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“Nos campos da observacdo, o acaso favorece apenas as mentes preparadas.”

Loius Pasteur
RESUMO GERAL

Os fungos filamentosos estdo entre os grupos de microrganismos que mais se destacam, devido a sua
ampla utilizagdo nos processos biotecnologicos e ambientais. Devido a grande importancia destes
microrganismos para o ambiente e para a humanidade, torna-se fundamental o estudo até espécies de fungos
filamentosos. Este estudo foi realizado com o objetivo de utilizar diferentes metodologias para caracterizar e
identificar isolados de Aspergillus Secdo Flavi, Se¢do Nigri e Sec¢do Circumdati, de diferentes substratos
agricolas do Brasil e verificar o poder discriminatério dos métodos morfologicos, bioquimicos e de
espectrometria de massas. Setenta e seis isolados foram analisados pelos métodos macro e micro-morfoldgicos,
em meios de cultivo padronizados, potencial micotoxigénico, aflatoxina e acido ciclopiazonico para a Secdo
Flavi, ocratoxina e fumonisina para Se¢do Nigri e ocratoxina para Se¢do Circumdati. Posteriormente, foram
analisados os espectros de proteinas gerados no MALDI-TOF MS (ioniza¢do de proteinas pela energia laser
(MALDI), seguida pela separacdo e detec¢do de ions pelo tempo de voo (TOF). Foi possivel identificar todos os
isolados morfologicamente, exceto um isolado da Segdo Nigri que se diferenciou devido a coloragdo do micélio
em meio de cultivo CYA 25°C. Os resultados do MALDI-TOF apresentaram elevado poder discriminatorio,
entretanto ndo permitiram a identificacdo de todos os isolados, de acordo com a base de dados utilizada
(SARAMIS™). Apos a comparagdo das diferentes técnicas, os resultados indicaram que os isolados DCA 42 e
DCA 19, sdo espécies raras ou novas espécies da Secdo Flavi e Segao Nigri. Estes dados serdo confirmados pela
biologia molecular, como sendo o ultimo passo para completar a abordagem polifasica. Portanto, o uso da
abordagem polifasica foi considerado positivo para a reclassificagdo dos fungos filamentosos da Micoteca do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos.

Palavras-chave: Fungos, Abordagem polifasica e MALDI-TOF.
GENERAL ABSTRACT

The filamentous fungi are among the groups of microorganisms that stand out due to its extensive use in
biotechnological and environmental processes. The description of new species of filamentous fungi is essential
due the importance of these microorganisms for the environment and the humanity. This study aimed to use
different methodologies to identify and characterize isolates of Aspergillus Section Flavi, Section Nigri and
Section Circumdati from different Brazilian agricultural commodities, as well as to determine the discriminatory
power of morphological, biochemical methods and mass spectrometry. Macro and micromorphological methods
were analyzed to the seventy six isolates on different standards culture media, as well as the mycotoxigenic
potential to produce aflatoxin and cyclopiazonic acid for Section Flavi, ochratoxin and fumonisin for section

Nigri, and ochratoxin for Section Circumdati. Subsequently, the spectra of proteins generated in the MALDI-
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TOF MS (ionization of proteins by laser energy (MALDI), followed by separation and detection of ions by time
of flight (TOF)) were analyzed. The dendrograms were generated and the results were compared. It was possible
to identify almost all isolates morphologically except for an isolate that differs their mycelium's staining on agar
CYA 25°C. The MALDI-TOF showed high discriminatory power, however, did not allow the identification of all
isolates, according to the database used (SARAMIS™). After the comparison of the different techniques, the
results indicate that DCA 42 and DCA 19 isolates are rare or new species of Section Flavi and Nigri. These data
need to be confirmed by molecular biology, as the last step to complete the polyphasic approach. Therefore, the
use of polyphasic approach was considered positive for the reclassification of filamentous fungi of the fungal

collection of the Department of Food Science

Keywords: Fungi, Polyphasic approach and MALDI-TOF.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Fungos filamentosos do género Aspergillus sdo capazes de colonizar
uma grande variedade de commodities agricolas, como café, arroz, milho,
amendoim, cereais e frutas. O alto indice de contamina¢do com fungos tem
gerado perdas significativas a industria de alimentos, pois além da
deterioracgdo, estes microrganismos também s3o responsaveis pela producio
de micotoxinas (BRASE et al., 2009; RODRIGUES et al., 2009).

Os fungos foram inicialmente classificados tendo por base critérios
morfoldgicos. A identificacdo cldssica de fungos leva em consideracdo,
principalmente, as caracteristicas morfologicas das estruturas reprodutivas
(sexual e assexual). No entanto, este critério de classificagdo possui algumas
limitacdes, pois existem espécies estritamente relacionadas. Embora tenham
sido descritas mais de 260 espécies desse género, a classificacdo esta em
constante processo de mudanga (SAMSON; VARGA, 2009). Os ultimos
estudos taxondmicos feitos com as espécies de Aspergillus t€ém demonstrado
que este género tem sido reclassificado através do uso da Taxonomia
Polifasica. A abordagem polifasica tem como objetivo a integracdo dos
diferentes tipos de dados e informag¢des (fenotipicas, incluindo as
protedmicas e metabdlitos secundarios, genéticas e filogenéticas) sobre o
microrganismo, indicando assim uma taxonomia de consenso.

Recentemente, novas tecnologias foram desenvolvidas com o
objetivo de identificar os microrganismos de forma rapida e segura. A
Dessor¢ao a Laser Assistida por Matriz em de Tempo de Voo (MALDI-
TOF), vem sendo usada com grande eficicia na identificacdo de fungos
filamentosos (SANTOS et al., 2010).

Neste aspecto, a identificagdo de fungos filamentosos por taxonomia
polifasica € crucial para o desenvolvimento agricola no Brasil, visto que o

pais ¢ detentor de uma das maiores biodiversidades do mundo. Sendo assim,
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o Capitulo 1, descreve uma revisdo sobre a classificacio de fungos
Aspergillus Sec¢ao Flavi, Nigri e Circumdati e a produgdo das principais
micotoxinas produzidas pelas respectivas Se¢des. No Capitulo 2, apresenta-
se os resultados da identificacdo de fungos do género Aspergillus Secdo
Flavi, utilizando métodos morfologicos, bioquimicos e de espectrometria de
massa. E no capitulo 3, sfo apresentados os resultados obtidos pela
utilizacdo de diferentes técnicas, para caracterizar os fungos da Se¢do Nigri e
Secdo Circumdati, sendo estas de elevada importancia, devido a utilizagdo

em processos biotecnoldgicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia e diversidade de fungos filamentosos

Os fungos eram conhecidos principalmente pelos seus efeitos
prejudiciais como a contaminagdo de alimentos, frutas, graos armazenados ¢
producdo de micotoxinas. No entanto, a cada dia que passa, estes
microrganismos estdo sendo destacados devido as suas caracteristicas
benéficas, pois participam dos processos de ciclagem de nutrientes,
formagdo da estrutura do solo, decomposi¢do de matéria organica, controle
bioldgico de doengas e decomposicdo de residuos organicos e toxicos
(ANDERSON; CAIRNEY, 2004; MOREIRA; SIQUEIRA; BRUSSAARD,
2008; TAKAHASHI; CARVALHO, 2010). Algumas espécies de fungos
como o género Penicillium sdo muito utilizadas na preparag¢do de queijos do
tipo roquefort ¢ camembert (CHAVEZ et al., 2010) ¢ ainda podem ser
utilizados na alimentagdo humana, como os cogumelos Agaricus
brasiliensis, Agaricus bisporus, Lentinula edodes e Pleurotus sp. (DIAS,
2010).

Devido a importancia destes microrganismos, diversas pesquisas
foram feitas com o intuito de estimar o numero de espécies de fungos no
planeta Terra. Apesar de existirem diversas teorias, a estimativa de 1,5 mihéo
de espécies de fungos, proposta por Hawksworth (1991), ainda ¢ a mais
aceita. Entretanto, dez anos depois, foi feita uma revisdo desta estimativa,
onde o mesmo autor propde a existéncia de 2.270.000 espécies de fungos
(HAWKSWORTH, 2001). Este trabalho foi realizado baseado na propor¢ao
que pode ser observada entre a floragdo das plantas e da diversidade de
fungos em plantas de alguns paises da Europa, que possuem uma grande
base de dados (SIMOES et al., 2013). Contudo, estima-se que apenas 5% a
13% das espécies de fungos filamentosos tenham sido descritas até o
momento (WANG; HYDE; SOYTONG, 2008). Sendo assim, os

taxonomistas t€ém um grande desafio pela frente, pois se observa que em
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todo o mundo, o nimero de especialistas tem diminuido, tornando-se uma
grande preocupagdo devido a fundamental importancia desses
microrganismos para a saide, o ambiente e para 0s processos
biotecnoldgicos.

Trabalhos sobre estimativa de diversidade de fungos sdo de
fundamental importancia, pois sem uma estimativa real da diversidade de
fungos, ¢ dificil determinar a importancia destes microrganismos para o
ecossistema. O impacto positivo e negativo estd relacionado ao conjunto
total de espécies fungicas. Portanto, é necessario utilizar alguns meios para
estimar o total da riqueza de espécies de fungos (SCHMIT; MUELLER,
2007).

Quando se fala em biodiversidade, o Brasil tém-se destacado
significativamente, pois esta entre os paises que apresentam uma das maiores
biodiversidades do mundo. E por esta razo, ¢ responsavel pela conservagéo
dessas espécies de microrganismos, dos ecossistemas naturais e dos
processos bioldgicos (LEWINSOHN; PRADO, 2002). No entanto, pouco se
sabe a respeito da diversidade microbiana brasileira. Sendo assim, o estudo
de fungos filamentosos no Brasil, ¢ de fundamental importancia. E
necessario compreender que estd aumentando a taxa de perda da
biodiversidade global. Estima-se que até o ano de 2050, haverd grande
numero de espécies extintas de microrganismos (JENKINS, 2003). A
extingdo destas espécies pode levar a uma perda econOmica significativa das
indlstrias e agricultura, uma vez que estes microrganismos sio
constantemente utilizados em processos ambientais e biotecnologicos.

Os fungos pertencentes ao género Aspergillus estdo entre os
microrganismos de maior importincia econdmica (SAMSON; VARGA,
2012), pois eles podem ser utilizados em diversos processos na industria de
alimentos e farmacéutica. Eles sdo valorizados principalmente pela produgao
de grande variedade de enzimas como beta-glucosidases e endoglucanases e
4cidos organicos (BAKER; BENNETH, 2008; TAKAHASHI; CARVALHO,

2010). Por exemplo, os isolados de Aspergillus niger tém sido objeto de
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investigacdo biotecnologica por varias décadas, sendo que a importancia
deste fungo para a industria alimenticia é conhecida desde 1919, quando
ocorreu o primeiro relato de producdo de acido citrico por A. niger
(ABARCA et al., 2004). O 4cido citrico ¢ um acido orginico amplamente
utilizado em produtos das industrias de alimentos e bebidas, como
refrigerantes, sucos de frutas, sobremesas, compotas, geléias, doces e vinhos
(VARGA et al., 2003).

Além dos impactos positivos das espécies de Aspergillus, algumas
espécies sdo responsdveis por contaminar produtos agricolas em diferentes
fases, como pré-colheita, colheita, processamento ¢ ainda podem produzir

diversas micotoxinas (PERRONE et al., 2007).

2.2 Morfologia e fisiologia de Aspergillus

A primeira descricdo do género Aspergillus ocorreu em 1729 pelo
Padre Florentino e pelo micologista Pietro Antonio Micheli. O nome dado ao
género se deve as similaridades estruturais do conididforo e do aspergillum,
instrumento liturgico usado para aspergir agua benta na igreja (KLICH,
2002; BENNETT, 2010). Este nome refere-se a um género de fungos que se
reproduzem exclusivamente por reproducéo assexuada (SAMSON; VARGA,
2012).

Os fungos pertencentes ao género Aspergillus sdo considerados
anamorfos de ascomicetos pertencentes ao Reino Fungi, Divisio
Ascomycota, a ordem FEurotiales e, portanto, s@o caracterizados pela
produgdo de esporos assexuais (KLICH; PITT, 1988). Uma das principais
caracteristicas que distingue as espécies € a coloragdo das colonias, que pode
apresentar tons de verde, amarelo, marrom, branco, preto e cinza (KLICH,
2002). Eles produzem um conidiéforo asseptado e com a base normalmente
em forma de “T” ou “L” comumente chamada de “célula pé” conectada a
uma hifa vegetativa (Figura 1). O conidi6éforo estende-se a partir da “célula

p¢” e pode continuar a se estender por alguns milimetros de comprimento até
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chegar a vesicula (Figura 2), na qual as células conidiogénicas, métulas e
fialides sdo formadas. Eles podem ser classificados como uniseriados (o
conidio ¢ diretamente ligado as fialides que produzem conidios em cadeia)
ou bisseriados (apresentam estruturas especializadas que ficam entre a
vesicula e as fidlides que sdo designadas métulas) (KLICH; PITT, 198S;
KLICH, 2002; RAPER; FENNELL, 1965; SAMSON; VARGA, 2012).

