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RESUMO GERAL

SILVA, Daiani Maria. Identificacdo de espécies de Aspergillus Secdo Nigri
por taxonomia polifasica e descricdo de duas novas espécies do género.
2009. 76 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

As espécies do género Aspergillus representam um género de grande
importancia econdmica pois sdo utilizados em processos industriais e por serem
responsaveis pela deterioragdo de alimentos ¢ produgdo de micotoxinas. A
identificagdo da maioria das espécies do género Aspergillus tem sido
problematica devido a variabilidade dos caracteres fenotipicos. A Taxonomia
Polifasica tem sido utilizada para a classificagdo e identificacdo das espécies
pertencentes ao género, principalmente na descricdo de novas espécies. Os
objetivos deste estudo foram promover a identificacdo de espécies da Secdo
Nigri, que possui uma das mais complexas ¢ confusas do género, e a descri¢ao
de um isolado da Sec¢do Flavi utilizando a Taxonomia Polifasica. Os isolados
foram analisados utilizando dados morfologicos, fisiologicos, imagens geradas
por Microscopia Eletronica de Varredura e dados moleculares com o
sequenciamento do gene B-tubulina. Os resultados demonstraram que a
Taxonomia Polifasica ¢ eficiente na identificacdo das espécies. Uma nova
espécie da Secdo Nigri esta sendo proposta, denominada de Aspergillus
caveniger, baseada principalmente nas caracteristicas morfologicas. Uma nova
espécie A. gruticola, pertencente a Se¢do Flavi, também foi diferenciada por
morfologia, fisiologia e sequenciamento do gene B-tubulina. Este estudo
demonstra que a Taxonomia Polifasica € um método seguro para a identificagdo
e diferenciagdo de espécies do género Aspergillus.

Palavras-chave: Taxonomia Polifasica, Aspergillus, Secdo Nigri, Se¢do Flavi

Comité orientador: Dr. Luis Roberto Batista — UFLA (Orientador)



GENERAL ABSTRACT

SILVA, Daiani Maria. ldentification of species of Aspergillus Nigri Section by
polyphasic taxonomy and description of two new species of the genus. 20009.
76 p. Dissertation (Master of Science in Agricultural Microbiology) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG, Brazil.

Aspergillus stands for a genus of great economic importance for being utilized in
industrial processes and for being responsible for the deterioration of foods as
well as the production of mycotoxins. The identification of most of the species
of the genus Aspergillus has been troublesome due to the variability of the
phenotypic characteristics. Recently, Polyphasic Taxonomy has been used in the
identification and classification of the species belonging to the genus, especially
in the description of new species. The objective o this study were to promote the
Identification of species of the Nigri Section, which possesses one of the most
complex and confuses of the genus and the Description of an isolate of the Flavi
Section utilizing Polyphasic Taxonomy. The isolates were studied by using
morphologic and physiologic data, images generated from scanning electronic
microscopy and molecular data with the sequencing of B-tubulin gene. The
results showed that Polyphasic Taxonomy is efficient in species identification. A
new species from the Nigri Section is being proposed, named Aspergillus sp,
based mainly upon by its morphological characteristics. A new species A.
gruticola, belonging to the Flavi Section was also distinguished through the
morphology, physiology and sequencing of B-tubulin gene. This study shows
that Polyphasic Taxonomy is a safe method for the identification and
differentiation of species of the genus Aspergillus.

Key words: Taxonomy Polyphasic, Aspergillus, Nigri Section, Flavi Section

Guidance Committee: Dr Luis Roberto Batista — UFLA (Major Professor)
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CAPITULO I
GENERO Aspergilus : IMPORTANCIA ECONOMICA E TAXONOMIA

1 INTRODUGAO GERAL

As espécies do género Aspergillus sdo fungos onipresentes capazes de
colonizar uma vasta variedade de substratos. Poucos fungos sao tdo importantes
quanto os membros deste género. Aspergillus representa um género de grande
importancia econdmica ¢ algumas espécies sdo responsaveis pela deterioragdo
de alimentos e produgdo de micotoxinas. As micotoxinas sdo produtos do
metabolismo secundario de algumas espécies de fungos que, quando ingeridas
por animais, incluindo o homem, podem causar alteragdes prejudiciais a saude.
As espécies pertencentes ao género Aspergillus sio capazes de produzir
micotoxinas de grande importincia econdmica, em especial as aflatoxinas, as
ocratoxinas A e a patulina. Alguns paises estdo adotando limites maximos nos
niveis de micotoxinas presentes nos alimentos a fim de proteger a saude de
consumidores.

Membros pertencentes & Se¢do Nigri formam um subgrupo do género
Aspergillus e sdo distribuidos mundialmente, podendo se desenvolver em uma
vasta variedade de substratos. Varias espécies desta Se¢do sdo utilizadas na
industria de fermentagdo de diferentes acidos organicos e enzimas hidroliticas.
A. niger é a espécie desta Segdo reportada mais frequentemente, possui “Status”
GRAS (“Generally Regarded as Safe”) pela “Food And Drug Administration” e
¢ amplamente utilizada em processos biotecnologicos (Abarca et al., 2004).

A taxonomia da Se¢do Nigri ainda ndo esta totalmente esclarecida
provavelmente porque durante muitos anos a classificagdo foi essencialmente

baseada em critérios morfologicos, sendo as diferencas entre as espécies muito



sutis. Em decorréncia disso, nos ultimos anos a adigdo de novos métodos,
incluindo analises de extroélitos, e o uso de ferramentas moleculares baseadas em
PCR vém sendo aplicados em questdes taxondmicas do genéro Aspergillus.
(Geiser et al., 2007). A Taxonomia Polifasica tem como objetivo a integragdo
dos diferentes tipos de dados e informagdes (fenotipicas, genéticas e
filogenéticas) sobre o microrganismo, indicando uma taxonomia de consenso.
Sendo assim, os objetivos deste estudo foram identificar espécies pertencentes
ao género Aspergillus Segdo Nigri utilizando a Taxonomia Polifasica e descrever

duas novas espécies do género.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia Econdmica do género Aspergillus

As espécies pertencentes ao género Aspergillus devido a sua importancia
econOmica sdo utilizadas em diversos processos nas industrias alimenticia, de
bebidas e farmacéutica e na produgdo de enzimas e acidos orgéanicos (Baker &
Benneth, 2008).

Um niimero de antibidticos, antitumores e agentes antiflingicos tem sido
derivado de metabolitos de algumas espécies de Aspergillus. Exemplos disso sdo
a lovastantina, produzida por espécies de A. terreus, comercialmente utilizada
para auxiliar na diminui¢do das taxas de colesterol, ¢ a droga anti-Candida,
cilofungina, que ¢ uma droga semi-sintética derivada da modificacdo quimica de
echinocandina B, produzida por espécies de Emericella nidulans/ rugulosa
(Klich, 2002).

O maior impacto econdmico positivo do género Aspergillus tem sido a
valorizagdo na producdo de enzimas e acidos por um nimero de espécies deste
género. Dois dos mais importantes produtos industriais produzidos por espécies
de Aspergillus sdo a amilase e o 4cido citrico (Abarca et al., 2004).

As espécies de A. niger tém uma grande importdncia na industria
alimenticia, pois sdo amplamente utilizadas na producgdo biotecnologica de
acidos organicos como o acido citrico e o acido glucdnico (Abarca et al., 2004).
O éacido citrico é um acido organico bastante utilizado pela industria alimenticia
como acidulante de alimentos e bebidas, como doces, sucos de frutas, geléias,
gelatinas, refrigerantes, entre outros. Na industria farmacéutica, o acido citrico é
usado para preservar sangue armazenado, e na industria de cosméticos, ¢ usado
como antioxidante. O 4cido citrico envolve, também, outras aplicacdes

industriais, como a producdo de detergentes, galvanoplastia e o curtimento de



couro (Baker & Bennett, 2008). Além da produgdo de acidos organicos, A. niger
¢ também um importante produtor de enzimas como pectinase, protease,
amiloglucosidase, catalase e glucosidase. A espécie de A. aculeatus ¢é utilizada
no processamento de alimentos e, hoje, muitas enzimas disponiveis no mercado
utilizadas para contribuir no sabor e cor de alguns produtos sdo derivadas destas
espécies (Pariza & Jonson, 2001).

Apesar dos aspectos econdmicos positivos relacionados as espécies de
Aspergillus, muitas espécies estdo associadas a contaminagdo e a degradagdo de
produtos alimentares. Muitos alimentos sdo susceptiveis ao crescimento destes
fungos devido a condi¢cdes inadequadas de secagem, armazenamento e
transporte as quais sdo expostos. Em condi¢des de pouca umidade, por exemplo,
algumas espécies de Aspergillus sdo altamente dominantes € possuem
capacidade de contaminar varios alimentos e ra¢des. O aspecto mais importante
envolvendo a deterioragdo de alimentos por espécies de Aspergillus ¢ a produgio
de micotoxinas, que sdo metabolitos secundarios toxicos prejudiciais a saude de
animais e humanos. Estima-se que 25% dos alimentos consumidos
mundialmente estdo contaminados com micotoxinas (Kamei & Watanabe, 2005;

Niessen et al., 2005; Russell & Paterson, 2006).

2.2 Morfologia e classificacdo do género Aspergillus

O género Aspergillus representa um anamorfo de ascomicetos
pertencente a ordem Eurotiales, ou seja, caracteriza-se pela produgéo de esporos
assexuais (Klich & Pitt, 1988). A coloracdo das colonias é a caracteristica
principal macroscopica para a diferenciagdo das Segdes de Aspergillus. Eles
possuem varios tons de verde, amarelo, marrom, branco, preto e cinza (Klich,
2002). As espécies pertencentes a esse género tipicamente produzem um
conidioforo, asseptado e com a base normalmente em forma de “T” ou “L”,

comumente chamada de “célula pé”, conectada a uma hifa vegetativa. O



conidioforo estende-se a partir da célula pé e pode continuar a se estender por
alguns milimetros de comprimento até chegar a vesicula, na qual as células
conidiégenas métulas e fidlides sdo formadas. As vesiculas podem ter varias
formas caracteristicas. Em algumas espécies o conidio ¢ diretamente ligado as
fialides; essa caracteristica pertence as espécies denominadas de unisseriadas. As
fialides produzem conidios enfileirados ou em cadeia, com diferentes
pigmentacdo e ornamentacdo. Outras espécies apresentam estruturas
especializadas que ficam entre a vesicula e as fialides, designadas métulas, ¢ a
presenca destas estruturas caracteriza estas espécies como bisseriadas (Raper &
Fennell, 1965; Klich & Pitt, 1988; Kozakiewicz, 1989; Gams et al., 1998).

Algumas espécies pertencentes ao género Aspergillus produzem células
Hiille, que sdo células de paredes muito espessas e refringentes, cuja fungao
ainda ¢ desconhecida (Klich & Pitt, 1988).

