das colénias ndo apresentam alteracfes em relacdo ao

anverso, nem pigmentacéo.

26



Caracterizagao polifasica de fungos filamentosos Zygomycetes com interesse em biotecnologia ambiental

i £
[

Figura 4 — Aspeto macroscdpico das coldnias de Gongronella spp., apds um crescimento em PDA
durante 7 dias, a 25°C. A- anverso, B- reverso.

1- Gongronella sp. CCMI 1101; 2- Gongronella sp. CCMI 1100; 3- Gongronella butleri ATCC 8989;
4- Gongronella butleri CBS 227.36; 5- Gongronella butleri CBS 179.28; 6- Gongronella butleri CBS
157.25; 7- Gongronella butleri CBS 228.36; 8- Gongronella butleri CBS 216.58.
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Figura 5 — Aspeto macroscopico das col6nias de Gongronella spp. e Circinella spp., ap6s um
crescimento em PDA durante 7 dias, a 25°C. A- anverso, B- reverso.

9- Gongronella butleri CBS 259.52; 10- Gongronella butleri CBS 194.60; 11- Gongronella butleri
CBS 102.44; 12- Gongronella butleri CBS 610.94; 13- Gongronella butleri CBS 969.73; 14-
Gongronella lacrispora ATCC 244.12; 15- Gongronella lacrispora CBS 244.62; 16- Circinella
lacrimispora CBS 101757.
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Figura 6 — Aspeto macroscopico das coldnias de Circinella spp. e Absidia spp., apds um crescimento
em PDA durante 7 dias, a 25°C. A- anverso, B- reverso.

17- Circinella simplex CCMI 24; 18- Absidia glauca CBS 101.08; 19- Absidia glauca CCMI 91; 20-
Absidia coerulae CBS 104.08; 21- Absidia blakesleeana CBS 100.28; 22- Absidia cuneospora CBS
101.59; 23- Absidia parricida CBS 174.67; 24- Absidia anomala CBS 125.68.
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Figura 7 — Aspeto macroscépico das colonias de Rhizopus spp. e Cunninghamella spp., ap6s um
crescimento em PDA durante 7 dias, a 25°C. A- anverso, B- reverso.

25- Rhizopus stolonifer CCMI 1105; 26- Rhizopus stolonifer CCMI 1104; 27- Rhizopus stolonifer var.
stolonifer CBS 403.51; 28- Rhizopus oryzae CCMI 900; 29- Cunninghamella echinulata CBS 156.28;
30- Cunninghamella elegans CBS 481.66.

Os isolados do género Absidia (Figura 6), apresentaram um crescimento rapido (3
a 5 dias), em relacéo as estirpes Gongronella spp., colénias com micélio muito ramificado
preenchendo toda a placa, sendo de cor branca para as estirpes Absidia blakesleeana, A.
cuneospora e A. parricida, de cor roxa para as estirpes A. coerulae e A. anomala e de cor
verde para as estirpes de A. glauca. O reverso das coldnias ndo apresentaram alteracdes
em relagdo ao anverso, nem pigmentacao.

Os isolados do género Circinella (Figura 6 e 7), apresentaram tempos de
crescimento diferentes, sendo que a estirpe C. simplex ao fim de 3 dias j& tinha micélio
de cor branca e preta preenchendo quase a totalidade da placa, e a estirpe C. lacrimispora
apenas apresentou coloracdo do micélio ao fim de 5 dias. A estirpe C. lacrimispora

apresentou uma cor hialina e de menor dimensao em relagdo a estirpe do mesmo género.
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O reverso de ambas colonias ndo apresentaram alteragdes em relacdo ao anverso, nem
pigmentacéo.