Figura 1 a) Conidioforo uniseriado de Aspergillus; b) Conididforo biseriado
de Aspergillus.
Fonte: Abarca et al. (2004).

vl

Figura 2 Formas de vesiculas de Aspergillus: a) globosa ou esférica;
b) piriforme; c) espatulada e d) clavada.

Fonte: Klich (2002).
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O género Aspergillus ¢ encontrado em todo o mundo, mas ¢ mais
comumente encontrado em ambientes de climas quentes e temperados. Os
fungos pertencentes a este género podem se desenvolver em condi¢des de
altas temperaturas e baixa atividade de agua (aw), o que lhes permite
adaptar-se em diversos cereais e frutas secas (PITT; HOCKING, 1997).

No classico artigo de Klich sobre a biogeografia do género
Aspergillus, a autora relata que a maioria das espécies deste género ocorre
em latitudes tropicais abaixo de 25° N e S. Este estudo sugere que estas
espécies sdo mais encontradas em regides subtropicais, sendo que a
distribuicdo ¢ atribuida a fatores bidticos e abidticos (KLICH, 2002).

Aspergillus ¢ um género composto por mais de 180 espécies
anamérficas e € dividido em diversas se¢des: Flavi, Circundati, Nigri,
Restricti, Fumigati, Cervini, Clavati, Nidulantes, Flavipedes, Versicolores,
Usti, Terrei, Candidi, Cremei, Sparsi ¢ Wentii (KLICH, 2002). Embora
tenham sido descritas mais de 260 espécies desse género, a classificagdo esta

em constante processo de mudanga (SAMSON; VARGA, 2009).

2.3 Historico da classificacdo e importancia do género Aspergillus

O primeiro trabalho publicado com o género Aspergillus foi em
1926, por Thom e Church (SAMSON; VARGA, 2012). Trinta e nove anos
depois, em 1965, Raper ¢ Fennell classificaram o género Aspergillus em 132
espécies e 18 grupos (RAPER; FENNELL, 1965). Estes grupos foram
diferenciados de acordo com caracteristicas morfolégicas e padrdes de
coldnias. No entanto, o termo “grupo” ndo tinha status nomenclatural para o
Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ICBN) (BENNETT, 2010).
Por isso, o género foi reclassificado por Gams et al. (1985), em diferentes
secdes pertencentes a seis subgéneros. Apesar de diversas técnicas terem
sido utilizadas para a classificacdo taxonomica, a analise morfologica

sempre foi de fundamental importancia para a defini¢do das espécies. Na
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tabela 1, ¢ possivel analisar os principais manuais de identificacdo usados na

identifica¢do morfoldgica.

TABELA 1 Manual de identificacdo do género Aspergillus

ANO REFERENCIA

1926 Thom, C. and Church, M. The Aspergilli

1954 Thom, C. and Raper, K. B. A Manual of the Aspergilli

1965 Raper, K. B., and Fennell, D. I. The Genus Aspergillus

1985 Samson, R. A., and Pitt, J. I. Advances in Penicillium and
Aspergillus Systematics

1988 Klich, M. A., and Pitt, J. I. A laboratory Guide to Common
Aspergillus Species and Their Teleomorphs

1990 Samson, R. A. and Pitt, J. I. Modern Concepts in
Penicillium and Aspergillus Classification

2000 Samson, R. A. and Pitt, J. I. Integration of Modern
Taxonomic methods for Penicillium and Aspergillus
classification

2002 Klich, M. A. Identification of Common Aspergillus Species
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Fonte: Adaptado de Bennet (2010).

2.4 Micotoxinas

Os fungos, durante o seu ciclo de vida, conseguem metabolizar e
sintetizar uma série de compostos orgdnicos, que vdo desde moléculas
simples a complexas estruturas quimicas. A maior parte destes compostos
exibe algum tipo de atividade biologica, sendo ela benéfica ou maléfica
(BRASE et al., 2009).

Um composto bem conhecido dentro da area micoldgica, sdo as
micotoxinas, produzidas por algumas espécies de fungos em condi¢des
favoraveis, como a umidade e a temperatura (GONCALVES et al., 2012). As
micotoxinas sdo metabdlitos secundarios nfo volateis, de baixo peso

molecular, que causam sério risco a saude dos humanos e dos animais
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(KLICH, 2002; BRASE et al., 2009). Essas moléculas incluem diferentes
familias de metabdlitos secundarios, os quais foram implicados em surtos de
doenga (micotoxicoses) (SANTOS et al., 2011). As micotoxinas séo
consideradas metabdlitos secundarios por ndo serem necessarias para o
crescimento dos fungos, sendo resultante do metabolismo primario desses
microrganismos (BRASE et al., 2009). Entretanto, acredita-se que os fungos
produtores destas substidncias estejam mais protegidos contra outros
organismos que compartilham o mesmo nicho tréfico (ABDIN; AHMAD;
JAVED, 2010). Ainda nl3o esta totalmente claro o papel que estes
metabolitos secundarios tém na natureza, mas novas propostas tém sido
elucidadas. Uma recente revisdo feita por Reverberi et al. (2010), mostrou
que a biossintese de micotoxinas estd diretamente relacionada com a
protecdo dos fungos contra o estresse oxidativo. Os metabdlitos toxicos sdo
produzidos por diversas espécies de fungos, sendo que a sintese de um tipo
de micotoxina pode ser exclusiva para uma espécie, no entanto, na maioria
dos casos, uma determinada micotoxina € produzida por mais de uma
espécie de fungo.

Na década de 60 houve grande interesse em se conhecer as
enfermidades que essas micotoxinas poderiam causar, pois milhares de perus
morreram na Inglaterra devido a hemorragias e necroses no figado. Os
resultados das pesquisas mostraram que a origem das enfermidades
encontrava-se em alimentos derivados de amendoim, que estavam altamente
contaminados com o fungo Aspergillus flavus. A toxina produzida por este
fungo foi entdo nomeada de aflatoxina e, em seguida, varias outras
micotoxinas foram identificadas. Embora tenham sido identificadas,
aproximadamente, trezentas micotoxinas diferentes, apenas doze tipos
apresentam importancia relevante para a saude humana (BENNETT;
KLICH, 2003). As micotoxinas estudadas no presente trabalho sdo

apresentadas na tabela 2.

TABELA 2 Principais micotoxinas detectadas em alimentos
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Micotoxinas Referéncias

Astoreca et al. (2011); Baquido et al.
(2013); Gongalves et al. (2012); Reis et
Aflatoxina (B1, B2, G1,G2) al. (2012); Rodrigues et al. (2011);
Sirisomboon, Putthang, Sirisomboon
(2013); Soares et al. (2012); Taniwaki

et al. (2012).
Batista e Chalfoun (2007); Batista et al.

Ocratoxina A (2003; 2009); Cabaiies, Bragulat e
Castella (2013); Copetti et al. (2013);
Lasram et al. (2012); Soares et al.
(2013); Taniwaki et al. (2003).

Fumonisinas Chiotta et al (2011); Frisvad et al.
(2007); Mogensen et al. (2010).
Acido Ciclopiazénico Astoreca et al. (2011); Zorzete et al.
(2013).

Apesar de existirem mais de 350 tipos de micotoxinas em alimentos
(BRASE et al., 2009), apenas 12 apresentam risco a saude (BENNETT;
KLICK, 2003; ABDIN; AHMAD; JAVED, 2010). Os fungos que sintetizam
estas micotoxinas sdo sapréfitas e oportunistas, portanto, sdo considerados
fracos patogenos. Eles ocorrem principalmente em regides temperadas e
tropicais do mundo e contaminam diversos produtos agricolas como café,
cacau, temperos, castanha e macas (BATISTA et al., 2009; MAHGUBI et al.,
2013; REIS et al., 2012; RODRIGUES, 2010; SANCHEZ-HERVAS et al.,
2008). As micotoxinas também podem entrar na cadeia alimentar humana
por meio da carne ou outros produtos de origem animal, como ovos, leite e
queijo, como o resultado de uma alimentac¢do de gado contaminada.

O crescimento dos fungos e, consequentemente, a producdo das
micotoxinas ocorrem exclusivamente sob condi¢des favoraveis. Diversos
fatores como temperatura, pH, disponibilidade de agua, estado nutricional e

localizagdo geografica, influenciam na produgcdo destes metabdlitos
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(REVERBERI et al., 2010; SANTOS et al., 2011), porém, de acordo com
Paterson ¢ Lima (2010), o clima ainda ¢ o fator mais importante. Além disso,
a produgdo de micotoxinas varia de acordo com as condi¢cdes ambientais de
produ¢do, como a pré-colheita, armazenamento e transporte. Sendo assim,
todas as etapas de producdo sdo importantes e precisam ser frequentemente
monitoradas (RODRIGUES et al., 2012).

As micotoxinas contaminam aproximadamente 25 a 50% de todas as
culturas. Em regides tropicais, a contaminacgdo das lavouras pode chegar até
80%. Os produtos agricolas contaminados com as micotoxinas geram uma
perda significativa na renda dos produtores e na economia do pais (ABDIN;
AHMAD; JAVED, 2010).. As estratégias para impedir a entrada desses
metabolitos na cadeia alimentar sio necessarias para proteger a saude
publica e também reduzir perdas econdmicas (ASTORECA; MAGNOLI,
DALCERO, 2010). Os metabolitos toxicos podem ser produzidos por uma
ou diferentes espécies de fungos, que ocorrem simultancamente nos
ambientes e em diferentes produtos agricolas. No entanto, suas implicagdes
para a avaliag@o da seguranca alimentar nio sdo de conhecimento geral, pois
ha relativamente pouca informagdo sobre a interagdo entre as micotoxinas
que ocorrem concomitantemente ¢ a consequéncia para a toxicidade
(SPEIJERS; SPEIJERS, 2004).

A presenca dos fungos micotoxigé€nicos nos produtos agricolas é
preocupante e por isso o desenvolvimento de novas técnicas tem auxiliado a
identificagdo de fungos micotoxigénicos (SIRISOMBOON; PUTTHANG;
SIRISOMBOON, 2013; WILKES; LAY, 2001).

2.5 Género Aspergillus Secio Flavi

Os Aspergillus pertencentes a Secdo Flavi incluem espécies que
apresentam conidios com colorag¢do que varia de verde-amarela para verde-
oliva (KLICH, 2002). Essa se¢@o ¢ composta por 22 espécies estreitamente

relacionadas, separadas em sete clados e que produzem diferentes perfis de
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metabolitos secundarios. A Secdo Flavi possui seis espécies economicamente
importantes e que podem ser separadas em dois grupos, de acordo com o
impacto sobre os alimentos e a saide dos seres humanos (GODET,;
MUNAUT, 2010). O primeiro grupo inclui as espécies que causam danos
aos produtos armazenados como amendoim e nozes e que produzem
substancias nocivas aos seres humanos, como as micotoxinas. O segundo
grupo refere-se as espécies que ndo sdo produtoras de aflatoxinas, como
Aspergillus tamarii, Aspergillus oryzae e Aspergillus sojae. E possivel
observar que muitas vezes o nome A4. flavus ¢ usado erroneamente para
descrever as diferentes espécies de Aspergillus da Se¢do Flavi.
Recentemente novas espécies foram descritas e incluidas nesta se¢do, como
A. novoparasiticus (GONCALVES et al., 2011), A. mottae, A. sergii, A.
transmontanensis (SOARES et al., 2012) e A. bertholletius (TANIWAKI et
al., 2012), no entanto, algumas destas espécies sdo raramente isoladas.

As aflatoxinas s3o um grupo de difuranocoumarinas estruturalmente
relacionadas (Figura 3). Essa micotoxina foi relatada primeiramente em
espécies de A. flavus, que é considerada patégeno oportunista de diversos
produtos agricolas, principalmente, de culturas oleosas como milho,
amendoim e sementes de algoddo (AMAIKE; KELLER, 2011). Essa toxina
ndo ¢é produzida por todas as linhagens de A. flavus ¢ a maior parte das
linhagens de A4. parasiticus € potencialmente produtora de aflatoxinas BI,
B2, G1 e G2, enquanto que 4. flavus produzem somente aflatoxinas B1 e B2.
A nomeacdo destes metabolitos é feita de acordo com a fluorescéncia
emitida, azul ou verde, sendo assim denominada B1, B2, G1 ¢ G2. A
aflatoxina B1 ¢ considerada a mais carcinogénica e é geralmente a principal
aflatoxina produzida por cepas toxigénicas (ASTORECA et al., 2011). Essa
toxina também pode ser produzida pelas espécies A. nomius, A.
pseudotamarii, A. parvisclerotigenus, ¢ A. bombycis (ABDIN; AHMAD;
JAVED, 2010).
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Figura 3 Estrutura quimica da molécula das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2

As aflatoxinas sfo responsaveis por contaminar lavouras com
frequéncias em niveis de nanogramas, no entanto, ocasionalmente, podem
ser encontrados niveis de dezenas a centenas de ng/g. As aflatoxinas
ocorrem, principalmente, em grios e leguminosas (BRASE et al., 2009). Os
produtos agricolas que possuem elevado risco de contaminagdo por
aflatoxinas incluem amendoim, milho, algoddo, castanha do Brasil,
especiarias ¢ figos. Os produtos com risco intermediario sdo améndoas,
nozes e passas. Soja, feijdo, legumes, mandioca, sorgo, milheto, trigo, aveia,
cevada, café¢ e arroz, parecem ser menos suscetiveis a contaminag¢do por
aflatoxinas (COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND
TECNOLOGY - CAST, 2003; PERRONE et al., 2007; SAMSON; VARGA,
2009).

