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RESUMO

O oceano representa um habitat promissor na busca por novos micro-organismos,
0s quais podem apresentar capacidade de produzir enzimas de interesse industrial
diferentes das produzidas por seus parceiros terrestres. Neste contexto, duas
amostras da esponja marinha Dragmacidon reticulatum foram coletadas no litoral
Norte do Estado de Sao Paulo, objetivando a caracterizagcdo da diversidade
fungica por métodos dependentes e independentes de cultivo, bem como a
avaliacao da producédo, expressao da enzima e caracterizagdo do gene da lacase.
Com relacdo a parcela cultivada das amostras, 108 fungos filamentosos foram
isolados. Destes, 64 ribotipos distintos foram submetidos aos experimentos de
taxonomia polifasica e aos relacionados com a lacase. Andlises macro- e
microscépicas, moleculares (genes ribossomais ITS/28S) e pela técnica de MALDI
TOF ICMS, resultaram na caracterizacdo de 38 isolados distribuidos em 23
géneros pertencentes ao Filo Ascomycota e um ao Filo Zygomycota. Este foram
posteriormente depositados na Colecdo Brasileira de Micro-organismos de
Ambiente e Industria (CBMAI). Dentre os isolados obtidos, uma potencial espécie
nova de Penicilllum foi identificada. Os resultados da triagem enziméatica
permitiram a sele¢do de dois isolados identificados como Nigrospora sp. CBMAI
1328 (0,30 U L) e Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330 (0,40 U L), os quais foram
submetidos a uma nova avaliagdo da atividade e expressdo (RT-PCR) com
inducado de ions cobre e caracterizagcdo do genes da lacase. A adicdo de ions
cobre na concentracdo de 5 mM, proporcionou aumento das atividades
enzimaticas dos isolados CBMAI 1328 e CBMAI 1330 em 3,9X (25,2 U L") e
1,2X (9,0 U L) ap6s 120 h, respectivamente. Os resultados da expressdo dos
genes da lacase para o isolado CBMAI 1328 foram os mesmos encontrados pela
inducdo com cobre (maior expressdo em 5 mM apo6s 120 h), entretanto para o
isolado CBMAI 1330, a maior expressao foi apds 96 h sem adicdo de cobre. Os
resultados da caracterizacdo dos genes da lacase revelaram a possivel existéncia
de 3 novos putativos genes de lacases marinhas. Com relacao a parcela nao
cultivada, foi possivel a identificacdo de 7 géneros e de um fungo nao cultivado
(uncultured fungi) do Filo Ascomycota bem como 3 géneros e um fungo nao
cultivado (uncultured fungi) do Filo Basidiomycota a partir da técnica de DGGE e
do sequenciamento direto do gene RNAr ITS e do gene 18S. Em ambas as
abordagens utilizadas, a maior diversidade foi encontrada na amostra DR9. Os
dados derivados do presente trabalho, ressaltam a importancia em se utilizar a
taxonomia polifasica, bem como empregar metodologias dependente e
independente de cultivo (em paralelo) para um melhor e maior conhecimento da
real diversidade em amostras ambientais. Estes resultados ampliam o
conhecimento dos fungos filamentosos recuperados de esponjas marinhas e
demonstram o potencial biotecnolégico destes micro-organismos.

Palavras-chave: fungos filamentosos; esponjas marinhas; lacase; taxonomia
polifasica; bibliotecas rRNA ITS e 18S.
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ABSTRACT

The ocean represents a promissing habitat in the search for new microorganisms,
which may have the ability to produce enzymes of industrial interests different from
that produced by their terrestrial counterparts. In this context, two samples of the
marine sponge Dragmacidon reticulatum were collected on northern coast of Sdo
Paulo State, aiming at the characterization of fungal diversity by cultured-
dependent and -independent approaches as well as the evaluation of the
production, characterization and expression of laccase enzyme gene. Regarding
the cultivated portion of the samples, around 108 filamentous fungi were isolated,
belonging to 64 different taxonomic groups (ribotypes), which were subjected to
enzymatic activity assays. Polyphasic taxonomy approaches (macro- and
microscopic, molecular - ITS/28S ribosomal genes - and MALDI TOF ICMS
analyses) resulted in the characterization of 38 isolates distributed in 23 genera
belonging to the phylum Ascomycota and one to the phylum Zygomycota, which
were deposited in the Brazilian Collection of Micro-organisms from Environment
and Industry (CBMAI). Among the isolates recovered one possible new species of
Penicillium was identified. Enzymatic screening allowed the selection of two
isolates identified as Nigrospora sp. CBMAI 1328 (0,30 U L) and Arthorpyrenia
sp. CBMAI 1330 (0,40 U L), which were subjected to a new activity evaluation
and expression (RT-PCR) with the induction of copper ions and the laccase genes
characterization. The addition of copper ions in a concentration of 5 mM resulted in
an increase in the enzymatic activities of CBMAI 1328 and CBMAI 1330 strains in
3,9X (25,2 U L") and 1,2X (9,0 U L) after 120h, respectively. The results of the
expression of the laccase genes for CBMAI 1328 strain were the same found by
induction with copper (expression increased in 5 mM after 120 h), however for
CBMAI 1330 the higher expression was after 96 h without addition of copper.
Results of laccase genes characterization revealed the existence of three possible
putative new marine laccase genes. Regarding to the uncultured portion of the
samples, from the DGGE and direct sequencing of the ITS rRNA gene and 18S
gene approaches, was possible to identify seven species of fungi and one
uncultured fungus from phylum Ascomycota and three species and one uncultured
fungus from phylum Basidiomycota. For both approaches used the greatest
diversity was achieved in the DR9 sample. Data derived from the present work
highlight the importance of using polyphasic taxonomy as well as applying culture-
dependent and culture-independent methodologies (in parallel) in order to have a
better and greater knowledge of the real diversity in environmental sample. These
results expand the knowledge of fungi recovery from marine sponges and
demonstrate the biotechnological potential of these micro-organisms.

Key words: filamentous fungi; marine sponges; laccase; polyphasic taxonomy; ITS
and 18S rRNA libraries.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o0s oceanos representam um cenario propicio para o
desenvolvimento de projetos de pesquisas na busca por novas moléculas
produzidas por micro-organismos, devido ao seu potencial biotecnolégico (Bugni &
Ireland, 2004; Gesner et al., 2005; Taylor, 2007; Thakur & Mdiller, 2004). Fungos
derivados do ambiente marinho podem representar uma importante fonte de
recursos genéticos a serem explorados, sendo considerados um grupo de
organismos com grande impacto em estudos de bioprospeccao de compostos de
interesse industrial.

Neste sentido, as condi¢cdes de isolamento e a correta preservacdo e
identificacdo dos fungos devem ser consideradas etapas fundamentais na
prospeccdo de compostos de interesse industrial. A taxonomia de fungos é
baseada principalmente nas caracteristicas morfolégicas e fenotipicas. Entretanto,
a classificacdo de alguns taxons pode ser de dificil realizacdo com base em
métodos de taxonomia convencional (Hettick et al., 2008). Técnicas moleculares
de fingerprinting genético como ARDRA (Amplified Ribossomal DNA Restriction
Analysis), RAPDs (Random Amplification of Polymorphic DNAs), AFLPs-PCR
(Amplified Fragment Length Polymorphism-PCR), bem como o sequenciamento
de genes ribossomais (Lima et al., 2008) também sao utilizados na caracterizacao
dos fungos filamentosos. Entretanto, a taxonomia convencional e molecular
podem ser insuficientes para a especiacdo de algumas linhagens. Assim, novos
métodos estdo sendo desenvolvidos na intencao de facilitar e tornar a taxonomia

dos fungos filamentosos mais acurada. A técnica de MALDI-TOF ICMS tem sido



amplamente utilizada na identificacdo e caracterizacdo de grupos de fungos
filamentosos incluindo entre outros, Aspergillus, Penicillium, Trichoderma e
Fusarium (Santos et al., 2010).

A composicdo e a diversidade da comunidade microbiana apresenta um
papel biogeoquimico relevante para a funcionalidade dos ecossistemas marinhos
(Gao et al., 2010). Métodos moleculares que utilizam abordagens independentes
de cultivo tém demonstrado eficiéncia na caracterizagdo de comunidades
microbianas em ambientes diversificados (Sette et al., 2010). Entretanto,
diferencas entre comunidades microbianas recuperadas de amostras ambientais
por meio da utilizacdo de métodos dependentes e independentes de cultivo tém
sido verificadas em diversos estudos (Chandler et al., 1997; Sette et al., 2010;
Stephen et al., 1996), enfatizando a necessidade de se combinar as duas
estratégias, dependentes e independentes de cultivo, para um melhor e maior
conhecimento das comunidades de micro-organismos presentes nos ambientes
estudados (Sette et al., 2010). Adicionalmente, o conhecimento da parcela nao
cultivada de micro-organismos de amostras ambientais pode direcionar o
isolamento e cultivo de representantes da comunidade microbiana potencialmente
importante do ponto de vista biotecnolégico, além de permitir a identificacdo de
micro-organismos ainda ndo conhecidos.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivos principais a
avaliagdo da diversidade cultivada e n&o cultivada de fungos filamentosos
associados a amostras da esponja marinha Dragmacidon reticulatum, bem como
avaliar a producdo da enzima e expressao do gene da lacase pelos fungos

filamentosos recuperados das amostras estudadas.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho é parte dos projetos Tematicos da Fapesp 05/60175-2
intitulado  “Descoberta e  desenvolvimento de  potenciais  agentes
quimioterapéuticos a partir de invertebrados marinhos e de micro-organismos
associados” e 10/50190-2 intitulado “Investigacdo do potencial biotecnoldgico e
metabdlico de organismos marinhos para processos de biorremediagdo e
producdo de substancias com atividades anti-virais, anti-Leishmania e anti-
inflamatéria, ambos coordenados pelo Professor Dr. Roberto Gomes de Souza
Berlinck (USP — Sao Carlos) e teve como objetivos gerais a caracterizacao das
comunidades de fungos filamentosos presentes em amostras de esponjas
marinhas através de métodos dependentes e independentes de cultivo e a
avaliagao da producao e expressao da enzima lacase, bem como a caracterizagcao

do gene que codifica para esta enzima.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Isolamento de fungos filamentosos a partir de amostras de esponjas
marinhas Dragmacidon retuculatum em diferentes meios de cultura;

2) Selegao de fungos pertencentes a grupos taxonémicos distintos através
de fingerprinting genético;

3) Caracterizacdo das comunidades de fungos presentes nas amostras de
esponjas por meio de métodos dependentes e independentes de cultivo

(bibliotecas genémicas);



4) Avaliacdo da produgédo da enzima lacase pelos fungos selecionados,
bem como da inducdo da atividade e expressdo da enzima na presenca de ions
cobre e caracterizacdo de seus genes;

5) ldentificacdo taxondémica dos isolados com potencial para utilizacdo
biotecnolégica bem como os representantes dos grupos taxonomicamente
distintos por meio da utilizacdo de uma abordagem polifasica;

6) Depdsito dos isolados produtores de lacase bem como os representantes
dos ribotipos distintos na Colecao Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e

IndGstria (CBMAI).



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. FUNGOS NO AMBIENTE MARINHO

Os fungos sé@o organismos eucariontes, heterotréficos que realizam um
importante  papel ecolégico nos mais variados ecossistemas como
decompositores, participando ativamente dos ciclos dos elementos da natureza, e
influenciando as atividades relacionadas ao homem (Bennett, 2010; Mueller et al.,
2004; Santos et al., 2010; Trabulsi & Alterthum, 2005). Podem apresentar-se como
dois tipos morfologicos: fungos filamentosos (formam hifas ou filamentos
revestidos de parede rigida) e as leveduras (normalmente unicelulares).

Morfologicamente, os fungos filamentosos sdo complexos e heterogéneos,
exibindo diversas formas estruturais ao longo de seu ciclo de vida. Apresentam
estrutura vegetativa de crescimento constituida por um filamento tubular, originada
a partir de um esporo reprodutivo (Tavares, 2006).

Sao organismos ubiquos, presentes em vegetais, animais, detritos e em
abundancia no solo. Podem utilizar substancias simples, incluindo quase todo tipo
de carbono a partir de matéria organica inanimada, como fonte de energia para
seu desenvolvimento ou nutrindo-se como parasitas de hospedeiros vivos. Podem
também tolerar condi¢cdes ambientais extremas, como a baixa atividade de agua e
a alta pressdao osmoética. (Pei-Chih et al., 2000; Trabulsi & Alterthum, 2005). Séao
capazes de produzir metabdlitos de interesse industrial que séo utilizados para
producdo de farmacos, alimentos, vitaminas, acidos organicos e enzimas, entre
outras aplicac6es (Hettick et al., 2008; Santos et al., 2010).

Os fungos filamentosos encontrados no ambiente marinho s&o definidos por
sua ecologia e fisiologia e podem ser divididos em fungos marinhos obrigatérios e
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facultativos. Os fungos marinhos obrigatérios sdo aqueles que crescem e
esporulam exclusivamente em ambientes marinhos ou estuarios, enquanto os
facultativos sdo fungos de agua doce ou areas terrestres, também capazes de
crescer em ambiente marinho (Kohlmeyer, 1974). Visando uma classificacao mais
geral para estes organismos, o termo “fungos derivados de ambiente marinho”
(marine-derived fungi) é frequentemente utilizado, pois grande parte dos fungos
isolados de amostras marinhas (e.g., esponjas, algas, madeiras, tunicados,
sedimentos, moluscos, corais, plantas, peixes) ndo foram comprovadamente
classificados como micro-organismos marinhos obrigatérios ou facultativos
(Osterhege, 2001).

Em 1991, Hawksworth estimou a existéncia de cerca de 1,5 milhdes de
espécies de fungos filamentosos no mundo. Estudos subsequentes demonstraram
que esta estimativa de 1,5 milhdes de espécies estava subestimada e, dez anos
depois, Hawksworth (2001) publicou um trabalho concluindo que sua primeira
estimativa, em 1991, era muito baixa. O Dicionario de Fungos (Kirk et al., 2008)
reportou a existéncia de 97.330 espécies cientificamente descritas. O'Brien e
colaboradores (2005) fizeram uma estimativa da existéncia de cerca de 3,5 a 5,1
milhdes de espécies de fungos. Mueller e Schimit (2007) fizeram uma revisédo a
respeito da diversidade global de fungos e enfatizaram a utilizacado de trés fatores
cruciais para estimar a quantidade de espécies de fungos que habitam o planeta,
sendo elas: distribuicdo biogeografica, niveis de endemismo e especificidade do
hospedeiro. Entretanto, recentes estimativas baseadas em métodos de
sequenciamento de alto rendimento sugerem que mais de 5,1 milhées de espécies
de fungos podem existir (Blackwell, 2011). Neste sentido, podemos dizer que a

6



diversidade fungica global pode ser realmente muito maior do que a estimada se
levarmos em conta a grandeza que 0s oceanos representam para o planeta e a
baixa quantidade de fungos marinhos que foram descritas (Kis-Papo, 2005).

O oceano é provavelmente o habitat mais promissor para exploracao da
diversidade microbiana visto que cobre mais de 70% da superficie do planeta e
representa um ambiente cuja biodiversidade e 0s recursos genéticos sdo ainda
pouco conhecidos. A associacdo entre macro e micro-organismos € uma
proeminente caracteristica dos ecossistemas marinhos. Entretanto, para muitos
dos organismos marinhos, a natureza destas associacdes nao foi rigorosamente
investigada e definida até o presente momento. De acordo com Kubanek e
colaboradores (2003), um mililitro de 4gua do mar pode conter de 10% a 10* células
fungicas e, embora existam grandes populacdes de eucariontes heterotréficos nas
aguas costeiras, a diversidade e suas fungdes em processos de ciclagem de
carbono e nutrientes permanacem inexploradas (Gao et al., 2010).

Jones (2011) estimou que o numero de taxa de fungos marinhos que pode
ser encontrado € de aproximadamente 10.000. Esta estimativa foi feita com base
em grupos de fungos facultativos ou derivados de algum tipo de ambiente marinho
(entre eles agua, espuma, areia e solo), fungos plancténicos, fungos isolados de

grandes profundidades e sequéncias ambientais nédo cultivadas.

3.1.2. FUNGOS ASSOCIADOS A ESPONJAS MARINHAS
Esponjas marinhas (Filo Poriferas) estado distribuidas em cerca de 15.000
espécies e sua biomassa representa um importante componente na diversidade

béntica nos oceanos (Gao et al., 2008; Taylor et al., 2007). Estdo entre os mais
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antigos animais multicelulares (surgiram ha cerca de 600 milhdes de anos), sao
sésseis e alimentam-se por filtracdo, sendo extremamente eficientes na obtencao
de alimentos na agua circulante.

Assim, como outras esponjas marinhas, a espécie Dragmacidon reticulatum
(Figura 1) (anteriormente chamada de Pseudaxinella reticulata), foi primeiramente
catalogado por Ridley & Dendy (1886). A espécie é comum em todo o litoral da
Bahia e estd frequentemente situada em locais com alta sedimentacéo,
especialmente por areia. A distribuicdo geografica desta espécie de esponja é
ampla, podendo ser encontrada na costa dos E.U.A., desde os Estados da
Carolina do Norte, Carolina do Sul e Flérida, bem como no Golfo do México,
Caribe e no Brasil, desde o0 Amapa até Santa Caratina. Pesquisas tem mostrado
que extratos brutos desta espécie apresentam atividade antibacteriana, antifungica

e ictiotdxica (Muricy et al. 2008; Muricy & Hajdu, 2006).

Figura 1. A- D. reticulatum processada no CEBIMar/USP; B-D. reticulatum fotografada
em Sao Sebastido (SP). O tamanho real é de aproximadamente 60x90 mm (Foto E.
Hajdu).



Nos ultimos anos, estes macro-organismos marinhos tem chamado atengéao
de pesquisadores por dois principais fatores: sao filogeneticamente muito
préximos a uma ampla variedade de micro-organismos e sdo uma rica fonte de
metabolitos secundarios biologicamente ativos bem como enzimas com potencial
biotecnoldgico (Taylor et al., 2007; Trincone, 2011; Wang, 2006). Bugni e Ireland
(2004) apresentaram um levantamento com base em trabalhos de isolamento e
cultivo de fungos derivados de ambiente marinho a partir de diversos substratos.
Os autores puderam concluir que a maior diversidade taxonémica de fungos foi
oriunda das amostras de esponjas marinhas. Deste modo, um grande numero de
isolados dentre os mais diversos géneros de fungos vém sendo recuperados a
partir de varias esponjas marinhas (Tabela 1). Portanto, os dados apresentados
acima refletem o grande potencial de exploracao da biodiversidade fungica em
ambientes marinhos.

As esponjas marinhas tém como caracteristica a captura de alimentos pela
filtragdo, podendo abrigar uma vasta diversidade de micro-organismos eucariontes
e procariontes. Fitoplancton, algas e outros micro-organismos plancténicos estao
entre os componentes da alimentacdo das esponjas. Uma vez ingeridos por estes
macro-organismos, qualquer célula microbiana que consiga sobreviver ao sistema
de defesa das esponjas e a sua digestao torna-se um micro-organismo residente,
podendo se desenvolver no micro-ambiente do interior das esponjas (Zhu et al.,
2008).

As interacdes entre micro-organismos e as esponjas podem ocorrer de
diferentes formas: os micro-organismos podem ser fontes de alimentos (Reiswig,

1971) ou estabelecer relagdo de simbiose mutualistica com as esponjas marinhas
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(Wilkinson, 1992). Os micro-organismos também podem representar patégenos e

parasitas e, nesses casos, sdo considerados uma grande e constante ameaca a

biodiversidade dos ecossistemas marinhos (Hummel et al., 1988; Zhu et al., 2008).

Estima-se que 1 Kg de esponja é capaz de bombear até 24.000 litros de agua em

um unico dia, e as interagdées com 0s micro-organismos podem representar 40%

do volume do tecido da esponja com densidades superiores a 10° células

microbianas por mL de tecido da esponja (Taylor, 2007).

Tabela 1. Fungos isolados de esponjas marinhas.

Esponja Fungo Filo Refs
Gelliode fibrosa Aspergillus, Bionectria, Bipolaris, Ascomycota  Li & Wang,
Cochliobolus, Eupenicillium, 2009
Leptosphaerulina, Nigrospora,
Fusarium, Paraphaeosphaeria,
Penicillium, Trichoderma
Mycale armata Candida, Cladosporium, Lacazia,
Penicillium, Aspergillus, Tubercularia
Haliclona caerulea Ampelomyces, Tubercularia, Didymella,
Phaeosphaeria
Gelliodes carnosa  Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,  Ascomycota, Liu et al.,
Fusarium, Microsphaeropsis, Nectria, = Basidiomycota 2010
Cryptococcus
Haliclona Candida, Xylaria, Aspergillus,
simulans Penicillium, Cladosporium, Fusarium,
Mycosphaerella, Sterigmatomyces
Dragmacidon Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Ascomycota, Menezes et
reticulatum Mucor, Nectria, Penicillium, Zygomycota al., 2010
Trichoderma
Amphimedon Aspergillus, Bionectria, Fusarium, Ascomycota,
viridis Penicillium, Trichoderma, Atheliales Basidiomycota
Mycale laxissima Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Ascomicota

Trichoderma, Phoma, Bionectria

O crescente interesse na busca por novos metabdlitos tem sido responsavel

pela descoberta de novas informacdes a respeito das interagcdées entre esponjas e

micro-organismos. No entanto, ainda existe uma grande lacuna com relacdo ao

conhecimento destas interacbes, como por exemplo, a falta de estudos sobre
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diversidade de fungos que habitam estes hospedeiros e sobre a fisiologia de
micro-organismos associados as esponjas. Estudos anteriores realizados com
bactérias, indicaram que comunidades microbianas associadas as esponjas sao
realmente Unicas e pelo menos parcialmente esponja-especifica, e a existéncia de
micro-organismos especificos de esponjas pode tornar-se uma espécie de
paradigma nesse campo (Taylor, 2007).

Muito do que se sabe atualmente a respeito da diversidade fangica e suas
interacdes com hospedeiros marinhos estdo baseados em resultados a partir de
isolamento de linhagens provenientes dos mais variados substratos como
mangues, areia, sedimentos e macro-organismos encontrados nestes
ecossistemas (Gao et al.,, 2010). A caracterizagdo da diversidade fungica
baseadas em técnicas de isolamento e cultivo apresentam algumas limitacbes
importantes, tais como a inabilidade para separar a biomassa do material
particulado e a necessidade da utilizacdo de uma alta variedade de meios e
condicbes de cultivo (Anderson et al.,, 2003). Desta forma, os métodos
convencionais de cultivo podem recuperar somente uma pequena porcao (1-10%)
da comunidade microbiana de amostras ambientais (O' Brien et al., 2005).