Os isolados do genero Rhizopus (Figura 7), foram os que apresentaram um
crescimento mais rapido de todas as estirpes em estudo, pois com apenas 3 dias ja
apresentavam micélio que preenchia a totalidade da superficie das placas. As coldnias
apresentaram-se de cor branca e preta para as estirpes R. stolonifer CCMI 1105 e R.
stolonifer CCMI 1104, e de cor preta para as estirpes R. oryzae CCMI 900 e R. stolonifer
var. stolonifer CBS 403.51. O reverso das colonias ndo apresentaram alteragdes em
relacdo ao anverso, nem pigmentacao.

Os isolados do género Cunninghamella (Figura 7), apresentaram um crescimento
relativamente rapido (3 a 5 dias), comparativamente as estirpes Gongronella spp.,
colénias com micélio branco muito ramificado preenchendo toda a placa. O reverso das

coldnias ndo apresentaram alteracfes em relagdo ao anverso, nem pigmentacéo.

As principais caracteristicas dos fungos Mucorales a nivel microscépico sdo: a
presenca de esporangios mais ou menos globosos, e uma columela de diferentes tamanhos
e formas, sendo considerada como sinapomarfica para estes (Hoffman et al., 2013). Estas

estruturas sdo apresentadas nas Figuras 8 e 9.

Os isolados do género Gongronella (Figura 8), apresentaram esporangiéforos
eretos e por vezes ramificados, esporangios globosos e uma pequena columela. Os
esporangidsporos das estirpes G. lacrispora apresentaram-se sob a forma de “lagrima”
com maiores dimens@es quando comparados com 0s esporangiosporos das estirpes G.
butleri. Os resultados obtidos estdo de acordo com o descrito por Ribaldi (1952).

Os isolados do género Circinella (Figuras 7 e 8), apresentaram grandes diferencas entre
eles. A estirpe C. lacrimispora CBS 101757 apresentou esporangioforos eretos,
esporangios globosos, uma pequena columela e esporangiosporos em forma de “lagrima”.
Por sua vez, a estirpe C. simplex CCMI 24 apresentou esporangiéforos eretos,
esporangios multi-esporulados de grandes dimensdes, columela apofisada e

esporangidsporos de maiores dimensdes em relacdo aos da estirpe anterior.
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Figura 8 - Estruturas reprodutoras de Gongronella spp. e Circinella spp., ap6s um crescimento
em PDA durante 7 dias, a 25°C.

A- Gongronella sp. CCMI 1101; B- Gongronella butleri ATCC 8989; C- Gongronella butleri
CBS 228.36; D- Gongronella butleri CBS 227.36; E- Gongronella butleri CBS 179.28; F1-
Gongronella sp. CCMI 1100; F2- esporos de Gongronella sp. CCMI 1100; G- Gongronella
butleri CBS 610.94; H- Gongronella butleri CBS 259.52; I- Gongronella butleri CBS 102.44; J1-
Gongronella lacrispora ATCC 244.12; J2- esporos de Gongronella lacrispora ATCC 244.12; K-
Gongronella butleri CBS 969.73; L- Gongronella butleri CBS 216.58; M1- Gongronella
lacrispora CBS 244.62; M2- esporos de Gongronella lacrispora CBS 244.62; N- Gongronella
butleri CBS 194.60; O- Gongronella butleri CBS 157.25; P1- Circinella lacrimispora CBS
101757; P2- esporos de Circinella lacrimispora CBS 101757.
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Figura 9 - Estruturas reprodutoras de Absidia spp., Cunninghamella spp. Circinella spp. e
Rhizopus spp., apés um crescimento em PDA durante 7 dias, a 25°C.