O crescimento dos fungos aflatoxigénicos e a biossintese das

aflatoxinas estd diretamente relacionada com as condigdes de crescimento,
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como a composi¢cdo do substrato, pH, Aw e temperatura. A sintese desta
micotoxina pode ser totalmente inibida dependendo da combinacdo
especifica de parametros de crescimento. Sendo assim, o conhecimento
sobre estes parametros pode contribuir para o desenvolvimento de processos
de crescimento dos fungos toxigé€nicos, e consequentemente, a biossintese
das aflatoxinas (RODRIGUES et al., 2010).

A ingestdo de aflatoxinas provoca uma doenca chamada
aflatoxicose. Os sintomas incluem lesdo hepatica aguda, necrose aguda ou
em casos graves, insuficiéncia hepatica e morte (YU et al., 2005). Essa
doenga ¢ influenciada por diversos fatores como o sexo, idade, nutri¢do e
exposicao a outros tipos de toxinas (SAMSON; VARGA, 2012).

Além das aflatoxinas, os fungos da Se¢fo Flavi também sio
conhecidos por produzirem outro tipo de micotoxina, denominada &acido
ciclopiazénico (Figura 4). Esta micotoxina pode ter contribuido para uma
sindrome na Inglaterra, em 1960, ¢ até hoje representa uma ameaca a
industria de alimentos, pois prejudica as mercadorias armazenadas. Muitos
isolados de A4. flavus sdo capazes de sintetizar tanto as aflatoxinas quanto o
acido ciclopiazonico (ZORZETE et al., 2013), mas o efeito destas duas
substancias no organismo ainda deverd ser estudado (BAQUIAO et al.,

2013).

Figura 4 Estrutura quimica da
molécula do acido ciclopiazonico
Tradicionalmente, a producdo de metabolitos secundarios, incluindo

as micotoxinas, tem sido utilizada para auxiliar o sistema taxonomico.
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Baseado no perfil micotoxigénico dos isolados, Vaamonde et al. (2003)
propuseram a criagdo de cinco quimiotipos desta espécie. Quimiotipo I: AFB
"¢ CPA", Quimiotipo 2: AFB "> AFG " e CPA", Quimiotipo 3: AFB ",
Quimiotipo 4: CPA", Quimiotipo 5: (-) ndo produtor de toxina. Entretanto,
estudos mais recentes tém reclassificado os fungos da Secdo Flavi em sete
quimiotipos: I- AFB1> AFB2 e produtores CPA, II- AFB1 <AFB2 ¢
produtores CPA, III - produtores somente da AFB, IV- os produtores de
CPA, V- os fungos nédo produtores, VI- produtores de AFB, AFG e CPA e
VII- produtores de AFB ¢ AFG (GIORNI et al., 2007). Sendo assim, os
quimiotipos tém sido frequentemente utilizados pelos taxonomistas para

classificar os fungos filamentosos.

2.6 Género Aspergillus Secio Nigri

Um dos trabalhos mais completos sobre fungos do género
Aspergillus foi feito por Raper e Fennell (1965). Eles agruparam os fungos
que possuiam os conidios pretos em grupo a parte, conhecido como Sec¢io
Nigri (ABARCA et al.,, 2004). Estes fungos apresentam caracteristicas
marcantes, como a colora¢do dos conidios que variam de marrom-escuro a
preto, possuem conidiéforos que podem ser uni ou bisseriados e vesiculas
esféricas (KLICH, 2002; PERRONE et al., 2007). Os isolados destas
espécies sdo muito utilizados pela industria alimenticia, para a producgéo de
enzimas extracelulares e outros metabolitos secundarios, como o acido
citrico. Por esta razdo, a utilizacdo de um processo correto de identificagio
destas espécies ¢ fundamental, devido a sua ampla utilizacdo (ABARCA et
al., 2004).

A taxonomia tradicional dos Aspergillus, baseada em critérios
fenotipicos ¢ demorada e exige grande conhecimento sobre a taxonomia de
fungos. Os isolados pertencentes a Se¢do Nigri sdo identificados,
tradicionalmente, por meio dos caracteres morfolégicos como cor, forma,

tamanho e ornamenta¢do dos conidios (KLICH, 2002). J4 os isolados pretos
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variam significativamente em relacdo as caracteristicas morfoldgicas e
fisiologicas (PARENICOVA, 2001).

Mesmo tendo conhecimento sobre o assunto, a identificacdo pode
ser complexa em algumas Sec¢des, devido ao grande niimero de espécies
estreitamente relacionadas. Por exemplo, as espécies de A. nmiger stricto
sensu, A. tubingensis, A. foetidus e A. brasiliensis sdo morfologicamente
idénticas e por isso sdo classificadas como A. niger Agregado (CABANES et
al., 2002; PARENICOVA et al., 2001). O potencial toxigénico dentro do
grupo A. niger Agregado ¢ incerto, com excecdo da espécie A. niger stricto
sensu, provavelmente devido a dificuldade no processo de identificagdo
(FERRACIN et al., 2009).

A caracterizacdo das espécies de Aspergillus da Seg¢do Nigri tem sido
constantemente revisada (SAMSON et al., 2004; VARGA et al., 2011) e
outros trabalhos tém descrito novas espécies de fungos pertencentes a esta
secdo, como 4. uvarum (PERRONE et al., 2008), A. ibericus (SERRA et al.,
2006), A. sclerotiicarbonarius, A. aculeatinus (NOONIM et al., 2008), A.
eucalypticola, A. fijiensis, A. indologenus e A. neoniger (VARGA et al.,
2011).

Através das analises morfoldgicas, produgdo de metabdlitos
secundarios e sequenciamento da regido ITS do gene da B-tubulina e
calmodulina, Samson et al. (2007), aceitaram 19 espécies para a Se¢do Nigri,
sendo elas: A. aculeatinus, A. aculeatus, A. brasiliensis, A. carbonarius, A.
costaricaensis, A. ellipticus, A. foetidus, A. heteromorphus, A.
homomorphus, A. ibericus, A. japonicus, A. lacticoffeatus, A. niger, A.
piperis, A. sclerotiicarbonarius, A. sclerotioniger, A. tubingensis, A. uvarum
e A. vadensis. Quatro anos mais tarde, Varga et al. (2011) estudaram a
morfologia, fisiologia, ecologia e métodos moleculares na determinagio das
espécies de Aspergillus secdo Nigri. Estes autores descreveram quatro novas
espécies: A. eucalypticola, A. fijiensis, A. indologenus e A. neoniger.
Entretanto, Hubka e Kolarik (2012) E Jurjevi¢ et al. (2012) sugeriram que 4.

fijiensis fosse considerado sindnimo de A. brumneoviolaceus pois as
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sequéncias de multilocus analisadas s3o indistinguivies. Os autores também
sugeriram que A. japonicus fosse considerado sindnimo de A.
violaceofuscus, pois os resultados filogenéticos obtidos nfo confirmam a
separacdo em duas espécies diferentes. Aspergillus violaceofuscus foi
revisada por Varga et al. (2011) e considerada como uma espécie devido as
diferengas filogenéticas.

Recentemente, as técnicas de biologia molecular t€ém sido bastante
utilizadas, pois permitem a identificacdo das espécies em alguns dias ou
algumas horas (FUNGARO; SARTORI, 2009). A abordagem polifasica, em
que muitos tipos diferentes de caracteres (microscopia, perfil metabdlico,
métodos moleculares) sdo usados, ¢ recomendada para a identificacdo das
espécies da Se¢do Nigri. O perfil genético desta se¢do vem sendo estudado
intensivamente e, devido a alta diversidade deste grupo, a classificagdo
destas espécies torna-se ainda mais complexa (NIELSEN et al., 2009).

Os isolados desta se¢do, principalmente, as espécies A. carbonarius
e A. niger Agregado sdo comumente encontrados em vinhas e sdo os
principais responsaveis pela produgdo de ocratoxina em uvas e vinhos
(CHIOTTA et al., 2011; LASRAM et al., 2012; VISCONTI et al., 2008).
Tais espécies ocratoxigénicas também sdo encontradas em outros substratos
como cacau (COPETTI et al., 2013), café (BATISTA et al., 2009)

Uma das espécies mais conhecidas desta Secdo é Aspergillus niger,
devido a sintese de enzimas, acido citrico e glucdnico (ABARCA et al,,
2004). Esta espécie ¢ amplamente utilizada em processos biotecnologicos e
industriais (CABANES et al., 2002). No entanto, o estudo realizado por
Abarca et al. (1994) foi de grande importancia para a comunidade cientifica,
pois eles demonstraram que duas estirpes de A. niger var niger, foram
capazes de produzir OTA em meio de cultura. Desde a descricdo da
produgdo de ocratoxina por 4. niger, o numero de publicagdes relacionadas
com a sintese desta toxina nos membros da Secdo Nigri tem aumentado
significativamente (CABANES et al., 2002). Além de produzir ocratoxina,

os isolados de A. niger sdo conhecidos por produzirem outros metabdlitos
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toxicos como as malforminas, no entanto, estas micotoxinas ndo sio de
interesse econémico como as ocratoxinas (ABARCA et al., 2004).

A ocratoxina (OTA- Figura 5) é uma das principais micotoxinas
encontradas principalmente em cereais e seus produtos, sendo também
encontrada em uma grande variedade de alimentos e bebidas como, por
exemplo, pdo, chocolate, café e vinho (CABANES; BRAGULAT;
CASTELLA, 2013; VARGA et al, 2010). Esta micotoxina apresenta
potencial nefrotdxico, imunotdxico, genotoxico e teratogénico (SOLFRIZZO
et al., 2010) e tem sido classificada pela International Agency for Research
on Cancer (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
IARC, 1993) como possivel carcinogénica para humanos (grupo 2B)
(ESTEBAN et al., 2006; ROMERO et al., 2007). Depois que a OTA ¢
ingerida, ela € absorvida pelo trato gastrointestinal, entra na circulagdo e
liga-se as proteinas do soro. A maior toxicidade da OTA em mamiferos esta
relacionada aos rins, o que se deve, em parte, a reabsorgdo ativa pelo tibulo
proximal, no sistema de transporte de anions, acumulando altas
concentra¢des de OTA neste 6rgdo (FUNGARO et al., 2004). Os principais
géneros de fungos filamentosos produtores de ocratoxina sdo Aspergillus
pertencentes as Se¢do Nigri ¢ Circumdati e o género Penicillium (GIL-

SERNA et al., 2011).
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Figura 5 Estrutura quimica da molécula de ocratoxina A
Além da ocratoxina, as espécies de Aspergillus Secdo Nigri
produzem outro tipo de micotoxina, denominada fumonisina (Figura 6)

(FRISVAD et al., 2007; MOGENSEN et al., 2010). Este metabolito tem sido
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encontrado  principalmente em uva (ABRUNHOSA; CALADO;
VENANCIO, 2011; FRISVAD et al., 2011; SUSCA et al., 2010).
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Figura 6 Estrutura quimica da fumonisina

A presenga desta micotoxina nos alimentos representa mais um
potencial risco para a saide humana, pois existem associagdes
epidemiologicas entre o consumo de alimentos contaminados por fumonisina
e o cancer de esofago e defeitos do tubo neural em humanos que consomem

diariamente estes alimentos (SUSCA et al., 2010).

2.7 Género Aspergillus Secio Circumdati

As espécies da Secdo Circumdati sdo economicamente importantes,
pois algumas produzem a ocratoxina A. Esses microrganismos também sdo
utilizados na biotransformagdo de esteroides e alcaloides (VARGA et al.,
2003).

O primeiro isolado descrito como produtor de ocratoxina foi
identificado como 4. ochraceus (VAN DER MERWE; STEYN; FOURIE,
1965); desde entdo novas espécies tém sido descritas. Com o advento da
taxonomia polifésica, o primeiro isolado produtor de OTA foi reclassificado
como A. westerdijkiae (FRISVAD et al.,, 2004; SAMSON; HONG;
FRISVAD, 2006).
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Os fungos pertencentes as Se¢des Circumdati, Nigri e Flavi foram
encontrados em frutos de café, em estudo realizado por Pitt, Samson e
Frisvad (2000). A presen¢a desses fungos no café nfo ¢ desejavel, pois
muitas espécies deste género sdo produtoras de micotoxinas. Diversas
espécies, como A. ochraceus, A. sclerotiorum, A. sulphureus, A. steynii ¢ A.
westerdijkiae, foram relatadas como sendo produtoras de ocratoxina A em
café. A. steynii e A. westerdijkiae sdo consideradas as principais espécies da
secdo Circumdati produtores de OTA em alimentos, devido a sua ocorréncia
e porque estes isolados produzem grandes quantidades de ocratoxina
(FRISVAD et al., 2004; SAMSON; HONG; FRISVAD, 2006).