Alternativamente, os métodos moleculares tém sido aplicados para explorar
as estruturas da vasta diversidade das comunidades microbianas (Ahlgren &
Rocap, 2006). A deteccdo genética molecular por meio da extragdo do DNA
diretamente das amostras ambientais, sem a necessidade de isolamento e cultivo,
pode reduzir o tempo e o custo das analises além de permitir 0 conhecimento da
parcela ndo cultivada dessas amostras (Schwarzenbach et al., 2007). Técnicas

moleculares como construcao de bibliotecas génicas, T-RFLP (Terminal restriction
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fragment length polymorphism) e DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis),
tém fornecido resultados satisfatérios e promissores na investigacdo da ecologia
microbiana e elucidacao de caracteristicas funcionais de comunidades de micro-
organismos em amostras ambientais (Anderson & Cairney, 2004; Gao et al.,
2010). A tecnologia de DGGE acoplado ao uso da construgdo de bibliotecas
génicas a partir de genes de DNAr como ITS e/ou 18S, tem se mostrado uma
eficiente abordagem molecular em varios ecossistemas (Anderson et al., 2003;

Arenz et al., 2006; Wang et al., 2008).

3.2. PRODUCAO DE COMPOSTOS NATURAIS POR FUNGOS
FILAMENTOSOS (ENZIMAS LIGNINOLITICAS)

A bioprospecgdo de micro-organismos como fonte de diversidade quimica
teve inicio nos anos 40 e 50. Durante este periodo, programas de triagem para
identificar substancias ativas microbianas foram bem sucedidas na identificacdo
de muitos antibiéticos tais como cefalosporina, tetraciclina e aminoglicosideos
(Mendes, 2002).

Nas ultimas décadas os micro-organismos tém recebido atencao especial
por parte da industria e dos pesquisadores em produtos naturais. De acordo com a
literatura, os registros sobre novos compostos produzidos por fungos marinhos
iniciaram em 1990, possuindo um aumento consideravel a partir do ano de 1998 e,
embora os mais altos numeros de novos compostos reportados tenham sido
registrados entre 1998 e 2000, a tendéncia indica que a descoberta de novos
metabdlitos estd ainda em crescimento (Bugni & Ireland, 2004). Segundo Boot et

al. (2006), a exploragdo da diversidade estrutural de produtos naturais obtidos a
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partir de fungos derivados de ambiente marinho tem aumentado de forma
crescente.

Nos ultimos anos, estdo aumentando as pesquisas relacionadas a busca
por enzimas produzidas por micro-organismos, com atividade versatil e que
possam ser utilizadas em diversos seguimentos industriais. Um grupo de enzimas
amplamente estudado é o das enzimas ligninoliticas, que sdo moléculas
extracelulares relevantes para o desenvolvimento dos fungos em seu habitat
natural, pois permitem, apds a mineralizacao do polimero da lignina em CO, e H,O
(Raghukumar et al., 2008), o acesso aos polissacarideos das plantas (celulose e
hemicelulose), os quais servem como fonte primaria de carbono e energia (Aro et
al., 2005; Steffen et al., 2002). Estas enzimas oxidam os compostos aromaticos
até a clivagem da estrutura do anel aromatico, que é seguida pela degradacao por
outras enzimas.

A lignina € um biopolimero de alto peso molecular encontrado em plantas e
responsavel pela rigidez, impermeabilidade e resisténcia aos ataques
microbiolégicos e mecénicos. Existem trés enzimas extracelulares produzidas por
fungos ligninoliticos capazes de degradar a lignina: lignina peroxidase (LiP),
manganés peroxidase (MnP) e lacase (Lac), sendo a producgéo destas estimuladas
pela limitacdo de nutrientes (Hamman, 2004; Steffen et al., 2007). A lacase realiza
um importante papel na degradacéo da lignina uma vez que a lignina contém em
sua estrutura quimica grupos hidréxifendlicos, que constitui um substrato para a
lacase (Arora & Sharma, 2010).

Dentre as enzimas ligninoliticas a lacase apresenta grande potencial de
utilizagdo industrial, principalmente nos setores quimico, téxtil e de alimentos,
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além de também poder ser utilizada na degradacdo de compostos poluentes
ambientais, em processos de biorremediacdo (Couto & Herrera, 2006; Minussi et

al., 2002).

3.2.1. LACASE: PROPRIEDADES E APLICACOES

Lacase (EC 1.10.3.2) é um benzenodiol, ou seja, uma oxidorredutase
(enzimas que catalisam processos de oxidacado e reducado), podendo apresentar
varias isoformas moleculares. Pode ser produzida por micro-organismos como
bactérias, actinomicetos e fungos, bem como por plantas e insetos, participando in
natura de ambos 0s processos de biossintese e degradacdo da lignina. Sao
glicoproteinas, com cobre no sitio ativo (podendo conter de um a quatro atomos
de cobre). Catalisa a reducao de oxigénio molecular para dgua com simultanea
oxidacao de compostos fendlicos e polifendlicos, os quais sao seus principais
substratos. Apresentam um peso molecular entre 60 a 80 kDa e um conteudo de
carboidrato entre 15 e 20% (Arora & Sharma, 2010; Baldrian, 2006).

Sequéncias proteicas de lacase apresentam um aminoacido cisteina e dez
residuos de histidina, os quais estdo envolvidos nas ligagdes entre os atomos de
cobre, os quais podem ser de trés tipos: 1) cobre do tipo |: confere a cor azul
esverdeado e esta envolvido com a transferéncia de elétrons. E o sitio ativo da
enzima, onde ocorre a oxidacdo do substrato. Ligados a este cobre estdo duas
moléculas de histidinas e uma cisteina; 2) cobre do tipo Il: também tem funcao na
transferéncia de elétrons e possui duas moléculas de histidinas ligadas a ele; 3)
cobre do tipo lll: sdo responsaveis pela ligacao do oxigénio e apresentam seis

moléculas de histidinas.
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Muito embora exista uma forte preferéncia destas enzimas em utilizar o O
como substrato oxidante, as mesmas apresentam usualmente uma baixa
especificidade ao substrato oxidante. Sua catélise envolve: a) reducao do cobre
tipo | pela reducao do substrato; b) transferéncia interna de elétrons do cobre tipo |
para o cobre tipo Il e lll; 3) reducédo de O, da agua nos sitios do cobre tipo Il e Ill.
A oxidacdo de um substrato pela lacase envolve a perda de um unico elétron
formando um radical livre (cation), geralmente instavel, podendo sofrer uma
oxidacao catalisada pela lacase ou uma reacao nao enzimatica (Arora & Sharma,
2010). As estruturas que s@o encontradas nos sitios ativos das lacases sdo bem
conservadas, no entanto, o restante da estrutura da enzima apresenta uma grande
diversidade (Mayer & Staples, 2002).

A lacase nao necessita da presenca de um mediador como no caso da
manganés peroxidase e da lignina peroxidase, no entanto, sua presenca aumenta
a gama de substratos que podem ser degradados pela lacase (Raghukumar et al.,
2008). Esses mediadores naturais podem ser metalicos ou fragmentos da lignina
gerados por outras enzimas ligninoliticas. Substancias como &cidos fendlicos
também sdo propostos como mediadores naturais (Baldrian, 2006). Esta enzima é
estavel em pH de 2 a 7 e em temperaturas entre 20 e 80 °C, permanecendo ativa
em pH entre 4 e 7 (Baldrian, 2006; Hamman, 2004). No entanto a atividade da
lacase apresenta uma faixa de pH étimo entre 3 a 4,5 e uma temperatura 6tima
variando de 20 a 37 °C (Arora & Sharma, 2010). Sua produgdo pode ser
aumentada com a utilizacdo de meios de cultura ricos (como extrato de malte ou
extrato de levedura), presenca de certos substratos como compostos fendélicos, e
acao de alguns indutores como ions cobre, acido galico e &lcool veratrilico.
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Entretanto, sua atividade pode ser reprimida com a utilizacdo de repressores como
a glicose, ions metdlicos como magnésio, cadmio, manganés, zinco; reagentes
como acidos graxos, glutationa, detergentes de aménia quaternaria, dentre outros
(Arora & Sharma, 2010).

A lacase foi detectada pela primeira vez em exudados de uma arvore
japonesa chamada Rhus vernicifera por Yoshida em 1883 e em 1985 foi
caracterizada por Bertrand (Mayer & Staples, 2002). Lacases produzidas por
fungos foram descobertas muito tempo mais tarde (Call & Mucke, 1997).

A participacdo da lacase na degradacao de compostos xenobidticos tem
sido amplamente estudada. Essa enzima pode oxidar substratos diversos como os
corantes fendlicos, fendis, clorofendis, organofosforados, tinturas sintéticas (como
o corante RBBR — Remazol Brilhante Blue R), bifenilpoliclorados, explosivos
nitrados, pesticidas, polimeros e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs),
entre outros (Baldrian, 2006; Duran & Esposito, 2000). Estas enzimas, por serem
produzidas extracelularmente, permitem o0 acesso a compostos apolares e
insoluveis, ao passo que as enzimas do Citocromo P-450, sendo processadas
intracelularmente, ndo podem acessar estes mesmos compostos (Hamman,
2004).

Atualmente existem diversos trabalhos descrevendo as mais variadas
metodologias de screening de fungos filamentosos isolados de diferentes biomas
e com a capacidade de produzir enzimas ligninoliticas. A adicdo de compostos
fendlicos e a incorporacdo da lignina em meios de cultivo ja foram estratégias
utilizada por Dion (1951) e Westermark e Eriksson (1974), respectivamente. Arora
e Sandhu (1985) utilizaram um meio de cultivo contendo lignina e guaicol para triar
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fungos ligninoliticos. A utilizacdo de corantes sintéticos poliméricos como Poly R-
478 e RBBR sdo amplamentes utilizados para screening de fungos com habilidade
de degradar compostos poluentes ambientais como os HPAs (Arora & Sharma,
2010; Da Silva et al., 2008).

As lacases desempenham papéis importantes para os organismos onde
estas enzimas podem ser encontradas. Em plantas estdo envolvidas na
lignificacdo e podem causar patogenicidade (Arora & Sharma, 2010). Em fungos,
estdo envolvidas na morfogénese e na formacao de pigmentos, como a melanina
bem como o &cido cinabarinico, que confere cor vermelho alaranjado nos corpos
de frutificagdo dos mesmos, possuindo também acgédo antimicrobiana. A lacase do
fungo patogénico C. neoformans foi reportada como sendo um fator de viruléncia
em infecgbes pulmonares bem como no cérebro de camundongos (Waterman et
al., 2007). As lacases também podem ser responsaveis pela cola polifendlica que
adere as hifas uma as outras e estdo envolvidas na diferenciacdo sexual de

alguns fungos (Aisemberg et al., 1989; Robene-Saustrade et al., 1992).

3.2.2. PRODUCAO DE LACASE POR FUNGOS FILAMENTOSOS DERIVADOS
DE AMBIENTE MARINHO

Atualmente a procura por novas moléculas, principalmente em ambientes
ainda pouco explorados como o ambiente marinho, vem despertando o interesse
de microbiologistas e biotecnologistas devido a possibilidade de novos compostos,
incluindo as enzimas com potencial aplicacéao industrial.

Nos ultimos anos, estudos tém sido realizados com objetivo de encontrar

fungos oriundos de ambiente marinho e que possuam a capacidade de degradar
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compostos lignocelulésicos. Inicialmente estes estudos focaram em fungos de
aguas temperadas, especialmente linhagens que habitam madeira (Jones, 2011).
A vegetacdo dos mangues e as algas marinhas contém 50% de material
lignocelulésico como polimeros estruturais e sdo os principais contribuintes do
substrato lignocelulésico no ambiente marinho costeiro. Este ambiente possui o
segundo maior grupo ecolégico de fungos marinhos (Hyde & Jones, 1988) e pode
ser considerado um nicho estratégico para obtencao de fungos ligninoliticos.
Existem alguns relatos de fungos filamentosos isolados de substratos
marinhos (Chinnaraj & Untawale 1992; Menezes et al., 2010; Vishwakiran et al.,
2001) sendo, as informagdes sobre a producdo de enzimas ligninoliticas por
fungos derivados de ambiente marinho € ainda incipiente. O grupo da
pesquisadora Raghukumar reportou a descoloracdo de corantes sintéticos e
producdo de enzimas ligninoliticas por fungos isolados de ambientes marinhos
(Raghukumar et al., 1999; Raghukumar & Rivonkar, 2001; D’Souza et al., 2006).
Outros trabalhos reportaram a capacidade de fungos isolados de mangue em
degradar material ligninocelulésico (Leong et al., 1991; Mouzouras, 1989). Na
Tabela 2 estao apresentados alguns fungos isolados do ambiente marinho que
apresentaram capacidade de producdo de lacase bem como outras enzimas

envolvidas na degradacao de material ligninoceluldsico.
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Tabela 2. Fungos isolados do ambiente marinho com capacidade de produgéo de
enzimas envolvidas na degradacao de material ligninocelulésico.

. N - Enzima ou
Filo Género/espécie substrato Local e substrato Ref.
, Madeiras de
Halosarpheia
e lacase e MnP mangue em
ratnagiriensis Raghuku-

Sordaria finicola

Phaeospheria
spartinicola

Lulworthia sp.

Penicillium
commune
Aspergillus
sclerotiorum

Ascomycota

Hypoxylon
oceanicum

Dendryphiella
arenaria

Pestalotiopsis sp.

Cladosporium
Cladosporioides

Gongronella sp.
Zygomicota
Mucor racemosus

Flavodon flavus

Basidiomycota Marasmiellus sp.

Peniophora sp

Tinctoporellus sp.

lacase e MnP

Degradacéo de
ligninocelulose

lacase

lacase

lacase, MnP e
LiP

lacase

lacase

lacase

lacase, MnP e
LiP
lacase

MnP e LiP

lacase, MnP e
LiP

lacase

lacase

lacase

decomposicao
Folhas de mange
em decomposi¢ao

Pantanos salinos

Manguezal de
Pernanbuco; Coral
da costa Norte Sao

Paulo
Madeiras de
mangue em

decomposicao
Golfo do México e
Mar do Japéao
Lama do mar da
China Oriental

Folhas de mange
em decomposi¢ao
Coral da costa Norte
Sao Paulo
isolado de grama do
mar em
decomposicao
de uma lagoa de
corais na costa
oeste da India
Esponja marinha
Amphimedon viridis
Esponja marinha
Amphimedon viridis
Esponja marinha
Dragmacidon
reticulatum

mar et al. 1996

Bergbauer and
Newell 1992
Schaumann et
al. 1986

Gomes, 2007;
Bonugli-Santos
et al., 2010a

Cruz et al., 2006

Chen et al.,
2011
Bonugli-Santos
et al., 2010a
Raghukumar et
al., 1994
Bonugli-Santos
et al., 2010a

Raghukumar et
al., 1999

Bonugli-Santos
et al., 2010b

MnP: manganés peroxidase; LiP: lignina peroxidase

A presenca de enzimas ligninoliticas no ambiente marinho é esperada pois,

de acordo com Bugni e Ireland (2004), os fungos de habitat marinho séo

organismos heterotréficos, exercendo importante papel na decomposi¢cdo do
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tecido vegetal e animal (celulose, lignina, queratina, entre outros) e na reciclagem

de nutrientes.

3.2.3. APLICACAO INDUSTRIAL DA ENZIMA LACASE

Devido ao fato da enzima lacase apresentar versatilidade em oxidar uma
ampla gama de compostos fendlicos e nédo fendlicos sintéticos ou bioldgicos, a
mesma apresenta grande potencial biotecnolégico, podendo ser utilizada em
diferentes ramos industriais. Na industria de papel e celulose, esta enzima é
utilizada para separar a lignina da fibra de celulose, de forma limpa, sem gerar
acumulo de compostos quimicos; no processamento da madeira para a fabricacéao
da pasta de papel e no processo de branqueamento do papel (Garcia, 2006). Na
agricultura, as lacases podem ser utilizadas como agentes ligninoliticos para
quebrar a lignina presente nas forrageiras, as quais sdo utilizadas na alimentacao
de ruminantes. A quebra das estruturas da lignina nestas plantas melhora a
digestibilidade das mesmas pelos animais e aumenta seu valor nutricional (Arora
& Sharma, 2010).

As lacases, juntamente com outras enzimas do sistema ligninolitico dos
fungos podem ser aplicadas em processos de tratamento de efluentes industriais,
como os das industria téxteis, por meio da descoloracdo/degradacao de corantes
(Arora &Sharma, 2010; Ciullini et al., 2008; Kirby et al., 2000). Esta enzima
também ¢é utilizada na industria de bebidas, através da remocgédo de compostos
fendlicos nas preparacées do mosto e dos vinhos (Minussi et al., 2002) e nos
processos de estabilizacdo de vinhos, sucos de frutas e de cervejas (Garcia,

2006). Na industria alimentica, a lacase tem sua aplicacdo voltada a processos
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que modificam a aparéncia e a cor dos alimentos. Podem ter seu uso empregado
na dessulforacdo de combustivel féssil, na remocao do enxofre organico,
biosolubilizagdo do carvdao em outros compostos organicos bem como na
degradacao de herbicidas e outros xenobidticos com potencial impacto no meio
ambiente, tanto nos solos quanto nos oceanos (Arora & Sharma, 2010)

Na area médica, as lacase podem ser utilizadas na sintese de novos
compostos como flavondides, pigmentos utilizados como cosméticos, aldeidos
aromaticos, compostos heterociclicos e compostos terapéuticos para tratamentos
de enfermidades como infecgcbes e até mesmo no combate ao cancer. Nesse
contexto, € evidente a importancia da prospeccao de novas enzimas com
potencial aplicacao industrial, principalmente de ambientes cuja biodiversidade

ainda nao foi completamente explorada, como o0 ambiente marinho.

3.3. TAXONOMIA POLIFASICA DE FUNGOS FILAMENTOSOS

A identificacdo e classificacdo de micro-organismos sao importantes
aspectos relacionados a diversas areas da microbiologia. Para o estudo de
produtos naturais, € de fundamental importancia que a identificacéo e preservagao
dos organismos isolados sejam realizadas de maneira apropriada, caso contrario
as investigacdes tornam-se dificeis de serem realizadas e impossiveis de serem
reproduzidas (Bugni & Ireland, 2004).

Historicamente, os fungos filamentosos vém sendo identificados e
classificados principalmente por andlises de caracteristicas morfolégicas
(taxonomia convencional), através da observagao das estruturas de reproducéo

sexual. Entretanto, esses métodos convencionais s&o laboriosos (Wang et al.,
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2008), consomem um grande tempo de trabalho e, na maioria das vezes, nao
permitem a identificacdo de fungos que nao esporulam ou que esporulam pouco
(Sette et al., 2006).

A utilizagdo de marcadores bioquimicos como uma ferramenta no auxilio da
taxonomia também tem sido empregada, mostrando bons resultados em
discriminar algumas linhagens de espécies diferentes, como no caso de espécies
de Aspergillus (Samson et al., 2006). Rodrigues et al. (2009), utilizaram uma
caracterizagdo quimica de aflatoxinas produzidas por espécies de Aspergillus
utilizando HPLC, fluorescéncia e deteccdao UV. Fraga et al. (2008), utilizaram
diferentes tipos de acidos graxos (acido palmitico, acido estearico, acido oleico e
acido linoleico) na diferenciacao de linhagens de Aspergillus, entretanto, esta
metodologia ainda n&o foi validada em um numero suficiente de isolados. Outra
metodologia consiste na utilizacdo da producdo de compostos bioativos como
antimicrobianos, antioxidantes e atividade hemolitica, uma vez que perfis de
metabdlitos secundarios sdo caracteristicos de cada espécie (Samson et al., 2006;
Samson & Vargas, 2009).

As informagdes derivadas de 4&cidos nucléicos apresentam alta
sensibilidade e especificidade e podem ser empregadas na classificacdo de
linhagens microbianas em diversos niveis taxonémicos hierdrquicos, desde o
estabelecimento de relagcbes infra-especificas até supra-genéricas (Stackebrandt
& Liesack, 1993; Tang et al.,, 2007). Um dos marcadores moleculares mais
utilizados na identificacdo e diferenciacao de espécies é o DNA ribossomal
(DNAr). O DNAr nos eucariotos estdo presentes repetidas vezes e cada unidade

consiste de regides codificadoras para os genes RNAr 18S, 5.8S e 28S, e dois
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espacos internos, ITS1 e ITS2 (Internal Transcribed Spacer) que separam essas
regides. Cada unidade de DNAr é separada por um espaco intergénico IGS
(Intergenic Spacer) (Burton et al., 2005).

Os genes ribossomais 18S e 28S e as regides ITS e IGS estdo entre os
sitios mais estudados em fungos. As informacdes contidas nestas moléculas tém
sido extensivamente utilizadas em estudos de diversidade e caracterizagdo de
comunidades (Abel et al., 2006; De Bellis & Widden, 2006; James et al., 2006;
Wang et al., 2008), identificacdo e deteccao (Abarca et al., 2004; Abel et al., 2006;
Wang et al., 2008), tipagem (Mummey & Rillig, 2007; Sutar et al., 2004; Yli-matilla
et al., 2004) e para o estabelecimento de relacoes filogenéticas (Larsson, 2007;
Takamatsu et al., 2006).

Os genes que codificam para a formagdo do RNAr 18S e 28S sdo muito
conservados e podem ser utilizados para diferenciacdo em nivel de género e
espécies. Por outro lado, as regides espacgadoras ITS e IGS acumulam uma maior
variabilidade, sendo mais utilizadas na diferenciacdo de espécies e/ou entre
linhagens da mesma espécie (Abel et al., 2006; Burton et al., 2005; O' Brien et al.,
2005; Yli-matilla et al., 2004). A subunidade maior do DNAr dos eucariotos (LSU
rDNA) compreende os dominios D1/D2 relatados como Uteis para a identificacao
da maioria dos fungos filamentosos do grupo dos ascomicetos (Kurtzman &
Robnett, 1997, 1998), de zigomicetos de importancia médica (Voigt et al., 1999),
sendo dominios utilizados também na filogenia dos fungos pertencentes ao género
Rhizopus (Liou et al., 2007).

Entretanto, a classificacdo de alguns taxons pode ser dificil de ser realizada

(Hettick et al., 2008) com base em métodos de taxonomia convencional e
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caracterizacao bioquimica (Hedayati et al., 2007). Esta complexidade taxonémica
pode estar relacionada a fatores como: a) necessidade de uma melhor
compreensao da estrutura e do comportamento de certas populacdes fungicas; b)
a identificacdo das fases de reproducdo dos fungos (anamdrfica - forma
reprodutiva assexual; e teleomérfica - forma reprodutiva sexuada), nas quais dois
diferentes nomes sao utilizados para identificar um Unico organismo (Santos et.
al., 2010); c¢) a variabiliadade das caracteristivas fenotipicas (Samson et al., 2006);
d) re-classificacdo de linhagens devido a novas tecnologias desenvolvidas.

Nao existe apenas um método empregado na identificacdo de grupos de
fungos filamentosos como Aspergillus, sendo ele morfolégico, fisiolégico ou
molecular. A utilizacdo de métodos fenotipicos na identificacdo de espécies de
Aspergillus, principalmente A. flavus, demonstrou ser uma ferramenta de um poder
discriminatério moderado, uma vez que as caracteristicas fenotipicas podem
variar, como no caso de alguns metobdélitos estarem completamente ausentes em
alguns isolados (Geiser et al., 2007; Hedayati et al., 2007).