A- Absidia glauca CBS 101.08; B- Absidia glauca CCMI 91; C1- Absidia coerulae CBS
104.08; C2- columela de Absidia coerulae CBS 104.08; D1- Absidia parricida CBS 174.67;
D2- esporos de Absidia parricida CBS 174.67; E1- Absidia blakesleeana CBS 100.28; E2-
esporos de Absidia blakesleeana CBS 100.28; F- Absidia anomala CBS 125.68; G- Rhizopus
oryzae CCMI 900; H- Cunninghamella echinulata CBS 156.28; |- Cunninghamella elegans
CBS 481.66; J1- Absidia cuneospora CBS 101.59; J2- esporos de Absidia cuneospora CBS
101.59; K- Rhizopus stolonifer CCMI 1104; L- Circinella simplex CCMI 24; M- Rhizopus
stolonifer var. stolonifer CBS 403.51; N1- Rhizopus stolonifer CCMI 1105; N2- esporos de
Rhizopus stolonifer CCMI 1105.
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Os isolados do género Absidia (Figura 9), apresentaram esporangidéforos eretos e
por vezes ramificados, esporangios multi-esporulados piriformes e columelas de
diferentes formas (apical ou conica). Os resultados obtidos estdo de acordo com o descrito
por Tieghem (1878).

Os isolados do género Cunninghamella (Figura 9), apresentaram esporangiéforos
eretos por vezes ramificados, que terminam em vesiculas globosas cobertas por pequenos
esporangios elipsoidais. Os resultados obtidos estdo de acordo com o descrito por
Matruchot (1903).

Os isolados do género Rhizopus (Figura 9), apresentaram esporangioforos eretos
gue surgem entre rizoides distintos, esporangios multi-esporulados de grandes dimensdes
e columela apofisada. Estes resultados estdo de acordo com o descrito por Ehrenberg
(1820).

O reconhecimento das espécies € um passo essencial para a classificacdo de taxa
superiores. A morfologia desempenhou assim, um papel importante em conceitos
tradicionais de espécies de fungos. Dependendo das condi¢Bes experimentais, a
morfologia pode variar profundamente, e hoje mostra-se inadequada para definir espécies
da ordem Mucorales se ndo forem combinados com dados moleculares (Hoffman et
al.,2013).
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5.3. Filogenia

A amplificacdo da regido ITS apresenta uma vantagem sobre os outros loci, devido
a presenca de primers universais que gera diversificadas sequéncias que permitem

distinguir entre taxa até ao nivel da espécie (Schwarz et al., 2006).

Os produtos de PCR resultantes de cada reacdo de amplificacdo da regido ITS
apresentaram um numero variavel de bandas compreendidas entre os 700 e 900 pb, como
observamos, nas Figuras 10 a 12.

M B 1 2 F 4 B &6 T 8 9 70 AT 12 13

Figura 10 - Eletroforese dos produtos de PCR da regido ITS das estirpes de Gongronella spp.

M- Marcador 100 pb plus; B- Branco; 1- Gongronella sp. CCMI 1101; 2- Gongronella sp. CCMI 1100; 3-
Gongronella butleri ATCC 8989; 4- Gongronella butleri CBS 227.36; 5- Gongronella butleri CBS 179.28;
6- Gongronella butleri CBS 157.25; 7- Gongronella butleri CBS 228.36; 8- Gongronella butleri CBS
216.58; 9- Gongronella butleri CBS 259.52; 10- Gongronella butleri CBS 194.60; 11- Gongronella butleri
CBS 102.44; 12- Gongronella butleri CBS 610.94; 13- Gongronella butleri CBS 969.73.
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M B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 11 - Eletroforese dos produtos de PCR da regido ITS das estirpes de Gongronella spp., Absidia spp.
e Cunninghamella spp.

M- Marcador 100 pb plus; B- Branco; 1- Gongronella lacrispora ATCC 244.12; 2- Gongronella lacrispora
CBS 244.62; 3- Circinella lacrimispora CBS 101757; 4- Circinella simplex CCMI 24; 5- Absidia glauca
CBS 101.08; 6- Absidia glauca CCMI 91; 7- Absidia coerulae CBS 104.08; 8- Absidia blakesleeana CBS
100.28; 9- Absidia cuneospora CBS 101.59; 10- Absidia parricida CBS 174.67; 11- Absidia anomala CBS
125.68; 12- Cunninghamella echinulata CBS 156.28; 13- Cunninghamella elegans CBS 481.66.