No género Aspergillus algumas espécies sdo capazes de se reproduzir de
forma sexuada. Estes estados teleomorficos ou de reproducdo “meidtica”
pertencem a familia Trichomataceae dos Ascomycota e sdo caracterizados pela
formagdo de ascos que contém os ascosporos. Os ascos estdo dentro do
ascocarpo, geralmente um cleistotécio (Raper & Fennell, 1965; Klich & Pitt,
1988; Kozakiewicz, 1989).



Conidios

Fialide

> Meétula

Vesicula

» Estipe

FIGURA 1 Tipos de ramificagdo em espécie de Aspergillus bisseriado.

A classificacdo do género Aspergillus tem sido estudada por muitos
taxonomistas. A primeira descri¢do deste género foi feita por Micheli (1729).
Depois desta primeira descrigdo, muitas espécies foram descritas Church &
Thom (1926) foram os primeiros a revisar o género Aspergillus, aceitando 69
espécies, divididas em 11 grupos, com base em caracteristicas morfoldgicas.
Thom & Raper (1945) incluiram 77 espécies no género, com 10 variedades em
14 grupos.

Raper & Fennell (1965) descreveram 132 espécies pertencentes ao
género Aspergillus e as subdividiram em 18 grupos, com base em caracteristicas
culturais e morfologicas, que foram reclassificados em Sec¢des pertencentes a
seis subgéneros por Gams et al. (1985).

Embora muitas novas espécies de Aspergillus e a relagdo com seus

teleomorfos tenham sido descritas, as espécies e variedades descritas desde 1965



foram criticamente revisadas, levando a algumas alteragdes quanto a
classificagdo e a nomenclatura. Os conceitos de espécie sdo consideravelmente
bem circunscritos, embora varios grupos sejam de identificagdo e classificacdo
problematica.

Os problemas nomenclaturais foram devidos ao fato de Raper & Fennell
(1965) terem recusado aderir ao cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica
(ICBN), a subdivisdo do género foi baseada em grupos de espécies semelhantes,
como por exemplo as espécies de A. niger, que eram referidas como
pertencentes ao grupo de A. niger.

Peterson (2000) propds eliminar trés dos seis subgéneros estabelecidos
por Gams et al. (1985), retendo 12 das 18 secdes classificadas por Rapper &
Fennell (1965). Em 2000 estavam descritas 182 espécies pertencentes ao género
Aspergillus (Pitt et al., 2000). Segundo Geiser et al. (2007), mais de 40 novas
espécies descritas foram publicadas desde 2000, elevando o numero total das
espécies pertencentes ao género Aspergillus para aproximadamente 250
espécies. Segundo estes autores, essa classificacdo tem sido feita com base em
caracteristicas morfologicas, fisiologicas e moleculares, os quais ressaltam,
ainda, que o nimero continuard a crescer a medida que novas espécies forem
descobertas e novos conceitos, atribuidos. Klich (2002) propoe, em seu manual
de identificagdo, as principais Se¢des pertencentes ao Género Aspergillus e suas

caracteristicas morfologicas em meios de cultura padronizados (Tabela 1).

TABELA 1 Classificagdo do Género Aspergillus e suas principais caracteristicas
Klich (2002).

Subgénero Secdo Principais Caracteristicas




Aspergillus Aspergillus Unisseriado, xerofilico, crescimento em
CY20S>CY25,conidios verde/cinza
Restricti Estritamente anamorfico, crescimento lento
Fumigati Fumigati Conidio cinza-verde para verde-azul
Cervini Conidio laranja claro para laranja-cinza
Ornati Unisseriado, conidio verde-cinzento, verde-
amarelo ou marrom-oliva
Clavati Clavati Unisseriado, vesiculas predominantemente
clavada, conidio cinza/verde
Nidulantes Nidulantes Estipe curta e castanha, conidio verde, células
Hiille, ascésporos vermelho ptrpura
Flavipedes Estipe hialina para marrom palido, conidio
branco
Versicolores Estipe hialina para marrom, conidio verde,
verde cinza ou verde azul
Usti Estipe marrom, conidio vermelho escuro,
marrom/oliva
Terrei Estipe hialina, conidio laranja-marrom
Circumdati Candidi Conidio branco ou quase branco
Circumdati Predominantemente  bisseriado,  conidio
amarelo ou ochraceus
Cremei Conidio marrom, amarelo ou azul-verde
Flavi Conidio verde/amarelo para oliva/marrom
Nigri Estipe com paredes lisas, conidio preto ou
proximo do preto
Sparsi Conidio cinza palido para oliva
Wentii Conidio amarelo/marrom ou oliva marrom

2.3 Micotoxinas produzidas por fungos do género Aspergillus

As espécies pertencentes ao género Aspergillus sdo capazes de produzir

micotoxinas de grande importancia econdmica, em especial as aflatoxinas, as

ocratoxinas A (OTA) e a patulina. Recentemente, a produ¢do de fumonisina B2

foi relatada em espécies de A. niger (Castella et al., 2002; Moss, 2002; Frisvad et

al., 2007).

A OTA ¢ uma importante micotoxina produzida naturalmente por

algumas espécies de Aspergillus, Penicillium, Neopetromyces e Petromyces



(Frisvad & Samson, 2000; Bennett & klich, 2003). Esta micotoxina ¢
considerada nefrotoxica, imunotoxica, genotdxica e teratogénica e tem sido
classificada pela IARC (International Agency for Research on Cancer) como
possivel carcinogénica para humanos (grupo 2B) (IARC, 1993).

A OTA foi inicialmente identificada em espécies de A. ochraceus
pertencentes a Segdo Circumdati, em 1965, por um experimento conduzido por
Merwe et al. (1965). A partir desta descoberta, varios estudos confirmaram a
presenca desta toxina em alimentos, o que despertou a atencdo de varios
pesquisadores e organizacOes alimentares. Posteriormente, outras espécies
pertencentes a Se¢do Circumdati foram relatadas como produtoras de OTA: A.
elegans, A. auricomus, A. ostianus, A. petrakii, A. sclerotiorum e A. sulphureus
A. insulicola (Batista et al., 2003) ¢ A. elegans (Nasser et al., 2003). Samson et
al. (2004) descreveram oito novas espécies pertencentes a Se¢do Circumdati
produtoras de OTA: A. cretensis, A. flocculosus, A. pseudoelegans, A.
roseoglobulosus, A. westerdijkiae, A. sulphurous e Neopetromyces muricatus.

Na Secdo Nigri, A. carbonarius é considerada a principal espécie
envolvida na producdo de OTA, principalmente em espécies isoladas de uvas e
seus derivados (Esteban et al., 2006). Ueno et al. (1991) relatam que a espécie A.
foetidus, pertencente a Se¢do Nigri, apresenta capacidade para produzir OTA. A
produgdo de OTA tem sido relatada em outra espécie da Se¢do Nigri, nomeada
A. japonicus (Dalcero et al., 2002; Battilani et al., 2003), mas esta confirmag¢io
ainda ¢ controvérsa, pois outros autores ndo confirmam a producdo de OTA por
esta espécie (Parenicova et al., 2001).

Samson et al. (2004) relataram outras espécies da Sec¢do Nigri que ndo
sdo produtoras de OTA, tais como A. tubingensis, A. ellipticus, A. aculeatus, A.
costaricaensis e A. piperis. Estes mesmos autores descreveram duas novas
espécies da secdo Nigri capazes de produzir OTA: A. sclerotioniger e A.

lacticoffeatus, ambas isoladas de café.



Outras micotoxinas de grande importancia produzida pelo género
Aspergillus sdo as aflatoxinas. Inicialmente as aflatoxinas foram isoladas pelas
espécies de A. flavus. Apos estudos, alguns autores relataram que nem todas as
linhagens de A. flavus sdo produtoras de aflatoxina, ¢ a maioria das linhagens de
A. parasiticus sdo potencialmente produtoras de aflatoxinas B1, B2, G1 ¢ G2,
enquanto A. flavus produzem somente aflatoxinas B1 e B2. Estudos recentes
confirmam outras espécies pertencentes a esta Secdo que sdo capazes de
produzir aflatoxinas, como A. bombycis, A. nomius e A. pseudotamari, e A.
ochraceoroseus (Se¢do Circumdati) e Emericella venezuelensis, as quais sdo
encontradas em menor freqiiéncia (Bennett & Klich, 2003; Peterson et al.,
2001). Em um recente trabalho, Pildain et al. (2008), descreveram duas novas
espécies pertencentes a Segdo Flavi, A. minisclerotigenes e A. arachidicola,
produtoras de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

As aflatoxinas sdo denominadas B1, B2, G1 e G2, sendo a aflatoxina B1
considerada a forma mais toxica das aflatoxinas. Para algumas espécies de
animais, como os ratos, a aflatoxina B1 ¢ um dos mais conhecidos metabolitos
carcinogénicos (Moss, 2002). As aflatoxinas, devido a sua alta toxicidade,
podem trazer sérios riscos a saude humana e de animais, pois possuem
propriedades carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas e imunossupressoras
(Nordin & Luchese, 1998).

A exposicdo humana as micotoxinas pelo consumo de alimento
contaminado ¢ questdo de satde publica no mundo todo. Programas de
monitoramento dos niveis de contaminac¢do de alimentos por micotoxinas sdao
essenciais para garantir seguranca a saude dos consumidores. Os niveis de
micotoxinas nos alimentos podem flutuar grandemente ¢ variar de ano para ano
mediante as condigdes para o crescimento de fungos. Quando presentes em
niveis elevados na dieta alimentar, podem levar a problemas agudos de saude e

até a morte.
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O JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives and
Contaminants - Comissdo do Codex Alimentarius sobre Contaminantes e
Aditivos de Alimentos) tem proposto recomendagdes quanto aos niveis maximos
admissiveis de micotoxinas em alimentos. Para a maior parte das micotoxinas,
os dados disponiveis sdo insuficientes para permitir uma avaliagdo pela JECFA.
No entanto, algumas micotoxinas ja foram avaliadas: aflatoxina M1, DON,
fumonisinas, OTA, toxina HT2 e T-2, patulina e zearalenona (Joint Expert
Committee on Food Additives and Contaminants - JECFA, 2001).

No Brasil, as aflatoxinas sdo as Unicas micotoxinas sobre as quais
existem dados suficientes para permitir a realizagdo de uma avaliacdo dos niveis
maximos tolerdveis nos alimentos previstos na legislagdo, e esse limite
estabelecido para as aflatoxinas ¢ comparavel ao de outros paises, recomendado
pela Organizacdo Mundial da Satde e pela Organizagdo para Alimentagdo e
Agricultura (Food Agricultural Organization - FAO, 1998).

Em paises europeus, de acordo com os dados recomendados pela
FAO/WHO, a média total de ingestdo de OTA foi estimada em 45ug/kg de peso
corpdreo por semana, assumindo o peso corporeo de 60pug/Kg. Devido aos dados
toxicologicos em estudos com animais e a exposicdo humana, a Unido Européia
tem recomendado que os niveis de OTA sejam inferiores a Sng (kg por peso
corporeo) por dia (Bennett & Klich, 2003). No Brasil ainda nio existe uma
legislagdo especifica para OTA.