Recentemente, ferramentas moleculares de fingerprint genético tais como
ARDRA (Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis) e RAPDs (Random
Amplification of Polymorphic DNAs), AFLPs-PCR (Amplified Fragment Length
Polymorphism-PCR) e MLEE (Multi-locus Enzyme Eletrophoresis) vém sendo
utilizadas na caracterizagdo de fungos filamentosos, entretanto, as mesmas nao
tém sido efetivas como métodos de descriminacdo entre espécies e entre
linhagens da mesma espécie (Geiser et al., 2007; Hedayati et al., 2007). A
metodologia de sequenciamento de um Unico gene RNA ribossomal (como large
subunit 28S — regiao D1D2; internal transcribed spacers 1TS1-5.8S-ITS2; small
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subunit 18S; e intergenic spacers IGS), pode ser insuficiente para a especiacao de
algumas linhagens, apresentando nivel de confianga insatisfatorio (Godet &
Munaut, 2010; Lima et al., 2008), o que pode levar a erros na identificacdo de
alguns taxons como Aspergillus, Penicillium, Cordyceps, entre outros (Hettick et

al., 2008; Santos et al., 2010).

Sequéncias de DNA multilocos, ou seja, a utilizacdo de uma analise
molecular através de varios genes estdo sendo empregadas com o intuito de
identificar varias espécies de micro-organismos. Existe um extenso banco de
dados disponivel para genes RNA ribossomais e alguns genes que codificam
proteinas como p-tubulina e calmodulina. A andlise de todos estes genes
concomitantemente pode ser uma efetiva ferramenta para identificar espécies bem
definidas, no entanto, a fraqueza de apenas um destes locus simples, pode fazer
com que a identificacdo nao seja feita corretamente (Geiser et al., 2007; Samson
& Vargas, 2009).

DNA barcoding € uma metodologia que utiliza pequenos marcadores
genéticos (cerca de 500 a 600 bp) para uma identificacdo rapida e facil de
espécies particulares, podendo ser facilmente acessados com primers universais
para uma ampla gama de organismos. Com relacdo ao grupo dos fungos, DNA
barcodes do gene do fator 1- alfa de alongamento (tef1) estao sendo utilizados na
identificacdo de Fusarium, Trichoderma e espécies de Hypocrea. Zygomicetos,
demateaceous, Trichophyton e Trichoderma, estao sendo identificados através do
gene ribossomal ITS (Druzhinina et al., 2005; Geiser et al., 2007; Schwarz et al.,

2006). Para a identificacdo da espécie Penicillum subgenero Penicillium,
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atualmente tem-se utilizado a regiao cox? (Seifert et al., 2007). De acordo com
Geiser et al. (2007), espécies de Aspergillus podem ser distinguidas utilizando
sequéncias do gene calmodulina e B-tubulina, bem como a regido espacadora
intergénica (IGS), sendo que esta apresenta elevada variabilidade intra-especifica
util para DNA barcoding.

Visando uma identificacdo taxondmica mais acurada, uma abordagem
polifasica deve ser empregada por meio da utilizagdo de métodos baseados em
dados convencionais (fenotipicos) e moleculares (genotipicos). Algumas das
limitac6es descritas acima levaram a um grande interesse na utilizacdo de uma
tecnologia alternativa, considerada rapida e confiavel empregada na identificacao
de linhagens fungicas, denominada MALDI-TOF ICMS (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization — Time Of Flight - Intact Cell Mass Spectrometry) (Santos et

al., 2010; Schimidt &Kallow, 2005).

3.4. MALDI-TOF ICMS

A espectrometria de massas € uma técnica analitica estabelecida em
quimica organica ha muitos anos. No entanto, até recentemente, a baixa
volatiidade das proteinas e suas instabilidades térmicas constituiram um
impedimento para que pudessem ser estudadas por massas (Santos et al., 2010).
Esta dificuldade foi ultrapassada com a introdugdo de técnicas que dispersam
efetivamente proteinas e outras macromoléculas para a fase gasosa como € o
caso da técnica de MALDI. Essa tecnologia consiste de um método que torna

possivel a ionizacdo de macromoléculas bioldgicas tais como as proteinas que
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sao dificeis de serem ionizadas por ndo serem facilmente decompostas, através
da utilizagdo de uma matriz (liquida ou sélida) que € misturada com a amostra.
Esta matriz (composta de por¢cdes aromaticas) € utilizada para transferir a
energia do laser indiretamente para o analito, de maneira tal, que ocorra a
ionizacao da amostra, evitando a decomposicdo da mesma (Santos et al., 2010;
Watson, 1997). As amostras sdo submetidas a um vacuo e a uma energia de laser
pulsado de nitrogénio na regido do comprimento de onda de 337 nm. A energia é
absorvida apés a aplicacao do laser onde, as moléculas do analito e da matriz sdo
transformadas da fase sélida para a fase gasosa, formando uma pluma de ions.
Os ions formados sao separados dentro do analisador TOF (time-of-flight), de
acordo com a relacdo massa/carga (m/z). Os dados gerados em um detector séo
processados e reportados por digitalizacao do sinal analégico ou por contagem de
pulso unico, gerando picos (espectros) que sdo comparados com banco de dados
(BioTyper™ - Bruker Daltonics Inc., Bremen, Germany ou SARAMIS® -
AnagnosTec GmbH, Potsdam-Golm, Germany) (Kemptner et al., 2009; Santos et

al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de um equipamento MALDI TOF. A- ionizagdo da matriz e da amostra
devido a exposicao a radiagao laser (Dr. Chris Hendrickson, Florida State University). B-
ions carregados através de um tubo de véo para o detector, que mede a contagem de
particulas em fungéo do tempo (http://www.sigmaaldrich.com).

O desenvolvimento da tecnologia de espectrometria de massas MALDI-TOF
para caracterizagdo de macromoléculas grandes tem sido amplamente utilizado
em andlises de proteinas bacterianas isoladas ou em misturas complexas e
podem fornecer evidéncias para a realizacdo de uma classificacdo
quimiotaxondmica.

MALDI-TOF MS tem sido usado extensivamente como uma poderosa
ferramenta na caracterizacao de proteinas, desde a utilizacdo em estudos de
expressao génica (Rode et al., 2009), aplicacbes na confirmacao de sequéncias
de proteinas recombinantes, comparacao de proteinas homélogas de diferentes
tecidos, identificacdo de regides com modificagdo pds transcripcional, analises de
nucleotideos incluindo aqueles com complexos protéicos (Watson, 1997), como
também na identificacdo de amostras biolégicas como bactérias, leveduras e
fungos filamentosos (Hettick et al., 2008; Kemptener et al., 2009; Qian et al., 2008;
Santos et al., 2010; Seyfarth et al., 2008).

Entretanto, poucos trabalhos tém sido realizados focando a utilizacdo da

tecnologia de MALDI-TOF ICMS em células intactas de fungos (Schimidt & Kallow,
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2005), ou seja, analises de organismos intactos através de biomarcadores
caracteristicos como as proteinas encontradas na parede fungica, sem a
necessidade de extragédo, separacao ou amplificacdo (Santos et al., 2010). Alguns
géneros como Penicillium, Aspergillus e Trichoderma ja foram devidamente
caracterizados por meio da identificacdo dos perfis das proteinas intactas a partir
de amostras de esporos (Kemptener et al. 2009).

No trabalho realizado por Hettick e colaboradores (2008), a técnica de
MALDI-TOF MS foi utilizada para gerar alta reprodutibilidade em fingerprints de
massa espectral em doze espécies de fungos do género Aspergillus e cinco
diferentes linhagens de A. flavus. Os autores observaram que este método foi
capaz de classificar corretamente cada espécie de Aspergillus com 100% de
precisdo, bem como as cinco linhagens de A. flavus entre 95 e 100% de precisao.
Em outro trabalho, Seyfarth e colaboradores (2008) mesclaram as tecnologias de
seguenciamento da regido 1TS1-5.8S-ITS2 do rRNA com MALDI-TOF MS, com o
intuito de identificar o agente causador de uma insuficiéncia respiratéria em um
paciente, infeccdo causada devido a imunidade debilitada deste paciente,
decorrente de uma leucemia.

Os autores identificaram o fungo Fusarium proliferatum como o agente
causador desta infeccdo, tanto através da técnica de sequenciamento como pelo
uso do MALDI-TOF, mostrando como a tecnologia de MALDI-TOF MS representa
um potencial inovador, podendo ser também uma alternativa de menor custo e
tempo com relacdo ao sequenciamento da regidao ITS-rRNA destes micro-
organismos. Qian e colaboradores (2008) utilizaram a técnica de MALDI-TOF MS

com o objetivo de diferenciar espécies de leveduras e concluiram que esta é uma
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metodologia rapida na identificacdo de leveduras, para o agrupamento de
linhagens dentro de espécies e para sequéncias de alteracdes durante a transicéo

da fase leveduriforme para a formacéao de hifas em C. Albicans.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ISOLAMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos filamentosos foram isolados a partir de duas amostras da
esponja marinha Dragmacidon reticulatum. A coleta das esponjas foi realizada no
periodo entre 29/11/2008 a 06/12/2008 em duas diferentes localidades: Praia
Saco do Poco, regido da llha Bela (coordenadas 23°45'32” sul; 45°15'8™ oeste) -
amostra DR6 e Costa do Aquario, regidao da llha de Buzios (coordenadas
23°47°'759” sul; 45°09'380” oeste) - amostra DR9, ambas no litoral Norte do
Estado de Sao Paulo (Figura 3). As amostras coletadas foram acondicionadas em
sacos plasticos e processadas no Centro de Biologia Marinha da Universidade de
Sao Paulo - CEBIMar/USP logo apés a coleta.

Com o intuito de eliminar os micro-organismos presentes no exterior das
esponjas, as mesmas foram previamente lavadas com agua do mar artificial
estéril (ASW: KBr 0,1 g L™"; NaCl 23,48 g L'; MgCl,.6H,0 10,61 g L™"; CaCl,.2H,0
1,47 gL', KCl 0,66 g L; SrCl,.6H,0 0,04 g L™"; Na,S0O, 3,92 g L'; NaHCO5 0,19
g L™ HsBO3 0,03 g L") (Menezes et al., 2010). As esponjas foram entéo cortadas
com auxilio de um bisturi estéril em pequenos pedacgos (aproximadamente 1,5 cm
de diametro) e em seguida foi realizado o plaqueamento direto dos pedacos (3
por placa de Petri) das regides internas das esponjas. Para o isolamento dos

fungos filamentosos foram utilizados os seguintes meios: Extrato de Malte/Soja
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(MS, extrato de malte 30 g L™'; peptona de soja 3 g L'; 4gar 12 g L™"; ASW 800
mL L™"); Meio Tubaki (TM, glucose 30 g L'™"; extrato de levedura 0,5 g L-1; peptona
1gL"; KaHPO4 1 g L' MgS047H,0 0,5 g L'; FeSO,7H,0 0,01 g L™'; agar 15 g
L™"; ASW 800 mL L™); Meio Agar celulose (AC, papel 10 g L™; extrato de levedura
1gL"; agar 15 g L™"; ASW 800 mL L") (Menezes et al., 2010); Meio acido galico
(AG, extrato de malte 30 g L'™"; 4gar 15 g L™; 4cido galico 500 mg L™'; ASW 800
mL L) (Conceicdo, 2005, modificado); Meio Rovral (MS+R) (Naves et al., 2008,
modificado) e Meio Remazol Brilhante Blue R (MS+RBBR) (Da Silva et al., 2008,
modificado) Os meios (MS+R) e (MS+RBBR) contém em sua formulagdo os
mesmos constituintes do meio MS, adicionando apenas os reagentes Rovral®
(500 mg L™ do fungicida iprodiona - Bayer S.A.) e RBBR (1 g L do corante
sintético Remazol Brilliant Blue R) para cada meio correspondente.

Todos os meios foram preparados com agua do mar artificial (ASW) e o
antibiético rifampicina (300 mg L") foi adicionado aos mesmos visando a inibigao
do crescimento de bactérias. As placas foram mantidas a 28 °C por 20-30 dias e o
crescimento dos fungos filamentosos foi diariamente acompanhado. Apds a
purificacao, os isolados foram preservados pelos métodos de ultracongelamento a
-80 °C em glicerol 10% (criopreservacéo) e Castellani (preservagido em agua sob

temperatura de refrigeracao).
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Figura 3. Mapa mostrando os dois pontos onde as amostras da esponja marinha D.
reticulatum foram coletadas. Regido da Ilha Bela e da Ilha de Buzios. Litoral norte do
Estado de Sao Paulo.

4.2. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E CONSTRUCAO DE UM BANCO DE
IMAGENS

Para a caracterizacao morfologica, os isolados foram cultivados e mantidos
em meio extrato de malte agar (MEA: Oxoid CMO0059, UK). Os isolados
pertencentes ao género Penicillium, foram crescidos em meios: CYA (sacarose 30
g L™; extrato de levedura 5 g L'; NaNO3; 3 g L™"; KCI 0,5 g L™"; MgS0O,4.7H.0 0,5 g
L™"; FeS04.7H-0 0,01 g L"; KoHPO4 1 g L™'; agar 15 g L), MEA (extrato de malte
20 g L"; peptona 1 g L"; glicose 20 g L™; agar 20 g L") e G25N (extrato de
levedura 3,7 g L'™"; glicerol 250 g L'; NaNO3z 3 g L™; KCI 0,5 g L™"; MgS04.7H20 0,5
g L"; FeS04.7H20 0,01 g L'; KzHPO4 0,75 g L™'; agar 12 g L), através da técnica
de trés pontos no meio de cultivo.

Os isolados foram incubados durante 7 dias sem luz a 25 °C. As cores das

colénias e as taxas de crescimento foram avaliadas com um estereoscépio (Leica

32



MZ 125 — Switzerland), e a presenca e tamanho de esclerétios, seriacdo de
cabeca e morfologia de conidios foram determinados através da coloragdo em
laminas com lactofenol ou azul de algoddao com auxilio de um microscépio éptico
(Leica DRM Switzerland). As imagens das estruturas sexuadas e assexuadas
foram fotodocumentadas utilizando o software Leica Application Suite (Las EZ)

Version 1.7.0 (Leica Microsystems — Switzerland Limits).

4.2.1. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DO ISOLADO
CBMAI 1335

A linhagem CBMAI 1335 foi crescida durante sete dias em meio de cultivo
MA2% acrescido de 3% NaCl (extrato de malte 20 g L™; NaCI 30 g L™"; agar 15g L’
') a 28 °C. A observagdo da estrutura morfolégica foi realizada por MEV, num
microscépio (Leica/Cambridge) S360. As amostras contendo o fungo aderido
foram lavadas duas vezes em agua destilada para retirar o possivel excesso de
micélio. A seguir, as amostras foram desidratadas por sucessivas lavagens em
crescentes concentragdes de solucbes aquosas de etanol (10, 30, 60, 70%) e
etanol puro (100%) e armazenadas num dessecador até ao momento da anélise.

As amostras foram revestidas com ouro antes da observagado microscopica.
4.3. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS POR MALDI-TOF CMS

Esta etapa foi desenvolvida na Universidade do Minho em Portugal sob a

orientacao do Prof. Nelson Lima e do Dr. Cledir Santos.
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4.3.1. CONDICOES DE CRESCIMENTO

Os fungos filamentosos foram cultivados em placa contendo meio Agar
extrato de malte (MEA) e incubados por 72 h a 37 °C. As células de Escherichia
coli DH5a (utilizada para calibracdo) foram obtidas da MUM (Micoteca da
Universidade do Minho) e crescidas em Luria-Bertani agar (LB), incubadas por 20
h a 37 °C. As culturas foram avaliadas quanto a pureza e foram sub-cultivadas ao

menos uma vez antes das analises por MALDI-TOF ICMS.

4.3.2. PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de fungos filamentosos foram transferidas para uma placa de
MALDI com 48 pocos em seguida foi adicionado 0,5 pL de uma solugéo matriz (75
mg mL"; 2,5 &cido diidroxibenzdico em etanol/agua/aceonitrila  [1:1:1] com
0,03% de acido trifluroacético). As amostras foram homogeneizadas e secas a
temperatura ambiente. Os testes foram realizados em duplicatas. Todas as

solugdes foram preparadas e estocadas a temperatura de 4 °C.

4.3.3. ANALISES DOS DADOS

As andlises foram realizadas no Laboratério de Micologia e Biologia
Molecular da MUM em um sistema Axima LNR (Kratos Analytical, Shimadzu,
Manchester, UK) equipado com um laser de nitrogénio (337 nm), onde a
intensidade do laser foi definida um pouco acima do limiar para a produgédo de
ions.

Foram utilizadas para a calibracdo interna as proteinas ribossomais das

linhagens de E. coli DH5a cujo os valores de massas ja sao conhecidos. A faixa
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da relacdo massa/carga (m/z) = 2.000 a 20.000 Da foi realizado utilizando um
modo linear. O espectrémetro de massas foi utilizado em um modo linear com um
atraso de 104 ns em uma voltagem de aceleracado de 20 kV. Os espectros finais
foram gerados somando 20 disparos de laser por perfil e 50 perfis produzidos por
amostra, levando a um total de até 10.800 disparos de laser por espectro. As listas
de picos resultantes foram exportadas para o software SARAMIS™ (Spectral
Archiving and Microbial Identification System, AnagnosTec, Postdam-Golm,

Germany, www.anagnostec.eu). No SARAMIS™, as listas com os picos das

amostras foram comparadas com o banco de dados SuperSpectra, gerando uma
lista ordenada dos espectros correspondentes.

SARAMIS™ utiliza um sistema de pontuacédo baseado na lista de picos com
sinais de peso de massa de acordo com sua especificidade. A ponderacédo é
baseada em dados empiricos de multiplas amostras das linhagens de referéncia.
SuperSpectra sdo consensos de espectros contendo um padrdao de sinais de
massa que sao especificos para cada unidade toxondémica (OTU). Estes
SuperSpectra sao caracteristicos para taxons individuais e permitem a
identificacdo de espécimes bem como a analises de grupamentos dos espectros
de multiplas amostras. A similaridade entre espectros individuais é expressa como
namero relativo ou absoluto de combinagdes de sinais de massa apés submeter

os dados em um Unico link com um grupamento de algoritimos.
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4.4. TAXONOMIA MOLECULAR
4.4.1. EXTRACAO DO DNA GENOMICO DOS ISOLADOS

O DNA genbmico de cada linhagem de fungo foi extraido de acordo com o
protocolo de Hoog et al (2003, modificado): o micélio foi transferido para um tubo
Eppendorf de 1,5 mL contendo 400 pL do tampao de lise (tris-HCI — tris
hidroximetil aminometano — 0,05 M; EDTA 0,005 M, NaCl - cloreto de sédio 0,1 M
e SDS — dodecil sulfato de sédio 1%).

As amostras foram deixadas a -20 °C por 10 minutos e em seguida o
micélio foi triturado com auxilio de um pistilo plastico. Foram adicionados 5 uL de
proteinase K (50 ug mL™") e em seguida as amostras foram homogeneizadas e os
tubos foram incubados por 30 minutos a 60 °C em banho-maria. Apds incubagéo,
foram adicionados as amostras 162 pyL do tampdo CTAB — brometo de cetil
trimetilaménio — (Tris 2 M; NaCl 8,2%; EDTA 2 M e CTAB 0,2%) seguido de
homogeneizagéo e incubagdo por 10 minutos a 65 °C. Apds incubagéo, foram
acrescentados 570 pL de cloroférmio/alccol isoamilico (24:1) sendo
posteriormente incubadas por 30 minutos em gelo. Foi realizada uma
centrifugacdo a 13.200 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo de 1,5 mL e o tubo foi acrescido de 10% do volume de CH3;COONa
— acetato de soédio — 3 M. Os tubos foram agitados, incubados a - 20 °C por 30
minutos e centrifugados a 13.200 rpm por 10 minutos. Ao término da
centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1.5 mL,
adicionado de 50% do volume de isopropanol para precipitacdo do DNA e os

tubos foram centrifugados a 13.200 rpm por 5 minutos.
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Apébs a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado, 200 pyL de etanol
70% gelado foram adicionados e uma nova centrifugacao foi realizada. Esta etapa
foi repetida por duas vezes. O etanol foi descartado, o pellet foi seco por
aproximadamente 30 minutos e ressuspenso em 50 pL de &gua Milli-Q. Para
remocdo do RNA, foi adicionado 1 pL de RNAse (10 mg mL") as amostras,
seguido de uma incubagédo a 37 °C por 60 minutos. O DNA gendémico extraido foi
armazenado a -20 °C.

Os resultados da extracdo de DNA foram visualizados em géis de agarose
0,8% (Tris- acido bérico - EDTA (TBE 1X - Tris-base a 2 M; acido bdérico 2 M;
EDTA a 50 mM e ajustado a pH 8,0), corados com brometo de etideo (0,5 mg mL"
"). A eletroforese foi realizada em uma corrente de 100 V por 30 minutos. Antes do
carregamento, para cada 2 uL das amostras de DNA, foram adicionados 2 uL de
corante (azul de bromofenol a 0,25% (p/v), xileno-cianol a 0,25% (p/v) e sacarose
a 40% (p/v) em H,O. Os géis foram fotodocumentados utilizando o sistema
EpiChemi 3 Darkroom (UVP, Biolmaging System). As estimativas das
concentracdes de DNA foram feitas através da comparacdo com padrdes de

concentragéo de DNA (fago A).

4.4.2. AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA (FINGERPRINTING)

A avaliacdo de polimorfismo genético entre as linhagens fungicas foi
realizada por meio de utilizacdo do método de ARDRA (Amplified Ribossomal
DNA Restriction Analysis) da regiao do operon ribossomal ITS1-5.8S-ITS2,
utilizando primers 1TS1 (5° TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (O'Donnell 1993), visando selecdo mais
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acurada dos isolados pertencentes a grupos taxondmicos distintos. Foram
utilizados de 5-25 ng de DNA em reagdes de 25 uL contendo 2,0 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen); 2,5 uL Tampao da Taq (Invitrogen); 0,75 puL da solugéo
MgCly da Tagq (Invitrogen); 0,2 mM de uma mistura de dNTP e 0,5 uM de cada
primer. Os produtos de PCR foram digeridos utilizando as enzimas de restricao
Haelll, Rsal e Mspl (GE Healthcare). As reacdes de restricao foram realizadas a
37 °C por 2 h.

Os produtos de digestao foram visualizados em géis de agarose 2,5% (Tris-
acido boérico — EDTA [acido etilenodiamino tetra-acético] (TBE, 1X). A solugéo
estoque do tampao TBE (50X), corados com brometo de etideo (0,5 mg mL™). A
eletroforese foi realizada com uma corrente de 230 V por 2,5 horas. A andlise do
perfil de bandas foi realizado utilizando o software GelCompar versdo 4.2
(AppliedMaths, Kortrijk, Belgium) e dendrogramas construidos baseados em
UPGMA a partir de matrizes de coeficiente de Dice (Dice, 1945). Um isolado
representante de cada ribotipo distinto (corte = 96% de similaridade) foi

sequenciado para inferéncia filogenética.