M B 1 2 3 4

Figura 12 - Eletroforese dos produtos de PCR da regido ITS das estirpes de Rhizopus spp.
M- Marcador 100 pb plus; B- Branco; 1- Rhizopus stolonifer CCMI 1105; 2- Rhizopus stolonifer CCMI
1104; 3- Rhizopus stolonifer var. stolonifer CBS 403.51; 4- Rhizopus oryzae CCMI 900.
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A arvore filogenética construida com as sequéncias da regido ITS das estirpes em
estudo (Tabela 3), complementada com estirpes selecionadas a partir do banco de dados
Genbank (Tabela 4) é apresentada na Figura 13, onde € possivel observar a formacao de
5 clusters: o cluster | formado pelo género Cunnighamella spp., o cluster 1l formado pelo
género Absidia spp., o cluster Il formado pelo género Gongronella spp., o cluster 1V
formado pelo género Circinella spp. e por Gltimo o cluster VV formado pelo género

Rhizopus spp.

O cluster I, apresentou-se bem definido e bem diferenciado com um BS de 96%, no
qual as estirpes Cunninghamella elegans CBS 481.66 e Cunnignhamella binariae CBS
158.28 apresentaram um elevado grau de similaridade. Os resultados obtidos estdo de
acordo com o que foi descrito por Walther et al. (2013) tendo a estirpe CBS 481.66 sido

reclassificada em Cunninghamella binariae.

O cluster 1, apresentou um BS de 62% dada a grande divergéncia entre as espécies.
O género Absidia apresenta-se com um grupo polifilético, em estudos filogenéticos
baseados no gene actina (Voigt & Wostemeyer, 2001), e na regido ITS dividindo-se em
micoparasitas (A. parricida), termotolerantes (A. blakesleeana) e mesofilicos (A.
anomala, A. spinosa, A. glauca, A. cylindrospora, A. cuneospora, A. coerulae e A.
californica) (Hoffman et al., 2007).

O cluster 111, apresentou-se bem definido e bem diferenciado com um BS de 100%.
Observamos que as estirpes Circinella lacrimispora CBS 101757 e Gongronella
lacrispora ATCC 244.12 formaram um cluster com um BS de 100%, como também ja
descrito em estudos filogenéticos com base no locus LSU, tendo sido reclassificada a
estirpe CBS 101757 em Gongronella lacrispora (Walther et al., 2013). As estirpes
Gongronella sp. apresentaram valores de BS ndo consideraveis, pelo que estaremos

perante uma putativa nova espécie do género Gongronella.

O cluster 1V, apresentou-se bem definido e bem diferenciado com um BS de 100%,

entre as espécies analisadas.

O cluster V, apresentou-se bem definido e bem diferenciado com um BS de 90%,
entre as espécies analisadas, como ja observado em estudos filogenéticos com base nos

genes actina, SSU, LSU e fator de elongamento 1o (Gherbawy et al., 2009).
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Figura 13- Arvore filogenética construida com base nas sequéncias da regido ITS, utilizando o método de
NJ com um valor de bootstrap 1000.
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Observou-se que as estirpes Rhizopus stolonifer CCMI 1105, R. stolonifer CCMI
1104 e C. simplex CCMI 24 formaram um cluster com um BS de 100% com as estirpes

R. oryzae, tendo sido possivel reclassificar estas estirpes, como Rhizopus oryzae.

Os estudos filogenéticos nos Mucorales ainda sdo muito escassos
comparativamente a outros grupos de fungos, sendo o estudo do DNA ribossomal o
predominante. As sequéncias codificadoras de proteinas ndo sdo muito representadas,
devido a falta de primers apropriados capazes de funcionar numa vasta gama de isolados,
sendo que um problema que se encontra frequentemente é a sequenciacdo direta dos

amplificados bem como a presenca de genes paralogos (Schoch et al., 2012).