Devido a grande importancia da presenca de micotoxinas em alimentos,
a identificacdo correta destas espécies € essencial para garantir alimentos
seguros. O uso da Taxonomia Polifasica pode dar mais confiabilidade na

identificagdo das espécies.

2.4 Taxonomia Polifasica
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A classificagdo do género Aspergillus tem sido estudada por muitos
taxonomistas. A mais importante publicagdo deste género foi baseada em
critérios fenotipicos (Raper & Fennell, 1965). A identificacdo das espécies de
Aspergillus permanece problematica, devido a variabilidade das caracteristicas
fenotipicas, o que vem causando erros na literatura, especialmente na
identificacdo de espécies produtoras de micotoxinas (Samson et al., 2006).

A taxonomia do género Aspergillus e seus teleomorfos tém sido
recentemente re-investigados usando uma abordagem polifasica para examinar a
variabilidade das espécies (Frisvad et al., 2004; Hong et al.,, 2006). A
Taxonomia Polifasica tem como objetivo integrar diferentes tipos de dados e
informagdes (micro e macromorfologia, fisiologica, producdo de metabolitos e
dados moleculares), sendo todos importantes € em principio nenhum dos
métodos particulares sera o mais sobrenfatizado. Exemplos de novas
classifica¢bes de espécies nas Se¢des Circumdati, Flavi, Fumigati e Nigri estdo
sendo apresentadas (Samson et al., 2006).

As ferramentas moleculares tais como REAL-TIME PCR, RFLP,
RAPD, AFLP, sequéncia de RNA ribossomal e genes que codificam proteinas
tém sido aplicados para questdes taxondmicas (Geiser et al., 2007). Para o
género Aspergillus dentre as sequéncias de B-tubulina 2 A, 2 B e 10 A ¢
calmodulina (Frisvad et al., 2004; Samson et al., 2004).

Analises de extrélitos ou quimiotaxonomia, especialmente metabdlitos
secundarios, tém sido testadas em um grande nimero de fungos e muitas vezes
podem ser utilizadas para auxiliar na identificacdo das espécies (Larsen et al.,
2001). Estas analises tém demonstrado que cada espécie de Aspergillus ¢
caracterizada por um determinado perfil de metabolitos secundarios (Samson et

al., 2006).
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Segundo Geiser et al. (2007) a descricdo da morfologia, fisiologia e
dados moleculares podem ser usados ndo s6 como fonte para a identificagdo,
mas também para o entendimento da biologia dos fungos.

O estudo sobre a importancia econdmica de espécies do género
Aspergillus por pesquisas polifasicas sdo inovadoras e estratégicas para o estudo
da biodiversidade das populacdes/espécies (Perrone et al., 2007).

Muitos pesquisadores tém utilizado diferentes métodos para a
classificacdo das espécies de Aspergillus. Varga et al. (2007) utilizaram a
Taxonomia Polifasica através de métodos morfologicos, analises de extrolitos e
dados moleculares baseados na sequéncia da regido ITS, partes do gene B-
tubulina e do gene calmodulina para examinar espécies da Segdo Clavati. Os
dados indicaram que Aspergillus Sec¢do Clavati inclui 7 espécies, A. clavatus
sinénimos: A. apicalis, A. pallidus, A. giganteus, A. rhizopodus, A. longivesica,
Neocarpenteles acanthosporus ¢ A. clavatonanicus. Neocarpenteles
acanthosporus ¢é o tinico teleomorfo conhecido desta Segéo.

Houbraken et al. (2007) também utilizaram a Taxonomia Polifésica para
clarificar a taxonomia de Aspergillus Se¢do Usti. Com base em dados quimicos,
moleculares e morfologicos, estes autores separaram A. insuetus de A. ustus, A.
insuetus difere de A. ustus na producéo de acidos, e concluiram que a Segéo Usti
sensu strictu inclui oito espécies: A. ustus, A. puniceus, A. granulosus, A.
pseudodeflectus, A. calidoustus, A. insuetus e A. keveii, juntamente com
Emericella heterothallica.

A utilizagdo da Taxonomia Polifadsica tem contribuido de forma
significativa para uma melhor identificacdo das espécies de Aspergillus,
conforme relatado em muitos trabalhos, ¢ tem se demonstrado também, uma
técnica bastante importante para a descricdo de novas espécies deste género. Nos
ultimos anos, novas espécies de Aspergillus vém sendo descritas, e para a

descricdo destas espécies, muitos pesquisadores t€ém utilizado e recomendado o
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uso da Taxonomia Polifasica a fim de ndo cometerem erros na classificagdo
destas espécies, pois, em muitos casos, os taxonomistas tém dificuldades para
determinar quais sdo as caracteristicas que realmente definem uma espécie
somente com a aplicagdo de critérios morfoldgicos. Para a descri¢do de novas
espécies, Samson et al. (2007), além de caracteres morfoldgicos, utilizaram a
combinagdo de outros caracteres incluindo sequéncias de DNA, caracteres

fisiologicos e analises de extrdlitos.
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CAPITULO 2

TAXONOMIA POLIFA§ICA PARA A IDENTIF!CAC;AO DE UMA
NOVA DO GENERO Aspergillus SECAO Nigri

RESUMO

Apesar de a taxonomia das espécies de Aspergillus Segdo Nigri ser considerada
problematica, varios métodos tém sido propostos para auxiliar na classificacao
desta Seg¢do. Com base na Taxonomia Polifasica utilizando caracteres
morfologicos, fisiologicos e sequenciamento do gene B-tubulina, este trabalho
objetivou diferenciar espécies do género Aspergillus Secdo Nigri. A
identificagdo morfologica demonstrou-se util para algumas espécies como A.
carbonarius, apesar de ndo ter sido totalmente eficaz no esclarecimento de
espécies relacionadas a A. niger Agregados. O isolamento das espécies da Segdo
Nigri em CREA permitiu diferenciar as espécies analisadas em grupos e auxiliou
na diferenciagdo da espécie Aspergillus sp, que se caracterizou pela auséncia de
esporulacdo e producdo de esclerdcios. A MEV permitiu diferenciar as espécies
em dois grupos distintos, um grupo que apresenta conidios com ornamentagio
equinulada e outro verrucoso. A produgdo de ocratoxina A (OTA) foi confirmada
apenas nas espécies A. carbonarius ¢ A. niger. O sequenciamento do gene [3-
tubulina foi eficiente para diferenciar a maioria das espécies do género Aspergillus
Secéo Nigri, com excegdo de Aspergillus sp, que ndo pdde ser distinguida de A.
costaricaensis. Uma nova espécie da Sec¢do Nigri isolada de uma caverna Brasileira
¢ descrita neste estudo como Aspergillus caveniger. Esta espécie se assemelha
morfologicamente a A. costaricaensis pela baixa capacidade de esporulagdo e
abundante produgdo de esclerocios, mas se diferencia morfologicamente pela
ornamentac¢do conidial e pelo tamanho das vesiculas. Utilizando o gene B-tubulina
nao foi possivel discriminar Aspergillus caveniger de A. costaricaensis.

Palavras-chave: Aspergillus, Secio Nigri, Taxonomia Polifésica.

Comité orientador: Dr. Luis Roberto Batista — UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

In spite of the taxonomy of the Aspergillus species of the Nigri Section being
regarded as troublesome, number of methods have been proposed to aid in the
classification of this Section. On the basis of Polyphasic Taxonomy by utilizing
morphologic, physiologic characters and sequencing of B-tubulin gene, this work
aimed to distinguish Aspergillus species Nigri Section. The morphologic
identification proved useful for some species, such as A. carbonarius and
Aspergillus sp, despite not having been totally effective in elucidating species
related to the species of A. niger. The isolation of the species of the Nigri
Section on CREA enabled to distinguish the Aspergillus sp species, which was
characterized by the lack of sporulation and by the production of sclerotia. SEM
allowed to distinguish the species into two distinct groups; one group presenting
conidia with equinulate ornamentation, and the other verrucous. The production
of O. chratoxin A (OTA) was only found in the A. carbonarius and A. niger
species. The sequencing of B-tubulin gene was efficient in differing most of the
Aspergillus species from the Nigri Section with the exception of Aspergillus
caveniger species, which could not be distinguished from A. costaricaensis. A
new species from the Nigri Section isolated from a Brazilian cave is reported in
this study. This species is morphologically similar to A. costaricaencis for its
low sporulation capacity and high sclerotia production, but it differs
morphologically from A. costaricaensis for its conidial ornamentation and size
of vesicles. By utilizing B-tubulin gene, it was not possible to distinguish
Aspergillus caveniger from A. costaricaensis.

Key words: Aspergillus sp, Section Nigri, Taxonomy Polyphasic.

Guidance Committee: Dr. Luis Roberto Batista — UFLA (Major Professor)
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1 INTRODUCAO

As espécies do género Aspergillus Se¢ao Nigri ou Black Aspergillus sdo
mundialmente distribuidas e possuem capacidade de desenvolver em uma vasta
variedade de substratos. Muitas espécies sdo capazes de causar deterioragdo de
alimentos, embora algumas sejam utilizadas nas industrias, em processos de
fermentacao, para a produgdo de acidos organicos, como o citrico e o gluconico,
e enzimas hidroliticas como lipases e amilases (Pitt & Hocking, 1997; Abarca et
al., 2004). A. niger ¢ uma das espécies amplamente utilizadas em processos
biotecnoldgicos e a inica que possui o “Status GRAS (“Generally Regarded As
Safe”) pela “Food And Drug Administration”. No entanto, algumas espécies da
Se¢do Nigri destacam-se pela produgdo de micotoxinas. A principal micotoxina
relacionada a estas espécies ¢ a ocratoxina A (OTA), que vem merecendo
atencdo mundial pelo risco que pode causar a saude de animais e humanos
(Bennett & Klich, 2003; Abarca et al., 2004).

As espécies produtoras de OTA podem estar presentes em varios
alimentos, incluindo uvas e seus derivados, café e cacau, entre outros (Leong et
al., 2007).

A taxonomia dos fungos pertencentes a segdo Nigri constitui uma das
mais confusas e complexas do género, pois as diferengas entre estas espécies sdo
muito sutis e, por muito tempo, a identificag@o e a classificacdo destas espécies
foram estudadas por meio de critérios morfolégicos e culturais (Pitt & Hocking,
1997, Samson et al., 2004). A taxonomia dos Aspergillus Secdo Nigri
recentemente vem sendo re-investigada através da Taxonomia Polifasica, que
utiliza diferentes métodos (morfologicos, fisioldgicos, producao de metabolitos e

importantes dados moleculares) com a finalidade de simplificar e tentar
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esclarecer a confusa taxonomia desta seg@o. Para a descrigdo de novas espécies,
as pesquisas polifasicas foram sugeridas como “Gold Standar”.
Este estudo teve como objetivo utilizar a Taxonomia Polifasica para

identificar e classificar espécies pertencentes a Se¢do Nigri.
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2.1 Isolados

2 MATERIAL E METODOS

Os isolados deste estudo foram obtidos na micoteca do Laboratorio de

Micologia e Micotoxinas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) da

Universidade Federal de Lavras — UFLA, Lavras — MG (Tabela 1).