4.4.3. CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS E ANALISES
FILOGENETICAS

A identificacdo molecular dos fungos filamentosos foi realizada com base na
andlise de sequéncias do DNAr envolvendo a extracdo do DNA gendmico (item
4.4.1), amplificacdo e sequenciamento parcial de regides do operon ribossomal:

regido espacadora ITS1-5,8S-ITS2 e/ou DNAr 28S (regido D1/D2).
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Os genes (ou regides) alvos foram amplificados pela técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) a partir do DNA gendmico extraido das amostras
utilizando primers flaqueadores das regides conservadas ITS-5.8S-ITS2 e a regido
28S rRNA D1/D2: NL-1m (5"-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’) e NL-
4m (5°-GGT CCG TGT TTC AAG ACG-3"). As condicbes de PCR fora as mesmas
descritas no item 4.4.2. O programa de amplificagcdo consistiu nos seguintes
passos: desnaturacéo inicial a 94 °C por 2 min; 30 ciclos a 94 °C por 1 min; 55 °C
por 1 min; e 72 °C por 3 min; com uma extenséo final de 72 °C por 3 min. Os
produtos de amplificacdo foram purificados utilizando mini-colunas (GFX PCR
DNA and gel band purification kit, GE Healthcare) antes de serem submetidos ao
sequenciamento em sequenciador automatico (MegaBace, GE Healthcare). Foram
utilizados os primers ITS1 e ITS4 para regidao ITS1-5.8S-ITS2 e os primers NL-1m,
NL-2m (5"-CTT GTG CGC TAT CGG TCT C-3"), NL-3m (5"-GGT CCG TGT TTC
AAG ACG-3") e NL-4m para regiao D1/D2 (O'Donnell 1993).

As sequéncias da regiao ITS1-ITS2 e/ou D1/D2 obtidas com cada primer
foram montadas em um contig (sequéncia Unica combinando os diferentes
fragmentos obtidos) com ajuda do programa phredPhrap e comparadas com as
sequéncias dessa mesma regido do operon ribossomal de organismos

representados na base de dados do Genbank (http:/www.ncbi.nem.nih.gov).

Sequéncias de organismos relacionados a sequéncia do organismo alvo foram
recuperadas do GenBank para realizacao das analises filogenéticas.

O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o programa Muscle
3.7 (Dereeper et al. 2008; Dereeper et al. 2010) e as analises filogenéticas e
moleculares foram conduzidas utilizando o software MEGA versao 5.05 (Tamura
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et al., 2011), onde o modelo de Kimura 2-parametros (Kimura, 1980) foi utilizado
para estimar a distancia evolutiva e o algoritmo Maximum Likelihood foi utilizado
para as reconstrucoes filogenéticas, com o valor de bootstrap calculado a partir de

1.000 replicatas.

4.4.4. CARACTERIZACAO DOS GENES DA B-TUBULINA E CALMODULINA
PARA O ISOLADO CBMAI 1335

Estas andlises foram realizadas para os trés isolados que apos o
sequenciamento da regidao ITS1-5,8S-ITS2 e avaliagcdo das caracteristicas macro
€ microscopicas apresentaram resultados que sugerem a possibilidade de uma
possivel espécie nova do género Penicillium. Para a caracterizacao do gene da -
tubulina foram utilizados os primers: Bt2a (5'- GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT
TTC -3') e Bt2b (5'- ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC -3') (Glass &
Donaldson, 1995) e para o gene Calmodulina foram utilizados os primers: Cf1 (5'-
GCC GAC TCT TTG ACY GAR GAR -3') e Cf4 (5- TTT YTG CAT CAT RAG YTG
GAC -3') (Peterson et al.,, 2005). As condicbes da reacdo de PCR foram as
mesmas descritas no item 4.4.2 e o programa de amplificacdo consistiu em um
passo de desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 min; seguido por 35 ciclos a 96 °C por
30 seg, 51 °C por 1 min e 72 °C por 1 min; com uma extenséo final de 72 °C por 5
min. Os produtos de amplificagdo foram purificados e sequenciamento em
sequenciador automatico (MegaBace, GE Healthcare). As analises filogenéticas

foram realizadas conforme descrito no item 4.4.3.
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4.4.5. CARACTERIZACAO DO GENE DA LACASE PARA 0OS ISOLADOS
CBMAI 1328 E CBMAI 1330

Apds os experimentos de atividade enzimatica (item 4.6) os isolados CBMAI
1328 e CBMAI 1330 foram submetidos aos experimentos de caracterizacao do
gene da lacase. Foram utilizados trés pares de primers degenerados,
flagueadores a regiao do gene da lacase. Par de primers 1 (desenhados): Lacase
F1  (5-TGG TAY CAYWSBCAYTWTTC-3) e Lacase R1 (5
ACATCBCGRCGMKGDGGAT-3"), externos que amplificam um fragmento de
aproximadamente 1100pb; par de primers 2 (desenhados): Laccase F2 (5'-
ATYGAYRRHCACAMNWTBAMKGT-3") e Laccase R1, internos utilizados como
nested-PCR, amplificando um fragmento de aproximadamente 720 bp e par de
primer 3: LAC2FOR (5-GGIACIWITGGTAYCAYWSICA-3) e LAC3REV (5-
CCRTGIWKRTGIAWIGGRTGIGG-3") (Lyons et al., 2003).

Foram utilizados de 5-25 ng de DNA em reacdes de 25 uL contendo 2,0 U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen); 2,5 uL Tampé&o da Tagq (Invitrogen); 0,75 uL da
solugdo MgCl, da Taq (Invitrogen); 0,2 mM de uma mistura de dNTP e 0,5 uM de
cada primer. Para os pares de primers 1 e 2, foi utilizado o programa de
amplificagao: desnaturagao inicial a 94 °C por 3 min; seguido por 35 ciclos a 94 °C
por 30 seg, (um gradiente de 42 a 47 °C por 30 seg) e 72 °C por 22 seg; com uma
extensdo final de 72 °C por 7 min. O programa de amplificagéo utilizado para o par
de primer 3 foi: desnaturacéo inicial a 94 °C por 3 min; seguido por 35 ciclos a 94
°C por 30 seg, 48 °C por 30 seg e 72 °C por 2 min; com uma extenséo final de 72

°C por 10 min. Os produtos de amplificacdo (bandas de interesse) foram extraidos
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dos géis de agarose e purificados utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA and gel
band purification kit, GE Healthcare).

Os produtos purificados foram submetidos a reacdes de ligacdo com o vetor
plasmidial pGEN-T Easy (Promega), segundo especificacbes do fabricante. A
sequir, foi realizada a transformacao com células competentes (E. coli JM109 —
Promega, por meio de choque térmico e E. coli DHL5a preparadas no laboratério e
estocadas a -80 °C, por eletroporacdo). Os clones obtidos (transformantes
positivos) foram submetidos a reacées de PCR empregando-se os primers M13f
(5-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3") e M13r (5-
TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC-3").

As condicoes da reacado foram as mesmas descritas acima (item 4.4.2) e o
programa de amplificagdo consistiu de um passo de desnaturagéo inicial a 94 °C
por 10 min seguido de 35 ciclos a 94 °C por 1 min; 65 °C por 1 min, e 72 °C por 1
min, com uma extensao final de 72 °C por 10 min (O’'Brian et al., 2005). Os clones
foram purificados utilizando mini-colunas (GFX PCR DNA and gel band purification
kit, GE Healthcare) e submetidos ao sequenciamento em sequenciador automatico
(MegaBace, GE Healthcare). As reacbes de sequenciamento foram realizadas
com o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBace DNA
Analysis Systems (GE Healthcare) e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems), utilizando-se os primers M13f e M13r (Sette et al., 2005).

As sequéncias da regiao do gene da lacase obtidas com cada primer foram
montadas em um contig (sequéncia Unica combinando os diferentes fragmentos
obtidos) com ajuda do programa phredPhrap (Ewing et al., 1998) e comparadas

com as sequéncias dessa mesma regido do operon ribossomal de organismos
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representados na base de dados do Genbank (http://www.ncbi.nem.nih.gov). As

analises filogenéticas foram reaizadas conforme descrito no item 4.4.3.

4.5. CARACTERIZACAO DAS COMUNIDADES FUNGICAS: CONSTRUCAO
DAS BIBLIOTECAS GENOMICAS - METODOLOGIA INDEPENDENTE DE
CULTIVO
4.5.1. EXTRACAO DE DNA DA COMUNIDADE

O DNA genbémico total da comunidade fungica foi extraido utilizando 4

protocolos distintos:

1) Power Soil® DNA isolation Kit (MoBIO Laboratories, Carlsbad, CA) de
extracdo de DNA de solo (seguindo especificagoes do fabricante;

2) o protocolo proposto por Constantini (2004) modificado por Michel
Passarini: pequenos pedacos das esponjas foram triturados em nitrogénio liquido
e o residuo formado foi transferido para tubos de 2,0 mL. Apos trituragdo, foi
adicionado aos tubos, aproximadamente 2,0 mL de 100 mM NaCl, 50 mM EDTA,
pH 8. Em seguida, uma solu¢do de SDS (20%) foi adicionada e os tubos foram
incubados em banho-maria a 60 °C por 30 minutos. Apds esta etapa, foi
adicionado proteinase K (10 mg mL™") e uma nova incubagéo foi realizada por 3
horas a 50 °C, seguido de uma outra incubagao por 3 horas a 37 °C, com adigéo
de RNAse (10 mg mL™). O DNA gendmico foi extraido com fenol/cloroférmio e
cloroférmio/alcool isoamilico sendo em seguida precipitado com 3 M CH3COONa
pH 5,9 e etanol. O DNA foi dissolvido em H>O Milli-Q esterilizada e estocado a -20
°C:

3) protocolo desenvolvido por Yoshie et al. (2001): pequenos pedacos das

esponjas foram transferidas para um tubo de 2,0 mL, seguido de uma
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centrifugacdo por 10.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, amostras foram
sonicadas por 30 segundos com lisozima (100 mg mL™") em um tamp&o de lise
(0,3 M de sacarose; 0,7 M NaCl, 40 mM de EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH 8,5) e
entdo, centrifugado por 5.500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo de 1.5 mL adicionado de SDS, proteinase K e brometo de
hexadecil trimetilaménio. A purificacdo do DNA foi realizado com a utilizagdo de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) seguindo uma precipitacdo com a
adicdo de CH3COONa e etanol. O DNA foi seco em estufa, resuspendido em H,O
Milli-Q esterilizada e estocado a -20 °C;

4) protocolo realizado por Gropkopf et al. (1998) & Neria-Gonzales et al.
(2006), modificado por Vasconcellos et al. (2010): pedacos das esponjas marinhas
foram transferidos para um tubo Eppendorf de 1,5 mL e adicionados de 600 uL de
tampao PBS 1% (NaCl 8,2 g L'; Na,HPO4 1,05 g L™"; NaH,PO, 0,35 g L ™). Os
tubos foram agitados em vortex para homogeneizacao e em seguida centrifugados
por 1 minuto a 20 °C 12.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a etapa de
lavagem foi repetida. Apds as duas lavagens, as amostras foram novamente
adicionadas de 600 uL de tampao PBS 1%, agitadas em vortex e entao
adicionadas de 170 pL de lisozima (100 mg mL™) para inicio da lise enzimatica
das células. Os tubos foram mantidos em banho-maria a 37 °C por 30 minutos
com agitacdo manual a cada 10 minutos. Em seguida, foram adicionados as
amostras 70 uL de Proteinase K (10 mg mL™") e 240 pL de SDS 10%. Os tubos
foram agitados manualmente para homogeneizacdo e em seguida colocados em

banho-maria a 60 °C por 30 minutos com agitagdo manual a cada 10 minutos.
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Apds esse periodo, as amostras foram submetidas a 3 ciclos de “freeze-thaw”,
etapa que consiste na exposicdo das amostras a altas e baixas temperaturas em
intervalos curtos de tempo para quebra mecéanica das células. A solucao contendo
as células microbianas foi submetida a 3 ciclos de 2 minutos a 65 °C, alternado
com imersao dos tubos em nitrogénio liquido por 2 minutos.

Ao término do ultimo congelamento, os tubos foram colocados a 65 °C por
mais 2 minutos e acrescidos de fenol saturado (Tris-HCI pH 8,0) em igual volume.
Os tubos foram homogeneizados e centrifugados por 5 minutos a 10 °C e 12.000
rom. Em seguida, a fase aquosa foi transferida para novos tubos de 1,5 mL e
adicionada de igual volume de solucao de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Os
tubos foram invertidos e centrifugados sob as mesmas condi¢des anteriores. Apds
a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para novos tubos e o DNA
precipitado com 10% v/v de NaCl 5 M e 800 uL de etanol 100% gelado. Os tubos
foram invertidos e incubados a -80 °C por 16 horas. Apos esse periodo, os tubos
foram centrifugados a 12.000 rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e
o pellet lavado com etanol 70% gelado. O alcool foi descartado e o DNA foi seco a
temperatura ambiente. O DNA foi suspenso em 30 uL de agua Milli-Q autoclavada
e estocado em freezer a -20 °C.

Os resultados da extracédo de DNA foram visualizados em géis de agarose
0,8%, corados com brometo de etideo (0,5 mg mL") e fotodocumentados
utiizando o sistema EpiChemi 3 Darkroom (UVP, Biolmaging System). As
estimativas das concentracées de DNA foram feitas através da comparagdo com

padrdes de concentracdo de DNA (fago A).
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4.5.2. AMPLIFICACAO DOS GENES RIBOSSOMAIS ITS E 18S

O par de primers utilizado para amplificacdo das regides do DNAr ITS1-
5.8S-ITS2 da comunidade de fungos a partir das amostras de DNA extraidas
foram: Primer 1: ITS1F (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) de acordo com Gardes e Bruns (1993) e o
Primer 2 (nexted PCR): constituido dos primers externos ITS1F e ITS4 e internos
ITS3 (5-GCATCGATGAAGAACGCAGC- 3’) e ITS4 de acordo com Gao et al.
2008. Para a amplificagdo da subunidade menor do DNAr (SSU-18S) foram
utilizados o par de primers 3: NS1 (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’) e Fung (5'-
ATTCCCCGTTACCCGTTG -3’) de acordo com Gao et al. (2008); o par de primers
4 (desenhados): externos SSUf (5-TAAGTATAARCAAATTTRTA-3’ - degenerado)
e SSUr710 (5-ACAGTAAAAGTCCTGGTTCC-3) e os internos SSU13f (5-
GGGTGTATTTATTAGATAAA-3’); e SSUr710 e o par de primers 5 (desenhados):
externos SSUf e SSUr830 (5-TAATCATTACGGCGATCCTA-3) e os internos
SSU13f/SSUr830.

As condicbes da reagdo foram as mesmas descritas no item 4.4.2 e o
programa de amplificacao utilizado BACS5 (Touch-down) para os primers 1, 2 e 3,
que consiste em um passo de desnaturagéo inicial a 94 °C por 5 min; seguido por
10 ciclos a 94 °C por 1 min, 30 seg a 58 °C (a temperatura de anelamento foi
diminuindo 0,5 °C / ciclo de 58 °C até 53 °C) e 72 °C por 2 min; entao 25 ciclos a
94 °C por 1 min, 53 °C por 30 seg, 72 °C por 2 min; com uma extenséo final de 72
°C por 2 min. Para os pares de primers 4 e 5, 0 programa consistiu em um passo
de desnaturacgéo inicial a 94 °C por 5 min; seguido por 35 ciclos a 95 °C por 1 min,
2.15 min a 48 °C (para o primer 4) e 53 °C (primer 5) e 72 °C por 1,15 min; com
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uma extensdo final de 72 °C por 3 min. Os resultados de amplificacdo dos
fragmentos do gene para a regido ITS1-ITS2 foram confirmados em géis de
agarose 1,2%, corados com brometo de etidio (0.5 mg mL™) e fotodocumentados

utilizando o sistema EpiChemi 3 Darkroom (UVP, Biolmaging System).

4.53. ANALISES POR DGGE (DENATURING GRADIENT GEL
ELECTROPHORESIS)

O DNA genémico foi utilizado como template para amplificar o gene da
regiao ITS utilizando o primer 6: ITS1-F e ITS4 para a primeira reacdo de PCR e
os primers ITS3 e ITS4-GC (grampo: CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC
CCG CCG CCC CCG CCC C) como nested PCR, utilizando 1 pL do produto do
primeiro PCR diluido 1:100. As condi¢des da reacao foram as mesmas descrita no
item 4.4.2. As condigdes de ciclagem foram: 94 °C por 5min; 35 ciclos de 94 °C
por 1 min, 50 °C por 1min, 72 °C por 1 min; com uma extensao final de 72 °C por 5
min (Arenz et al., 2006). Os produtos dos PCR foram visualizados em gel de 1,2%
de agarose corados com SYBR® Safe (Invitrogen) e fotodocumentados utilizando
o sistema EpiChemi 3 Darkroom (UVP, Biolmaging System).

As andlises de DGGE foram realizadas em um sistema de eletroforese
INGENYphorU (Ingeny, The Netherlands) com um gradiente denaturante de 20-
55% em 6% de gel de poliacrilamida, seguindo instrucdes do fabricante. O gel foi
feito da seguinte forma: solucao low - 18,8 mL da solucédo denaturante a 0% (6,25
mL de TAE 20X, 50 mL de 30% acrilamida 4k mix [37:1] e 250 mL de agua Milli-Q
esterilizada) e 6,2 mL da solucao denaturante a 80% (6,25 mL de TAE 20X, 50 mL
de acrilamida 4k mix [37:1]; 83,85 mL de uréia, 160 mL de formamida a 32% e 25
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mL de agua Milli-Q esterilizada); solugdo high - 7,8 mL da solugdo denaturante a
0% e 17,2 mL da solucédo denaturante a 80%. Foi utilizado um marcador de 100
pb. Foram adicionados em cada solucao (low e high), 150 uL de persulfato de
aménio e 25 pL de TEMED. Foram utlizados 5 puL do corante azul de bromofenol
como loading em cada amostra e os fragmentos foram separados por 16 h a 100
V em uma temperatura de 60 °C. O gel foi corado com SYBR® Safe (Invitrogen)
por 20 min e fotodocumentado utilizando o sistema EpiChemi 3 Darkroom (UVP,
Biolmaging System).

As bandas representativas foram extraidas do gel com auxilio de um bisturi,
sendo colocadas dentro de um microtubo de 0,5 mL e adicionadas de 20 pL de
agua Milli-Q esterilizada. Os tubos foram agitados em vortex vigorosamente,
sendo incubados overnight a 4 °C (Gao et al., 2008). Foram utilizados 2 pL do
DNA eluido como template para as reacdées de amplificacdo por PCR com os
primers sem o grampo GC, nas mesmas condi¢cées descritas anteriormente. Os

produtos de PCR foram quantificados e clonados conforme descrito abaixo.

4.5.4. CLONAGEM, SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

Cerca de 100 ng dos produtos de PCR foram utilizados em reagdes de
ligacdo com o vetor plasmidial pPGEN-T Easy (Promega), segundo especificacoes
do fabricante. A seguir, foi realizada a transformacao com células competentes (E.
coli JM109 — Promega, por meio de choque térmico e E. coli DHL5a preparadas
no laboratério e estocadas a -80 °C, por eletroporacao). Os transformantes
positivos (col6nias brancas) foram repicados em microplacas (96 pocos) contendo

LB/ampicilina + glicerol 50% e estocados a -20 °C.
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Os clones obtidos (transformantes positivos) foram submetidos a reacoes
de PCR com os primers M13f (5-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3") e M13r
(5"-TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC-3"). As condicdes da reacao foram as
mesmas descritas no item 4.4.2 e o programa de amplificagdo consistiu de um
passo de desnaturacao inicial a 94 °C por 10 min seguido de 35 ciclos a 94 °C por
1 min; 65 °C por 1 min, e 72 °C por 1 min, com uma extenséo final de 72 °C por 10
min (O’Brien et al., 2005). Os clones foram purificados utilizando mini-colunas
(GFX PCR DNA and gel band purification kit, GE Healthcare) e submetidos ao
sequenciamento em sequenciador automatico (MegaBace, GE Healthcare e ABI
3500, Applied Biosystems). As reacdes de sequenciamento foram realizadas com
o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBace DNA
Analysis Systems (GE Healthcare) e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems), utilizando-se os primers M13f e M13r (Sette et al., 2005).

As sequéncias da regiao ITS-DNAr e/ou SSU-18S obtidas com cada primer
foram montadas em um contig (sequéncia Unica combinando os diferentes
fragmentos obtidos) com ajuda do programa phredPhrap e comparadas com as
sequéncias dessa mesma regido do operon ribossomal de organismos

representados na base de dados do Genbank (http:/www.ncbi.nem.nih.gov). Para

os clones sequenciados com o sequenciador ABI 3500 os contigs ndao foram
realizados, pois as sequéncias foram obtidas utilizando apenas o primer M13f. As

analises filogenéticas foram reaizadas conforme descrito no item 4.4.3.
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4.5.5. ANALISES ESTATISTICAS

Os indices de diversidade e riqueza foram calculados pelo programa
DOTUR (Schloss & Handelman, 2005), o qual foi utilizado para atribuir sequéncias
para OTUs (operational taxonomic units) e para calcular as curvas de rarefagao
utilizando um nivel de 3% de distancia entre as sequéncias (Oliveira et al. 2011).
Foram usados os indices de diversidade Shannon (H’), Simpson (Magurran, 2004)
e os estimadores de riqueza nao paramétrico ACE (estimador de cobertura
baseado em abundéncia), baseado na distribuicao de espécies abundantes (>10)
e raras (£10) (Chao et al., 1993) e Chao | (baseado em “singletons” e
“doubletons”) (Chao, 1984).

O programa MOTHUR v.1.19 foi utilizado para apresentar os resultados
interamostrais, mostrando a estrutura das comunidades encontradas nas duas
bibliotecas génicas (DR6 e DR9) através do programa LIBSHUFF implementado
no programa MOTHUR, bem como para a construgdo do Diagrama de Venn

(Schloss, 2009).

4.6. AVALIACAO DA PRODUCAO DA ENZIMA LACASE
4.6.1. OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os fungos representantes de grupos taxon6micos distintos foram
submetidos a uma triagem inicial visando selecdo de isolados potencialmente
produtores de lacase. Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo
meio agar Malte 2% (MA2: 2% de extrato de malte e 2% de agar) acrescido de 3%
de NaCl e incubados por 7 dias a 28 °C. Ap6s o crescimento micelial foram
preparados indculos a partir da remocéo de 2 cilindros de 5 mm de diametro de
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micélio + agar da margem das colbnias, os quais foram transferidos para frascos
de 50 mL contendo 20 mL de caldo extrato de malte 2% + 3% NaCl. Os frascos
foram incubados durante 7 dias sob agitacdo de 140 rpm a 28 °C. Os extratos
enzimaticos foram obtidos por centrifugacdo a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C. O
meio sem indculo foi utilizado como branco nos ensaios de absorbancia e como

controle na avaliagdo enziméatica.