Batista et al. (2009) analisaram amostras de café processadas pela
via seca e Umida e detectaram 80% de isolados pertencentes ao género
Aspergillus Segdo Circundati em todas as fases de colheita e processamento.
Em amostras de café, a presenga das espécies do género Aspergillus
pertencentes a Sec¢do Circumdati e Se¢do Nigri é a principal responsavel pela
producdo de ocratoxina A (BATISTA et al., 2003; BATISTA et al., 2007;
URBANO et al, 2001). As espécies da Secdo Circumdati, além de
produzirem esta micotoxina, também sdo responsaveis pela producdo de
acido penicilico, xantomegnina e viomeleina (FRISVAD; SAMSON, 2000).

Recentemente, a taxonomia de Aspergillus da Secdo Circumdati tem
sido revista por taxonomia polifasica, devido a alta semelhan¢a morfologica
entre as espécies 4. ochraceus, A. steynii e A. westerdijkiae. Gil-Serna e seus
colaboradores (2009) realizaram ensaios especificos de PCR para os fungos
produtores de OTA (4. ochraceus, A. steynii e A. westerdijkiae). Os ensaios
foram testados em uma grande quantidade de amostras de isolados de
diversas origens e coleg¢des de culturas. O estudo revelou a especificidade
das regides do ITS do rDNA e a necessidade de uma revisdo das cepas de
fungos da secéo Circumdati.

2.8 Abordagem polifasica
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A identificac¢do de fungos ¢ feita com o auxilio de diversas técnicas
laboratoriais, que incluem o isolamento dos microrganismos em meios
padronizados, a identificagio em nivel de género e espécie por
caracterizagdo morfologica e microscopica. Contudo, essas técnicas sdo
consideradas demoradas e necessitam de profissionais qualificados
(SIRISOMBOON; PUTTHANG; SIRISOMBOON, 2013), além de
apresentarem algumas limitacdes como as culturas que ndo formam
estruturas reprodutivas e as semelhancas morfoldgicas entre diferentes
espécies (SANTOS et al., 2010). Sendo assim, a técnica de reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), tem sido amplamente aceita como uma ferramenta
importante para o diagndstico de fungos micotoxigénicos (NIESSEN, 2007).
Atualmente, os taxonomistas tém classificado os fungos, com base em
critérios evolutivos (SAMSON; VARGA, 2012).

A regifo do espagador transcrito interno (ITS) do DNA ribossomal
(rDNA) ¢ considerada padrio ouro para a identificagdo de fungos
(RODRIGUES, 2010), mas, para alguns géneros, principalmente Aspergillus
e Fusarium, esta regido nfo tem discriminado as espécies. Sendo assim,
outras regides conservadas como os genes codificadores da calmodulina e da
tubulina t€m sido utilizadas para obter um resultado mais eficiente, baseado
nos estudos filogenéticos. Portanto, as espécies que possuem poucas
diferencas de nucleotideos sfo consideradas mais proximas, quando
comparadas com aquelas que apresentam significativa diferenga molecular
(SAMSON; VARGA, 2012).

Com o advento da biologia molecular, muitas técnicas foram
desenvolvidas com o objetivo de detectar polimorfismo e similaridade entre
as espécies. Diversos marcadores moleculares vém sendo constantemente
aprimorados em laboratdrios especializados para auxiliar as técnicas
tradicionais na identificacdo de fungos como, RAPD, AFLP, RFLP, REAL-
TIME PCR, sequéncia de RNA ribossomal (SIMOES et al., 2013). Para o

género Aspergillus, as sequéncias de calmodulina se destacam entre as
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diferentes regides que podem ser utilizadas (FRISVAD et al.,, 2004;
SAMSON et al., 2004).

Sendo assim, recentemente, a identificagdo e a caracteriza¢do dos
fungos tem sido realizada utilizando-se a abordagem polifasica, que consiste
na aplicagdo de diferentes técnicas, que associam metodologias tradicionais
como a macro e micromorfologia, os dados fenotipicos, bioquimicos e
metodologias modernas, como a biologia molecular e a analise espectral de
massa (especialmente 0 MALDI-TOF MS), que tem sido usada como uma
importante ferramenta no processo taxonomico (BIZZINI et al., 2010; DE
CAROLIS et al., 2012; SANTOS et al., 2010).

Em uma abordagem polifasica, a primeira técnica utilizada é a
morfologia, seguida da bioquimica, andlise espectral e, por ultimo, a biologia
molecular. Esta ordem foi estabelecida de acordo com os custos e o tempo de
resposta das determinadas técnicas. Todos os dados obtidos pela abordagem
polifasica sdo analisados e posteriormente comparados uns com 0s outros,
até se chegar a uma correta identificagio (SIMOES et al., 2013).

Uma das técnicas mais recentes utilizadas para auxiliar na identificagio
dos fungos é 0 MALDI-TOF MS. Os principios da técnica de espectrometria
de massa foram estabelecidos ha muito tempo, mas, 0s primeiros ensaios
para identificacdo de microrganismos ocorreu em 1975. Na década de 1980,
a técnica de MALDI-TOF MS (ionizagdo de proteinas pela energia laser
(MALDI), seguida pela separagdo e detecgdo de ions pelo tempo de voo
(TOF), permitiu a analise de grandes biomarcadores, revelando-se entdo,
como uma poderosa ferramenta para a caracterizagdo de um amplo espectro
de bactérias (BIZZINI et al., 2010). No entanto, poucos trabalhos tém sido
publicados sobre o uso do MALDI-TOF MS para identificacdo de fungos.
Recentemente, esta técnica tem sido vista como uma ferramenta para
complementar os métodos de identificagdo bioquimica e gendmica (DE
CAROLIS et al., 2012).

O desenvolvimento deste tipo de espectrometria de massa foi tao

importante para a analise de macromoléculas que, no ano de 2002, o Prémio
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Nobel de Quimica foi concedido ao pesquisador Koichi Tanaka (SANTOS et
al., 2010). O principio desta técnica envolve a ionizagdo de grandes
proteinas por meio de aplicag@o de luz ultravioleta, seguida pela deteccdo de
ions (MARVIN; ROBERTS; FAY, 2003). Os espectros de massa gerados
funcionam como “impressdes digitais”, que sdo Unicos para cada
microrganismo ¢ a identificacdo do fungo pode ser feita a partir de
comparagdes com bases de dados previamente existente, como SARAMIS
™ O MALDI-TOF de células intactas pode obter um perfil protéico de 2000
—20000 Da (KALLOW et al., 2006).

O banco de dados de espectros de proteinas (SARAMIS ™) foi o
primeiro banco de dados criado para identificagdo de microrganismos com
Espectrometria de Massa MALDI-TOF. Este banco de dados inclui mais de
35.000 diferentes isolados, representando mais de 2.000 espécies e 500
géneros. Os microrganismos sdo identificados por meio de perfis de
proteinas que sdo obtidos pela espectrometria de massa e depois comparados
com o banco de dados.

O primeiro trabalho utlizando a técnica de MALDI-TOF MS para
identificar fungos filamentos foi realizado por Welham et al. (2000). Ele
identificou espécies de Penicillium spp., Scytalidium dimidiatum e
Trychophyton rubrum e, desde entdo, esta técnica vem sendo usada com
sucesso, principalmente na identificacdo de fungos do género Aspergillus
(SANTOS et al., 2010). Entretanto, ¢ fundamental que a metodologia de
MALDI-TOF seja padronizada, pois diferentes perfis de proteinas podem ser
obtidos, devido a uma séric de fatores, como condigdes de cultura e
preparagdo de amostras. Sendo assim, a validacdo da técnica de MALDI-
TOF pode ser obtida através do uso de linhagens fingicas de referéncia que
podem gerar espectros correspondentes aos do banco de dados. Portanto, a
abordagem poilifasica também pode ser utilizada para comparar e validar a

técnica de espectrometria de massa (SANTOS et al., 2010).
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RESUMO

Os fungos do género Aspergillus Segdo Flavi representam uma das
secdes mais importantes do género, apresentando elevada variabilidade
morfologica e bioquimica. Com o advento da abordagem polifasica, sua
taxonomia tem sido constantemente revisada. O presente trabalho teve como
objetivo, utilizar diferentes metodologias para caracterizar e identificar
isolados de Aspergillus Se¢do Flavi de diferentes produtos agricolas do
Brasil e verificar o poder discriminatdrio dos métodos morfoldgicos,
bioquimicos ¢ de espectrometria de massas. Trinta ¢ um isolados
pertencentes as Colegdes de Cultura do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos (CCDCA) e da Universidade do Minho (MUM), foram cultivados
nos meios Czapeck Yeast Agar (CYA) 25°C e 37°C, Malt Extract Agar
(MEA) 25°C, Czapek (CZ) 25°C e A. flavus e A. parasiticus Agar (AFPA)
25°C. Foi verificada a producdo de aflatoxinas (B1, B2, G1, G2) e acido
ciclopiazdnico (CPA) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Realizou-se também a andlise de espectros de proteinas dos fungos no
MALDI-TOF MS (ionizagdo de proteinas pela energia laser (MALDI),
seguida pela separagio e deteccdo de ions pelo tempo de voo (TOF). Onze
espécies foram identificadas por morfologia, A. flavus, A. parasiticus, A.
tamarii, A. sergii, A. mottae, A. transmontanensis, A. sojae, A.
minisclerotigenes, A.oryzae, A. bertholletius e A. novoparasiticus. O
dendograma do MALDI-TOF MS foi gerado e os resultados morfoldgicos,
bioquimicos e de espectrometria de massa foram comparados. Foi possivel
identificar pelo método morfologico 100% dos isolados, 90,6% dos fungos
foram produtores de micotoxinas e os resultados do MALDI-TOF
apresentaram elevado poder discriminatorio, contudo, ndo permitiu a
identificagdo de todos os isolados, de acordo com a base de dados utilizada
SARAMIS™. Sendo assim, o uso da abordagem polifasica foi considerado
positivo para classificar os fungos pertencentes a Colecdo de Cultura do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos, que foram utilizadas neste estudo.

Palavras-chave: Fungos, Morfologia e MALDI-TOF.
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ABSTRACT

The fungi, of the genus Aspergillus Section Flavi, represent one of
the most important sections of the genus, with a high morphological and
biochemical variability. With the advent of polyphasic approach, their
taxonomy has been constantly reviewed. This study aimed to use different
methodologies to identify and characterize isolates of Aspergillus section
Flavi from different Brazilian agricultural commodities, as well as check the
discriminatory power of morphological, biochemical methods and mass
spectrometry. Thirty-one isolates belonging to the Culture Collection of the
Department of Food Science (CCDCA) and the University of Minho (MUM)
were cultured in media Czapeck Yeast Agar (CYA) 25 °C and 37 °C, Malt
Extract Agar (MEA) 25 °C Czapek (CZ) 25 °C and 4. flavus and A.
parasiticus Agar (AFPA) 25 °C. Production of aflatoxins (B1, B2, G1, G2)
and Cyclopiazonic acid (CPA) by high performance liquid chromatography
(HPLC) has been verified. We have also performed the analysis of spectra of
proteins of fungi in the MALDI-TOF MS (ionization of proteins by laser
energy MALDI), followed by separation and detection of ions by time of
flight (TOF). Eleven species were identified by morphology as A. flavus, A.
parasiticus, A. tamarii, A. sergii, A. mottae, A. transmontanensis, A. sojae,
A. minisclerotigenes, A.oryzae, A. bertholletius and A. novoparasiticus. The
dendrogram of MALDI- TOF MS was generated and the morphological,
biochemical and mass spectrometry results were compared. 100 % of the
isolates were identified by morphological method, 90.6 % were fungi
producing mycotoxins and the results of MALDI-TOF showed high
discriminatory power, however, did not allow the identification of all
isolates, according to the database SARAMIS™ used. Therefore the use of
polyphasic approach was considered positive for classifying fungi belonging
to the Culture Collection of the Department of Food Science, which were
used in this study.

Keywords: Fungi, Morphology and MALDI-TOF.
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1 INTRODUCAO

Aspergillus Se¢do Flavi sdo fungos do subgénero Circumdati, que
apresentam conidios com coloracdo verde-amarela para verde-oliva e
possuem esclerédios escuros (KLICH, 2002; VARGA; FRISVAD;
SAMSON, 2011). Os fungos desta secdo sfo patéogenos de humanos e
animais, alérgenos e produtores de micotoxinas em diferentes substratos
(ASTORECA et al., 2011; BRASE et al., 2009; KLICH, 2002). As espécies
da Sec¢do Flavi representam risco a industria de alimentos, pois provocam
deterioracio aos produtos agricolas armazenados (BAQUIAO et al., 2013).
De acordo com o sistema tradicional de identificacdo, essa se¢do é composta
por seis espécies economicamente importantes: Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius, Aspergillus oryzae, Aspergillus
sojae e Aspergillus tamarii. Estas espécies foram divididas em dois grupos,
as que ndo sintetizam micotoxinas e por isso sdo utilizadas em processos
fermentativos (4. oryzae, A. sojae e A. tamarii) (CHANCHAROONPONG;
HSIEH; SHEU, 2012), e as toxigénicas que representam grande ameaca
tanto a saude humana, quanto a dos animais (4. flavus, A. parasiticus e A.
nomius) (MAHGUBI et al., 2013; RODRIGUES; VENANCIO;
KOZAKIEWICZ, 2009).