TABELA 1 Isolados examinados neste estudo.

Espécie Origem Espécie Origem
A.aculeatus (0128) Caverna A foetidus (01159) Caverna
A.aculeatus (01201) Uva-passa A foetidus (01213) Castanha
A.aculeatus (0113) Caverna A foetidus (01296) Castanha
A.aculeatus (01111) Uva-passa A foetidus (01205) Caverna
A. aculeatus (01114) Uva-passa A foetidus (01140) Uva-passa
A. aculeatus (01151) Caverna A foetidus (01206) Caverna
A. carbonarius (01130) Caverna A foetidus (01168) Uva-passa
A.carbonarius (01218) Uva-passa A.foetidus (01380) Guarana
A.carbonarius (01244) Pimenta A.foetidus (01284) Castanha
A.carbonarius (0118) Uva-passa A.foetidus (01286) Café
A.carbonarius (0121) Uva-passa A.foetidus (01242) Guarana
A.carbonarius (01238)) Uva-passa A.foetidus (01269) Aveld
A.carbonarius (0131) Guarana A.foetidus (01282) Cacau
A.carbonarius (0184) Uva-passa A.japonicus (01184) Caverna
A.carbonarius (0187) Uva-passa A.japonicus (01148) Caverna
Aspergillus sp (01162) Caverna A.japonicus (0125) Caverna
A.foetidus (01236) Guarana A.japonicus (01182) Caverna
A.foetidus (01132) Uva-passa A.japonicus (01161) Caverna

A foetidus (01133) Uva-passa A.niger (01217) Arroz
Afoetidus (01134) Uva-passa A.niger (01270) Pistache
A.foetidus (01135) Uva-passa A.niger (01272) Pistache
A.foetidus (01158) Uva-passa A.niger (0191) Uva-passa
Afoetidus (0143) Uva-passa A.niger (01122) Uva-passa
Afoetidus (01119) Uva-passa A.niger (01129) Uva-passa
Afoetidus (01124) Uva-passa A.niger (01171) Uva-passa
A.foetidus (01125) Uva-passa A.niger (01202) Caverna
Afoetidus (0168) Uva-passa A.niger (0122) Uva-passa
Afoetidus (01254) Feijao A.niger (0123) Uva-passa
Afoetidus (01204) Caverna A.niger (01197) Caverna
A.foetidus (01340) Aveld A.niger (01198) Uva-passa
A.foetidus (01123) Uva-passa A.niger (01278) Uva-passa
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TABELA 1, Cont.

Espécie Origem Espécie Origem
A.niger (0124) Uva-passa A.niger Agregado (0176) Café
A.niger (0175) Uva-passa A.niger Agregado (01235)  Guarana
A.niger (01209) Castanha A.niger Agregado (01239)  Uva-passa
A.niger (0115) Uva-passa A.niger Agregado (01172)  Uva-passa
A.niger (0105) Uva-passa A.niger Agregado (01147)  Guarana
A.niger (0166) Uva-passa A.niger Agregado (0119) Uva-passa
A.niger (0116) Uva-passa A.niger Agregado (01137)  Uva-passa
A.niger (0117) Uva-passa A.niger Agregado (01175)  Uva-passa
A.niger (0183) Uva-passa A.niger Agregado (01289)  Cacau
A.niger (01115) Uva-passa A.niger Agregado (01257)  Feijdo
A.niger (01121) Uva-passa A.niger Agregado (01336)  Avela
A.niger (01278) Améndoa A.niger Agregado (0192) Uva-passa
A.niger (01207) Caverna A.niger Agregado (01215)  Pistache
A.niger (01292) Castanha A.niger Agregado (01191)  Caverna
A.niger (0165) Uva-passa A.niger Agregado (01174)  Pistache
A.niger (01216) Uva-passa A.niger Agregado (01273)  Uva-passa
A.niger (01345) Uva-passa A.niger Agregado (0180) Caverna
A.niger (01224) Guarana A.niger Agregado (01219)  Pimenta
A.niger (01343) Uva-passa A.tubingensis (01248) Uva-passa
A.niger (81) Castanha A.tubingensis (01196) Uva-passa
A.niger (84) Café A.tubingensis (01176) Uva-passa
A.niger (78) Café A.tubingensis (01200) Uva-passa
A.niger (75) Uva-passa A.tubingensis (0102) Uva-passa
A.niger (72) Uva-passa A.tubingensis (01144) Uva-passa
A.niger (01208) Améndoa A.tubingensis (01260) Uva-passa
A.niger (01210) Cacau A.tubingensis (01233) Uva-passa

2.2 Morfologia e caracteristicas fisiolégicas

Apos a obtengdo das culturas em Malt Extract Agar (MA), os isolados
foram inoculados em placas de Petri contendo meio de cultivo Czapeck Yeast
Agar (CYA), incubadas as temperaturas de 25 °C e 37 °C por 7 dias, Extrato de
Malte (MEA) a 25 °C, em Otmeal Agar CBS (OA) a 25 °C, e Czapeck Yeast
Extract Agar com 20% de Sacarose (CY20S) a 25 °C por 7 dias. Apods 7 dias de
crescimento foram observadas as caracteristicas morfolégicas (macroscopicas e
microscopicas) descritas conforme Klich (2002), Samson et al. (2004, 2007).

Para avaliagdo das caracteristicas microscOpicas foram retirados

micélios dos fungos. Estes micélios foram lavados em alcool 50% para eliminar
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o excesso de esporos. Em seguida, uma gota de corante azul de metila foi
adicionada sobre a ldmina contendo o micélio. Posteriormente, uma laminula foi
colocada sobre o micélio e pressionada. A lamina foi levada ao microscopio de
luz para observagdo das seguintes caracteristicas: comprimento do conidiéforo,
forma e tamanho dos conidios, vesiculas, métulas e fialides, textura dos conidios

e do conidi6foro.

2.3 Crescimento e producdo de acido em meio de cultura CREA (Creatine
Sucrose Agar)

A habilidade de crescimento e a produg@o de acido das culturas foram
testadas em meio Creatine Sucrose Agar (CREA), conforme Frisvad et al.

(2004) e Samson et al. (2004).

2.4 Determinacdo do potencial ocratoxigénico das espécies identificadas
Para a determinagdo do potencial toxigénico das espécies utilizou-se a

metodologia de Plug Agar, descrita por Filtenborg & Frisvad (1980).

2.5 Extragdo, sequenciamento e analise molecular
2.5.1 Obtencao de miceélio para a extracdo de DNA Genémico

No total, foram analisados 14 isolados pertencentes a Segdo Nigri.
Inicialmente foi realizada uma suspensdo monosporica para cada isolado. Em
seguida, os conidios de cada isolado foram inoculados em meio completo
liquido (Pontecorvo et al., 1953) e incubados a 28 °C, por 24 horas, a 180 rpm. O
DNA gendmico foi extraido de acordo com Azevedo et al. (2000) e quantificado

pelo método do fluorimetro (Dyna Quant, Pharmacia).
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2.5.2 PCR do Gene B-tubulina

A amplificagdo do gene B-tubulina utilizou os primers Btla e Btlb de
acordo com Glass & Donaldson (1995). O volume final de cada reagdo foi 25
puL, contendo 2,5 uL de tampao (200 mM Tris-HCI, ph 8,4 — 500 mM KCI, 1 x
concentrado), 2,0 uL de dNTPs (2,5 mM), 1,5 uL de cada um dos iniciadores
(Invitrogen — 10 pmol pL™), 1,0 pL MgCl, (50 mM), 0,2 pL Taq DNA
polymerase (5 U uL™), 2 uL DNA (5 ng pL™) e 14,3 pL de 4gua destilada. A
mistura da reagdo foi colocada em um termociclador PTC — 100 (MJ Research,
Inc.) programado para 35 ciclos ap6s uma desnaturagdo inicial de 4 minutos a
92°C. A amplificacdo de cada ciclo consistiu de trés etapas: desnaturaggo (92 °C,
40 s), anelamento (55 °C, 1 min e 30 s) e alongamento (72 °C, 2 min).
Alongamento final a 72 °C por 5 min foi usado. A amplificagdo dos fragmentos
foi realizada por gel de eletroforese em tampao TEB 1 x de acordo com
Sambrook & Russel (2001). Os géis de agarose 1% foram tratados com brometo

de etidio e as bandas, visualizadas em luz UV.

2.5.3 Sequenciamento do Gene 3-tubulina

Os fragmentos do gene B-tubulina foram amplificados por PCR e
sequenciados de acordo com Sanger et al. (1977). Para o sequenciamento foram
utilizados 10 uL do produto da reacdo, contendo 2,0 pL do primer B-tubulina
(Invitrogen — 3,0 p mL™), 4,0 pL de DYEnamic ET terminator (Amersham
Biosciences) e 4,0 uL do produto amplificado do rDNA (100 ng pL™"). A reagdo
foi submetida ao termociclador Mastercycle gradient (Eppendorf), programado
para executar 35 ciclos ap6és desnaturagdo inicial (95 °C, 2 min.). Cada ciclo
consistiu de trés etapas: desnaturacdo (95 °C, 1 min.), anelamento (55 °C, 1 min)
e alongamento (60 °C, 1 min). No final dos ciclos, houve uma etapa final de

alongamento (60 °C, 5 min). O sequenciamento foi realizado em um
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MegaBACE™ 1000 sequencer (Amersham Biosciences). As condigdes de

eletroforese foram 2 Kv/60 s e 6 Kv/230 min, respectivamente.

2.5.4 Andlise das sequéncias

A qualidade das sequéncias foi examinada por Phre/Phrap/Consel
package. Para a identificacdo dos isolados, as sequéncias nucleotidicas obtidas
foram comparadas com as que j& estdo depositadas no banco de dados do
National Center for Biotecnology e Information (NCBI), utilizando a ferramenta

de pesquisa BLAST (Altschul et al., 1990).

2.6 Preparo das amostras para analise de microscopia eletronica de
varredura

Sete isolados representativos de cada espécie analisada neste trabalho,
pertencente a Se¢do Nigri (Tab. 1), foram inoculados em CYA 25 °C por 5 dias.
Apo6s o periodo de incubagdo, discos das amostras foram imersos em solugéo
fixativa (Karnovsky's modificado glutaraldeido 2,5% - paraformaldeido 2,5%,
tampao cacodilato 0,05M) pH 7,2 por um periodo de 24 h. Em seguida, foram
lavados em tampao cacodilato (trés vezes de 10 min), pos-fixados em solucao de
tetroxido de 6smio 1% em agua por 1 hora e lavados 3 vezes em agua destilada,
seguida da desidratacdo em uma série de acetona (25, 50, 75, 90 uma vez cada e
100% por trés vezes). Depois as amostras foram levadas para o dessecador
contendo silica para completar a secagem. Os espécimes obtidos foram
montados em suportes de aluminio stubs, com fita de carbono dupla face
colocada sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro em
evaporador (BALZERS SCD 050) e observados em microscopio eletronico de
varredura LEO EVO 40XVP. Foram geradas e registradas digitalmente, a

aumentos variaveis, diversas imagens para cada amostra.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Morfologia das coldnias

Os isolados pertencentes a Segdo Nigri se caracterizam por apresentar
conidios de coloragdo marrom-escuros a negros, com estruturas dos conidiéforos
unisseriadas ou bisseriadas, vesiculas esféricas e hifas hialinas ou levemente
pigmentadas proximo ao apice (Klich & Pitt, 1988).