4.6.2. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE LACASE
4.6.2.1. TRIAGEM INICIAL

A atividade enzimatica de lacase foi determinada como descrito por
Bonugli-Santos et al. (2010a) a partir da oxidagdo de 2,2-azino-bis-
etilbenthiazolina (ABTS) utilizado como substrato enzimatico. A mistura foi
composta de 0,1 mL de tampéao acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0); 0,8 mL de
solucdo de ABTS a 0,03% (p/v) e 0,1 mL da solucdo enzimética. A oxidagao do
ABTS foi medida pelo monitoramento do aumento da absorbancia a 420 nm. Uma
unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
oxidar 1 ymol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi expressa em U L
' do caldo enzimético e os calculos realizados a partir da Equagéo 1, derivada da
Lei de Beer-Lambert.

UL"=AAXxVx10°%/exRxt (Equacéo 1)
AA  diferenca entre a absorbancia final e a inicial

\') volume da reacgao (0,001 L em todos os casos)

10°  converte os mols do epara umols

£ coeficiente de extingdo (M cm™)

R quantidade de caldo enzimatico (L)

T tempo de reagéo (min)
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4.6.2.2. EXPERIMENTOS REALIZADOS COM OS ISOLADOS SELECIONADOS
NA TRIAGEM INICIAL: CBMAI 1328 E CBMAI 1330

Esta etapa do projeto foi desenvolvida na Universidade do Minho em
Portugal, sob a orientacdo do Prof. Dr. Nelson Lima e colaboracdo da Doutora

Cristiane Ottoni.

4.6.2.2.1. DETECCAO DA LACASE EM DIFERENTES SUBSTRATOS

A atividade da enzima lacase foi novamente determinada utilizando o
substrato siringaldazina e respectivo aumento da absorbancia a 525 (Givaudan et
al., 1993). A reagéo ocorreu a partir da mistura de: 10 uL de sobrenadante das
amostras recolhidas, 90 uL de solucdo 0,11 mM de siringaldazina (4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldeido azina, Sigma) em etanol absoluto (Merck) e 200 uL de

solucao tampao de acido citrico/hidrogenosfosfato de sédio de pH 6,0.

4.6.2.2.2. EFEITO INDUTOR DE iONS COBRE NA SINTESE DE LACASE

As amostras foram crescidas em MA2+3% NaCl (20,0 g L de extrato de
malte, 3% NaCl, 15 g L™ de 4gar) a 28 °C por 14 dias. Cinco discos de 8 mm de
didmetro foram retirados da area periférica das placas e transferidos para frascos
com 100 mL do mesmo meio de cultivo com adigdo de CuSO4 em concentragdes
variando de 1 mM a 10 mM (exceto no caso do controle). Os frascos foram
incubados em plataforma rotativa a 28 °C e 150 rpm por 7 dias. O meio
fermentativo foi filirado e submetido as analises das concentracbes de proteinas

totais e da atividade enzimatica extracelular. As amostras foram retiradas no 1° dia
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e posteriormente em intervalos de 2 dias, sendo a amostra final retirada ao 7° dia
de cultivo. Foram realizados 3 experimentos com diferentes concentracées de
CuSO4 (1 mM, 5 mM e 10 mM), além do controle onde ndo houve adicdo de

CuSOs,.

4.6.2.2.3. DETERMINACAO DA BIOMASSA CELULAR

O crescimento dos isolados foi quantificado em termos de peso seco
micelial (mg) por mL de meio de cultura. Para tanto, a biomassa foi filtrada a vacuo
utilizando-se uma membrana de porosidade 0,45 um (previamente seca em estufa
a 105 °C e pesada em balanca Mettler AE200). O filtrado foi seco em estufa a 105
°C por 24 h. A massa micelial foi calculada pela diferenca entre o peso seco total e

0 peso seco da membrana.

4.6.2.2.4. EXPRESSAO DE LACASE PELA INFLUENCIA DE CuSO, NOS
ISOLADOS CBMAI 1328 E CBMAI 1330
4.6.2.2.4.1. CONDICOES DE CULTIVO

Cinco discos de 8 mm de diametro de Meio MA2+3% NaCl, colonizados
pelas linhagens CBMAI 1328 e CBMAI 1330, foram transferidos para um
erlenmeyer de 250 mL de capacidade contendo 100 mL do meio de cultivo. O

tempo de incubagao foi de 72, 96 e 120 h, a 28 °C e 150 rpm.

4.6.2.2.4.2. EXTRAGAO DO RNA DAS AMOSTRAS
Apbs o crescimento das linhagens CBMA 1328 e CBMAI 1330 com adicao

de CuSQOq, (concentracées 1 mM e 5 mM) em tempos distintos (48, 72, 96 e 120 h),
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realizou-se a extragdo do RNA total utilizando-se o micélio correspondente a cada
condicao e tempo de cultivo.

As amostras foram extraidas de acordo com o protocolo de extracao
proposto por Chomczynski e Sacchi (1987). O micélio foi filtrado em gaze estéril e
transferido para um almofariz, sendo convertido em p6é por maceragcdo na
presenga de nitrogénio liquido. A biomassa foi transferida para um tubo de
centrifugagcédo estéril de 50 mL de capacidade. Na sequéncia, foi adicionado ao
tubo de centrifugacdo, 10 mL de uma solucdo de tiocianato de guanidina em pH
7,0 (tiocianato de guanidina a 4 M, citrato de sédio a 25 mM, sarcosil a 0,5% (p/v)
e EDTA a 0,5 mM) e agitou-se por 5minutos. Posteriormente adicionou-se 72 ul de
2-mercaptoetanol a 14,3 M a mistura anterior, obtendo-se uma concentracgéo final
de 0,1 M de 2-mercaptoetanol para o volume de solucdo de tiocianato de
guanidina utilizado.

Ap6s a homogeneizagdo, a mistura foi transferida para um tubo de
centrifugacao estéril de 50 mL de capacidade no qual foram adicionadas solugdes
na seguinte sequéncia: 1 mL de NaOAc a 2 M, 10 mL de tampé&o saturado de
fenol, 2 mL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). A cada adicdo de um reagente
a mistura efetuou-se uma agitacao branda e, no final deste processo, agitou-se o
meio vigorosamente por 1 minuto. A mistura foi entdo incubada em gelo por 25
minutos e centrifugada a 10.000 g durante 20 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi
transferida para um tubo de centrifugacado estéril de 50 mL de capacidade e a
seqguir adicionou-se isopropanol em quantidade igual a da fase aquosa. A solucao

foi deixada por 1 h a -80 °C e entéo centrifugada a 10.000 g durante 20 min a 4 °C.
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O sedimento foi lavado por agitacdo em vortex com etanol a 70% e centrifugado a
10.000 g durante 10 minutos a 4 °C.

Ressuspendeu-se o sedimento obtido em 3 mL de solugcédo de cloreto de
litio de composicao: (cloreto de litio a 3 M, uréiaa 6 M, EDTA a 1 mM, pH 7,6) por
grama de micélio. A suspensao obtida foi agitada vigorosamente por 1 minuto em
vortex e entdo mantida em movimento constante em superficie movel a 40 rpm por
3 horas, a 4 °C. Apds esta etapa a suspenséao foi centrifugada a 10.000 g durante
10 minutos a 4 °C. Decorrido este periodo, o sedimento foi cuidadosamente
umedecido com 1mL da solugéo de cloreto de litio. A adicdo de 1 mL de etanol a
70% ao sedimento ocorreu por duas vezes, onde primeiramente agitou-se
vigoramente por 1 minuto em vértex e centrifugou-se a suspensao a 10.000 g por
10 minutos a 4 °C. O sedimento foi dissolvido em 1,5 mL da solugéo tampao Tris-
EDTA (TE, Tris-HCl a 1 M; EDTA a 0,5 M, pH 8,0), SDS a 0,5% (p/v) ajustada a
pH 7,6 e agitado em vortex por 1 min. Em microtubos estéreis de capacidade de
1,5 mL, foi adicionado o volume 750 pL da suspensdo. As amostras foram
mantidas em movimento constante em superficie mével a 40 rpm por 20 minutos a
4 °C. Descartou-se o sobrenadante e, ao sedimento, foram adicionados 750 L de
cloroférmio e igual volume de fenol. A mistura foi mantida em movimento
constante em superficie moével a 40 rpm por 15 minutos, em temperatura
ambiente.

Uma aliquota de 0,05 volumes de cloreto de sodio a 4 M foi adicionada e a
solucdo foi agitada por 2 minutos em vortex seguida por centrifugacdo em
microcentrifuga a 14.000 g durante 10 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi entéo

extraida com um volume igual de cloroférmio e, em seguida, incubada com
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isopropanol durante a noite a -20 °C. No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a
14.000 g durante 10 minutos. O sedimento foi lavado com solugdo aquosa de
etanol a 70% (v/v) sob agitacdo em vértex e centrifugado a 14.000 g durante 10
minutos a 4 °C. O sedimento voltou a ser lavado com etanol P.A. e centrifugado a
14.000 g por 10 minutos a 4 °C O sedimento foi finalmente seco a temperatura
ambiente por 10 minutos e ressuspenso em um volume adequado de H.O Milli-Q
estéril, previamente tratada com DEPC.

A quantificagdo das amostras de RNA foi realizada por espectrofotometria
(Nanodrop 1000, Thermo Scientific) em uma relagdo de absorbancia entre 260 e
280 nm. A integridade das amostras foi verificada por eletroforese em gel de
agarose a 0,8 % (p/v) com composicao Tris-Acetato-EDTA (TAE, 1X). A solugéo
estoque do tampao TAE (50X) tem a seguinte composicao: Tris-base a 2M, acido
aceético glacial a 2 M, EDTA a 50 mM e ajustado a pH 8. Os pogos foram
carregados com 10 pL de uma mistura de: 1 uL de amostras de RNA, 2 uL do
corante de carregamento e 7 uL H,O tratada com DEPC. A eletroforese em gel
ocorreu a 150 V por 10 min, em solu¢do tampéo TAE.

Com a finalidade da remoc¢éo das nucleases, todos os utensilios de vidro,
assim como todas as solucdes foram previamente tratados com uma diluicdo de
dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1% (v/v) em H.O Milli-Q estéril. Tanto os materiais
quanto as solugdes ficaram em repouso durante a noite e no dia seguinte foram

autoclavados para inativar o DEPC
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4.6.2.2.4.3. REACAO DA TRANSCRIPTASE REVERSA (RT- PCR)

Na sintese do cDNA da lacase foram utilizados microbubos de 0,5 uL
previamente tratados com DEPC. Foram utilizados cerca de 5 ug de RNA total nas
reagcdes de 10 pL contendo 1 pL de Primer Oligo (dT)2 a50 uM (sintetizados de
acordo com Lyons et al. 2003, cujas sequéncias estdo descritas no item 4.4.5), 1
UL de dNTP mix em pH neutro (10 pM) com o volume de 10 pl final, completado
com HxO Milli-Q estéril desionizada tratada com DEPC.

As misturas foram mantidas a 65 °C por 5 minutos e na sequéncia

incubadas em gelo por 1 minuto. Uma breve centrifugacdo “ spin down” foi
efetuada. A cada microtubo adicionou-se 4 ul de solugdo tampao Thermo-X™ RT
(5X, Invitrogen), 1 pL de Thermo-X™ RT (Invitrogen), 2 pl de EDTA a 50 mM e
H-O Milli-Q estéril desionizada e tratada com DEPC, até perfazer o volume de 20
uL. Apdés um spin down por centrifugacdo, a mistura foi incubada a uma
temperatura de 60 °C por 30 minutos. A inativacdo da reagao ocorreu a 90 °C por
5 minutos. O cDNA do gene da B-tubulina foi sintetizado utilizando as mesmas
consicoes de reacdo do cDNA da lacase descritas acima com o0s primers
desenhados, Foward (5-CGGTGAGAGGCGTCGGACAC-3') e Reverse (5-
CATTGGTACACGCAGGAGGG-3'). Os cDNAs foram armazendos a -20 °C até a
amplificagéo por PCR.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas conforme mencionado no item
4.4.2 em um termociclador (Bio-Rad, MyCycler). Em um microtubo de 500 pL
previamente tratado com DEPC foram adicionados: 2 ul do cDNA das referidas
amostras, 1 yL de nucleotideos a 200 uM (dNTP, Promega), 3 uL de solucao de
MgCl, a 25 mM, 10 yL Tampao GoTaq Flexi (10x), 1 uL de cada primer, 0.25 uL
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da enzima Polymerase Hot Start GoTaqg (Promega) e agua Milli-Q para perfazer o
volume final de 50 ul. Os parametros utilizados para a amplificacdo do gene da
lacase consistiu em um passo de desnaturagao inicial a 94 °C por 2 min; seguido
por 35 ciclos a 94 °C por 45 segundos, 48 °C (para o gene da B-tubulina foi
utilizado uma temperatura de 47 °C) por 30 segundos e 72 °C por 2 minutos; com
uma extensao final de 72 °C por 4 minutos. Um gel de eletroforese foi preparado
em uma concentracdo de agarose a 1,0% (p/v). A eletroforese dos produtos do
PCR foi conduzida a 100 V por 40 min. Utilizando-se o aparelho Gel Doc XR
System (Bio-Rad) foi possivel visualizar o gel e foto-documentar as imagens

obtidas.

4.6.2.2.4.4. QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA

As andlises para a quantificacdo dos niveis de expressdo do gene de
interesse foi realizada por densitometria. As imagens fotodocumentadas das
amplificagdes foram tratadas com o auxilio do programa Imaged 1.44f. Disponivel
em: <http://www.macosxfreeware.com/imagej-1-44f-scriptable-java-app-for-
scientific-image-processinganalysis/>. Acesso em: 14 jun. 2011.

Os resultados obtidos por densitometria foram normalizados de acordo com
a expressao do gene constitutivo B-tubulina. Deste modo, foi possivel estabelecer
a razao entre a expressao génica da lacase em relagdo a B-tubulina nas diferentes

condicdes estudadas, sendo os resultados apresentados em unidades arbitrarias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ISOLAMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS ASSOCIADOS A ESPONJA
MARINHA Dragmacidon reticulatum

A partir de duas amostras da esponja marinha D. reticulatum coletadas em
diferentes regides, foram obtidos 108 fungos filamentosos, dos quais 55 foram
recuperados a partir de pedacos da amostra DR6 e 53 a partir de pedacos da
amostra DR9. O meio MS+RBBR derivou 0 maior nimero de isolados fungicos
(32), seguido do meio MS+R (23), MS (18), TM (13), AC (12) e AG (10) (Tabela 3).

O meio MS apresenta em sua formulacdo o componente extrato de malte
que é amplamente utilizado pelos fungos filamentosos como fonte de carbono,
favorecendo assim, o crescimento destes micro-organismos. A incorporagdo do
corante RBBR (Remazol Brilhante Blue R) na concentracdo de 1 g L™ ao meio MS
e a preparagdo do meio acido galico (AG) e do meio MS+R, foram realizadas
como uma estratégia de selecao prévia de isolados produtores de lacase (da Silva
et al., 2008). O composto iprodine (Rovral® Bayer S.A., Rio de Janeiro, Brazil) foi
utilizado na concentragdo de 500 mg L' com a finalidade de retardar o
crescimento de fungos esporulados e proporcionar o0 aparecimento e
consequentemente o isolamento de fungos filamentosos de crescimento mais

lento.
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Tabela 3. Isolamento de fungos filamentosos a partir da esponja marinha
Dragmacidon reticulatum.

Amostra Meio de cultivo Numero de isolados %
MS+RBBR 20 36
MS 8 15
MS+Rovral 13 24
D. reticulatum (DR6) Galico 3 5
™ 6 11
AC 5 9
Total 55 100
MS+RBBR 12 23
MS 10 19
MS+Rovral 10 19
D. reticulatum (DR9) Galico 7 13
™ 7 13
AC 7 13
Total 53 100

De acordo com Bugni e Ireland (2004), a investigacao da diversidade de
fungos derivados do ambiente marinho baseados em ensaios quimicos revelou
que uma maior diversidade tem sido encontrada em esponjas. No presente
trabalho, diversos isolados recuperados das duas amostras da esponja D.
reticulatum apresentaram carateristicas macro e micromorfolégicas similares as
dos géneros Penicillium e Trichoderma. Esses dois géneros sdo considerados
como “esponja-generalistas”, ou seja, fungos comumente encontrados em
associacdao com este invertebrado (Li & Wang, 2009) e também frequentemente
encontrados em ambientes terrestres.

Representantes dos géneros Penicillium e Trichoderma ja foram reportados
como produtores de metabdlitos secundarios biologicamente ativos, incluindo
policetideos com atividade antimicrobiana e antitumoral (Bugni & Ireland, 2004). O
elevado numero de compostos bioativos produzidos por fungos derivados
marinhos do género Penicilllum pode estar associado ao fato de que
representantes deste género sdo tolerantes ao sal, de rapido crescimento e
facilmente obtidos a partir de diferentes substratos. Como o mar é considerado

60



um ambiente com uma alta salinidade e pressao, pode-se dizer que os compostos
naturais produzidos por fungos associados a substratos marinhos podem ser
diferentes dos produzidos por fungos encontrados em ambientes terrestres. O
ambiente pode influenciar na ativacdo de diferentes vias metabdlicas que um
micro-organismo pode utilizar em fung&o de sintetizar certas enzimas vitais na sua
adaptacao a determinadas condigdes ambientais.

No presente trabalho, 11 fungos dematiaceos foram isolados das amostras
de esponja. Numerosas espécies de fungos dematiaceos (fungos que contem
melanina) tém sido isoladas de amostras marinhas tais como esponjas, algas e
cnidarios. Estes fungos sdo comumente encontrados em habitats que apresentam
altos niveis de estresse como, por exemplo, os desertos, salinas e o mar morto de
Israel (da Silva et al. 2008). Em adicao, 45 isolados classificados como hialinos
(fungos que apresentaram estruturas reprodutivas assexuadas hialinas) foram

recuperados das amostras estudadas (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicado dos fungos recuperados de D. reticulatum isolados apés
analises macro e microscépicas.

Grupos Isolados Descricao
hialinos 45 Conidios e/ou conidi6foros hialinos ou levemente
coloridos
Trichoderma-like 38 Estruturas semelhantes as encontradas no género
Trichoderma
Penicillium-like 14 Estruturas semelhantes as encontradas no género
Penicillium
dematiaceus 11 Conidios e/ou conidiéforos negros

Os fungos do grupo dos Ascomicetos sao facilmente obtidos quando
técnicas dependentes de cultivo sdo aplicadas (Baker et al. 2009). Uma das

hipéteses que explica a predominancia dos Ascomicetos em ambientes aquaticos
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€ a presenca de esporos com apéndices, os quais facilitam a flutuabilidade na
agua e aderéncia ao substrato (Prasannarai & Sridhar, 2001). Algumas espécies
de fungos Ascomicetos de agua doce possuem um anel apical que possibilita a
dispersdao do esporo, e este fato poderia explicar a melhor adaptagdo dos
ascomicetos ao ambiente aquatico do que outros grupos tais como o0s
basidiomicetos (Vijaykrishna et al., 2006). Fato que pode ser visto na Tabela 5,
onde que a espécie Trichoderma harzianum foi recuperada em todos os meios de
cultivo utilizados no presente trabalho.

Tabela 5. Relacdo dos fungos filamentosos recuperados da esponbja D.
reticulatum e os meios de cultivo utilizados.

Taxon MS+RBBR MS MS+Rovral Galico ™ AC

N2 de isolados

Annulohypoxylonsp. - e 1 e e e
Anthostomellasp. - T
Aporosporasp. = e S TS
Arthopyrenia sp. T 3

Biatriosporasp. === e e e e 1

Biscogniauxiasp. - S T
Bionectria sp. 1 1 2 el el
Chaunopycnissp. == e e e e e
Cladosporiumsp. - - 1 e e 1

Daldiniasp. e e e e  —
Diaporthesp. e e e e s 1

Eupenicillium shearii - 2 et e
Fusariumsp. - T
Microsphaeropsis sp. === meeee e e 1 e
Mucor sp. S
Nectriasp. - T
Nemaniasp. s e 2 ek
Nigrosporasp. == emeee e s 1 e
Paecilomyces lilacinus - - 2 el el
Penicilliumsp. = e e 3 e e
Penicillium brevicompactum - - 1 |- B—
Penicillium manginii - T
Penicillium virgatum 3 c
Penicillium simplicissimum - e el 2 L
Penicillium chrysogenum - - S T
Pestalotiopsissp. - 1 e e e 1

Pleosporasp.  meeem e e e e 1

Trichoderma asperellum ~ ——--- e e 2 1 1

Trichoderma atroviride 9 e e e e s
Trichoderma harzianum 11 6 4 1 2 5
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Continuacao da Tabela 5

Trichoderma viride —~ c———— eee- T
Trichoderma cf. stilbohypoxyli ~  ----- T
Xylariasp. e e L T — 2
Nao identificados* 6 2 1 2 L J—
Total 32 18 23 10 13 12

*Isolados nao identificados devido a auséncia de crescimento apds as respectivas
reativagdes.

5.2. AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA (FINGERPRINTING) E
IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS ISOLADAS DAS AMOSTRAS

A partir de uma analise preliminar macro e microscépica, os isolados foram
selecionados em 4 grandes grupos: dematiaceos, hialinos, Trichoderma-like e
Penicillium-like, os quais foram submetidos a analise de fingerprinting genético
pelo método de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) utilizando
trés enzimas de restricao (Haelll, Hhal e Mspl).

No total foram recuperados 64 ribotipos distintos a partir dos 108 isolados
de fungos filamentosos: 9 ribotipos a partir de 11 isolados do grupo dos
dematiaceus (DR6 n=1 ribotipo, DR9 n=9 ribotipos); 6 a partir de 14 isolados do
grupo dos Penicillium-like (DR6 n=3, DR9 n=3); 10 a partir de 38 isolados do grupo
dos Trichoderma-like (DR6 n=8, DR9 n=7), sendo que 5 destes foram comuns
entre as duas amostras e 39 a partir de 45 isolados do grupo dos hialinos (DR6
n=21, DR9 n=19), sendo que 1 entre eles, foi comum entre as duas amostras)
(Figura 4). Apenas 6 ribotipos iguais (Trichoderma-like n=5 e hialinos n=1), foram
encontrados em ambas as amostras, demonstrando uma diversidade diferenciada
dos fungos associados as amostras DR6 e DR9. O grupo dos hialinos apresentou
0 maior numero de ribotipos distintos (61%), seguido do grupo dos Trichoderma-

like (16%), dematiaceus (14%) e Penicillium-like (9%).
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Figura 4. Ribotipos distintos obtidos para os fungos filamentosos isolados das amostras
DR6 e R9. Os ribotipos em comuns sao aqueles que estdo numerados (do nimero 1 ao 5
no grupo dos Trichoderma-like e o numero 6 do grupo dos hialinos). Obs: cada cor da
barra representa um ribotipo distinto.