A caracterizacdo fenotipica com base em caracteres morfologicos e bioquimicos,
bem como a anélise molecular de um ou, de preferéncia, varias sequéncias de DNA (Multi
Locus Sequence Typing) sdo os métodos de uso corrente para identificacao de espécies de

confianca (Rodrigues et al., 2011).
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5.4. M13-PCR e fingerprinting

A andlise polimorfica da variabilidade genética das estirpes em estudo foi efetuada
por M13-PCR. Os produtos resultantes de cada reacdo de M13-PCR apresentaram um
numero variavel de bandas compreendidas entre os 300 e 3000 pb, como observamos nas
Figuras 14 e 15.

M B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 M

Figura 14 - Eletroforetograma obtido ap6s M13-PCR para as estirpes de Gongronella spp.

M- Marcador 100 pb plus; B- Branco; 1- Gongronella sp. CCMI 1101; 2- Gongronella sp. CCMI 1100; 3-
Gongronella butleri CBS 157.25; 4- Gongronella butleri ATCC 8989; 5- Gongronella butleri CBS 227.36;
6- Gongronella butleri CBS 228.36; 7- Gongronella butleri CBS 259.52; 8- Gongronella butleri CBS
179.28; 9- Gongronella butleri CBS 194.60; 10- Gongronella butleri CBS 102.44; 11- Gongronella butleri
CBS 610.94; 12- Gongronella lacrispora CBS 101757; 13- Gongronella lacrispora ATCC 244.12; 14-
Gongronella lacrispora CBS 244.62; 15- Absidia glauca CCMI 91; 16- Gilbertella persicaria CBS 403.51;
17- Cunninghamella echinulata CBS 156.28.




Caracterizagao polifasica de fungos filamentosos Zygomycetes com interesse em biotecnologia ambiental

Figura 15 - Eletroforetograma obtido ap6s M13-PCR para as estirpes de Absidia spp., Cunninghamella
spp. e Rhizopus spp.

M- Marcador 100 pb plus; B- Branco; 1- Gongronella butleri CBS 157.25; 2- Gongronella lacrispora CBS
244.62; 3- Rhizopus oryzae CCMI 24; 4- Absidia glauca CBS 101.08; 5- Absidia coerulae CBS 104.08; 6-
Absidia glauca CCMI 91; 7- Absidia blakesleeana CBS 100.28; 8- Absidia cuneospora CBS 101.59; 9-
Absidia parricida CBS 174.67; 10- Absidia anomala CBS 125.68; 11- Rhizopus oryzae CCMI 1105; 12-
Rhizopus oryzae CCMI 1104; 13- Gilbertella persicaria CBS 403.51; 14- Rhizopus oryzae CCMI 900; 15-
Cunninghamella echinulata CBS 156.28; 16- Cunninghamella binariae CBS 481.66; 17- Gongronella
lacrispora CBS 101757.

Os isolados de Gongronella sp. apresentaram uma banda correspondente a cerca de
1500 pb e outra correspondente ao fragmento de 600 pb que também se observaram nas
estirpes G. lacrispora e G. butleri. Apresentaram também um fragmento com dimensdes
aproximadas a 1100 pb que apenas se observou nas estirpes Gongronella butleri. No
entanto em todas as estirpes em estudo, visualizaram-se quatro fragmentos com
dimensdes compreendidas entre os 300 e 500 pb, sendo estas mais intensas nas estirpes

Gongronella sp. e G. butleri.
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Os perfis moleculares obtidos das estirpes Rhizopus oryzae em estudo apresentaram
algumas diferengas. Assim, na estirpe R. oryzae CCMI 1105, observou-se a existéncia de
3 bandas que ndao foram detetadas na estirpe R. oryzae CCMI 1104, uma banda
correspondente ao fragmento de dimensao de 2300 pb, outra correspondente a fragmentos

de 1200 pb.

Para avaliar o grau de similaridade entre as estirpes em estudo procedeu-se a
construcdo de dendogramas através do software Gel Doc XR (BioRad), tendo sido
utilizado o coeficiente de similaridade de Pearson (baseado na intensidade das bandas) e
o método UPMGA para agrupamento de estirpes. Os dendogramas obtidos apos M13-
PCR estao apresentados nas Figuras 16 ¢ 17.