As Figuras 1 e 2 apresentam as caracteristicas de crescimento das
espécies Secdo Nigri estudadas em CYA e MEA 25 °C apés 7 dias de cultivo.
Aspergillus sp nov. pode ser diferenciado devido a sua baixa capacidade de
esporulacdo ¢ a abundante produgdo de esclerdcios, que se apresentam em
formato ovalado e com coloragdo amarelo-laranja com tons de cinza. Aspergillus
sp nov assemelha-se morfologicamente a espécie A. costaricaensis, que também
apresenta pouca capacidade de esporulacio e produgdo abundante de
esclerdcios. Porém, Aspergillus sp pode ser diferenciada macroscopicamente de
A. costaricaensis através da coloragdo do micélio. Aspergillus sp exibe micélio
branco, enquanto o micélio de A. costaricaensis ¢ amarelo. Outras diferengas
entre estas duas espécies sdo a coloracdo do reverso em MEA 25 °C ¢ a
coloracao dos esclerdcios (Tabela 2 e 3).

A espécie A. tubingensis ¢ uma espécie morfologicamente muito
semelhante a A. niger, sendo dificil sua diferenciagdo através de dados
morfologicos. Porém, neste estudo A. tubingensis pode ser diferenciado através
da producdo de esclerocios, os quais apresentaram coloracdo branca para pink
caracteristica destas espécies, embora Samson et al. (2004) relatem que a
produgdo de esclerdcios por espécies de A. tubingensis nem sempre é observada.
Estudos demonstram que outras espécies possuem capacidade de produzir estas

estruturas, incluindo A. carbonarius, A. ellipticus, A. aculeatus, A.
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costaricaensis, A. piperis, A. sclerotioniger, A. aculeatinus ¢ A.

sclerotiicarbonarius (Samson et al., 2004, 2007). Porém, estas estruturas nunca

foram observadas em espécies de A. ibericus (Serra, 2005).

FIGURA 1

Morfologia das colonias de Aspergillus Segdo Nigri em CYA e
MEA 25°C ap6s 7 dias. (A-B) A. aculeatus; (C-D) A. carbonarius;
(E-F) A. foetidus; (G-H) Aspergillus sp; (I-J) A. japonicus; (K-L)
A. niger; (M-N) A. niger Agregado; (O-P) A. tubingensis.
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No entanto, os resultados descrevem também uma semelhanga
morfologica entre Aspergillus niger Agregado e A. niger, A. tubingiensis e A.
foetidus. Morfologicamente as diferengas sdo sutis, conforme ja observado por
outros autores, como Samson et al. (2004). Em relacao as espécies unisseriadas,
incluindo A. japonicus e A. aculeatus, ndo puderam ser distinguidas somente por

suas caracterisitcas morfologicas macroscépicas.
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TABELA 2 Caracteristicas macroscopicas das espécies de Aspergillus segdo Nigri

Colénia CYA25°C Colonia MEA 25°C Produgdo de  Produgdo
esclerdcios de OTA
Espécies Diametro Diametro
colonia Cor Reverso - Cor Reverso
da colbnia
A. aculeatus 73-76 marrom palido 74-79 marrom amarelo ausente _
escuro/tons de escuro/tons de  palido
cinza cinza
A. carbonarius 65-67 preto incolor 51-57 preto incolor ausente +
A. foetidus 62-65 marrom escuro  tons de cinza 62-66 preto incolor ausente _
para preto para marom ao
centro
A. japonicus 67-73 marrom escuro  palido para 64-70 marrom incolor ausente B
para tons de amarelo escuro para
cinza preto
A. niger 67-70 preto para incolor para 53-69 preto incolor ausente +
marrom escuro  amarelo claro
A. niger Agregado  65-69 marrom escuro  amarelo palido 64-68 marrom amarelo ausente _
para preto escuro para claro
preto
A. tubingensis 65-72 preto palido 56-57 preto incolor presente _
Aspergillus sp 75-76 preto creme 65-71 preto incolor presente _
(abundantes)
*A. costaricaensis  63-78 Preto amarelo palido 26-62 Preto amarelo  presente _
(abundantes)

*A. costaricaensis— listada na tabela para comparagdo das caracteristicas de Aspergillus sp.



TABELA 3 Caracteristicas microscopicas das espécies de Aspergillus segdo Nigri

€€

Espécies Diametro Textura Forma conidios Diametro Ornamentacao
P conidios (m) conidios vesicula (mm) conidios (MEV)
Unisseriadas
A. aculeatus 4-5 espinhosos ellipsoidal 31-60 equinulado
A. japonicus 4-5 espinhosos subglobosos/globoso 16-33 equinulado
Bisseriadas
A. carbonarius 7-10 rugosos globoso 49-85 VEITucoso
A. foetidus 4-5 delicadamente espinhosos/liso  globoso 34-69 -
A. niger 3-5 finamente rugosos/rugoso globoso/ ellipsoidal 20-73 Verrucoso
A. niger agregado 4-5 liso/finamente rugoso globoso 18-54 Verrucoso
A. tubingensis 4-5 finamente rugoso/rugoso globosos/ subglobosos 45-69 equinolado/ verrucoso
Aspergillus sp 4-5 espinhosos/ finamente rugosos globosos/ subglobosos 10-14 -
A. costaricaensis 3.1-4.5 liso/ distintamente rugoso globoso/subgloboso 45-90 equinolado

*A. costaricaensis — listado na tabela para comparagio das caracteristicas de Aspergillus sp.



3.2 Ornamentacéo dos conidios

As fotomicrografias de luz dos conidios dos isolados da Segdo Nigri sdo
apresentados na Figura 3. Entre as espécies bisseriadas, A. carbonarius pdde ser
facilmente distinguida das demais espécies com base no tamanho dos seus
esporos, que variou de 7 a 9 um de didmetro, alguns alcangando até 10 um
(Figura. 3B). Outras espécies que produzem conidios grandes incluem A.
homomorphus, A. sclerotiicarbonarius, A. sclerotioniger (Samson et al., 2004,
2007) e A. ibericus (Samson et al., 2004, 2007; Serra, 2005). As demais espécies
estudadas exibiram conidios com tamanhos variando entre 3-5um, o que
permitiu diferi-las de A.carbonarius (Tabela 3). Aspergillus foetidus, A. niger e
A. tubingensis também sdo espécies morfologicamente dificeis de serem
distinguidas (Samson et al., 2004); no entanto, A. foetidus pdde ser distinguido
destas espécies através da ornamentacdo de seus conidios, os quais, quando
formados, apresentam—se delicadamente espinhosos, e apds maduros, lisos. As
espécies unisseriadas A. aculeatus e A. japonicus ndo puderam ser distinguidas
pela ornamentag@o de seus conidios, pois ambas as espécies apresentam conidios
espinhosos (Figura. 3A- 3D). Embora estas duas espécies sejam
morfologicamente bastante semelhantes, algumas diferencas foram observadas.
A. aculeatus apresenta vesiculas com tamanho maior que as de A. japonicus.
Outra caracteristica observada que auxiliou na diferenciacdo destas duas
espécies foi com relagdo a forma dos seus conidios; a espécie de A. aculeatus
exibe conidios com forma predominantemente elipsoidal e A. japonicus, globosa
a subglobosa (Tabela 3). No entanto, Hamari et al. (1997) afirmam que estas

duas espécies nao podem ser identificadas com base em critérios morfologicos.
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FIGURA 2 Ornamentacdo dos conidios de Aspergillus Secdo Nigri. (A) A.

aculeatus; (B) A. carbonarius; (C) A. foetidus; (D) A. japonicus;

(E) A. niger; (F) A. niger agregado; (G) A. tubingensis; (H)
Aspergillus sp.
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Aspergillus sp apresentou conidios com ornamentagdo espinhosa a
finamente rugosa, diferente da exibida por A. costaricaensis, que apresenta
conidios lisos a distintamente rugosos. O tamanho da vesicula em A.
costaricaensis (40-90) ¢ maior em relagdo a Aspergillus sp (Tabela 3) (Samson
et al., 2004).

A ornamentagdo dos esporos observados em MEV permitiu distinguir as
espécies de Aspergillus Sec¢do Nigri estudadas em dois grupos: os que
apresentam conidios verrucosos € os que possuem conidios equinulados (Figura
5). As espécies que possuem conidios verrucosos foram: A. niger, A. niger
Agregado, A.carbonarius ¢ A. tubingensis. Os esporos de A. japonicus e A.

aculeatus sdo distintamente equinulados.
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FIGURA 3 Eletromicrografia de Varredura dos conidios de Aspergillus Se¢do Nigri.
(A) A. niger; (B) A. niger Agregado; (C) A. aculeatus; (D) A. japonicus;
(E) A. tubingensis; (F) A. carbonarius.

3.3 Crescimento e producdo de &cido em meio de cultura CREA (Creatine
Sucrose Agar)

A habilidade de crescimento e a produgdo de acido em Creatine Sucrose
Agar (CREA) foram testadas nas espécies de Aspergillus Segdo Nigri

examinadas neste estudo (Figura 5). Este meio seletivo € bastante utilizado para
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a classificagdo de diversas culturas fingicas, especialmente em espécies do
género Penicillium (Frisvad & Samson, 2004; Samson et al., 2004).
Recentemente, este meio foi utilizado para dividir as espécies de Aspergillus
secdo Nigri em grupos (Samson et al., 2007). Todas as espécies testadas
apresentaram habilidade de crescimento em CREA, resultando na formacgao de
um halo de coloracdo amarela em torno das coldnias. As espécies bisseriadas A.
carbonarius (Figura 5-B) e A. niger Agregado (Figura 5-F) apresentaram maior
habilidade de crescimento neste meio do que as outras espécies testadas e boa
produgdo de acido. Aspergillus foetidus (Figura 5 C), A. niger (Figura 5-E), A.
tubingensis (Figura 5-G) e Aspergillus sp (Figura 5-H) apresentaram um
crescimento moderado e boa produgdo de acido. Aspergillus sp (Fig. 5-H), além
de boa producdo de acido, apresentou também capacidade de produzir
esclerocios neste meio. Segundo Samson et al. (2007) algumas espécies como A.
sclerotiicarbonarius demonstram inabilidade de crescimento em CREA, uma
das caracteristicas que permitem diferenciar esta espécie de A. carbonarius, A.
sclerotioniger e A. ibericus, pertencentes a Segdo Nigri.