O meio MS+RBBR apresentou um maior nimero de isolados (32), no
entanto a diversidade dos fungos recuperados deste meio foi baixa, pois foram
obtidos apenas 11 ribotipos distintos. Por outro lado, o meio MS+Rovral derivou
um total de 23 isolados, dos quais 18 apresentaram ribotipos distintos,
demonstrando uma maior diversidade. Este resultado sugere a eficiéncia do
Rovral no retardo da esporulagéo de fungos altamente esporulados, permitindo o
desenvolvimento de outros grupos de fungos.

Os resultados da avaliagdo da diversidade genética dos fungos
filamentosos derivados das amostras de esponja D. reticulatum nos mostram a
existéncia de uma ampla diversidade em cada amostra estudada (33 ribotipos
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distintos entre 55 isolados da amostra DR6 e 37 ribotipos distintos entre 53
isolados da amostra DR9, Figura 5) e entre as amostras estudadas, visto que
apenas 6 ribotipos foram comuns a ambas as amostras. O género Penicillium
apresentou a maior diversidade (7 ribotipos distintos) enquanto que o género

Trichoderma foi o0 mais frequente (n=38).
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® NUmero de isolados mNamero de ribotipos distintos

Figura 5. Relagéo dos ribotipos e dos isolados para cada meio de cultivo

5.3. CARACTERIZACAO MACRO E MICROSCOPICA E CONSTRUGAO DE UM
BANCO DE IMAGENS DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

Dos 108 fungos isolados, 98 foram analisados por microscopia com o intuito
de realizar caracterizacdo morfolégica bem como a construcdo de um banco de
imagens a partir da visualizacdo das estruturas de reproducado e dos conidios
(esporos). Nao foi possivel realizar a ativagdo de 10 isolados mantidos pelos
métodos de Castellani e criopresevacédo a - 80 °C). Como a grande maioria dos
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isolados pertencentes ao grupo dos Moniliaceous ndo esporulavam, os mesmos
foram submetidos a um sistema de iluminagdo com luz UV (12 h) e luz branca (12

h) para induzir a esporulagéo. A Figura 6 mostra algumas das fotos microscépicas.

Figura 6. Banco de imagens construido na Universidade do Minho. A e B Penicillium
virgatum (CBMAI 1336); C- Nigrospora sp. CBMAI 1328; D- Trichoderma harzianum
CBMAI 1359; E- Pestalotiopsis sp. CBMAI 1357; F- Mucor flavus CBMAI 1355; G-
Bionectria pseudochroleuca CBMAI 1348,

Analises macro- e micromorfoldgicas indicam que o grupamento Penicillia
foi representado por Eupenicillium shearii (n=2 isolados), P. brevicompactum
(n=3), Penicillium chrysogenum (n=1), P. mangini (n=1), P. simplicissimum (n=2),
P. virgatum (n=6) e Penicillium spp. (n=3). Em adi¢do, representantes do género
Trichoderma foram identificados como: Trichoderma asperellum (n=1), T. atroviride
(n=1), T. harzianum (n=28), T. stromaticum (n=1) T. viride (n=1), e Trichoderma sp.
(n=12). Os isolados remanescentes foram identificados como Bionectria spp.
(n=4), Cladosporium sp. (n=1), Daldinia sp. (n=1), Microsphaeropsis sp. (n=1),
Mucor sp. (n=1), Nectria sp. (n=1), Nemania spp. (n=2), Nigrospora sp. (n=1),

Paecilomyces lilacinus (n=2), Pestalotiopsis spp. (n=2). Nao foi possivel realizar a
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identificagdo de 21 isolados através de técnicas exclusivamente morfolégicas. O
software on-line: from/taxadescriptions/keys/Trichodermalndex.cfm (Samuels et
al., 2001) foi utilizado para diferenciar espécies de Trichoderma através de

analises das estruturas dos conidios e dos conidiéforos.

5.4. TAXONOMIA MOLECULAR DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

De acordo com o sequenciamento e analises filogenéticas do gene
ribosomal ITS, foram identificados 17 géneros pertencentes ao filo Ascomycota,
entre eles: Cladosporium sp. (n=1), da ordem Capnodiales; Eupenicillium shearii
(n=2) Penicillium spp. (n=3), P. brevicompactum (n=3), P. chrysogenum (n=1), P.
mangini (n=1), P. simplicissimum (n=2) e P. virgatum (n=6), pertencentes a ordem
Eurotiales; Diaporthe sp. (h=1) da ordem Diaporthales; Bionectria spp. (n=4),
Chaunopycnis sp. (n=1), Fusarium sp. (n=1), Nectria sp. (n=1), Paecilomyces
lilacinus (n=2), Trichoderma viride (n=2), T. atroviride (n=9), T. cf. Stilbohypoxyli
(n=1), T. asperellum (n=5) e T. harzianum (n=29) da ordem Hypocreales;
Nigrospora sp. (n=1) pertencente a ordem Trichosphaeriales; e Biscogniauxia sp.
(n=1), Daldinia sp. (n=1), Pestalotiopsis sp. (n=1) e Xylaria spp. (n=6) da ordem
Xylariales. Dois isolados foram identificados como Microsphaeropsis sp.,
pertencente ao grupo dos fungos anamorficos e um outro como Aporospora sp.
(incertae sedis). Um Uunico isolado representante do Filo Zygomycota foi
identificado como Mucor sp. (Figura 7).

Dez isolados apresentaram sequéncias ITS com baixa qualidade e foram
submetidos ao sequenciamento da regido D1/D2 do gene ribossomal 28S rDNA,
sendo identificados como: Biatriospora sp. (n=1) da ordem Dothideales;
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Arthopyrenia sp. (n=4) e Pleospora sp. (n=1) pertencente a ordem Pleosporales;
Annulohypoxylon sp. (n=1), Anthostomella sp. (n=1) e Nemania sp. (n=2),

pertencentes a ordem Xylariales (Figura 8).
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Figura 8. Arvore filogenética baseada em andlises do gene 28S (regidoD1/D2 do DNAr)
dos fungos isolados da esponja marinha D. reticulatum (Modelo Kimura 2-parametros;
algoritimo Maximum Likelihood; bootstrap com 1,000 replicatas); cutoff = 0,03. OBS: os
isolados entre parénteses sao os ribotipos distintos.

A amostra DR9 apresentou uma maior diversidade de fungos em
comparagdo com a amostra DR6. Na amostra DR9 foram identificados
representantes dos géneros Annulohypoxylon, Aporospora, Biatriospora,
Chaunopycnis, Cladosporium, Daldinia, Diaporthe, Eupenicillium, Fusarium,
Microsphaeropsis, Nemania e Nigrospora. Enquanto que na amostra DR6 foram
encontrados representantes dos géneros Anthostomella, Biscogniauxia, Nectria,

Mucor, Paecilomyces e Pleospora. Os géneros Arthopyrenia, Bionectria,
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Penicillium, Pestalotiopsis, Trichoderma e Xylaria foram encontrados em ambas as

amostras (Figura 7).

Annulohypoxylon \
Aporospora DR9
Biatriospora
Chaunopycnis
Cladosporium
Daldinia / \
Diaporthe Arthopyrenia
Eupenicillium Bionectria
Fusarium Penicillium
Microsphaeropsis Pestalotiopsis
Nemania Trichoderma
Qligrospora Xylaria V
|
Anthostomella
Biscogniauxia
Nectria
Mucor

Paecilomyces
\ Pleospora DR6/
Figura 9. Diversidade dos géneros encontrados nas amostras e entre as amostras DR6 e
DRo.

Alguns estudos tem reportado o isolamento de representantes dos géneros
Trichoderma, Penicillium, Cladosporium, Bionectria,  Fusarium, Mucor,
Pestalotiopsis, Nectria, Diaporthe e Nigrospora a partir de substratos marinhos tais
como algas, ascidias, esponjas e cnidarios (Li & Wang, 2009; da Silva et al., 2008,
Wang et al.,, 2008). Estes fungos sdo marinhos facultativos, pois podem ser
isolados tanto no ambiente marinho quanto no ambiente terrestre. Entretanto,
embora sejam organismos facultativos, adaptagdes genéticas podem ocorrer
devido a influéncia do ambiente que estes micro-organismos habitam.

Representantes do género Paecilomyces ja foram isolados em praias de

Olinda, Pernambuco, Brasil (Gomes et al., 2008), Nigrospora em profundidades de
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500 m (Roth et al., 1964), Xylaria na costa da China (Lin et al., 2001), Daldinia
escholzii ja foi isolada de algas marinhas (Indriani, 2009), Pleospora em praias de
Portugal (Figueira & Barata, 2007) e o fungo Aporospora terricola foi isolado de
mangues na Espanha (Macia-Vicente et al., 2008). A espécie Biatriospora marina
pode ser encontrada em varios substratos, tais como folhas de péantanos,
mangues e no mar (Chinnaraj, 1993; Suetrong et al., 2009). Existem relatos do
isolamento dos géneros Annulohypoxylon no norte da Tailandia (Fournier et al.,
2010) e no nordeste do Brasil (Pereira et al., 2010), de Anthostomella em
amostras de madeira em mangues da costa da india e pantanos da Tailandia
(Pinnoi et al., 2006; Sarma & Vittal, 2001) e de Nemania em aguas da costa de

Hong Kong (Jones & Vrijmoed, 2003).

5.5. IDENTIFICACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS POR MALDI-TOF ICMS
Representantes do género mais abundante Trichoderma (n=33) e ao mais

diverso Penicillium (n=18) foram submetidos as analises por MALDI-TOF ICMS.

As Figuras 10A e B, mostram os respectivos dendrogramas relacionados a estes

dois géneros.
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Figura 10. Dendrogramas obtidos a partir de analises por MALDI-TOF ICMS, mostrando a similaridade entre os isolados. A-
género Trichoderma (Trichophyton interdigitale foi usado como outgroup); B- género Penicillium ( Trichophyton rubrum foi usado
como outgroup). Erro = 0,08%.
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A identificacao de micro-organismos, especialmente as células vegetativas
e os esporos por MALDI TOF ICMS é considerada uma tecnologia emergente
(Lasch et al., 2008). De acordo com Van Veen et al. (2010) o MALDI-TOF MS é
uma técnica que pode ser implementada com facilidade para identificagdo de
rotina de bactérias e leveduras em um laboratério de microbiologia médica.
Entretanto, bases de dados amplas e confiaveis devem ser estruturadas para que
as comparacoes dos espectros possam ser realizadas e a amostra identificada.
Embora o banco de dados SARAMIS™ contenha registros de espectros de
Penicilium e Trichoderma, neste trabalho em particular, nenhuma
correspondéncia foi alcancada entre estes espectros e os espectros obtidos a
partir de nossos isolados. Analises mais precisas devem ser realizadas utilizando
diferentes meios e condicdes de crescimento para superar as discrepancias entre
os dados. Entretanto, observando a figura 7, podemos verificar que o0s
dendrogramas mostraram agrupamentos entre os isolados que corrobora com os
resultados encontrados nas andlises filogenéticas do gene DNAr ITS.

O presente trabalho contribuiu para a ampliacdo do banco de dados
SARAMIS™/ disponivel na Micoteca da Universidade do Minho (MUM), uma vez
que, conseguimos os respectivos espectros da grande maioria dos 98 isolados
que foram submetidos as andlises pou MALDI TOF. Este banco de dados
composto por uma ampla diversidade de espectros de fungos ambientais ira
proporcionar uma melhor identificacdo para futuros estudos de taxonomia
polifasica que serdo desenvolvidos na propria MUM ou em colaboracdo com

outras instituigcées.
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5.6. POTENCIAIS NOVAS ESPECIES DO GENERO Penicillium

Os resultados do sequenciamento do DNAr ITS e analise filogenética
(Figura 7) de trés linhagens do mesmo ribotipo (H1, H2, H3) representantes do
género Penicillium, revelaram proximidade evolutiva com um isolado de
Penicillium depositado na colecdo NRRL cuja espécie ndo é ainda conhecida
(Penicillium sp. NRRL 35208). Desta forma, analises adicionais de taxonomia
convencional (microscopia eletrbnica de varredura) e taxonomia molecular
(sequenciamento dos genes da B-tubulina e calmodulina) foram realizadas vizando
confirmagdo da hipotese da nova espécie. A Figura 11 mostra trés arvores
filogenéticas baseadas em alinhamentos dos genes ITS, B-tubulina e Calmodulina,
dos Penicillium spp. isolados com sequéncias recuperadas do Genbank.

Os resultados da microscopia eletrénica nao foram satisfatérios, visto que
as células ficaram colapsadas, prejudicando as andlises. Entretanto, os dados
derivados do sequenciamento e andlise filogenética dos genes [B-tubulina e
calmodulina corroboram os resultados do sequenciamento do gene ITS.

Novas analises morfoldgicas serdo realizadas, bem como analises de
MALDI-TOF ICMS, por comparacdo de novos espectros apOs aquisicao de
linhagens taxonomicamente préximas aos isolados utilizados no estudo, que seréo
adquiridas junto a Colecbes de Cultura de referéncia como a NRRL, CBS e

outras.
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Figura 11. Arvore filogenética baseada em analises dos genes ITS (A), B-tubulina (B) e
Calmodulina (C), dos Penicillium spp. e de sequéncias recuperadas do Genbank (modelo
Kimura 2-parametros; algoritimo Maximum Likelihood; bootstrap com 1,000 replicatas).
OBS: os isolados entre parénteses sao os ribotipos distintos.
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Apl6s a realizacdo da analise de taxonomia polifasica dos 98 fungos
filamentosos isolados a partir de amostras da esponja marinha D. reticulatum um
total de 38 isolados foram devidamente caracterizados e depositados na Colecao
Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria (CBMAI) e suas
respectivas sequéncia génicas do DNAr ITS e/ou D1/D2- 28S, foram depositadas
no Genbank (Tabela 6).

Cabe ressaltar a relevancia da utilizagdo de abordagem polifasica em
estudos de diversidade de micro-organismos recuperados de amostras

ambientais.
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Tabela 6. Comparacgao da identificacdo dos fungos filamentosos isolados das amostras DR6 e DR9 obtidos por diferentes

metodologias.

Ne e o
Ne Identificacao Molecular . . MALDI-TOF e o
Amostra CBMAI Genbank  (BLASTy) Macro- e microscopia ICMS Identificacao final
1331 JN903537 100% Biscogniauxia sp. (FJ884075) NI ND Biscogniauxia sp.
1335  JN903541 97% Penicillium sp. NRRL 35208 (EF634395) Penicillium sp. Penicillium sp. Penicillium sp.
1339  JN903545 99% Paecilomyces lilacinus CBS 940.73 (AY624190) Paecilomyces lilacinus ND Paecilomyces lilacinus
1342 JN903548 96% Bionectria rossmaniae CBS 211.93 (AF210665) Bionectria sp. ND Bionectria sp.
1343  JUN903549 99% Xylaria sp. EU678663.1 NI ND Xylaria sp.
1344  JN903550 100% Annulohypoxylon stygium CM AT-010 (DQ840064) NI ND Annulohypoxylon sp.
1348 JN903554 99% Bionectria pseudochroleuca OY10207 (FJ571441) Bionectria sp. ND Bionectria sp.
bRe 1351 JN903557 100% Trichoderma viride ATCC 28038 (AY380909) Trichoderma viride | "e"0derma . Trichoderma viride
99% Helicostylum pulchrum CBS:259.68 (EU736315)
1855 JNSO3561 999, mucor flavus DSMZ 2184 (EU071390) Mucor sp. ND Mucor sp.
1357  JUN903563 98% Pestalotiopsis sp. BCC 18798 (AB376757) Pestalotiopsis sp. ND Pestalotiopsis sp.
1358 JN903564 100% Pleospora sp. PP141 (FJ890418) D1/D2 NI ND Pleospora sp.
99% Penicillium manginiiNRRL 2134 (AY443469) o . Penicillium cf. o L
1360 JN903566 98% Penicillium decaturense strain P1.29 (EU833218) Penicillium manginii manginii Penicillium manginit
1362  JN903568 100% Nectria inventa CBS 112.16 (AF324878) Nectria sp. ND Nectria sp.
1363  JN903569 100% Trichoderma atroviride SWFC10246 (GQ203607) Trichoderma atroviride ND Trichoderma atroviride
1327  JN903533 99% Daldinia eschscholzii (DQ322085) Daldini sp. ND Daldinia sp.
97% Nigrospora sphaerica CGMCC 3.10904 (GQ258792) . .
1328 JN903534 96% Nigrospora oryzae CBS 113884 (DQ219433) Nigrospora sp. ND Nigrospora sp.
1329 JN903535 98% Microsphaeropsis arundinis (FJ798603) Microsphaeropsis sp. ND Microsphaeropsis sp.
1330 JN903536 99% Arthopyrenia salicis CBS 368.94 (AY538339) NI ND Arthopyrenia sp.
1332 JN903538 100% Aporospora terricola (EU272526) NI ND Aporospora sp.
1333  JN903539 97% Biatriospora marina isolate CY_1228 (GQ925848) NI ND Biatriospora sp.
100% Cladosporium cladosporioides ATCC 58227
1334  JN903540 (AY361965) Cladosporium sp. ND Cladosporium sp.
DR9 100% Cladosporium oxysporum IFM 56397 (EU759979)
99% Penicillium virgatum BBA 15745 (AJ748692) o . Penicillium cf. o .
1336  JN903542 97% Penicillium lanosum NRRL 2009 (DQ304540) Penicillium virgatum virgatum Penicillium virgatum
98% Penicillium simplicissimum NRRL 902 (AF178515) Penicillium Penicillium cf. - L
1337 JN903543 989, penicillium brasilianum FKI-3368 (AB455514) simplicissimum simplicissimum T €nieillium simplicissimum
o o Penicillium Penicillium cf. .
1338  JN903544 99% Penicillium chrysogenum ATCC 10108 (AY371634) chrysogenum chrysogenum Penicillium chrysogenum
1340  JN903546 99% Nemania cf. bipapillata BCC 20327 (AB376770) Nemania sp. ND Nemania sp.
1341 JN903547 99% Bionectria sp. (HQ022506) Bionectria sp. ND Bionectria sp.
1345  JN903551 100% Xylaria venosula PP071023 (AB462757) NI ND Xylaria sp.
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Continuacao da Tabela 6.

1346  JUN903552 99% Chaunopycnis alba (HQ608068) NI ND Chaunopycnis sp.
o I , Penicillium Penicillium cf. Penicillium

1347  JN903553 99% Penicillium brevicompactum NRRL (AY484927) brevicompactum brevicompactum brevicompactum
100% Pestalotiopsis rhododendri (AY687304) L L

1349  JN903555 100% Pestalotiopsis sydowiana (AF409970) Pestalotiopsis sp. ND Pestalotiopsis sp.

1350 JN903556 97% Anthostomella brabeji CBS:110128 (EU552098) NI ND Anthostomella sp.
100% Trichoderma cf. stilbohypoxyli DIS 240M . Trichoderma cf. Trichoderma cf.

1352 JN903558 ¢ (jr53906) Trichoderma sp. stilbohypoxyli stilbohypoxyli
100% Fusarium equiseti (HQ718416)

1353 JN903559 100% Fusarium chlamydosporum (GU134902) ND ND Fusarium sp.
100% Fusarium incarnatum strain HKI00504 (EU111657)

1354  JUN903560 100% Xylaria sp. (FJ175174) NI ND Xylaria sp.
98% Taeniolella alta CBS 488.80 (DQ377938) .

1356 JNS03562 g9/ piaporthe sp. CBS 134.42 (DQ377874) NI ND Diaporthe sp.
100% Hypocrea lixii strain CBS 102174 (AY328037) . . . .

1359 JN903565 100% Trichoderma harzianum ATCC58673 (AF057583) Trichoderma harzianum ND Trichoderma harzianum

1361 JN9O3567 99% Eupenicillium sheariiNRRL 715 (AF033420) Penicillium sp. Fuperclium et Eupenicillum sheari
100% Trichoderma asperellum CPK2722 (FJ412053) . Trichoderma cf. .

1364 JINS03570 40094, Trichoderma viride NRRL 6418 (GQ221864) Trichoderma sp. asperellum Trichoderma asperellum

NI: Nao identificado; ND: Nao detectado
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5.7. CARACTERIZACAO DAS COMUNIDADES DE FUNGOS: CONSTRUCAO
DAS BIBLIOTECAS GENOMICAS

Visando ampliar o conhecimento da comunidade de fungos filamentosos
presentes nas duas amostras da esponja D. reticulatum foi proposto no presente
trabalho a utilizacdo de abordagem independente de cultivo por meio da
construgdo de 2 bibliotecas gendmicas. Para tanto, foram utilizados quatro
diferentes protocolos de extragdo para obtencdo do DNA gendmico da
comunidade fungica presente nas amostras estudadas. O protocolo descrito por
Yoshie et al. (2001) foi o unico que ndo derivou resultados satisfatério de extracao

(canaleta 6 e 7 da Figura 12C). Os demais protocolos renderam resultados

Figura 12. Extracdo de DNA genbmico das amostras de esponja DR6 e DR9. A —
Extracdo com kit Mo BIO, canaleta 4 (DR6) e canaleta 5 (DR9); B - Extragdo com o
protocolo proposto por GroBkopf et al. 1998 & Neria-Gonzales et al., 2006, canaleta 4
(DR6) e canaleta 5 (DR9); C - Extracdo com os protocolos propostos por: Costantini,
2004, canaleta 4 (DR6) e canaleta 5 (DR9); e Yoshie et al., 2001, canaleta 6 (DR6) e
canaleta 7 (DR9). A, B e C: canaleta 1(A 25ng), canaleta 2 (A 50ng), canaleta 3 (A 100ng)

satisfatérios (Figura 12).

c e

De acordo com os resultados obtidos ap6s utilizagdo dos protocolos de
extragdo, Power Soil DNA lIsolation Kit (Mo BIO); Constantini (2004); Yoshie et al.
(2001) e GroBkopf et al. (1998) & Neria-Gonzales et al. (2006), pode-se observar

que o Power Soil DNA Isolation Kit (Mo BIO) mostrou uma melhor eficiéncia,
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levando-se em consideracao os resultados dos amplicons com os primers ITS1F e
ITS4, observados em géis de agarose apds respectivas reacées de amplificacdo
(canaletas 2, 3, 4 e 5 da Figura 13A). Todas as estragégias de PCR utilizadas no
presente projeto foram realizadas com sucesso, visto que as bibliotecas para cada

gene DNAr (ITS1/ITS2 e SSU-18S) foram construidas (Figuras 14 e 15).
9

Figura 13. Amplificac@o da regido do DNAr ITS1-5,8S-ITS2 (primer set 1) a partir do DNA
extraido das amostras de esponja DR6 e DR9. A — DNAs extraidos com o kit Mo BIO:
canaletas 2 e 4 (DR6); canaletas 3 e 5 (DR 9). DNAs extraidos com o protocolo proposto
por Costantini, 2004: canaletas 6 e 8 (DR 6); canaletas 7 e 9 (DR 9). B - DNAs extraidos
com o protocolo proposto por GroBkopf et al. 1998 & Neria-Gonzales et al., 2006: canaleta
2 (DR6) e canaleta 3 (DR9). DNAs extraidos com o protocolo proposto por Yoshie et al.,
2001: canaleta 4 (DR6) e canaleta 5 (DR9). A e B: canaleta 1 (marcador de 100pb).