Diversas espécies do género Aspergillus foram descritas no passado,
utilizando o sistema tradicional de identificacdo (KLICH et al., 2002).
Entretanto, devido a variabilidade intra e interespecifica (RODRIGUES et
al., 2011), a caracterizagdo desses microrganismos por morfologia ¢
considerada muito dificil (SIRISOMBOON,; PUTTHANG;
SIRISOMBOON, 2013). Os caracteres microscopicos detectados em uma
espécie, como, seriagdo da cabega conidial, cor das coldnias, presenga e
tamanho dos esclerddios, também podem ser encontrados em outra espécie
(SAMSON; HOEKSTRA; FRISVAD, 2000). Além dos caracteres
morfoldgicos, as micotoxinas, enzimas e pigmentos, t€ém sido utilizados para

fins de identificagdo, com o objetivo de complementar os dados
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morfoldgicos, bioquimicos e moleculares (BAQUIAO et al., 2013;
FRISVAD; SAMSON, 2004; RODRIGUES; VENANCIO;
KOZAKIEWICZ, 2009). Por exemplo, isolados de 4. flavus sdo geralmente
produtores de aflatoxinas B, enquanto que A. parasiticus produzem
aflatoxinas (AFBs ¢ AFGs), mas nio sintetizam acido ciclopiazonico (CPA).

A taxonomia da Se¢do Flavi ¢ complexa e assim como em outros
grupos estd em constante mudanca (RODRIGUES et al., 2011; VARGA;
FRISVAD; SAMSON, 2011). Nesse sentido, ¢ de fundamental importancia
considerar o rigor da taxonomia, para conservar o sistema taxondmico
confiavel e assim, utilizar estas espécies em processos industriais ¢ também
no controle biologico (GEISER et al., 2007). Recentemente, novas espécies
foram descritas, com base na abordagem polifasica e incluidas nesta secdo,
como A. novoparasiticus (GONCALVES et al., 2011), A. mottae, A. sergii,
A. transmontanensis (SOARES et al., 2012) e 4. bertholletius (TANIWAKI
et al., 2012), mas, algumas destas espécies sdo raramente isoladas.

Uma das espécies que mais se destaca dentro deste grupo € A. flavus,
pois € uma das principais espécies produtoras de micotoxinas (ASTORECA
et al.,, 2011). Isolados de 4. flavus de distintas regides geograficas
(VAAMONDE et al.,, 2003) podem ser muito diferentes em termos de
produgdo de aflatoxinas e acido ciclopiazénico (ASTORECA et al., 2011;
BAQUIAO et al., 2013; CALDERARI et al., 2013; GONCALVES et al.,
2012; REIS et al., 2012).

E importante compreender que até o momento nenhum método
isolado, seja ele morfologico, bioquimico ou molecular, é capaz de
discriminar todas as espécies e € por este motivo que a abordagem polifésica
tem sido fortemente apoiada pela maioria dos taxonomistas (RODRIGUES
et al., 2011; SIMOES et al., 2013). Portanto, novas técnicas tém sido
incluidas na abordagem polifasica de fungos, como a técnica de MALDI-
TOF MS (RODRIGUES et al., 2011). Os espectros de massa obtidos com a
técnica, funcionam como “impressdes digitais”, que sdo Unicos para cada

microrganismo. Assim, a identificacdo do fungo pode ser feita a partir de
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comparacdes com bases de dados previamente existentes (KALLOW et al.,
2006). Portanto, a ionizagdo de proteinas pela energia laser (MALDI),
seguida pela separacdo e deteccdo de ions pelo tempo de voo (TOF), € uma
técnica que permite a identificacdo de fungos de forma rdpida e segura,
dando suporte a taxonomia polifasica. Sendo assim, o objetivo deste estudo
foi utilizar dados morfolégicos, fisiologicos, bioquimicos, de espectrometria
de massa, para caracterizar 31 isolados de Aspergillus Se¢ao Flavi, oriundos

de produtos agricolas, alimentos do Brasil e da Micoteca do Minho (MUM).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengao dos isolados

Vinte isolados de Aspergillus da Segdo Flavi foram obtidos da
Colecdo de Cultura do Laboratorio de Micotoxinas ¢ Micologia de
Alimentos, do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA) da
Universidade Federal de Lavras — UFLA, Lavras/MG. Como controle, foram
usadas onze espécies de referéncia da Micoteca da Universidade do Minho
(MUM) (4. flavus - MUM10.232, A. minisclerotigenes - MUM 10.203, A.
oryzae - MUM 10.242, A. parasiticus - MUM 10.201, A. tamarii-
MUMO00.10, 4. sojae - MUM 10.241, A. transmontanensis - MUM 10.214,
A. mottae - MUM 10.231, A. sergii - MUM 10.219) e duas espécies Tipo (4.
bertholletius - MUM12.11 e A. novoparasiticus - CBS 126849).

Os fungos foram reativados em meio de extrato de malte (MA-
extrato de malte 20,0g; agar 20g; agua destilada 1000 mL) e incubados a
25°C por sete dias.

2.2 Caracterizag@o morfoldgica dos isolados

Os fungos foram cultivados em diferentes meios de cultivo

padronizados. Para cada isolado, foi preparada uma suspensio de esporos em
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meio agua-agar 0,2% (KLICH, 2002), que foi inoculada em trés pontos de
uma placa de Petri contendo 20 mL de cada meio de cultivo: Czapeck Yeast
Agar — CYA (sacarose 30 g/L, extrato de levedura 5,0 g/L, K,.HPO, 1,0g/L;
NaNOs; 2 g/L, KCI 0,5g/L, MgS0,.7H,0 0,5 g/L; FeSO4 .7H,O 0,01 g/L,
CuS0..5 H,O 0.05 g/L, agar 20 g/L), incubado as temperaturas de 25°C e
37°C por sete dias, Malt Extract Agar - MEA (extrato de malte 20,0 g/L;
peptona 1.0 g/L; Glicose 30,0 g/L; agar 20 g/L; agua destilada 1 L) a 25°C
por sete dias e Czapek — CZ (sacarose 30 g/L, K.HPO, 1,0g/L; NaNOs; 2 g/L,
KCl1 0,5g/L, MgS04.7H,O 0,5 g/L; FeSO4 .7H,0O 0,01 g/L, ZnSO..7 H,O
0.01 g/L, CuS0O..5 H,0 0.005 g/L, agar 20 g/L.) a 25°C por sete dias. Apos o
periodo de crescimento, foram observadas as caracteristicas morfoldgicas
(macroscopicas e microscopicas) descritas conforme Klich (2002) e Pitt e
Hocking (1997). A identificag¢@o das espécies foi feita conforme as chaves de
identificagdo propostas para o género Aspergillus (KLICH, 2002). Para
confirmacdo das espécies de A. flavus e A. parasiticus, os fungos foram
cultivados no meio A4. flavus e A. parasiticus Agar — AFPA (extrato de
levedura 20,0 g/L, peptona 10,0 g/L, citrato de ferro e aménia 0,5 g/L,
diclorano 0,002 g/L, agar 20 g/L), por cinco dias a 25°C, no escuro.

2.3 Analise micotoxigénica por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE)

2.3.1 Detecgdo de aflatoxinas

A analise da produgio de aflatoxinas foi feita em todos os isolados,
que foram cultivados em placas contendo meio YES (Yeast Extract Sucrose
Agar) e incubados a 25° C por sete dias. Trés plugs Agar, foram removidos
da area central da colonia, pesados e introduzidos em um vial de 4 mL, onde
foi adicionado um volume de 1 mL de metanol. Apds 60 minutos, os extratos
foram filtrados em filtros de 0.45um, diluidos e depois analisados por CLAE
(BRAGULAT; ABARCA; CABANES, 2001). Utilizou-se o cromatdgrafo
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equipado com um Jasco FP-920 com detector de fluorescéncia (comprimento
de onda de excitacdo 365 nm, emissdo 435 nm comprimento de onda),
utilizando um reactor de derivatizagdo pds-coluna fotoquimica (PHRED
unidade-Aura Industries, EUA). As separagdes cromatograficas foram
realizados em uma coluna C18 de fase inversa (Waters Spherisorb ODS2,
4,6 mm x 250 mm, 5 mm), equipado com uma pré-coluna com a mesma fase
estacionaria. O fluxo da fase modvel utilizada (dgua: acetonitrila: metanol
(03:01:01, v/v/v)) foi de 1,0 mL/min e o volume de inje¢do foi de 50 pL. O
padrio de aflatoxinas utilizado foi o Biopure (Austria), sendo 2 pg/ mL de
AFB1 e AFGI, e 0,5 pg/mL de AFB2 e AFG2. As amostras foram
consideradas positivas quando foi originado um pico no tempo de retengio
similar ao de cada padrdo, com um /height cinco vezes maior do que o ruido

da linha de base.

2.3.2 Detecgdo de acido ciclopiazénico

Todos os isolados foram cultivados em placas contendo meio
Czapeck Yeast Agar — CYA (sacarose 30 g/L, extrato de levedura 5,0 g/L,
K,HPO, 1,0g/L; NaNO; 2 g/L, KCI1 0,5g/L, MgS0..7H,0 0,5 g/L; FeSOs .
7H,0 0,01 g/L, CuSO..5 H,0 0.05 g/L, agar 20 g/L) e incubadas a 25° C por
14 dias (GQALENI et al., 1997). Trés plugs agar foram removidos da area
central da coldnia, pesados e introduzidos em um vial de 4 mL, onde foi
adicionado um volume de 1 mL de metanol. Apos 60 minutos sem agitacgdo,
os extratos foram filtrados em filtros de 0.45pum, diluidos e depois analisados
por HPLC. As amostras foram analisadas utilizando um HPLC equipado
com uma Varian 2050 UV detector (285 nm). Realizaram-se as separagdes
cromatograficas em uma coluna EuroSpher (Knauer, 4,6 mm x 250 mm,
5m), montada com uma pré-coluna com a mesma fase estaciondria. O fluxo
da fase movel utilizada foi de 1,0 mL/min e consistiu do seguinte programa:
acetonitrila: acetato de aménio 50 mM (3:1, v / v), pH 5. O volume de

injecdo foi de 50 uL (BRAGULATI; ABARCA; CABANES et al., 2001). O
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padriao de acido ciclopiazdnico utilizado foi o da Sigma (St. Louis, MO,
EUA). As amostras foram tomadas como positivas quando foi originado um
pico a um tempo de retengdo similar ao do padrio, com tempos height cinco

vezes mais elevados do que o ruido da linha de base.

2.4 Perfis protedmicos por MALDI-TOF MS

Para a analise dos isolados de Aspergillus, uma suspensdo de esporos
foi transferida para placas de Petri contendo 10 mL de MEA. As culturas
foram incubadas no escuro por cinco dias a 28° C. Escherichia coli DH5a
foi obtida da MUM e utilizada como padrdo para a calibragdo externa do
MALDI-TOF MS. As células da Escherichia coli DH5a foram cultivadas
em meio Luria Bertani Agar (Triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L,
NaCl 10 g/L) a 37° C durante 20 horas (Rodrigues et al., 2011). Apds o
periodo de incubagdo dos fungos, 50 pg de esporos e micélio jovem de cada
microrganismo, foram transferidos diretamente da placa de cultura para a
placa de aco inoxidavel de MALDI-TOF MS. Imediatamente, 0,5 puL da
Solu¢do de matriz (75 mg / ml de acido 2,5- diidroxibenzoico em
agua/etanol/acetonitrila (1:1:1) com 0,03% de acido trifluoroacético) foram
adicionados na placa. O mix da amostra ¢ da matriz foi seco ao ar e para a
garantia de reprodutibilidade, cada amostra foi feita em duplicata.

As analises foram realizadas em um sistema Axima LNR (Kratos
Analytical, Shimadzu, UK) equipado com um laser de nitrogénio (337 nm).
Para calibragdo externa, doze proteinas ribossomais conhecidas de E. coli
foram utilizadas: DHS5a (4.365,4; 5.096,8; 5.381,4; 6.241,4; 6.2554;
6.316,2; 6.411,6; 6.856,1; 7.158,8; 7.274,5; 7.872,1; 9.742 ¢ 12.227,3 Da).
Apds a obtencdo das listas de picos, estes foram exportadas para o programa
SARAMIS™ (Spectral Archiving and Microbial Identification System,
AnagnosTec, (www.anagnostec.eu), onde realizou-se a identificagio
microbiana, por meio de comparacdo das listas de picos das amostras

individuais com o banco de dados. As identificacdes microbianas através do
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Banco de dados SARAMIS™ s3o baseadas na presenca ou auséncia de cada
pico no espectro. Um dendograma baseado na andlise protedmica das

linhagens foi criado através do SARAMIS™,

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo morfologica

No presente trabalho, foi realizada a identificagdo e a caracterizacéo
de 31 estirpes de Aspergillus da Se¢do Flavi, isolados de diferentes produtos
agricolas do Brasil e isolados obtidos na Micoteca do Minho, Braga,
Portugal.