Com relagao a A. aculeatus (Fig. 5-A) e A. japonicus (Fig. 5-D), estas
espécies unisseriadas apresentaram crescimento também moderado e uma
producdo limitada de acido em relagdo as espécies bisseriadas. Samson et al.
(2007) também observaram uma produgdo limitada de acido pelas espécies

unisseriadas de A. aculeatus, A. japonicus e A. uvarum em CREA.
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FIGURA 4 Crescimento das espécies de Aspergillus Secdo Nigri em placas de
Creatine Sucrose Agar (CREA). (A) A. aculeatus; (B) A.
carbonarius; (C) A. foetidus; (D) A. japonicus; (E) A. niger; (F) A.
niger Agregado; (G) A. tubingensis; (H) Aspergillus sp.
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3.4 Avaliacdo do potencial ocratoxigénico

Dos isolados listados na Tabela 1, duas espécies apresentaram-se
potencialmente capazes de produzir OTA. Dos 34 isolados de A. Niger, 6
espécies foram capazes de produzir OTA. Embora a producdo de OTA por estas
espécies seja raramente relatada, alguns estudos confirmam A. niger como
produtor de OTA (Iamanaka et al., 2005; Valero et al., 2007).

Com relagdo as espécies de A. carbonarius das 9 espécies testadas, 6
foram potencialmente capazes de produzir de OTA. Esta espécie é considerada
como a maior produtora de OTA em uvas e seus derivados (Rosa et al., 2002).

As demais espécies listadas (Tabela 1) ndo produziram OTA. No
entanto, outros estudos relatam a producéo de OTA por espécies de A. foetidus
(Magnoli et al., 2003) e, recentemente, as espécies de A. tubingensis e A.
japonicus foram relatadas como espécies capazes de produzir OTA (Oliveri et
al., 2008). Para Samson et al. (2004), as espécies de A. tubingensis nunca foram
capazes de produzir OTA. Estes mesmos autores relatam a producdo de OTA
pelas espécies de A. carbonarius, A. sclerotioniger, A. niger e A. lacticoffeatus,

pertencentes a Se¢do Nigri.

3.5 Caracterizacdo molecular para distinguir espécies de Aspergillus Secao
Nigri
O cladograma indica a presenga de dois clados na arvore filogenética

com base no gene B-tubulina, um clado menor, no qual estdo agrupados as
espécies unisseriadas A japonicus e¢ A aculeatus, ¢ um clado maior, com
espécies pertencentes ao complexo A. Niger, que foi subdividido em subclados

(Figura 6).

40



CBS100927 A.flavus
CBS101889 A.homomorphus
CBS121060 A.aculeatinus

ITEM5325 A.uvarum
——— CBS11755 A.heteromorphus

CBS70779 A.ellipticus
— ITEM4776 A.ibericus
100 CBS121057 A.sclerotiicarbonarius
CBS115572 A.sclerotioniger
CBS11126 A.carbonarius
01218 A.carbonarius
01238 A.carbonarius
CBS101740 A.brasiliensis
— CBS113365 A.vadensis
CBS13448 A.tubingensis
01176 A.tubingensis
01233 A.tubingensis
01248 A.tubingensis
01260 A.tubingensis
CBS115574 A.costaricaensis

100

97

100

100

01162 Aspergillus sp
CBS112811 A.piperis
CBS56565 A.foetidus
CBS55465 A.niger
CBS101883 A.lacticoffeatus
01224 A lacticoffeatus

Comp.:310
CI: 0,723 | og| 01343 A.lacticoffeatus

RI: 0,861 78 Alacticoffeatus
HI: 0,277 81 A.lacticoffeatus

84 A .lacticoffeatus

= 01345 A lacticoffeatus
— CBS11451 A.japonicus
L 01201 A.aculeatus

100

10

FIGURA 5 Arvore Filogenética de Maxima Parcimdnia para o gene B-tubulina
de espécies pertencentes a Se¢do Nigri. O comprimento dos ramos ¢
indicado por escala na base da arvore e os valores de bootstrap (1000
repeticdes) sdo indicados em porcentagem nos internddios.
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O subclado 1 ¢ representado pelas espécies unisseriadas A.
homomorphus, A. aculeatinus e A. uvarum. O subclado II é representado pela
espécie A. heteromorphus e o subclado I11, pela espécie A. ellipticus.

Os isolados 01218 ¢ 01238 agruparam-se junto a espécie A. carbonarius
presente no subclado IV. As espécies A. ibericus, A. sclerotiicarbonarius e A.
sclerotioniger, também presentes neste subclado, formam um grupo distinto por
compartilharem alguns caracteres como produ¢do de OTA, producdo de
esclerocios e conidios com tamanho maiores em relagdo as demais espécies
pertencentes a Se¢do Nigri (Samson et al., 2004, 2007).

O subclado V abrange um grupo maior, incluindo as espécies A.
brasiliensis, A. vadensis, A. tubingensis, A. costaricaensis, A. piperis e A.
foetidus, A. niger e A. lacticoffeatus, relacionadas ao complexo A. niger (Al-
Mussallam, 1980). Este subclado inclui, também, a espécie Aspergillus sp
(01162), que se agrupou junto a espécie de A. costaricaensis. Estas duas
espécies puderam ser diferenciadas morfologicamente pelo crescimento e
pigmentagdo do reverso em MEA 25 °C, além da coloragdo dos esclerdcios. A
morfologia dos conidios também ¢ diferente, sendo conidios espinhosos a
finamente rugosos para Aspergillus sp e lisos a distintamente rugosos para A.
costaricaensis. O tamanho da vesicula em A. costaricaensis (40-90) é maior do
que as de Aspergillus sp.

Os isolados 01176, 01233, 01248, 01260, também presentes no subclado
V, agruparam-se junto a espécie A. tubingensis. A. tubingensis ¢ uma espécie
morfologicamente muito semelhante de A. niger. Porém, A. tubingensis pode ser
diferenciado pela producdo de esclerocios de coloracdo branco para pink
caracteristico desta espécie; esta estrutura raramente ¢ observada em espécies de
A. niger (Samson et al., 2004). Apesar de A. tubingensis ¢ A. niger serem dificeis
de serem diferenciados utilizando métodos fenotipicos, estas espécies podem ser

distinguidas através do sequenciamento do gene B-tubulina (Vries et al., 2005).
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Com base em caracteres morfologicos, os isolados 01224, 01343, 78, 81,
84 e 01345 foram classificados como A. niger. A analise filogenética revelou
que estes isolados se posicionaram proximos de A. lacticoffeatus. A.
lacticoffeatus ¢ uma espécie relatada como sendo muito proxima de A. niger.
Segundo Samson et al. (2004), com base nas sequénicas do gene B-tubulina,
estas duas espécies ndo podem ser separadas, pois apresentam sequénicas
idénticas (Samson et al., 2004; Varga et al., 2007), embora Geiser et al. (2007)
relatem que estas duas espécies podem ser distinguidas utilizando sequéncias de
B-tubulina. Para Samson et al. (2004), morfologicamente A. lacticoffeatus pode
ser distinguido de A. niger através da ornamentagdo e cor dos conidios, da
pigmentagdo em meio de cultura e do perfil de metabolitos secundarios
(extrolitos).

O clado I é representado por espécies unisseriadas. O isolado 01201,
caracterizado como A. aculeatus, posicionou-se junto a espécie A. japonicus. E
embora estas duas espécies sejam morfologicamente bastante semelhantes,

algumas diferencas permitem diferencia-las (Tabela 3).
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4 Descricdo morfoldgica de uma nova espécie de Aspergillus Secdo Nigri

A nova espescie do género Aspergillus Secdo Nigri, proposta neste
estudo como Aspergillus caveniger sp nov, foi isolada de uma caverna
localizada no Municipio de Montalvania (MG), na regido de Minas Gerais,
Brasil. Esta espécie diferencia-se das demais espécies da Se¢do Nigri pela baixa
esporulacdo em meios de cultura padronizados como CYA, OA, CY20S e MEA
a 25 °C. Morfologicamente, A. caveniger se assemelha a A. costaricaensis. Estas
duas espécies podem ser diferenciadas morfologicamente pelo crescimento e
pigmentagdo do reverso em MEA 25 °C, além da coloragdo dos esclerdcios. A
morfologia dos conidios também ¢ diferente, sendo conidios espinhosos a
finamente rugosos para A. caveniger e lisos a distintamente rugosos para A.
costaricaensis. O tamanho da vesicula em A. costaricaensis (40-90) e os
esclerocios, que sdo caracteristicas distinguives desta espécie segundo Sansom et
al. (2004), sio diferentes de A. caveniger.

A. caveniger ndo pode ser separado com base na sequéncia de f-
tubulina, conforme j& observado por Sansom et al. (2007) para diferenciacdo de
A. lacticoffeatus e A. niger. Naquele estudo, os autores utilizaram as
caracteristicas de ornamentac¢do e cor dos conidios e pigmentagdo em meio de
cultura padronizada para diferenciar as duas espécies, além do perfil de
metaboétitos  secundarios  (extrolitos). Caracteristicas semelhantes foram
utilizadas para diferenciar A. caveniger ¢ A. costaricaensis. O nome A
caveniger sp nov se deve ao género ¢ a Se¢do a que pertence o isolado e por ter

sido isolado de uma caverna.
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Aspergillus caveniger sp nov Silva, Batista, Sartori, Fungaro

Diametro das col6nias apos 7 dias de cultivo a 25 °C, em mm: CYA: 75-76;
MEA: 65-71; YES: 68-74; OA: 47-51: CY20S: 63-66; CREA: 50-58, auséncia
de esporulagdo, producdo de esclerdcios e boa produgdo de acido; CYA 37 °C:
68-76.

Coloragdo e textura das colénias. Em CYA 25 °C, conidioforos em baixa
quantidade, coloragdo preta; micélio branco; reverso creme; coldnias planas e
sulcadas; exsudato incolor; esclerocios presentes em abundéancia (50-70pm),
ovalado, amarelo-laranja com tons de cinza; MEA, auséncia de esporulagdo, cor
da colbnia influenciada pela alta concentra¢do de esclerdcios presentes; reverso
creme para cinza ao centro; esclerocios abundantes, marrom escuro para tons de
cinza, presenga de hifas estéreis sobre os esclerdcios; colonias planas e sulcadas;
micélio branco; exsudato incolor.

Caracteristicas microscopicas. Cabega conidial radiada; estipe (120) 220-390
(750) x (4) 5-7um, incolor, paredes lisas; vesiculas globosas a subglobosas, (10)
14-24pum; bisseriada; métula (6) 11-15um; fidlide (3) 5-7um; conidios globosos
a subglobosos para ellipsoidais 4-5.5um, paredes espinhosas a finamente
rugosas.