Figura 14. Amplificacdo da regido do DNA ITS1-5,8S-ITS2 (primer set 2). A - reacédo de
PCR com os primers ITS1F e ITS4 (externos) canaleta 1 e 2 (DR6), canaleta 3, 4 € 5
(DR9); B — nested PCR com os primers ITS3 e ITS4 (internos) canaleta 4 e 5 (DR6),
canaleta 6 e 7 (DR9).
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Figura 15. Amplificacdo da regido do DNAr SSU-18S (primer set 4 e 5) a partir do DNA
extraido das amostras de esponja DR6 e DR9. A — primer set 5, Nested-PCR com primers
SSU13f/SSUr830: canaletas 2 (DR6); 3 (DR9); 4 (DR6) e 5 (DR 9) B — primer set 4,
Nested-PCR com primers SSU13f/SSUr710: canaletas 2 (DR6); 3 (DR9); 4 (DR6) e 5
(DR9). A e B: canaleta 1 (marcador de 100pb).

5.7.1. DIVERSIDADE FUNGICA NAO CULTIVADA ENCONTRADA NAS
AMOSTRAS DE ESPONJA ESTUDADAS

Foram utilizadas duas estratégias independentes de cultivo para a
recuperacao da diversidade das amostras de esponjas marinhas: 1) metodologia
de sequenciamento direto dos genes DNAr ITS (pares de primers 1 e 2) e 18S
(pares de primers 3, 4 e 5); 2) metodologia de DGGE seguida de sequenciamento
do gene ITS (par de primer 6). Foram construidas varias bibliotecas gendémicas
referentes aos genes ribossomais ITS (cerca de 960 clones recuperados, sendo
aproximadamente 260 sequenciados) e SSU-18S (cerca de 300 clones foram
recuperados, sendo aproximadamente 150 clones sequenciados).

A maior diversidade foi recuperada & partir do gene ribossomal ITS, tendo
em vista a recuperacao de insertos representando 7 géneros e o grupo dos fungos
anamoérficos. A partir da estratégia 1 (sequenciamento direto) da amostra DR9, foi
possivel a identificacdo dos seguintes grupos taxondmicos: 1 clone afiliado ao

género Penicillium da ordem Eurotiales, um clone afiliado ao género Preussia da
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ordem Pleosporales, um clone afiliado ao género Metschnikowia da ordem
Saccharomycetales e um uncultured clone afiliado a ordem Arthoniales, ambas
sequéncias afiliadas ao Filo Ascomycota. O Filo Basidiomycota foi representado
por dois clones afilidos ao género Gonoderma da ordem Polyporales (Figura 16 e
Tabela 7).

Com relagdo a amostra DR6, nado foi possivel encontrar nenhum inserto de
fungos filamentosos, apenas de esponjas marinhas. Entretanto, apéds
sequenciamento dos clones a partir das bandas extraidas do gel de DGGE
(estratégia 2) (Figura 18), foi possivel a recuperacdo dos seguintes grupos
taxonémicos da amostra DR6: 23 clones afiliados ao género Microsphaeropsis do
grupo dos anamérficos, 19 clones afiliados ao género Devriesia da ordem
Capnodiales e 9 clones afiliados ao género Fusarium, da ordem Hypocreales. Os
resultados obtidos da amostra DR9 pela estratégia de DGGE e sequenciamento
foram: 18 clones afiliados ao género Aureobasidium pertencente a ordem
Dothideales, 14 clones afiliados ao género Microsphaeropsis do grupo dos fungos
anamorficos e 19 clones pertencentes ao género Penicillium da ordem Eurotiales.

Todos os clones foram afiliados ao Filo Ascomycota (Figura 16 e Tabela 7).
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Figura 16: Arvore filogenética baseada em analises da regido DNAr-ITS, mostrando a
relacdo entre os clones recuperados das amostras de esponjas relacionados com
sequéncias recuperadas do banco de dados Genbank (modelo Kimura 2-parametros;
algoritimo Maximum Likelihood; bootstrap com 1,000 replicatas); cutoff = 0,03. OBS: entre
parénteses estao os clones recuperados de cada biblioteca.
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Tabela 7. Similaridade de clones das amostras DR6 e DR9 a partir de insertos dos
genes DNAr ITS e 18S comparadas com sequéncias do GenBank.

Gene Metodologia Amostra Taxon Primer Clones ID
DNAr set
ITS Seq.direto DR9 Basidio. 1 2 98% Ganoderma sp. (AM269769)
Asco. 1 90% Penicillium waksmanii
(AY373940)
1 97% Metschnikowia bicuspidata
(DQ534407)
1 98% Preussia minima CBS 52450
(DQ468026)
Eucary. 1 99% Uncultured soil fungus
(GU993530)
DGGE DR6 (4 Asco. 6 23 99% Microsphaeropsis arundinis
insertos) AMMRL 159.03 (EF094556)
19 97% Devriesia fraseriae
CBS128217 (EU707865)
5 100% Fusarium oxysporum

CBS122157 (JQ228255)
4 99% Fusarium delphinoides CBS

115321(EU926244)
DR9 (6 Asco 6 18 99% Aureobasidium pullulans SUB
insertos) 04-313 (FJ744598)
14 99% Microsphaeropsis arundinis

AMMRL 159.03 (EF094556)
19 99% Penicillium variabile NRRL
6419 (HQ288049)

18S Seq. Direto DR6 Basidio. 4 55 97% Malassezia restricta CBS 7877
(EU192367)
1 97% Uncultured Basidiomycota
clone North Pole (HQ438180)
DR9 4 53 99% Malassezia restricta CBS 7877
(EU192367)
3 97% Uncultured Basidiomycota
clone North Pole (GQ120139)
1 100% Coprinellus radians SZMC-

NL-1373 (JN939891)
OBS: a metodologia de sequenciamento direto da amostra DR6 apartir do primer set 1,
nao foi realizada, tendo em vista a baixa especificidade do mesmo set primer para a
amostra DRO.

A diversidade encontrada a partir de sequéncias do gene ribossomal 18S foi
relativamente maior do que a encontrada com sequéncias do gene ITS. A partir da
estratégia 1 (sequenciamento direto), observamos que a grande maioria dos
clones foram afiliadas ao género Malassezia da ordem Malasseziales (55 clones a
partir da amostra DR6 e 53 a partir da amostra DR9) e um clone derivado da
amostra DR9 foi afiliado ao género Coprinellus da ordem Agaricales, filo

Basidiomycota (Figura 17, Tabela 7). A obtencédo de sequéncias a partir do gene
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ribossomal ITS (amostra DR9) afiliada ao Filo Ascomycota (Figura 16) bem como
do gene ribossomal 18S (DR9) afiliada ao Filo Basidiomycota (Figura 17), que
apresentaram similaridades com sequéncias de fungos nao cultivados, sugere a
existéncia de fungos associados a esponja D. reticulatum ainda nao

caracterizados.

Malassezia restricta CBS 7877 (EU192367) ) \
Uncultured Basidiomycota clone (HQ438180)

98 | Clone C4 DR6 (54 clones DR6; 53 clones DR9)
Uncultured marine fungus clone FAS_40 (GQ120139)

88 Clone C6 (DR6) >

24 Malassezia pachydermatis ATCC 14522 (EU192366) >
Uncultured Pucciniomycotina clone S-40 (FJ393428)

85 — Uncultured basidiomycete clone V1994_9D03 (FJ814762) )

so|elzasse[e\

el00AWOIPISEY

Clone E8 DR9 (2 clones DR9) (Uncultured basidiomycota clone)
Amanita subcaligata (HQ539850)
—— Camarophyllus canescens AFTOL-ID1800 (DQ435810)
‘ Coprinellus radians SZMC-NL-1373 (JN939891)
98 ' Clone B7 (DR9)

~

. <
Pseudaxinella reticulate (AJ705046) (Halichondrida)

Y~ sajeoueby
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P
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Figura 17: Arvore filogenética baseada em analises da regido DNAr-18S, mostrando
relacdo entre os clones das amostras de esponjas relacionados com sequéncias
recuperadas do banco de dados Genbank (modelo Kimura 2-parédmetros; algoritimo
Maximum Likelihood; bootstrap com 1,000 replicatas). OBS: entre parénteses estdo os
clones recuperados de cada biblioteca.

A baixa diversidade encontrada a partir dos genes DNAr ITS e 18S, com a
utilizacdo da estratégia 1 (sequenciamento direto), se deve, muito provavelmetne
a baixa especificidade dos pares de primers flanqueadores das regides génicas
encontradas no pool de DNAs extraido a partir das amostras de esponjas
marinhas. Resultados similares foram obtidos por Gao e colaboradores (2008)
onde somente 5,4% de um total de 139 clones apresentaram similaridade com

inserto fungico. O uso do par de primer 3 também nos rendeu apenas insertos de
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esponjas. Por outro lado, os insertos recuperados com os pares de primers 4 € 5,
nao apresentaram afiliacdo com sequéncias de esponjas, entretanto, estes pares
de primers acabaram apresentado especificidade restrita ao grupo dos
basidiomicetos (Figura 17).

A metodologia de DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) também
revelou uma diversidade distinta entre as amostras DR6 e DR9, como pode ser
observado na Figura 18. As bandas A, B e C foram encontradas somente na
amostra DR9. Foram extraidas do gel de DGGE 8 bandas representando a
diversidade da amostra DR9 e 5 bandas da amostra DR6. Entretanto apenas 6
bandas da amostra DR9 e 4 da amostra DR6 apresentaram amplificacdo e

puderam ser sequenciadas.

O m>

Figura 18: Gel de DGGE mostrando
0 padrdo de bandas das
comunidades fungicas oriundas das
amostras DR6 e DR9. As setas
mostram as respectivas bandas
extraidas do gel.
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Gao et al. (2008) utilizando o gene rDNA ITS, recuperaram uma grande
diversidade de sequéncias tantos de ascomicetos quanto de basidiomicetos de
amostras de esponjas marinhas, utilizando a técnica de DGGE. No entanto,
quando o gene rDNA 18S foi utilizado, os autores ndo encontraram resultados
satisfatérios. Resultados similares foram encontrados no presente trabalho, onde
representantes dos Filos Ascomycota e Basidiomycota foram encontrados com
base nas analises independentes de cultivo. Por outro lado, com base na
metodologia dependente do cultivo foram recuperados fungos pertencentes aos
Filos Ascomicota e Zygomycota (Figura 19).

Observando os resultados encontrados no presente trabalho com base na
metodologia dependente de cultivo juntamente com a metodologia independente
de cultivo, podemos concluir que existe uma relacdo entre os micro-organismos
encontrados nas duas metodologias, pois foram recuperadas sequéncias
relacionadas as ordens Capnodiales, Dothideales, Eurotiales, Hypocreales,
Pleosporales e representantes do grupo dos fungos anamoérficos, em ambas as
metodologias. Entretanto, as ordens Agaricales, Arthoniales, Malasseziales,
Polyporales e Saccharomycetales foram encontradas somente na metodologia
independente de cultivo e representantes das ordens Diaporthales,
Trichosphaerales, Mucorales, Xilariales e do grupo dos fungos ainda nao definidos
(insertae sedis) na metodologia dependente de cultivo. A ordem Xylariales
apresentou o maior numero de géneros recuperados (n=7), seguida da ordem
Hypocreales (n=6).

Gao e colaborados (2008) conseguiram identificar sequéncias afiliadas aos
géneros Penicillium, Aureobasidium, Malassezia e Gibberella (anamérfico do
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NUmero de géneros recuperados

género Fusarium) em amostras de esponjas marinhas coletadas no Hawaii. Existe
relato de isolamento do género Ganoderma na llha de Trindade, no Brasil (Alves,
1998). No entanto, ndo encontramos relato na literatura consultada referente a
associagao dos géneros Coprinellus e Ganoderma com algum tipo de substrato de

origem marinha.
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Figura 19. Grupos taxonémicos encontrados nas metodologias dependente e
independente de cultivo.

5.7.2. ANALISES ESTATISTICAS

As curvas de rarefacdo construidas a partir de 96 sequéncias génicas
amplificadas a partir dos isolados resuperados das amostras de esponja D.
reticulatum (51 sequéncias da amostra DR6 e 45 sequéncias da amostra DR9)
(Figura 20) demonstram que a diversidade recuperada a partir da metodologia
dependente de cultivo foi quase que completamente alcancada, visto que as

curvas estao tendendo a formar um platé que indica a saturacdo da amostra.
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Figura 20. Curva de rarefacéo da riqueza dos isolados recuperados a partir das amostras
de esponjas marinhas DR6 e DR9 em uma distancia evolucionaria de 0,03.

Quanto as andlises estatisticas de rarefagdo dos clones das bibliotecas
génicas construidas a partir das amostras DR6 (n=51) e DR9 (n=57) (Figura 21),
podemos dizer que a diversidade recuperada a partir da metodologia
independente de cultivo foi alcancada para a amostra DR6 devido a formagéao do
platd na curva de rarefacdo desta amostra. Entretanto, para a amostra DR9, a
curva de rarefacdo nao alcancou o platé, indicando a necessidade da realizacao

de novo esforgo amostral de clones.
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Figura 21. Curva de rarefacao da riqueza dos clones recuperados a partir das amostras
de esponjas marinhas DR6 e DR9 em uma distancia evolutiva de 0,03.

Comparando os resultados dos dados dos estimadores de riqueza nao
paramétricos (ACE) e Chao1, que foram utilizados para estimar o numero total de
OTUs a partir das amostras estudas, verificamos que os valores em nivel de
espécie (OTUs) foi um pouco superior ao valor de riqgueza observado para a
amostra DR6. Esses dados podem sugerir que quase todas as espécies presentes
nesta amostra foi amostrada. Por outro lado, para a amostra DR9 os valores
apresentados pelos estimadores (ACE) e Chao1 e para a riqueza, revelam que o
namero de espécies amostradas nao representa a diversidade que pode ser

encontrada da amostra. (Tabela 8).
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Tabela 8. Estimativas de riqueza e diversidade para bibliotecas de clones de rRNA
a partir de amostras de esponjas marinhas.

Amostra (n®) Riqueza® Chao1°® ACE’ Shannon®  1/Simpson'
DR6 (51) 3 4 5 1,0 0,27
DR9 (57) 7 18 19 1,4 0,40

Classificagao das sequéncias foi baseada em valores de cutoff determinado pelo DOTUR
(distancia evolucionaria de 0,03).

n, nUmero de sequéncias analisadas;

®riqueza baseada em OTUs observadas;

‘estimador de riqueza baseado na abundancia;

destimadori baseado no conceito de cobertura de amostra (abundancia ou o nimero de
singletons e doubletons;

®indice de diversidade Shannon. Um maior nimero representa uma maior diversidade;
'reciproco do indice de diversidade Simpson. Um maior nimero representa uma maior
diversidade.

Foram utilizados dois indices de diversidade Shannon e o Simpson (1/D)
para avaliar a diversidade da comunidade fungica das amostras de esponjas em
uma distanca evolutiva de 0,03. Os valores encontrados para o indice de Shannon
foram 1,0 a 1,4 para as bibliotecas DR6 e DR9, respectivamente e os valores para
o indice de Simpson (1/D) foram 0,27 para a biblioteca DR6 e 0,40 para a
biblioteca DR9 (Tabela 8). Estes resultados indicam que a maior diversidade foi
encontrada a partir das OTUs recuperadas da amostra DR9, o que corrobora os
resultados encontrados nas curvas de rarefacdo das duas bibliotecas génicas
(Figura 21).

As anadlises comparativas entre as duas bibliotecas geradas pelo programa
MOTHUR em uma distancia evolutiva de 0,03; através do grafico do Diagrama de
Venn (Figura 22), demonstrou que uma maior diversidade foi recuperada a partir
da biblioteca DR9 (5 espécies). Em adicdo, de acordo com os resultados
estatisticos gerados pelo programa LIBSHUFF (inserido dentro do programa
MOTHUR) que foi utilizado para mostrar se existe diferencas biolégicas entre as
bibliotecas estudadas, existe uma diferenga significativa entre as duas bibliotecas
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pois, os valores de P para ambas as bibliotecas foram de <0,0001 uma vez que,
valores de P <0,05 sédo considerados significativamente distintos (Tabela 9)

(Schloss et al., 2004).

DR& DRS

Numero de espécies no grupo DR6 = 3

Numero de espécies no grupo DR9 =7

Numero espécies compartilhada entre os grupos DR6 e DR9 = 2

% de espécies que estdo compartilhadas nos grupos DR6 e DR9 = 25
Total de riqueza em todos o0s grupos = 8

Figura 22. Diagrama de Venn gerado pelo programa MOTHUR, mostrando a diversidade
encontrada nas duas bibliotecas génicas

Tabela 9. Estimativas de riqueza e diversidade para bibliotecas de clones de rRNA
a partir de amostras de esponjas marinhas.

Comparacao Valor de P
DR6 — DR9 <0,0001
DR9 — DR6 <0,0001

Apesar de terem sido utilizadas apenas uma amostra da esponja D.
reticulatum coletadas em diferentes regides, os resultados das andlises de

diversidade obtidos no presente trabalho, sugerem que a localiza¢ao da coleta das
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amostras de esponjas pode possuir influéncia na diversidade de seus micro-
organismos associados. Fatores como salinidade, temperatura e pH da agua do
mar podem influenciar na atividade, abundancia e distribuicado de fungos marinhos
(Booth & Kenkel, 1986; Gomes et al., 2008; Suetrong et al., 2009). De um modo
geral, fungos marinhos precisam de temperaturas altas (geralmente entre 25 e 30
°C), para se desenvolverem, entretanto, a temperatura da agua nos dias da coleta
das amostras de esponjas, 03/12/2008 (DR6) e 05/12/2008 (DR9) estava em torno

de 15 °C (http://satelite.cptec.inpe.br/acervo).

A agua dos oceanos da Terra tem uma salinidade média aproximada de 35
PSU (practical salinity units) ou seja, para cada litro de agua do mar ha 35 g de
sais dissolvidos (a maior parte € cloreto de sédio, NaCl). A salinidade do Oceano
Atlantico, em média fica na faixa de 3,54% ou 35,4 PSU (Costa & Carvalho, 2006-
2007). Em periodos mais quentes e com menores descargas fluviais, a
evaporacao das aguas superficiais na costa tende a aumentar, tornando-as mais
salinas. A descarga de agua doce reduz a salinidade da 4gua marinha adjacente e
transporta nutrientes para a plataforma continental (Eca, 2009). De acordo com
Gambale et al. (1977) citado por Gomes et al. (2008), a salinidade tem grande
influéncia na microbiota dos estuarios. Um trabalho feito por Borut e Jonhnson
(1962) citado por Gomes et al. (2008) com fungos isolados de sedimentos de
estuario, mostraram que o desenvolvimento de fungos foi influenciado pela
salinidade sendo que, Aspergillus wentii e Penicillium janthinellum apresentaram
um baixo crescimento em agua do mar autoclavada e filtrada, mas com um bom

crescimento em agua com 3,5% de cloreto de sédio. O pH da agua do mar é
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alcalina devido a presenca de ions alcalinos em maior quantidade que os &cidos,
podendo variar entre 7,5 a 8,2 (Raghukumar et al., 2008).

A maior diversidade de fungos isolados perto da costa tais como mangues,
areia, praia, rios e estuarios é influenciada pelo ambiente costeiro. Influéncias
ambientais (inundac¢des, ventos) muitas vezes levam fungos terrestres aos
ambientes marinhos. Deste modo, rotineiramente fungos isolados de hospedeiros
marinhos frequentemente exibem caracteristicas morfoldgicas idénticas a taxa
terrestre (Geiser, 1998; Méjanelle, 2000; Morrison-Gardiner, 2002). Kirk (1980),
descobriu que a germinacao dos esporos de alguns taxons (Penicillia e Aspergilli)
de origens terrestre que se adaptaram a vida em ambientes marinhos, foi inibida
pela agua do mar. Assim, embora seja provavel que alguns fungos isolados a
partir de locais préximos da costa, podem ter uma origem terrestre, € igualmente
possivel que eles também estdo devidamente adaptados a vida no ambiente
marinho. Para entender completamente a ascendéncia verdadeira destes fungos,
mais estudos devem ser realizados.

Neste sentido, fatores abidticos podem influenciar na diversidade de micro-
organismos associados as esponjas. Por outro lado, fatores relacionados aos
macro-organismos (fatores bidticos) que abrigam seus micro-organismos
associados, podem também contribuir na recuperagédo da diversidade microbiana
associada ao hospedeiro marinho. Alguns estudos comentam sobre a simbiose
entre esponjas e fungos derivados marinhos, mas a resposta para esta questao
permanence desconhecida (Li & Wang, 2009). Um exemplo foi descrito por
Perovic’-Ottstadt et al. (2004), onde os autores mostraram a habilidade que a

esponja Suberites domuncula tem em reconhecer fungos em seu ambiente a nivel
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molecular. Um estudo descrito por (Rot et al., 2006) mostrou a transferéncia
horizontal de genes em um intron mitocondrial de um fungo de esponja sugerindo
assim, uma relacao simbidtica entre fungos e esponjas. Em nosso trabalho,
podemos ver claramente a existéncia de alguns géneros que foram encontrados
em ambas as amostras, que pode suportar esta “simbiose” ou relacao entre
esponjas marinhas e fungos filamentosos derivados marinhos. Estudo adicionais e
especificos devem ser realizados com o objetivo de compreendermos a respeito
da diversidade de fungos marinhos e das esponjas marinhas as quais eles estao
associados.

Frente aos resultados obtidos, destacamos que a utilizacdo simultanea das
técnicas dependente e indenpendente de cultivo é de fundamental importancia
quando se objetiva conhecer a diversidade microbiana em uma determinada

amostra ambiental.

5.8. PRODUQAO DE LACASE PELOS FUNGOS DERIVADOS DA ESPONJA D.
Reticulatum
5.8.1. DETERMINAQZ\O DA ATIVIDADE DA ENZIMA LACASE

Os 64 isolados representantes de ribotipos distintos foram submetidos a
triagem inicial de producao de lacase. Dentres esses, 8 apresentaram atividade da
enzima entre 0,10 e 0,40 U L. O isolado identificado como Arthopyrenia sp.
CBMAI 1330 apresentou o melhor resultado de producéo de lacase (0,40 U L),
seguido pelo isolado Nigrospora sp. CBMAI 1328 (0,30 U L"). Os outros isolados

produtores de lacase foram identificados como pertencentes aos géneros:
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Penicillium, Microsphaeropsis, Bionectria, Nectria, Nemania, Chaunopycnis e

Pleospora (Tabela 10).