0pa 020 040 060 0.0 1.00

Cunninghamella echinulata CBS 156.28

Gilbertella persicaria CBS 403.51

Absidia glauca CCMI 91

,7 Gongronella lacrispora ATCC 244.12

Li: Gongronella lacrispora CBS 244.62 Gongronella lacrispora

Gongronella lacrispora CBS 101757

Gongronella butleri CBS 610.94

Gongronella butleri ATCC 8989

—— Gongronella butleri CBS 179.28

Gongronella butleri CBS 227.36

Gongronella sp. rid CCMI 1100

Gongronella sp. solo CCMI 1101 Gongronella spp.

Gongronella butleri CBS 259.52

Gongronella butleri CBS 194.60
Gongronella butleri CBS 228.36

Gongronella butleri CBS 102.44

Gongronella butleri CBS 157.25

Figura 16 - Dendograma do perfil de eletroforese obtido apos M13-PCR para as estirpes em Gongronella
spp.
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Os resultados obtidos por M13-PCR permitiram obter o dendograma apresentado
na Figura 16, o qual apresentou dois clusters principais, um que engloba as estirpes dos
géneros Rhizopus, Absidia e Cunninghamella com 35% de similaridade entre géneros, e
outro que engloba as estirpes Gongronella lacrispora e G. butleri com aproximadamente

45% de similaridade.

Dentro do grupo formado pelas estirpes Gongronella spp. observaram-se outros
dois clusters, um deles entre as estirpes G. lacrispora CBS 101757 e G. lacrispora CBS
244.62 com um grau de similaridade de 90%, e outro com as restantes estirpes de
Gongronella, com um grau de similaridade de aproximadamente 50%. que vem apoiar a

“reclassifica¢do” da Circinella lacrimispora,

Dentro deste ultimo grupo as estirpes Gongronella sp. formaram um cluster

juntamente com duas estirpes de G. butleri com um grau de similaridade de cerca de 90%.

O dendograma (Figura 17) mostra dois clusters principais, um que engloba a
estirpes Gongronella spp. e Cunninghamella spp. com 35% de similaridade entre géneros,
e outro que engloba as estirpes Rhizopus spp. e Absidia spp. com aproximadamente 50%

de similaridade.

Dentro deste Gltimo cluster observaram-se outros dois, um deles entre as estirpes
Absidia spp. com um grau de similaridade de 60%, e outro com as estirpes do género
Rhizopus spp. Dentro deste ultimo grupo as estirpes Rhizopus oryzae CCMI 1104 e R.
oryzae CCMI 1105 apresentaram um grau de similaridade de 80%, dentro do qual
apresentaram um grau de similaridade de 70% com a estirpe R. oryzae CCMI 24 e um

grau de similaridade de 60% com o R. oryzae CCMI 900.
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Figura 17 - Dendograma do perfil de eletroforese obtido apos M13-PCR para as estirpes de Absidia spp.,

Cunninghamella spp. e Rhizopus oryzae.
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5.5. MALDI-TOF MS

Os espectros de massa obtidos na faixa de 2000 a 20000 m/z foram alcangados para
os 30 isolados a partir da mistura micélio/esporos com quatro dias de crescimento.

Um exemplo, de espetros de massa MALDI-TOF MS dos isolados é apresentado
na Figura 18. A Figura 18 apresenta o fingerprinting de massa caracteristico das estirpes

Gongronella spp. na faixa detetavel que se encontra entre 2000 a 9000 m/z.

Os espetros de massa obtidos para as estirpes de Gongronella em estudo, revelaram
ligeiras diferencas entre eles, ndo em relacdo a intensidade dos picos mas sim, a presenca

ao auséncia destes.