Com base nas andlises macroscopicas (CYA, CZ e MEA) e
microscopicas, distinguiram-se trés principais espécies: 1 - quatro isolados
que apresentaram distinta cor marrom, presenca de conidios globosos, com
parede rugosa e predominantemente bisseriados (4. tamarii), 11 - 13 isolados
com coloragdo verde-claro, com conidios lisos a finamente rugosos e
variagdo no morfotipo, sendo uni e biseriados (4. flavus), e grupo III - trés
isolados que apresentaram colora¢do verde-escuro, esporos esféricos com
parede rugosa e morfotipo predominantemente uniseriados (4. parasiticus)
(Figura 2). Rodrigues et al. (2011) analisaram 352 isolados de Aspergillus da
Secdo Flavi e com base nas mesmas caracteristicas utilizadas neste estudo,
também obtiveram trés morfotipos, sendo eles 4. flavus, A. parasiticus e A.
tamarii. Dentre os isolados analisados neste estudo, um se destacou dos
demais Aspergillus (CDCA 42), pois apresentou no reverso do meio CYA
37°C, uma coloragdo mais escura do que os outros isolados da espécie A.
tamarii. A ultima espécie descrita da Secdo Flavi, A. bertholletius, também
demonstrou caracteristica diferenciada no meio de cultivo CYA 37 °C, os
isolados tiveram um lento crescimento neste meio (TANIWAKI et al., 2012).

Para complementar os dados da fisiologia, foi utilizado o meio de

cultivo AFPA, a fim de se confirmar a identificacdo das espécies A. flavus e
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A. parasiticus. A figura 1 demonstra o perfil de cada espécie. Dos 20
isolados da Colegdo de Cultura do DCA, 85% (17/20) apresentaram no
reverso do meio AFPA, uma coloragéo laranja brilhante, confirmando ser 4.
flavus ou A. parasiticus, entretanto 15% (3/20) apresentaram reverso com
coloragdo marrom, indicando ser A. tamarii ou A. oryzae. De acordo com
Santos, Venancio e Lima (1998), este meio de cultivo ¢ utilizado para
detectar fungos toxigénicos em diversos substratos. As espécies produtoras
de toxina, A. flavus, A. parasiticus e A. nomius apresentaram uma coloragdo
amarela/laranja no reverso das colonias. Esta cor laranja ¢ devida a reacéo de
acido aspergilico com citrato férrico.

Outra analise realizada foi a caracteriza¢do dos isolados, de acordo
com a presenca e a auséncia de esclerodios e a produgcdo de micotoxinas.
Cinquenta e oito por cento dos isolados analisados (18/31) produziram
esclerodios no meio de cultivo. Entretanto, 100% dos isolados que possuiam
esclerddios (18/18), sintetizaram aflatoxinas do tipo B e 72,22% (13/18) que
sintetizaram esclerddios, também foram produtores de acido ciclopiazonico.
Sendo assim, neste trabalho, foi observada relagdo positiva entre a presenga
de esclerddio e a sintese de micotoxinas. De acordo com Pildain et al.
(2004), os fungos que produzem esclerddios, consequentemente produzem
micotoxinas. Entretanto, Klich (2007) ressalta que apenas a presenca de
pequenos esclerodios no meio de cultivo pode estar relacionada com a
producdo de aflatoxinas. Estudos genéticos realizados por Duran et al.
(2007), demonstraram que a presenga do gene ved em A. flavus € necessario
para produgdo de aflatoxinas B1, B2, esclerddios e também esta relacionado

com a sintese de acido ciclopiazonico.



58

Figura 1 Observacdo do reverso das coldnias para identificacdo de espécies A.
Sflavus e A. parasiticus em meio de cultivo A. flavus e A. pasrasiticus Agar (AFPA),
dos isolados (a) I- CCDCA 042- A. tamarii, (b) 1I- CCDCA 046- A. flavus e (c) 11I-
CCDCA 045- A. parasiticus

Na figura 2 e 3, ¢ possivel observar todas as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas utilizadas na caracterizacdo morfologica dos

respectivos isolados.

Figura 2 Observacdo dos caracteres macroscopicos € microscopicos para
diferenciacdo das trés espécies: (a) [ - CCDCA 042 - A. tamarii, (b) 11 - CCDCA 046
- A. flavus e (c) IIl - CCDCA 045 - A. parasiticus
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Tabela 1 Marcadores morfoldgicos e bioquimicos utilizados
na identificagdo dos isolados de Aspergillus Segdo Flavi

MUM 12.11 A Castanha do Brasil 6.0 u

v R NN NN N Y >
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u: uniseriado; b: bisseriado; n/d: ndo detectado; AFLA: aflatoxina; CPA: acido
ciclopiazdnico; l:liso; f/r: finamente rugoso; r: rugoso; f/e: finamente equinulado e n/d:
ndo detectado.
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3.2 Perfil micotoxigénico

A produgio de micotoxinas por fungos toxigénicos tém sido utilizadas para auxiliar a
taxonomia. Entre os fungos da Se¢fo Flavi do presente estudo, 70,96% (22/31) foram
produtores de aflatoxinas, sendo 70,96% (22/31) de isolados produtores de aflatoxina do tipo B
e 25,8% (8/31) do tipo G. Diversos autores também tém utilizado o perfil micotoxigénico para
complementar os dados taxondmicos (AMAIKE; KELLER, 2011; ASTORECA et al., 2011;
RODRIGUES; VENANCIO; KOZAKIEWICZ, 2009; RODRIGUES et al., 2011; SOARES et
al., 2012; TANIWAKI et al., 2012).

Na tabela 1, ¢ possivel observar que o perfil micotoxigénico da espécie A. parasiticus
foi bem consistente, pois sintetizou AFB1, AFB2, AFG1 ¢ AFG2 e ndo produziu CPA. Para os
isolados de 4. flavus, observaram-se diferentes padrdes de sintese de aflatoxinas, de acordo com
o substrato utilizado. Quarenta por cento dos isolados (6/15) de A4. flavus sintetizaram AFLA Bl
e CPA, 46,6% (7/15) produziram BI, B2 e CPA e em apenas 13,33% (2/15) dos isolados ndo foi
detectada a sintese de micotoxinas, de acordo com a metodologia utilizada (CLAE). E os
isolados de 4. tamarii também apresentaram elevado perfil toxigénico, pois 100% (4/4) dos
isolados ndo produziram aflatoxinas, mas sintetizaram acido ciclopiazoénico.

Além das aflatoxinas, os fungos da Se¢@o Flavi também s@o conhecidos por produzirem
outro tipo de toxina, conhecida como acido ciclopiazonico (CHANG; HORN; DORNER, 2009;
GQALENI et al., 1997). No presente trabalho, 70,96% (22/31) dos isolados foram produtores
de CPA. As principais espécies conhecidas como produtoras de CPA so A. flavus e A. tamarii,

entretanto, 4. parasiticus ndo sintetiza este tipo de micotoxina, como demonstrado na tabela 1.

3.3 Analise por MALDI-TOF

Quando ¢é analisado o dendograma espectral, observa-se uma nitida separacdo das
espécies analisadas no MALDI-TOF. Os 31 isolados ficaram agrupados em 13 diferentes
clusters, mostrando assim que esta técnica conseguiu discriminar espécies morfologicamente e
bioquimicamente relacionadas. A Figura 3 mostra o dendograma de parentesco baseado na

analise espectral (MALDI-TOF MS).
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Figura 3 Dendrogama construido com base nas sequéncias de proteinas obtidas no MALDI-TOF
MS, das linhagens de Aspergillus Sec¢ao Flavi. As distancias sdo medidas como porcentagem de

similaridade.

Os isolados da Micoteca do Minho (MUM) nfo se agruparam com os isolados da
Colegdo de Cultura do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA), mostrando que o
método de armazenamento utilizado pelas Colegdes de Cultura CCDCA ¢ MUM também
influenciou na analise de proteinas. Esta técnica ¢ baseada nos dados gerados de proteinas
ribossomais, com intervalo de massas de 2 a 20 kDa e podem ser utilizadas como
biomarcadores (KALLOW et al., 2006; SANTOS et al., 2010). Através destes biomarcadores,
foi possivel separar o isodado (CCDCA 42), inicialmente identificado como A. tamarii. Este
isolado ndo se agrupou com os demais fungos identificados como A. tamarii, mostrando que
pela espectrometria de massa, a taxonomia deste isolado precisa ser complementada pela técnica
de biologia molecular. Os resultados morfologicos destes isolados também apresentaram uma

diferenca em relagdo aos demais 4. tamarii analisados, pois 0 CCDCA42 apresentou um reverso
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mais escuro em meio de cultivo CYA 37 °C. Sendo assim, estes resultados indicam uma rara ou

nova espécie da Se¢do Flavi.
4 CONCLUSOES

O uso dos métodos morfoldgicos, bioquimicos e moleculares permitiu uma
identificagdo mais precisa das espécies da Segdo Flavi da Colegdo de Culturas do Departamento
de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA). Estes dados mostram a robustez da técnica morfoldgica,
pois 100% dos isolados identificados pela analise morfoldgica foram confirmadas pelos
métodos bioquimicos e quando é comparado a morfologia e o MALDI-TOF MS para

identificagdo de fungos, obteve-se 95% de confiabilidade da técnica morfoldgica.
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RESUMO

Fungos do género Aspergillus Se¢des Nigri e Circumdati fazem parte do subgénero
Circumdati e sao amplamente utilizados na industria alimenticia e na biotecnologia. Entretanto,
devido a presenca de espécies estritamente relacionadas, estas se¢des tém sido reclassificadas
por meio da abordagem polifasica. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo identificar os
fungos filamentosos pertencentes as Secdes Nigri e Cicumdati obtidos na Cole¢do de Cultura do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CDCA) e na Micoteca do Minho (MUM). Quarenta e
cinco isolados foram identificados pela combina¢do de diferentes métodos: morfologicos (nos
meios de cultivo padronizados CYA 25°C, MEA 25°C, CZ 25°C (para Secdo Nigri) e CYA
25°C, CYA 37°C, MEA (para Se¢do Circumdati), fisiologicos (analise de ocratoxina (OTA) e
fumonisina (FUM) (para Secdo Nigri) e produgdo de ocratoxina A (para a Secdo Circumdati).
Também foi realizada a técnica de espectrometria de massa (MALDI-TOF MS). Os isolados
foram identificados pelo método classico de morfologia, porém, uma espécie da Se¢do Nigri
destacou-se quanto a coloracdo do micélio e estruturas microscopicas. Este isolado,
morfologicamente, ndo correspondia a nenhuma das espécies da Se¢do Nigri conhecidas até o
momento ¢ n3o era produtor de micotoxina. Cinquenta por cento dos isolados da Secdo
Circumdati (10/20), foram produtores de OTA, enquanto que apenas 19,23% de fungos
ocratoxigénicos da Se¢do Nigri foram detectados. Seis isolados de Aspergillus niger também
foram produtores de outro tipo de micotoxina, a fumonisina. Os resultados do MALDI-TOF MS
apresentaram elevado poder discriminatorio, principalmente, para espécies estritamente
relacionadas da Seg@o Nigri. Sendo assim, os dados obtidos a partir dessa abordagem indicam
que os resultados do MALDI-TOF corroboraram com os dados da taxonomia classica e analises
bioquimicas. O isolado da Se¢do Nigri DCA19, ndo se agrupou com nenhuma outra espécie
utilizada neste trabalho, evidenciando assim os resultados obtidos na analise morfoldgica e
indicando a provavel existéncia de uma rara ou nova espécie da Secdo Nigri. Esses dados serdo
posteriormente confirmados pela analise de biologia molecular, que ird finalizar a abordagem

polifasica.