Tabela 10. Avaliacdo da producdo de lacase pelos fungos filamentos que
apresentaram ribotipos distintos nos experimentos de ARDRA.

Invertebrado g‘é‘:\;&‘l’ isol":ﬁ:gmo Siringaldazina (UL") ABTS(UL')  Taxonomia Polifasica
DR6 1362 MS ND 0,14 Nectria sp.
1358 AC ND 0,10 Pleospora sp.
1330 MS+RBBR 7.7 0,40 Arthopyrenia sp.
1341 MS+RBBR ND 0,12 Bionectria sp.
DR9 1347 MS+R ND 0,14 Penicillium brevicompactum
1340 MS+R ND 0,21 Nemania sp.
1328 ™ 6.5 0,30 Nigrospora sp.
1329 ™ ND 0,18 Microsphaeropsis sp.

ND: ndo determinado.

Os fungos Nigrospora sp. CBMAI 1328 e Arthopyrenia sp. CBMAI 1330
selecionados por apresentarem maiores atividades de lacase (substrato ABTS)
foram submetidos a novos experimentos de producdo desta enzima na
Universidade do Minho em Portugal utilizando o substrato siringaldazina. De
acordo com Bonugli-Santos et al. 2010a, a diferenga na oxidacdo entre os
diferentes substratos pode ser explicada pela especificidade do substrato para
diferentes isoformas, através da diferenca no potencial redox, justificando os
diferentes valores de atividade enzimatica encontrados no presente trabalho.

Childs e Bradsley (1975) foram os primeiros a determinar a atividade
enzimatica com a utilizacdo do composto ABTS. A metodologia da siringaldazina
foi utilizada pela primeira vez por Harkin e Obst (1973) e, de acordo com Thurston
(1994), a utilizacdo deste composto € uma metodologia tipica para a deteccao da
enzima lacase, com o aparecimento de uma coloracao purpura, apds uma reacao

enzimatica, identificada devido a formagéao de quinona.
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Diferentes grupos de fungos foram reportados como produtores de
enzimas, o que vem aumentando nos ultimos anos a quantidade de informacgdes
sobre a producao de enzimas ligninoliticas como a lacase por fungos derivados do
ambiente marinho (Raghukumar et al., 2008). Em um trabalho recente realizado
pelo grupo de pesquisa da Dra. Lara Sette, foi reportado a producao de enzimas
ligninolitcas (manganés peroxidase e lacase) em condicao salina (12,5% e 23%),
por uma linhagem de Mucor racemosus CBMAI 847 isolada de cnidario marinho,
demonstrando o potencial biotecnolégico de fungos derivados marinhos em
processos ou ambientes salinos (Bonugli-Santos et al., 2010a).

No presente trabalho, foram utilizados os meios MS+RBBR e AG com
objetivo de uma selegdo prévia (isolamento seletivo) de fungos produtores de
enzimas ligninoliticas. No entanto, apenas dois isolados produtores de lacase,
CBMAI 1330 (Arthopyrenia sp.) e CBMAI 1341 (Bionectria sp.), foram obtidos a
partir do meio MS+RBBR. Os dois meios utilizados proporcionaram a recuperagao
de um grande numero de fungos: MS+RBBR (n=32) e AG (n=10) (Tabela 5). Isso
se deu, muito provavelmente, devido ao fato do composto extrato de malte (fonte

de carbono) estar presente na composicao destes meios.

5.8.2. EFEITO INDUTOR DE iIONS COBRE NA SINTESE DE LACASE E
AVALIACAO DA PRODUCAO DE BIOMASSA

Os experimentos de indugdo da sintese de lacase por ions cobre nas
concentragdes entre 1 mM, 5 mM e 10 mM de CuSOq e a avaliagcao a producao de
biomassa, foram realizados para os fungos selecionados Nigrospora sp. CBMAI

1328 e Arthopyrenia sp. CBMAI 1330.
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As Figuras 23 e 24 apresentam os valores de biomassa e de lacase obtidos
em diferentes concentragdes de CuSO4. A elevacdo da concentracdo de ions
cobre adicionado ao meio de cultivo, ndo inibiu a formacao de biomassa das duas
linhagens nos niveis estudados, muito embora tenha sido detectado o decréscimo
da producao de lacase em concentracdes de CuSO4 superiores a 5 mM.

A sintese de lacase em fungos esta intrinsicamente ligada a condicoes
especificas do meio de cultivo e nem sempre elevados valores de biomassa
correspondem ao aumento da producdo da mesma (Kunamneni et al., 2007).
Rodriguez-Couto et al. (2009) avaliaram o efeito da adicdo de Cu*® ao meio de
cultivo onde a adicdo de 0,5 mM de Cu*® proporcionou a obtencdo de elevados
niveis de atividade de lacase (25773 U L") para a linhagem T. pubescens.
Entretanto, os autores ressaltam o fato de que ndo existe uma relagédo linear entre
a formacdo de biomassa e atividade desta enzima, ou seja, a influéncia deste
indutor na producao de lacase nao esta interligada com a formacao de biomassa.

A adicdao de ions cobre na concentragdo de 5 mM, proporcionou um
aumento da atividade enzimatica em 3.9X do fungo Nigrospora sp. CBMAI 1328
em 120 h (5 dias), com uma producdo de 25,2 U L' (Figura 23C). O fungo
Arthopyrenia sp. CBMAI 1330 apresentou um aumento em 1,2X apés 120 h (5
dias) com producdo de 9,0 U L™(Figura 24C). Por outro lado, os experimentos de
inducdo para o Arthopyrenia sp. CBMAI 1330, apresentaram resultados de
atividade enzimatica bem semelhantes. A inducdo de ions cobre nas trés
concentragdes utilizadas, ndo influenciou uma elevada atividade (em comparacao
com o isolado CBMAI 1328) e sim uma producao relativamente similar apds 5 dias
de crescimento (Figura 24). Podemos dizer que esta diferenca de atividade pode
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estar ligada a diferencas metabdlicas que cada linhagem fungica pode apresentar

em relacdo a cada composto utilizado como indutor.
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Figura 23. Efeito da adicdo de CuSO, na formacao de biomassa e na producéo de lacase
para o fungo Nigrospora sp. CBMAI 1328. (A) controle; (B)1.0 mM CuSOQOy; (C) 5.0 mM
CuSOy; (D) 10.0 mM CuSO..

Estudos similares onde se evidencia o aumento da atividade de lacase em
presenga de indutores tém sido reportados em literatura como o estudo realizado
por Cordi e colaboradores (2007) onde foi demonstrado que a adi¢cao de 0,07 a 0,1
mM de sulfato de cobre no cultivo de T. versicolor promoveu o aumento da
atividade desta enzima, atingindo um valor méaximo de 40,44 UL™ no 12° dia de
fermentacdo. Em contrapartida, na auséncia deste indutor os valores obtidos de

lacase foram considerados insignificantes.
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Figura 24. Comparacao entre o efeito da adicao de CuSO, na formagao de biomassa e
sua correlacdo na producao de lacase para o fungo Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330. (A)
controle; (B)1.0 mM CuSQy; (C) 5.0 mM CuSOQy; (D) 10.0 mM CuSO.,.

5.8.3. EFEITO DA ADICAO DE iONS COBRE NA EXPRESSAO GENICA DE
LACASE

Um padrao de diferentes intensidades de expressdo da enzima lacase foi
determinado por analise densitométrica utilizando-se como controle interno o gene
da B-Tubulina. O fungo Nigrospora sp. CBMAI 1328 (Figura 25A e B) na presenca
de 5 mM de CuSO, apresentou a maior taxa de expressao génica de lacase em
120 h (5 dias) de incubacao. Por outro lado, a maior expressao de lacase para o
fungo Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330 (Figura 25C e D) foi obtida em 96 h de
incubacdo sem adicdo de fons Cu *2.

De acordo com os resultados obtidos, a adicdo de ions Cu*? induziu uma

maior expressao da enzima pela linhagem Nigrospora sp. CBMAI 1328, sendo que
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este ion diminuiu a expressao de lacase na linhagem Arthopyrenia sp. CBMAI
1330. Estes resultados corroboram com os dados encontrados nos experimentos
da indugao da atividade enzimética, onde o fungo Nigrospora sp. CBMAI 1328
apresentou uma maior atividade enzimatica e Nigrospora sp. CBMAI 1330

apresentou niveis de atividade similares ao controle.
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Figura 25: Deteccdo da expressado génica da lacase sintetizada pelas linhagens CBMAI
1328 (A e B) e CBMAI 1330 (C e D), em diferentes tempos e concentragdes de CuSO, por
RT-PCR. Linha: (A) sem CuSO,, (B) 1 mM de CuSQ,, (C) 5 mM de ions CuSQ,, (D) B-
Tubulina (controle interno). Lcc: lacase.

O cobre assim como outros elementos metalicos sdo moléculas importantes

para 0S micro-organismos, pois participam de diversas reacdfes essenciais

servindo como cofatores de muitas enzimas do metabolismo microbiano. Em
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excesso, este metal pode ser téxico, podendo causar efeitos nas células e no
crescimento dos organismos (Eide, 1998; De Freitas et al., 2002). Alguns
trabalhos descritos na literatura enfatizam a existéncia de um numero divergente
de sitios ativos de cobre em varios fungos estudados, ou seja, alguns isolados
podem apresentar os cobres tipo 1, 2, 3 e 4 e outros como por exemplo Pleurotus
florida, o cobre tipo 3 pode estar ausente (Das et al., 2001). Existem outros
atomos como os de zinco, ferro e manganés que podem estar nos lugares dos
atomos de cobre, usualmente encontrado nos sitios ativos das lacases (Garcia,
20086).

A enzima lacase foi detectada em todas as amostras analisadas, na
presenca ou na auséncia do indutor e em diferentes tempos de incubagéo,
indicando que a mesma € expressa de forma constitutiva pelos fungos estudados.
Em adicdo, os resultados da utilizagdo de ions Cu*? revelaram que a lacase do

fungo Nigrospora sp. CBMAI 1328 pode ser também expressa indutivamente.

5.9. CARACTERIZACAO DO GENE DA LACASE

Os experimentos de caracterizacdo do gene da lacase foram realizados
para os isolados selecionados Nigrospora sp. CBMAI 1328 e Arthopyrenia sp.
CBMAI 1330 . Para tanto, foram utilizados trés diferentes pares primers (1, 2 e 3).
Com os pares de primers 1 e 2 (degenerados desenhados), nenhum resultado
satisfatério foi obtido. Desta forma, os DNAs das duas amostras foram
amplificados com o par de primers 3 (Figura 26), os amplicons foram extraidos do

gel de agarose, sendo posteriormente purificados, transformados em células
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competentes E. coli, sendo os clones positivos (coldnias brancas) submetidas ao

sequenciamento.

1kb CBMAI 1328 (-)

1kb 4 CBMAI 1330

AU

1000pb
1000pb C - -
—> -

A B

Figura 26: A e B: PCR das amostras CBMAI 1320 (A) e CBMAI 1328 (B), com o par de
primers 3 flanqueadores do gene da lacase. A seta mostra o amplicon extraido do gel de
agarose 1,2%.

A partir do sequenciamento de 20 clones da amostra Arthorpyrenia sp.
CBMAI 1330, encontramos duas sequéncias génicas apresentando similaridade
de 70 a 100% com uma lacase do fungo Clavariopsis aquatica (ACR20672), um
ascomiceto marinho da ordem Microascales (Tabla 11). Apds o sequenciamento
de 17 clones a partir da amostra Nigrospora sp. CBMAI 1328, foi obtido um clone
com 45% de similaridade com o fungo Stagonospora sp. (Tabela 11), que pode
ser encontrado em ambientes marinhos tais como pantanos (Lyons et al., 2003).

Tabela 11: Similaridade dos clones a partir de amplificacbes do gene da lacase
dos isolado Nigrospora sp. CBMAI 1328 e Arthorpyren/a sp.CBMAI 1330

CBMAI Clone N2 Acesso Similaridade
GenBank (%)
1328 A1 AAN17288 Stagonospora sp. 45
1330 C9 ACR20672 Clavariopsis aquatic 71
F9 ACR20672 Clavariopsis aquatic 100
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Os resultados derivados das analises filogenéticas revelarem que apenas
uma sequéncia do fungo Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330 (clone F9), formou um
cluster com o fungo Clavariopsis aquatica, as demais (clone C9 Arthorpyrenia sp.
CBMAI 1330 e clone A1 de Nigrospora sp. CBMAI 1328) agruparam entre si e em
um cluster separado das demais sequéncias recuperadas do GenBank. Este
resultado pode ter ocorrido devido a auséncia no banco de dados de sequéncias
referentes ao gene da lacase préximas as dos fungos Nigrospora sp. CBMAI 1328
e Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330, ou pode ilustrar a obtengao de potenciais novas
lacases (cOpias divergentes no genoma) recuperadas dos fungos estudados

associados a esponjas marinhas brasileiras (Figura 27).

100 | Clavariopsis aquatica (ACR20672)
Arthopyrenia sp. clone F9 CBMAI 1330
r Arthopyrenia sp. clone C9 CBMAI 1330
100 L Nigrospora sp. clone A1 CBMAI 1328
Stagonospora sp. SAP143 (AAN17288)

99 = Phaeosphaeria halima (AAN17292)

100 L Phaeosphaeria spartinicola (AAN17290)
Daldinia eschscholzii (AEX97872)
Neurospora crassa (AAA33591)

99

o1 — Trichoderma sp.T01 (ACS45199)
] — Fusarium oxysporum (ABS19938)
Xylaria polymorpha (ABV32571)
96 | Botrytis aclada (AFC76164)
Pleurotus salmoneostramineus (BAI66139)
98 Trametes versicolor (AFM31222)

Phaeosphaeria halima (AAN17300)
‘ ‘ Aspergillus niger CBS 513.88 (XP_001389525)
100 | Trichophyton rubrum CBS 118892 (XP_003236812)

Figura 27. Arvore filogenética construida baseada no alinhamento dos aminoacidos de
sequéncias proteicas do gene da lacase de ascomicetos derivados marinhos. Bootstrap
foi realizado com 1000 replicatas pela andlise por P-distance. Valores maiores do que 50
% estao indicados nos nds dos ramos.
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Trés putativos genes novos da enzima lacase foram detectados pelo nosso
grupo de pesquisa a partir de basidiomicetos derivados marinhos (Bonugli-Santos
et al.,, 2010a). Em adicdo, Lyons et al. (2003) identificaram 15 sequéncias de
lacases distintas a partir de ascomicetos isolados de pantanos de agua salgada no
sudeste dos E.U.A.

O conjunto de primers utilizado no presentre projeto (Lyons et al., 2003) foi
desenhado para ser especifico para lacase de fungos tendo como alvo sequéncias
conservadas ao redor de dois pares de histidina (G184-H191 e P476-G482 de
Neurospora crassa linhagem TS, numero de acesso M18334) envolvidas em duas
das quatro regides de ligacdo de cobre, sendo estas designadas Il e lll, de
sequéncias de ascomicetos conhecidas (Lyons et al., 2003). Desta forma, os
resultados do alinhamento das duas sequéncias proteicas do fungo Arthorpyrenia
sp. CBMAI 1330 podem estar relacionados as regides Il e lll de ligacdo de ions
cobre e a sequéncia proteica do fungo Nigrospora sp. CBMAI 1328 pode estar
relacionada a regiéo lll de ligacao do ion cobre (Figura 28).

A comparacéao do alinhamento das sequéncias proteicas com o alinhamento
das sequéncias génicas (Figura 28A e B), revelaram que as sequéncias dos
clones F9 e C9 (Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330) sdo muito préximas entre si.
Foram encontrados 5 nucleotideos diferentes nas sequéncias génicas e 29
aminoacidos distintos nas sequéncias proteicas (retangulos pretos). Estes
resultados podem justificar a hipotese da existéncia de copias divergentes no
gendma deste micro-organismo, onde duas isoformas podem ser expressas em

determinadas condigbes experimentais.
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Figura 28. A- Alinhamento dos clones de lacase sequenciados relacionados aos isolados Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330 e
Nigrospora sp. CBMAI 1328 com os isolados que apresentaram maior similaridade no banco de dados GenBank. As caixas em
vermelho mostram as possiveis regides de ligacao de ions cobre. B- Alinhamento das sequénicas génicas. Os retangulos pretos
mostram as diferengas entre as sequéncias de aminoacidos entre os clones F9 e C9 (Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330).
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Como a lacase pertence a familia de enzimas multicobre oxidases, bem
como as ferroxidades e as ascorbato oxidases, Hoegger e colaboradores 2006,
fizeram um trabalho onde foi realizado uma andlise filogenética comparando e
classificando sequéncias de lacases de varios organismos incluindo fungos
ascomicetos e basidiomicetos com sequéncias de outras enzimas pertencentes a
esta familia. Os autores concluiram que a composicdo das multicobres oxidases
em diferentes espécies podem ser muito variaveis e que algumas espécies
parecem codificar apenas um tipo de enzima como, por exemplo, as ferroxidases,
como também outras espécies podem produzir os outros tipos de enzimas
pertencentes a esta familia.

Deste modo, foram recuperadas varias sequéncias proteicas utilizadas
pelos autores acima citados (sequéncias de lacases verdadeiras; sequéncias de
ferroxidase; e sequéncias de “ferroxidases/lacase — enzimas que podem
apresentam ambas as atividades; forte atividade ferroxidase e fraca atividade de
lacase, ndo sendo uma tipica enzima com atividade de lacase) e alinhamos com
nossas sequéncias proteicas de lacase (Figura 29). Os resultados indicam que as
lacases produzidas pelos fungos marinhos formam um cluster com sequéncias
proteicas que codificam estritamente a enzima lacase. Em adicédo, todas as 3
sequéncias de lacase dos fungos Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330 e Nigrospora sp.
CBMAI 1328 agruparam com sequéncias proteicas de lacase de ascomicetos

marinhos e derivados de ambientes marinhos.
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493,7 Melanocarpus albomyces laccase (CAE00180)
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99 CPhanerochaete chrysosporium extracellular multicopper oxidase (AAO42609)
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Aspergillus fumigatus (AAF03353)
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54 Neurospora crassa related to cell surface ferroxidase (CAD21075)

69 94 Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140 hypothetical protein (XP_456256)
£ Saccharomyces cerevisiae multicopper oxidase (AAA64929)

99 Debaryomyces hansenii CBS767 (XP461767)

83 :Candfda albicans potential multicopper ferro-O2-oxidoreductase (EAK92029)
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Figura 29. Arvore baseada no alinhamento dos aminoacidos de sequéncias proteicas
recuperadas do GenBank. Bootstrap realizado com 1000 replicatas pela andlise por P-
distance. Valores maiores do que 50 % estao indicados nos n6s dos ramos.

De acordo com Susla e colaboradores (2007), as lacases séao

frequentemente produzidas como isoformas. A diversidade das isoformas desta
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enzima é atribuida as modificacbes poOs-transcricionais sofridas pelas enzimas
dentro da célula, no entanto a caracterizacao de diversas familias de genes da
lacase sugere que parte dessa diversidade pode estar associada a multiplicidade
dos genes dentro do genoma fangico uma vez que o numero de cépias do gene
da lacase varia entre cada género ou espécie fungica (Ong et al., 1997). A
utilizacdo da construcdo de bibiotecas do gene da lacase a partir de fungos
filamentosos tem sido reportada em literatura como uma tecnologia poderosa na
caracterizacao deste gene (Dedeyan et al., 2000; D’ Souza et al., 1996; Dubé et
al., 2008).

Podemos ver claramente que nos experimentos de indugdo da atividade
enzimatica pelo ion cobre, houve um aumento na producgdo desta enzima quando
o fungo Nigrospora sp. CBMAI 1328 foi estimulado com cobre na concentragao de
5 mM ap6s 120 horas (Figura 23). Resultados que corroboram com os resultados
da expressao da enzima lacase, para o fungo Nigrospora sp. CBMAI 1328 tendo
em vista o aumento na expressdao desta enzima na mesmas condi¢cdes de
crescimento (120 dias) e na mesma concentracdo (5 mM). Entretanto, para o
fungo Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330, a expressdo da enzima lacase foi maior
quando o ion cobre estava ausente no meio de cultivo. Este resultado pode ser
justificado levando-se em consideragdo dois fatores: 1) a propor¢do de enzimas
produzidas depende das condicbes de cultivo e das condi¢cdes operacionais
empregadas (Moldes et al., 2004) uma vez que, a utilizacdo de NaCl pode inibir a
atividade enzimatica (Bonugli-Santos et al. 2010a); 2) uma isoforma diferente pode

ter sido expressa ao ser utilizado o ion cobre, pois os resultados da caracterzacao
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da lacase revelaram a presenca de duas possiveis isoformas da enzima produzida
pelo fungo Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330 (como foi utilizado primers
degenerados, duas isoformas pode ter sido expressas) (Figura 27 e 28).

Os genes de lacase caracterizados no presente projeto, agruparam com
genes de lacases descritos em literatura (Lyons et al.,, 2003) como genes
provenientes de fungos derivados de pantanos salinos. Fungos derivados do
ambiente marinho podem produzir enzimas diferentes das sintetizadas por fungos
do ambiente terrestre.

Levando-se em consideracdo o fato de que os fungos marinhos ja estéao
adaptados as condicoes de pH e salinidade dos oceanos, a procura por enzimas
ligninoliticas e a utilizagdo dos mesmos em processos biotecnologicos que
requerem a atuacdo em condicbes salinas (e.g. biorremediacdo de ambientes
marinhos contaminados por poluentes ambientais ou tratamento de efluentes
téxteis), podem ser consideradas estratégicas para o setor biotecnologico e

ambiental.
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6. CONCLUSOES

¢ A metodologia utilizada para o isolamento de fungos filamentosos foi aplicada
com sucesso, pois foram recuperados 108 fungos filamentosos a partir de duas
amostras da esponja marinha Dragmacidon reticulatum.

e A taxonomia polifasica € uma ferramenta fundamental para caracterizacao de
comunidades microbianas recuperadas de amostras ambientais.

e As abordagens utilizadas para acessar a diversidade de fungos nas amostras
de esponja revelaram diferenca nas comunidades de fungos nas duas
amostras estudadas.

e Dentre os fungos recuperados das amostras de esponjas estudadas, dois
isolados apresentaram potencial biotecnoloégico referente a producédo de

lacases em condicdes salinas.

Consideracoes finais

Por ser o ambiente marinho uma fonte rica de recursos genéticos com
potenciais aplicagdes biotecnoldgicas, a colecao de fungos filamentosos obtida a
partir do presente trabalho podera ser utilizada em estudos futuros, incluindo entre
outros, a produgcdo de compostos naturais bioativos, biorremediacdo e
bioprocessos. Os resultados derivados do presente trabalho estimulam o
desenvolvimento de estudos subsequentes de otimizacao da producédo por meio
de desenho experimental e caracterizagdo bioquimica das lacases produzidas
pelos fungos Arthorpyrenia sp. CBMAI 1330 e Nigrospora sp. CBMAI 1328,

isolados a partir das amostras da esponja D. reticulatum.
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