Caracteristicas distintivas: esta espécic ¢ caracterizada pela produgdo
abundante de escler6cios amarelo-laranja com tons de cinza, pelas vesiculas

pequenas e pela baixa esporulacao.

Habitat: Caverna (Brasil)
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FIGURA 6 Crescimento das colonias de Aspergillus caveniger sp. nov
apos 7 dias de cultivo em (A) CYA 25 °C e (B) MEA 25 °C;
(C) OA 25 °C; (D) YES 25 °C; (E) CY20S 25 °C; (F) CREA
25°C.
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FIGURA 7 Aspergillus caveniger sp. nov. (A-B) Estruturas microscopicas em
microscopia de luz; (C) Fotomicrografia de conidios; (D)
Estereoscopia de esclerocios.



5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a Taxonomia
Polifasica mostrou ser o método mais preciso para a identificacdo das espécies
de Aspergillus Secdo Nigri.

Este estudo propde, também, uma nova espécie de Aspergillus Segdo
Nigri, Aspergillus caveniger sp nov Silva, Batista, Sartori e Fungaro, isolada
da caverna Gruta da Igreja Nossa Senhora Perpétuo Socorro, localizada no

Municipio de Montalvania, MG.
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CAPITULO 3

Aspergillus gruticola sp nov, NOVA ESPECIE DO GENERO Aspergillus
SECAO Flavi ISOLADO DE CAVERNA NO BRASIL

RESUMO

Uma nova espécie de Aspergillus Se¢ido Flavi, Aspergillus gruticola, isolada de
ambiente cavernicola, ¢ proposta neste trabalho. Com base na Taxonomia
Polifasica utilizando caracteres morfélogicos, fisioldgicos e moleculares
(sequenciamento do gene B-tubulina), este trabalho objetivou descrever uma
nova espécie de Aspergillus pertencente a Segdo Flavi. As caracteristicas
morfologicas de Aspergillus gruticola foram comparadas com as principais
espécies de Aspergillus Segdo Flavi. A. gruticola assemelha-se
morfologicamente a algumas espécies pertencentes a Segdo Flavi; porém, esta
espécie apresenta caracteristicas macroscopicas e microscopicas que permitiram
diferencia-14 das demais espécies, tais como o crescimento a 37 °C em CYA, a
ornamentacdo de seus conidios e a coloracdo de suas colonias. Caracteres
fisioldgicos também auxiliaram na diferenciagdo de A. gruticola, pois esta
espécie ndo apresenta capacidade para producdo de aflatoxinas; a sua producdo
de metabolitos volateis de aroma citrico foi caracteristica principalmente em
meio YES, caracteristica ndo relatada em outras espécies da Segdo Flavi; ¢ em
meio CREA esta espécie apresenta crescimento moderado e baixa producdo de
acido. Analise filogenética do gene B-tubulina deste isolado revelou que A.
gruticola ¢, filogeneticamente, uma espécie distinta das demais espécies
pertencentes a Secdo Flavi.

Palavras-chave: Aspergillus gruticola, Taxonomia Polifasica, Se¢do Flavi

Comité Orientador: Dr. Luis Roberto Batista — UFLA (Orientador)

53



ABSTRACT

A new Aspergillus gruticola species (Flavi Section), Aspergillus gruticola,
isolated from a cave environment, is proposed in this study. On the basis of
Polyphasic Taxonomy, by using morphological, physiological and molecular (8-
tubulin gene sequencing) characters, this work aimed to report a new species of
Aspergillus belonging to the Flavi Section. The morphologic characteristics of
Aspergillus gruticola were compared with the main species of Aspergillus Flavi
section. A. gruticola is similar morphologically to some species belonging to the
Flavi Section, but this species presents macroscopic and microscopic
characteristics which allowed to distinguish it from the other species, such as
growth at 37 °C on CYA, ornamentation of its conidia and color of its colonies.
Physiologic characters also helped in the differentiation of A. gruticola, since
this species does not present a capacity for aflatoxin production, its production
of volatile metabolites with citric odor was characteristic, chiefly on YES
medium, a characteristic not reported in other species of the Flavi section. And
on CREA medium, this species presents moderate growth and low acid
production. The phylogenetic analysis of B-tubulin gene has revealed that A.
gruticola is phylogenetically, a species distinct form the other species belonging
to the Flavi Section.

Key words: Aspergillus gruticola, Taxonomy Polyphasic, Section Flavi

Guidance Committee: Dr Luis Roberto Batista - UFLA (Major Professor)
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1 INTRODUCAO

Os Aspergillus pertencentes a Secdo Flavi incluem espécies que
apresentam conidios com coloragdo verde-amarelo para verde-oliva com tons de
marrom (Klich, 2002). Estas espécies sdo as principais responsaveis pela
presenca de aflatoxinas em alimentos e ragdes. As principais espécies
aflatoxigénicas sdo A. flavus, A. parasiticus (Codner et al., 1963), A. nomius
(Kurtzman et al.,, 1987), A. pseudotamarii (Ito et al., 2001), A. bombycis
(Peterson et al., 2001), A. toxicarius (Murakami, 1971; Murakami et al., 1982;
Frisvad et al., 2004) e A. parvisclerotigenus (Saito & Tsurota, 1993; Frisvad et
al., 2004) e, recentemente, as espécies A. arachidicola e A. minisclerotigenus
(Pildain et al., 2008). As espécies A. caelatus, A. oryzae, A. tamarii e A. sojae
sdo descritas como espécies ndo aflatoxigénicas (Ito et al., 1999). Estas espécies
tém sido amplamente utilizadas em processos industriais, na fermentacdo de
comidas orientais (Hara et al., 1992; Klich, 2002).

Este estudo descreve a identificagdo de uma nova espécie da segio Flavi,
designada como Aspergillus gruticola, isolada de ambiente cavernicola
utilizando caracteres morfologicos e analise filogenética do gene B-tubulina. Os
ambientes cavernicolas apresentam um grande potencial microbiologico ainda
pouco explorado. A identificacdo de uma nova espécie de fungo neste ambiente

ressalta a importanica de novos estudos relacionados a estes ambientes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os isolados examinados neste estudo foram obtidos na Gruta do
Brejinho, uma gruta calcaria localizada na Caatinga do Nordeste Brasileiro
(Araripe, CE). A purificacdo e identificagdo destes isolados ocorreram no
Laboratério de Micologia e Micotoxinas do Departamento de Ciéncia dos

Alimentos — DCA da Universidade Federal de Lavras — MG.

2.2 Métodos
2.2.1 Andlise morfoldgica

Os isolados (12) foram purificados em meio Malte Agar (MA —
Extrato de Malte) a 25 °C por 7 dias. A partir das culturas puras em MA, os
isolados foram transferidos para placas de Petri contendo Czapeck Yeast Agar
(CYA) as temperaturas de 25 °C e 37 °C, MEA (Agar Extract Malt) a 25 °C, OA
(Oatmeal Agar CBS) a temperatura de 25° C ¢ CY20S (Czapeck Yeast Extract
Agar com 20% de Sacarose a 25 °C por um periodo de 7 dias. A identificagdo
destas espécies do género Aspergillus foi realizada de acordo com o manual de
identificagcdo de Klich (2002), amparado por Christensen (1982), Horn (1997),
Ito et al. (2001), Peterson et al. (2001) e Pildain et al. (2008).

Para avaliacdo das caracteristicas microscopicas foram retirados
micélios dos isolados. Estes micélios foram lavados em dalcool 50% para
eliminar o excesso de esporos. Em seguida, uma gota de corante azul de metila
foi adicionada sobre a lamina contendo o micélio. Posteriormente, uma laminula
foi colocada sobre o micélio e pressionada. A lamina foi levada ao microscépio
de luz para observacdo das seguintes caracteristicas: comprimento do
conidioforo, forma e tamanho dos conidios, vesiculas, métulas e fialides, textura

dos conidios e do conidioforo.

56



2.3 Determinacao do potencial aflatoxigénico
Para a determinacdo do potencial toxigé€nico das espécies utilizou-se a

metodologia de Plug Agar descrita por Filtenborg & Frisvad (1980).

2.4 Crescimento e producéo de acido em meio de cultura CREA (Creatine
Sucrose Agar)

A habilidade de crescimento e a produgdo de acido das culturas foram
testadas em meio Creatine Sucrose Agar (CREA), conforme Frisvad et al.

(2004) e Samson et al. (2004).

2.5 Preparo das amostras para analise de microscopia eletronica de
varredura

Dois isolados Aspergillus gruticola foram inoculados em CYA 25°C por
5 dias. Apds o periodo de incubacdo, discos das amostras foram imersos em
solucdo fixativa (Karnovsky's modificado glutaraldeido 2,5% - paraformaldeido
2,5%, tampdo cacodilato 0,05M) pH 7,2, por um periodo de 24 h. Em seguida,
foram lavados em tampao cacodilato (trés vezes de 10 min), pds-fixados em
solucdo de tetroxido de 6smio 1% em agua por 1 hora e lavados 3 vezes em agua
destilada, seguida da desidratacdo em uma série de acetona (25, 50, 75, 90 uma
vez cada e 100% por trés vezes). Depois as amostras foram levadas para o
dessecador contendo silica para completar a secagem. Os espécimes obtidos
foram montados em suportes de aluminio stubs, com fita de carbono dupla face
colocada sobre uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro em
evaporador (BALZERS SCD 050) e observados em microscopio eletronico de
varredura LEO EVO 40XVP. Foram geradas e registradas digitalmente, a

aumentos variaveis, diversas imagens para cada amostra.
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2.6 Extracdo, sequenciamento e analise molecular
2.6.1 Obtencao de miceélio para a extracdo de DNA Genémico

No total, foram analisados 02 isolados pertencentes a Segdo Flavi.
Inicialmente foi realizada uma suspensdo monospérica de cada isolado. Os
conidios de cada isolado foram inoculados em meio completo liquido
(Pontecorvo et al., 1953) e incubados a 28°C, por 24 horas, a 180 rpm. O DNA
genomico foi extraido de acordo com Azevedo et al. (2000) e quantificado pelo

método do fluorimetro (Dyna Quant, Pharmacia).