Palavras-chave: Taxonomia, Micotoxinas € MALDI TOF MS.
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ABSTRACT

The genus Aspergillus fungi sections Nigri and Circumdati, participate in the subgenus
Circumdati and are widely used in food industry and biotechnology. However, due to the
presence of closely related species, these sections have been reclassified by polyphase approach.
Thus, this study aimed to identify filamentous fungi belonging to sections Nigri and Circumdati
obtained in the Culture Collection of the Department of Food Science (CDCA) and Micoteca do
Minho (MUM). Forty five isolates were identified by combining different methods: morphology
(in standard culture media CYA 25 °C, 25 °C MEA, CZ 25 °C (for Section Nigri) and CYA 25
°C, and 37 °C, MEA (Section for Circumdati), physiological (analysis of ochratoxin (OTA) and
fumonisin (FUM) (for Section Nigri)) and producing ochratoxin a (for section Circumdati). The
mass spectrometry technique (MALDI-TOF MS) was also performed. The isolates were
identified by the classical method of morphology, however, one species of section Nigri stood
out for color and microscopic structures of the mycelium. This isolated, morphologically, did
not correspond to any of the species of section Nigri known at the moment and was not
producer of mycotoxin. Fifty percent of the isolates section Circumdati (10/20) was OTA
producers. However, six isolates of Aspergillus niger were also producers of fumonisin. Results
of MALDI- TOF MS showed high discriminatory power, especially for closely related species
of section Nigri. Thus, the data obtained from this approach indicate that the MALDI-TOF
results corroborate with data from classical taxonomy and biochemical analyzes. The isolate
section Nigri DCA19, did not group with no species used in this work, this reveals the probable
existence of a rare or new species of section Nigri. . These data will be subsequently confirmed

by the molecular biology analysis, which will finalize the polyphasic approach.

Keywords: Taxonomy, Mycotoxins and MALDI TOF MS
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1 INTRODUCAO

O género Aspergillus ¢ um dos mais comuns ¢ um dos mais importantes géneros de fungos
filamentosos, pois atua diretamente sobre o ecossistema natural ¢ na saude humana (BRASE et
al., 2009; RODRIGUES et al., 2011; SAMSON; VARGA, 2012). Dentro do género Aspergillus,
existem duas se¢des que se destacam devido a importdncia em processos alimenticios e
industriais, sendo elas a Secdo Nigri e a Secdo Circumdati. Essas se¢des, juntamente com as
se¢oes Flavi, Wentii, Candidi, Cremei ¢ Sparsi compdem o subgénero Circumdati (KLICH,
2006).

Os fungos da Secdo Nigri sdo organismos importantes em processos biotecnoldgicos,
econdmicos e clinicos (VARGA et al., 2011). Entretanto, esse grupo ¢ considerado um dos mais
dificeis de ser identificado devido a sua complexidade e similaridade morfoldgica (SAMSON et
al., 2007; SILVA et al., 2011). Varias novas espécies tém sido descritas (JURJEVIC et al., 2012;
NOONIM et al., 2008; SERRA et al., 2006; VARGA et al., 2011), no entanto, elas ndo podem
ser distinguidas apenas com base nos critérios morfoldgicos ou fisioldgicos (SAMSON et al.,
2007; VARGA et al., 2011). Atualmente, existem 26 espécies dessa se¢do distinguidas com base
na abordagem polifasica (VARGA et al., 2011).

Além da Secdo Nigri, as espécies da Se¢do Circumdati também s3o economicamente
importantes, pois algumas espécies sdo capazes de produzir metabdlitos tdxicos e podem ser
utilizadas na biotransformag@o de esteroides e alcaloides (VARGA et al., 2003). Estes fungos
contaminam diversos produtos agricolas, sendo que o café é um dos substratos com elevado
indice de contaminagdo com fungos desta secdo (BATISTA et al., 2009).

A taxonomia classica para classificagdo das espécies do género Aspergillus ¢ baseada,
principalmente, em critérios morfolégicos (KLICH, 2002), contudo, a taxonomia baseada
exclusivamente na morfologia revelou uma série de incongruéncias taxondmicas € por esta
razdo, novas metodologias tém sido aliadas as técnicas convencionais. Portanto, o auxilio de
dados bioquimicos, moleculares e de espectrometria de massa, juntamente com os dados
morfologicos, torna a identificagdo mais precisa e a mais aceita entre os taxonomistas. Sendo
assim, a abordagem polifasica, que utiliza diferentes técnicas de identificacdo, é considerada
confiavel na identificagio de fungos e outros microrganismos (SIMOES et al., 2013).

Outro componente muito utilizado na identificacdo de fungos ¢ o perfil micotoxigénico das
espécies. A micotoxina mais importante produzida por varias espécies do género Aspergillus é a
ocratoxina A (OTA), uma substdncia que mostra efeitos nefrotdxicos, teratogénicos,
hepatotdxicos, cancerigenos (PITT; HOCKING, 1997). Este metabdlito secundario é produzido
principalmente por espécies da Secéo Nigri e Secdo Circumdati, encontradas em clima quente e
tropical (ASTA et al., 2008). Na ultima década, tem sido claramente demonstrado que as

espécies A. carbonarius (Se¢ao Nigri) e A. westerdijkiae (Segdo Circumdati) sdo as principais
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espécies produtoras de OTA (CABANES; BRAGULAT; CASTELLA, 2013), sendo que estas
tém sido isoladas em alimentos e bebidas em todo o mundo (BATISTA et al., 2009; COPETTI
et al., 2013; LASRAM et al., 2012; SOARES; CALADO; VENANCIO, 2013; TANIWAKI et
al., 2003).

Devido as incongruéncias taxonOmicas, novas ferramentas, como a espectrometria de
massa, tem sido requerida para auxiliar o sistema taxonémico. O principio desta técnica envolve
a ionizacdo de grandes proteinas por meio de aplicagdo de luz ultravioleta (MALDI), seguida
pela deteccdo de ions (TOF) (MARVIN; ROBERTS; FAY, 2003). Recentemente, esta técnica
tem sido vista como uma ferramenta rapida e eficaz para complementar os métodos de
identificag@o bioquimica e genémica (DE CAROLIS et al., 2012). Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi caracterizar e identificar 45 estirpes de Aspergillus pertencentes as Secdes Nigri e
Circumdati, por meio da associagdo de dados morfologicos, fisiologicos, bioquimicos e de

espectrometria de massa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultura de fungos

Dezenove isolados de Aspergillus Seg¢do Nigri e 20 isolados da Se¢do Circumdati,
foram obtidos na Micoteca do Laboratério de Micotoxinas e Micologia de Alimentos, do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CDCA) da Universidade Federal de Lavras — UFLA,
Lavras/MG (Tabela 3). Também foram utilizadas neste trabalho, seis espécies de referéncia da
Micoteca da Universidade do Minho (MUM 06.153 A. vadensis, MUM 08.01 4. uvarum, MUM
06.151 A. sclerotioniger, MUM 06.152 A. tubingensis, MUM 06.150 4. lacticoffeatus e MUM
03.49 A. ibericus (Tabela 3). Os fungos foram reativados em meio de extrato de malte (MA-

extrato de malte 20,0g; agar 20g; agua destilada 1000 mL) por sete dias a 25°C.

2.2 Caracterizag@o morfoldgica dos isolados

Os fungos foram cultivados em diferentes meios de cultivo padronizados. Para cada
isolado foi preparada uma solu¢do de esporos de 0,2% de agar (KLICH, 2002), que foi
inoculada em trés pontos de uma placa de Petri de nove centimetros de didmetro, contendo 20
mL de cada meio de cultivo: Czapeck Yeast Agar — CYA (sacarose 30 g/L, extrato de levedura
5,0 g/L, K;HPO, 1,0g/L; NaNO; 2 g/L, KCI 0,5g/L, MgS0,.7H,O 0,5 g/L; FeSO4.7H,O 0,01
g/L, CuS0..5 H,O 0.05 g/L, agar 20 g/L), incubado as temperaturas de 25°C por sete dias, para
Secdo Nigri e CYA 25°C e 37°C para Secdo Circumdati , Malt Extract Agar- MEA (extrato de
malte 20,0 g/L; peptona 1.0 g/L; Glicose 30,0 g/L; adgar 20 g/L; 4gua destilada 1 L) a 25°C por
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sete dias e Czapek — CZ (sacarose 30 g/L, K;HPO, 1,0g/L; NaNO; 2 g/L, KCl 0,5g/L,
MgS0..7H,0 0,5 g/L; FeSO4.7H,O 0,01 g/L, ZnSO4.7 H,O 0.01 g/L, CuSO..5 H,O 0.005 g/L,
agar 20 g/L) a 25°C por sete dias para Secdo Nigri. Apos o periodo de crescimento, foram
observadas as caracteristicas morfologicas (macroscopicas e microscopicas) descritas conforme
Klich (2002) e Pitt e Hocking (1997). A identificacdo das espécies foi feita conforme as chaves
de identificacdo propostas para o género Aspergillus (KLICH, 2002).

2.3 Producdo de ocratoxina A

Esporos de cada uma das linhagens foram suspensos em um mL de solugdo aquosa
contendo 0,2% de agar e, em seguida, foram inoculados em um ponto unico em placas de Petri,
contendo cinco mL de meio Extrato de Levedura Sacarose Agar (YES: extrato de levedura 20
g/L, sacarose 150 g/L, agar 15 g/L). As linhagens foram entdo incubadas durante sete dias no
escuro a 25°C. Para a extracdo da OTA, foi utilizada a metodologia descrita por Bragulat,
Abarca e Cabaiies (2001), onde foram retirados trés p/ugs de cada colonia e colocados em um
frasco de quatro mL e adicionado um mL de metanol. Ap6és 60 minutos, os extratos foram
filtrados através de filtros de seringa de PTFE com poros de 0,45 um e colocado em frascos de
um mL, em seguida, o material foi evaporado com nitrogénio. As amostras foram analisadas
utilizando HPLC equipado com um detector de fluorescéncia Jasco FP-920 (333 nm de
comprimento de onda de excitagdo/emissdo de 460 nm de comprimento de onda), utilizando-se
um reator fotoquimico de derivatizagdo pds-coluna (PHRED unit — Aura Industries, USA). As
separagdes cromatograficas foram realizadas numa coluna de fase reversa C18 (Waters
Spherisorb ODS2, 4,6 mm x 250 mm, 5 um), equipada com uma pré-coluna com a mesma fase
estacionaria. A fase movel utilizada foi uma mistura de acetonitrila: agua: acido acético (99: 99:
2, v/v/v) com fluxo de 0,8 mL/min. A temperatura da coluna foi ajustada para 28°C e o volume
de injecdo foi de 50 pL. O padrdo de OTA, contendo 10,0 pg/mL foi obtido da Sigma-Aldrich.
As amostras foram consideradas positivas quando um pico no tempo de retengdo similar ao

padrao foi detectado com uma altura cinco vezes maior do que o ruido de linha de base.

2.4 Producdo de fumonisina B,

Para verificar a producdo de FB,, foi preparada uma suspensdo de esporos para cada
linhagem em um mL de suspensdo aquosa contendo 0,2% de agar e foram inoculadas em um
ponto unico em placas de Petri, contendo cinco mL de meio de Czapek Yeast Agar (sacarose 30
g/L, extrato de levedura 5,0 g/L, K,HPO, 1,0g/L; NaNO; 2 g/L, KCI 0,5g/L, MgS0..7H,0 0,5
g/L; FeSO,4 .7H,0 0,01 g/L, CuS0.4.5 H,O 0.05 g/L, agar 20 g/L). Todas as linhagens foram

incubadas durante sete dias no escuro a 25°C. Apos esse periodo, foram removidos cinco plugs
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de agar de cada colonia e transferidos para um frasco de qutro mL de e adicionado um mL de
metanol: H,O destilada (3:1, v/v). Os frascos foram misturados em vértex e colocados em banho
de ultrasons (Sonicor) durante 50 minutos, para aumentar a eficiéncia na extragdo da FB,. Os
extratos foram filtrados através de filtros de seringa de PTFE com poros de 0,45 pm e colocados
em frascos de quatro mL e, em seguida, evaporados com nitrogénio. Apds a extra¢do, ocorreu o
processo de derivatizacdo com 2,3-naftaleno-dicarboxaldeido (NDA). Para a reagdo de
derivatizagdo, os reagentes foram adicionados a cada frasco: 200 puL. de metanol, 200 mL de
tampdo borato 0,05 M (pH 9,5, ajustado com NaOH 2 N), 100 pL de solucdo de cianeto de
sodio (0,13 mg/mL em agua destilada) e 100 puL de solugdo de NDA (0,25 mg/mL em metanol).
As amostras foram imediatamente agitadas em voértex durante um minuto, mantidas a 60°C
durante 15 minutos em banho termostatico e depois esfriadas a temperatura ambiente.
Posteriormente, as amostras foram diluidas com 1,4 mL de acetonitrila: H,O destilada (3:2, v/v)
e analisadas por HPLC utilizando um injetor automatico (ABRUNHOSA; CALADO;
VENANCIO, 2011).

As amostras foram entdo analisadas utilizando HPLC equipado com um detector de
fluorescéncia Jasco FP-920 (420 nm de comprimento de onda de excitagdo/500 nm de
comprimento de onda de emissdo). As separagdes cromatograficas foram realizadas numa
coluna C18 (Waters Spherisorb ODS2, 4,6 mm x 250 mm, 5 um), equipada com uma pré-coluna
com a mesma fase estacionaria. A fase movel utilizada foi uma mistura de acetonitrila: agua:
acido acético (60: 40: 1, v/ v/ v) e o fluxo foi ajustado para 1,0 mL/min. A temperatura da
coluna foi ajustada para 28°C e o volume de injeccdo foi de 50 pL. O padrio para FB. contendo
50,0 pg/mL foi obtido da Sigma-Aldrich. As amostras foram consideradas positivas quando um
pico no tempo de retengdo similar ao padrio foi obtido, com uma altura cinco vezes maior do

que o ruido de linha de base.