A reprodutibilidade dos espectros ndo é totalmente alcangada quando analisamos
fungos filamentosos por MALDI-TOF MS. Existe sempre uma pequena percentagem de
diferencas aquando da comparacao dos espectros que pode ser facilmente justificada por
varios parametros. A preparacdo das amostras e os fenétipos morfoldgicos heterogéneos
de fungos filamentosos produzem heterogeneidade nos espectros de massa MALDI-TOF,
tanto entre diferentes estirpes da mesma espécie como em subculturas da mesma espécie.
Estes parametros podem ser diminuidos, aumentando o numero de espectros de referéncia
de uma determinada espécie incluidos em bases de dados de referéncia (Normand et al.,
2013).

A Figura 19, mostra um dendrograma com base no agrupamento estatistico entre os
espectros de MALDI-TOF MS para os 30 isolados em estudo, na faixa entre 2000 a 20000
Da, tendo sido observado a formacao de 5 clusters distintos. O cluster I, que permitiu o
agrupamento das estirpes Rhizopus oryzae; o cluster Il que agrupou as estirpes do género
Absidia e o cluster 111 onde se observou o agrupamento dos fungos Cunninghamella spp.
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Figura 18 — Espectros de massa representativos de estirpes do género Gongronella.
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Figura 19 -Dendograma resultante da analise por MALDI-TOF MS dos 30 isolados em estudo.

Por fim, nos clusters 1V e V observou-se 0 agrupamento das estirpes Gongronella
butleri, incluindo as estirpes Gongronella sp., com um grau de similaridade de
aproximadamente 80% entre elas e o agrupamento da G. lacrispora CBS 101757 e G.
lacrispora CBS 244.62 com um grau de similaridade espetral de 80%. Apesar das estirpes
Gongronella sp. estarem incorporadas no cluster IV apresentaram um grau de

similaridade espetral inferior a 40%, mostrando a grande variabilidade entre espécies.

A posicdo obtida para a estirpe Absidia cuneospora, corrobora os resultados
obtidos por Normand et al. (2013), que afirmou, a existéncia de heterogeneidade dos

espetros de massa entre espécies, pois ndo agrupou com as restantes estirpes Absidia spp.

A técnica de MALDI-TOF MS foi aqui demonstrada como sendo sensivel e
precisa na discriminacdo entre as espécies em estudo, podendo ser considerada como

uma metodologia adicional para o esquema de identificacdo polifasica. Além disso, é uma
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técnica analitica rapida e barata em termos de trabalho e de consumo, quando comparado
com outras técnicas biologicas. No entanto, existe ainda a necessidade de uma base de

dados completa dos espetros fangicos.
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6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A metodologia aplicada e apresentada neste estudo permitiu classificar as estirpes
estudadas e forneceu novas informacdes no que diz respeito a taxonomia destes fungos
Mucorales. Este estudo possibilitou também a reclassificacdo de quatro estirpes, pela
andlise filogenética com base no ITS designadamente, Gongronella lacrispora CBS
101757, Rhizopus oryzae CCMI 24, Rhizopus oryzae CCMI 1105 e Rhizopus oryzae
CCMI 1104. No entanto, ndo foi possivel identificar as estirpes Gongronella sp.,

tratando-se de uma putativa nova espécie deste género.

Como perspetiva futura de aprofundamento deste estudo, sugere-se 0 aumento da
amostragem, tanto em ndmero como em regides geograficas pesquisadas, de modo a

captar a maior variabilidade de caracteres possivel.

Pretende-se também completar esta abordagem polifasica com estudos que incluam
a analise filogenética de outros genes alvo, designadamente, 0s genes actina e fator de
elongamento 1o, bem como a pesquisa de outros caracteres fenotipicos das estirpes em

estudo.
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8. ANEXOS

Anexo |: Solucdes e Meios de Cultura

A - Composicao de algumas solugdes utilizadas nos métodos de analise
molecular:

Tampao de Lise, pH 8
Tris-HCI 50 mM

NaCl 250 mM

EDTA 50 mM

SDS 0.3%

Agua ultrapura estéril

Tampado de extracdo (TE) pH 8
Tris 10 mM

EDTA1mM

Agua ultrapura estéril

Tampao acetato de s6dio 3M, pH 5,2
Acetato de sodio

Acido Acético glacial

Agua ultrapura estéril

Solugédo de TE com RNAse (100 pg/mL)
Solugéo stock de RNAse 10 mg/mL
Tampao de extracdo, pH8

TBE 10X, pH 8

Tris 890 mM

Acido Bérico 890 mM
EDTAO05M

TBE 1x

Diluicdo de 1:10 da solucdo 10X com agua ultrapura estéril

Solucéo de corante stock (6X)
Azul de bromofenol
Xilenocianol

Glicerol

TBE 1X

0,3030 g
0,7305¢g
0,9305¢g
0,15¢
50 mL

0,3029 g
0,0931 g
200 mL

24,61 g

100 mL

50 pL
10 mL
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Solucéo de corante (1X) (para eletroforese)
Diluicdo de 1:6 da solugéo stock com TBE 1X

B - Composicdo quimica dos meios de cultura utilizados neste trabalho:
Meio Potato Dextrose Agar (PDA)

Potato Dextrose Agar (Merck) 399
Agua bidestilada 1L

Meio Malt Extract Agar (MEA)

Malt Extract Agar (oxoid) 20 ¢
Bactopeptona 19

Glucose 20 g
Agar 209

Agua bidestilada

1L

Meio Malt Extract Glucose Yeast Extract Peptone (MGYP)

Malt extract
Glucose

Yeast Extract

Peptone
ADE

0,39
1g
0,3g
059
100 mL
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Anexo |11

Tabela 5 — Quantificacio e avaliacdo do grau de pureza do DNA das estirpes em estudo.

Fungo [DNA] ng/uL  A260/A280 A260/A230

Gongronella sp. CCMI 1101 2,8 1,2 0,6
Gongronella sp. CCMI 1100 30,5 2,1 0,2
Gongronella butleri ATCC 8989 260,4 1,5 1,5
Gongronella butleri CBS 227.36 207,3 2,1 1,7
Gongronella butleri CBS 179.28 56,1 1,6 0,2
Gongronella butleri CBS 157.25 132,1 1,4 0,01
Gongronella butleri CBS 228.36 957,7 15 1,4
Gongronella butleri CBS 216.58 106,4 1,7 0,2
Gongronella butleri CBS 259.52 82,1 1,6 0,2
Gongronella butleri CBS 194.60 255,8 2,3 2

Gongronella butleri CBS 102.44 223,1 1,7 0,3
Gongronella butleri CBS 610.94 72,4 1,6 0,4
Gongronella butleri CBS 969.73 1046,4 2,1 1,6
Gongronella lacrispora ATCC 244.12 1558,2 2,1 2,2
Gongronella lacrispora CBS 244.62 197,6 1,8 0,2
Circinella lacrimispora CBS 101757 80,4 2,2 2

Circinella simplex CCMI 24 114,4 1,2 0,3
Absidia glauca CBS 101.08 91,8 1,4 0,2
Absidia glauca CCMI 91 107,6 1,4 0,2
Absidia coerulae CBS 104.08 118,2 1,2 0,3
Absidia blakesleeana CBS 100.28 58,1 1,6 0,1
Absidia cuneospora CBS 101.59 115,8 1,5 0,1
Absidia parricida CBS 174.67 210,5 1,6 1,5
Absidia anomala CBS 125.68 82,7 1,5 0,4
Rhizopus stolonifer CCMI 1105 166,1 1,2 1

Rhizopus stolonifer CCMI 1104 175,7 1,3 1,2
Rhizopus stolonifer CBS 403.51 77 1,2 0,1
Rhizopus oryzae CCMI 900 1114 1,1 0,1
Cunninghamella echinulata CBS 156.28 603,9 2,3 0,3
Cunninghamella elegans CBS 481.66 258,1 1,7 0,3
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