2.5 Perfis protedmicos por MALDI-TOF MS

Para a analise dos isolados de Aspergillus, uma suspensdo de esporos foi transferida
para placas de Petri contendo 10 mL de MEA. As culturas foram incubadas no escuro por cinco
dias a 28°C. Escherichia coli DH50 foi obtida da MUM e utilizada como padrdo para a
calibracdo externa do MALDI-TOF MS. As células da Escherichia coli DH5a foram cultivadas
em meio Luria Bertani Agar (Triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L) a 37°C
durante 20 horas (RODRIGUES et al., 2011). Apds o periodo de incubagio, 50 pg de esporos e
micélio jovem de cada microrganismo foram transferidos diretamente da placa de cultura para a
placa de ago inoxidavel de MALDI-TOF MS. Imediatamente, 0,5 pL de Solucdo de matriz (75
mg / ml de &cido 2,5 - diidroxibenzoico em agua/etanol/acetonitrila (1:1:1) com 0,03% de 4cido

trifluoroacético) foram adicionados na placa. O mix da amostra e da matriz foram secas ao ar e
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em temperatura ambiente. Para a garantia de reprodutibilidade, cada amostra foi feita em
duplicata.

As andlises foram realizadas em um sistema Axima LNR (Kratos Analytical, Shimadzu,
UK) equipado com um laser de nitrogé€nio (337 nm). Para calibragdo externa, doze proteinas
ribossomais conhecidas de E. coli foram utilizadas: DH5a (4.365,4; 5.096,8; 5.381,4; 6.241 4;
6.255,4; 6.316,2; 6.411,6; 6.856,1; 7.158,8; 7.274,5; 7.872,1; 9.742 ¢ 12.227,3 Da). Apds a
obtencdo das listas de picos, os espectros foram exportadas para o programa SARAMIS™
(Spectral  Archiving and Microbial Identification System, AnagnosTec, Germany,
(www.anagnostec.eu), onde realizou-se a identificagdo microbiana, por meio de comparacdo
das listas de picos das amostras individuais com o banco de dados. As identificagdes
microbianas através do SARAMIS™ sdo baseadas na presenga ou auséncia de cada pico no
espectro. Um dendograma baseado na analise protedmica das linhagens foi criado através do

SARAMIS™,

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagdo e identificagdo dos isolados

Diversos marcadores morfoldgicos foram analisados neste estudo, como a textura da
coldnia, cor e crescimento nos meios de cultura, a formag¢ao de exsudato, de pigmentos soliveis
e de esclerddios. Além dos marcadores, as caracteristicas mais importantes das colonias também
foram exploradas, como o padrdo de crescimento, tamanho e seriacdo, dimensdes e textura da
superficie dos conidios, a forma e o tamanho de métulas e fidlides. Estas caracteristicas sdo

fundamentais para a compreensao do conceito de espécie morfologica (KLICH, 2002).

3.2 Identificag¢do morfoldgica e bioquimica de Aspergillus Secdo Nigri

Os isolados analisados neste trabalho pertencem a Secdo Nigri e apresentam
caracteristicas marcantes, como a coloragdo dos conidios que variam de marrom-escuro a preto,
possui conididforos que podem ser uni ou biseriados e vesiculas esféricas (Tabela 1) (KLICH,
2002; PERRONE et al., 2007).

Nas tabelas 1 é possivel observar as caracteristicas de crescimento das espécies de
Aspergillus Secdo Nigri estudadas no meio de cultivo CYA 25°C, depois de sete dias de

incubacio.

Tabela 1 Marcadores morfologicos e bioquimicos utilizados na classificacdo dos isolados
de Aspergillus Secdo Nigri
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CYA25°C MEA 25°C

CCDCA 07 A. aculeatus Uva Marrom 6.8 Marrom 6.9 3.5 e
escuro escuro

CCDCA 12 A. Solo Preto- 5.7 Preto 5.0 3.5 r
brasiliensis contaminado  acinzentado
com metal
esado

CCDCA 09 A. foetidus Milho Preto 6.3 Marrom 6.3 35 Ir
escuro/preto

MUM 03.49 A.ibericus Uva Marron 5.3 Marrom 6.2 5.0 e
CCDCA 17  A. japonicus Uva Marrom- 6.7 Preto 6.3 4.0 e
escuro

CCDCA 02 A. niger Uva Preto 6.3 Preto 6.6 2.5 1
Aireiado

CCDCA 04 A. niger Uva Preto 6.2 Preto 6.5 4.5 r
Aireiado

CCDCA 08 A. niger Café Preto 6.4 Preto 6.2 4.5 r
Aireiado

CCDCA 13 A. niger Uva Preto 6.5 Preto 6.5 4.8 T
Agregado

H

CCDCA 06 A. niger Café Preto 6.7 Preto 5.5 4.8

CCDCA 19 Aspergillus Café Preto- 6.2 Preto 5.7 33 I/r
amarelado

|

MUM 08.01 A.uvarum Uva Marron 6.4 Marron 7.1 4.5

e: equinulados; r: rugoso; 1: liso; I/r: lisos a finamente rugosos.

Dos 26 isolados de Aspergillus Se¢do Nigri estudados no presente trabalho, um destes
destacou-se dos demais isolados, devido a coloragdo do micélio. Aspergillus sp. DCA19, que foi
isolado do café apresenta caracteristicas microscopicas que se assemelham a espécie A. niger.

Entretanto, a textura dos conidios e, principalmente, o micélio, que exibe distintamente
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coloragdo amarela, se diferencia desta espécie. Apesar da coloragdo deste isolado ser semelhante
a espécie A. sclerotioniger, que também foi isolada do café, todas as outras caracteristicas ndo
sdo encontradas neste isolado, principalmente a formagao de esclerddios, marcador morfoldgico
de A. sclerotioniger (SAMSON et al., 2004).

Apo6s a identificagdo morfoldgica, os 26 isolados da Secdo Nigri foram analisados
quanto a produgdo de ocratoxina A e fumonisina. Neste trabalho, foi possivel observar a
presenga de cinco isolados ocratoxigénicos nas amostras de uva, café e milho (4. niger
Agregado, A. carbonarius, A. sclerotioniger e A.lacticoffeatus). Diversos estudos t€m utilizado
as micotoxinas para auxiliar na identifica¢do dos fungos do género Aspergillus da Secdo Nigri
(CHIOTTA et al., 2011; LASRAM et al., 2012; SOARES; CALADO; VENANCIO, 2013). A
espécie A. carbonarius era conhecida como sendo uma espécie 100% ocratoxigénica.
Entretanto, um recente estudo demonstrou, pela primeira vez, a caracterizacéo e a identificagdo
de isolados de A. carbonarius ndo produtores de ocratoxina, em diferentes vinhedos do sul da
Espanha (CABANES; BRAGULAT; CASTELLA, 2013). Recentemente, descobriu-se que além
da ocratoxina, as espécies de Aspergillus Seg¢do Nigri produzem outro tipo de micotoxina,
denominada fumonisina (FRISVAD et al., 2007; MOGENSEN et al., 2010). Foi possivel
observar neste trabalho a presenca de 2 isolados de A. niger Agregado e 4 isolados de 4. niger ,
produtores de fumonisina. Estes dados corroboram com os resultados obtidos em diversos
trabalhos (FRISVAD et al., 2011; NOONIM et al., 2008; SUSCA et al., 2010; VARGA et al.,
2010).

Além dos marcadores toxigénicos, utilizou-se marcadores bioquimicos, como as
proteinas ribossomais, para a identificagcdo dos fungos filamentosos. A analise de agrupamento
da Figura 1 foi feita com base na lista de valores de massas dos respectivos isolados e resultou
na formagao de clusters separados em nivel de espécie. Oitenta e nove por cento dos isolados de
A. niger Agregado (9/11) analisados anteriormente pela morfologia, foram identificados de
acordo com 0 MALDI-TOF MS como sendo 4. niger: A técnica de MALDI-TOF MS permitiu a
separagdo de espécies morfologicamente relacionadas, como Aspergillus ibericus e A.
carbonarius, assim como as espécies A. japonicus e A. aculeatus. Através da andlise de
MALDI-TOF MS, Kallow et al. (2006) demonstraram o agrupamento ¢ a separagdo das
espécies A. aculeatus e A. japonicus, confirmando assim, a proximidade entre estas duas

espécies uniseriadas.
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Figura 1 Dendograma construido com base nas sequéncias de proteinas obtidas no MALDI-TOF
MS, das linhagens de Aspergillus secdo Nigri. As distancias sdo medidas como porcentagem de

similaridade

A espécie que ndo pode ser identificada pela analise morfolégica (CCDCA 19) nio se
agrupou com as outras espécies analisadas neste estudo. Sendo assim, apds a realizagdo da
analise morfoldgica, bioquimica e de espectrometria de massas, sugere-se a provavel existéncia
de uma rara ou uma nova espécie da Sec¢ao Nigri, contudo, a confirmagao destes dados sera feita
por biologia molecular.

Sendo assim, através da técnica de espectrometria de massa, foi possivel obter espectros
de qualidade que podem ser futuramente usados na construg¢do de super-espectros e incluidos na
base de dados ja existentes, aumentando assim, a eficiéncia desta técnica na identifica¢do de

fungos filamentosos.

3.2 Andlise morfologica e bioquimica de Aspergillus Se¢ao Circumdati

\

Neste presente estudo também foram analisadas espécies pertencentes a Segdo
Circumdati que apresentam conidios variando do amarelo ao ocre, sdo biseriadas e muitas

espécies sintetizam esclerodios que variam na coloragdo e também auxiliam no processo de
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identificagdo morfolégica (Tabela 2) (KLICH, 2002; SAMSON; HONG; FRISVAD, 2006).
Recentemente, a taxonomia desta Se¢do, tem sido revista por taxonomia polifasica, devido a
alta semelhanga morfoldgica entre as espécies A. ochraceus e A. westerdijkiae (GIL-SERNA et
al., 2009; 2011). Seis espécies de Aspergillus Secdo Circumdati foram identificadas por
morfologia, A. auricomus, A. elegans, A. ochraceus, A. ostianus, A. sclerotiorum e A.
sulphureus.

Apds o processo de identificagdo por morfologia, os isolados de Aspergillus Se¢do Circumdati
foram analisados quanto a produgdo de ocratoxina A. Dos 20 isolados testados, 50% (10/20)
foram produtores de OTA, sendo as espécies: 4. ochraceus, A.ostianus, A. sulphureus e A.
elegans. Estas espécies também foram relatadas como sendo espécies ocratoxigénicas em outros
trabalhos (BATISTA, Chalfoun, 2007; 2009; GIL-SERNA et al., 2011). Recentemente, Gil-
Serna et al. (2011), também identificou por taxonomia polifasica uma espécies de A. elegans
produtora de ocratoxina A (GIL-SERNA et al., 2009; 2011). Além destas espécies, Samson et al.
(2004), descreveram oito novas espécies também produtoras de OTA: A. cretensis, A.
flocculosus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. westerdijkiae, A. sulphurous e
Neopetromyces muricatus.
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Para validar os métodos morfoldgicos ¢ bioquimicos, os isolados
foram analisados por MALDI-TOF MS. Os fungos da se¢do Nigri foram
analisados com 32 horas de incubagdo, enquanto que para os isolados da
Secdo Circumdati, o periodo de 48 horas foi o mais indicado para as
analises. Provavelmente, isso ocorre devido as diferengas nos niveis de
esporulagdo dos fungos e gera diferencas significativas quanto ao nimero e
intensidade dos picos de massas de proteinas (BIZZINI; GREUB, 2010). O
dendrograma com base nos perfis protedmicos por MALDI-TOF MS das 20
linhagens de Aspergillus secdo Nigri avaliadas neste estudo € apresentado na

Figura 2.
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Figura 2 Dendrogama construido com base nas sequéncias de proteinas
obtidas no MALDI-TOF MS, das linhagens de Aspergillus segio

Circumdati. As distancias sdo medidas como porcentagem de similaridade.

Dos 20 isolados de Aspergillus Secdo Circumdati, oito foram
identificados como sendo A. ochraceus, pois, o restante dos isolados nio
pdde ser identificado por esta técnica, devido a falta de espectros de
referéncia da Secdo Circumdati na base de dados SARAMIS. Alanio et al.

(2011) analisaram linhagens de Aspergillus se¢des Circumdati, Fumigati,
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Flavi, Terrei, Nigri, Nidulantes ¢ Usti e obtiveram 98,6% de confirmagio

taxonomica pelo MALDI-TOF MS.

CONCLUSOES

A taxonomia baseada no uso de diferentes técnicas permitiu uma
identificagdo mais precisa das espécies da Se¢do Nigri e Circumdati da
Colecdo de Culturas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA).
Os dados obtidos na analise de espectrometria de massa confirmaram os

resultados da analise morfoldgica, indicando uma taxonomia de consenso.
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