2.6.2 PCR do Gene B-tubulina

A amplificacdo do gene B-tubulina utilizou os primers Btla e Btlb de
acordo com Glass & Donaldson (1995). O volume final de cada reagdo foi 25
puL, contendo 2,5 uL de tampao (200 mM Tris-HCI, ph 8,4 — 500 mM KCI, 1 x
concentrado), 2,0 uL de dNTPs (2,5 mM), 1,5 uL de cada um dos iniciadores
(Invitrogen — 10 pmol pL™), 1,0 pL MgCl, (50 mM), 0,2 pL Taq DNA
polymerase (5 U uL™), 2 uL DNA (5 ng pL™) e 14,3 pL de 4gua destilada. A
mistura da reagdo foi colocada em um termociclador PTC — 100 (MJ Research,
Inc.) programado para 35 ciclos apds uma desnaturacéo inicial de 4 minutos a 92
°C. A amplificagdo de cada ciclo consistiu de trés etapas: desnaturacdo (92 °C,
40 s), anelamento (55 °C, 1 min e 30 s) e alongamento (72 °C, 2 min).
Alongamento final a 72 °C por 5 min foi usado. A amplificagdo dos fragmentos
foi realizada por gel de eletroforese em tampdo TEB 1 x, de acordo com
Sambrook & Russel (2001). Os géis de agarose 1% foram tratados com brometo

de etidio e as bandas, visualizadas em luz UV.
2.6.3 Sequenciamento do Gene 3-tubulina

Os fragmentos do gene B-tubulina foram amplificados por PCR e

sequenciados de acordo com Sanger et al. (1977). Para o sequenciamento foram
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utilizados 10 pL da reacdo, contendo 2,0 pL do primer B-tubulina (Invitrogen —
3,0 n mL'l), 4,0 uL de DYEnamic ET terminator (Amersham Biosciences) e 4,0
uL do produto amplificado do rDNA (100 ng uL™"). A reagio foi submetida ao
termociclador Mastercycle gradient (Eppendorf), programado para executar 35
ciclos apos desnaturacdo inicial (95° C, 2 min.). Cada ciclo consistiu de trés
etapas: desnaturagdo (95° C, 1 min.), anelamento (55° C, 1 min) e alongamento
(60° C, 1 min). No final dos ciclos, houve uma etapa final de alongamento (60°
C, 5 min). O sequenciamento foi realizado em um MegaBACE™ 1000
sequencer (Amersham Biosciences). As condi¢des de eletroforese foram 2

Kv/60 s e 6 Kv/230 min, respectivamente.

2.6.4 Analise das Sequéncias

A qualidade das sequéncias foi examinada por Phre/Phrap/Consel
package. Para a identificacdo dos isolados, as sequéncias nucleotidicas obtidas
foram comparadas com as que j& estdo depositadas no banco de dados do
National Center for Biotecnology e Information (NCBI), utilizando a ferramenta

de pesquisa BLAST (Altschul et al., 1990).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise morfoldgica e fisioldgica

Aspergillus gruticola sp nov apresenta caracteristicas morfoldgicas
tipicamente associadas com Aspergillus pertencentes a Sec¢do Flavi (Raper &
Fennell, 1965; Klich, 2002). As caracteristicas morfologicas de Aspergillus
gruticola foram comparadas com as principais espécies de Aspergillus Segdo
Flavi (Tabela 1 ¢ 2). Aspergillus gruticola inicialmente exibem coloragido verde-
amarelo, mas ap6s 7 dias essas colonias tendem a apresentar coloracdo amarelo
com tons de marrom. Por comparagdo, A. tamarii (Klich, 2002) e A.
pseudotamarii (Ito et al., 2001) sdo morfologicamente muito proximas, pois
exibem coloragdo verde-amarelo a amarelo-marrom (Ito et al.,, 2001). A.
gruticola apresenta crescimento bastante limitado a 37 °C (0-1,9 mm), enquanto
A. tamarii e A. pseudotamarii exibem 6timo crescimento. A. bombycis ¢ uma
espécie que também apresenta crescimento limitado a 37 °C (15 mm de
didmetro), mas esta espécie difere de A. gruticola pela coloragdo verde das
coldnias e pela ornamentacdo dos conidios (Peterson et al., 2001). Conforme
observado na Tabela 1, outras espécies, como A. flavus, A. parasiticus e A.
nomius, crescem rapidamente a 37 °C, além de exibirem coloragdo verde a
verde-escuro, o que as difere de A. gruticola (Ito et al., 2001; Peterson et al.,
2001; Klich, 2002).

Microscopicamente, A. gruticola apresenta caracteristicas distintas das
demais espécies pertencentes a Sec¢do Flavi (Ito et al., 2001; Peterson et al.,
2001; Klich, 2002; Kumeda et al., 2003; Pildain et al., 2008; Rodriguez et al.,
2008), principalmente com relagdo a ornamentacdo de seus conidios, que sdo

lisos a finamente espinhosos (Tabela 1 e 2).
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Alguns caracteres fisiologicos também auxiliaram na distingdo de A.
gruticola das demais espécies da Secdo Flavi. Uma caracteristica importante
observada em A. gruticola, ndo relatada em outras espécies de Aspergillus
pertencentes a Segdo Flavi, foi a produ¢do de metabdlitos volateis com aroma
citrico, que sdo mais caracteristicos em YES e CY20S, principalmente. A.
gruticola é uma espécie ndo aflatoxigénica e as Unicas espécies relatadas como
ndo aflatoxigénicas sdo A. caelatus, A. oryzae, A. sojae e A. tamarii, apesar de
haverem controvérsias sobre a producdo de aflatoxinas por A. tamarii. A.
gruticola apresenta crescimento moderado em meio de cultivo CREA e baixa
producdo de acido (Figura 1 E).

Na Figura (4E-4F) estdo as eletromicrografias dos esporos de A.
gruticola observadas em MEV. Os esporos de A. gruticola ¢ de A. tamarii
(Kozakiewicz, 1989) apresentam ornamentacdo equinulada, mas os esporos de
A. gruticola possuem ornamentagdo distinta, em que as equinulagdes em feixes

sdo mais agregadas do que as de A. tamarii.
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TABELA 1 Caracteristicas microscopicas das principais espécies de Aspergillus Segdo Flavi.

Espécies Diametro  Forma vesicula Diametro  Textura Forma

vesicula conidios  Conidios Conidios
A. caelatus 8-12 globosa/subglobosa 5-6 rugoso globoso
A. arachidicola 9-10 globosa/subglobosa 4.5-5 equinolado globoso/subgloboso
A. bombycis 30-50 globosa 4-7 rugoso globoso/subgloboso
A. flavus 20-45 esférica/alongada 3-6 finamente rugoso globoso/ellipsoidal
A. gruticola sp nov 20-35 globosa/subgobosa 6-8.5 liso/finamente espinhoso globoso/subgloboso
A. minisclerotigenes 35-50 globosa/subglobosa 3-4 liso/equinolado subgloboso/ellipsoidal
A. oryzae 22-50 clavada/subglobosa 4-8.5 liso/finamente rugoso/ globoso/ovoide/ellipsoidal

ocasionalmente espinhoso

A. parasiticus 20-35 esférica/alongada 3.5-6 rugoso globoso
A. pseudotamarii 30-50 globosa 3.9-99 equinolado globoso/subgloboso
A. sojae 17-35 piriforme/globosa 5.5-7 rugoso esférico
A. tamarii 20-45 globosa/piriforme 5.5-8 rugoso globoso




€9

TABELA 2 Caracteristicas macroscopicas das principais espécies de Aspergillus Segdo Flavi

Espécies CYA25°C MEA 25°C
Didmetro  Coloracéo Reverso Didmetro  Coloracéo Reverso
A. caelatus 30-45 verde oliva amarelopalido/marrom 60-80 verde oliva amarelo palido
A. arachidicola 60-65 oliva/oliva marrom amarelo/ cinza 60-65 oliva/ marrom amarelo/tons cinza
A. bombycis 65 verde/raramente marrom incolor/amarelo claro 65 verde tons amarelo  amarelo claro
A. gruticola sp nov 65-70 verde-amarelo/ creme/incolor 69-75 verde amarelo/ incolor
amarelo-marrom marrom
A. flavus 65-70 verde oliva incolor/marromescuro 65-70 oliva/verde escuro  incolor
A. minisclerotigenes 60-70 verde /tons cinza marrom 60-70 verde tons cinza marrom amarelo/
marrom claro
A. oryzae 55-70 oliva/marrom palido/incolor 60-70 amarelo incolor/
amarelo/cinza amarelo/cinza acinzentado amarelo escuro
A. parasiticus 60-70 verde escuro incolor/amrelo escuro 60-70 oliva/verde escuro  incolor/ amarelo
A. pseudotamarii 60-70 verde-marelo amarelo palido/ 60-70 verde oliva amarelo pélido
marrom
A. sojae 60-70 verde-marrom/ incolor/marrom palido 60-70 verde escuro/ oliva  incolor/
marrom-amarelado acinzentado
A. tamarii 55-70 verde-marrom/ incolor/ amarelo cinza 65-70 marrom oliva/ marrom oliva/

amarelo-marrom

marrom/ amarelo

marrom /amarelo




3.2 Caracterizacdo molecular para distinguir espécie de Aspergillus Secao
Flavi

As seqiliéncias dos isolados 0160 e 0197 foram inseridas em um
alinhamento com outras espécies pertencentes a Se¢do Flavi obtidas do
GenBank e analisadas pelo método de maxima parcimonia. Na busca heuristicas
identificaram 8 arvores de méaxima parciménia, das quais foi selecionada apenas
uma que mais se aproximava da filogenia da Secdo (Figura 1). Aspergillus
fumigatus foi utilizado como outgroup. Os valores de bootstrap (1000
repeti¢des) sdo indicados em porcentagem nos internodios.

A analise do gene [(-tubulina mostrou que os isolados 0160 e 0197
representam a mesma espécie, e que se agruparam separadamente das demais
espéces da Segdo Flavi (Figura 1). Estes resultados confirmam a hipdtese de que
estes dois isolados representam uma nova espécie denominada A. gruticola.

Aspergillus gruticola sp. nov, conforme demonstrado na Figura 1, se
posicionou proximo a espécie de A. nomius, porém estas sdo espécies
morfologicamente distintas. A. nomius ¢ relatado como uma espécie
morfologicamente similar a A. flavus (Kurtzman et al., 1987). A. gruticola
apresenta crescimento limitado a 37 °C (0-1,3 mm diam), enquanto A. nomius
cresce vigorosamente a esta temperatura (65 mm diam) (Peterson et al., 2001). A
coloragdo das colonias de A. gruticola é verde-amarelo para verde-marrom, e a
de A. nomius, verde-oliva (Kurtzman et al., 1987). A. gruticola tem estipes com
paredes lisas se comparadas com as estipes rugosas de A. nomius, e a produgéo
de aflatoxinas ndo foi observada em A. gruticola; no entanto, A. nomius ¢ uma
espécie capaz de produzir aflatoxinas B e G (Peterson et al., 2001; Pildain et al.,
2008).

Analises morfologicas de A. gruticola demonstraram que esta espécie ¢
similar a A. tamarii com base na coloragdo das colonias (Klich, 2002; Thom &

Rapper, 2002). As sequéncias dos isolados de A. gruticola foram comparadas
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com sequéncias de A. tamarii depositadas no GenBank por meio da analise de
BLAST. Através da analise de 480 pares de nucleotideos de uma por¢ao do gene
R-tubulina, observa-se que A. gruticola tem como espécie mais proxima A.
tamarii (NRRL 426, CBS 117626, 2342/05 e NRRL 4911), com identidade igual
a 89%; no entanto, estas duas espécies demonstraram ser diferentes em alguns
pares de bases, conforme mostrado na Figura 2. Este resultado foi confirmado
por meio da andlise filogenética, por meio da qual observou-se que A. gruticola
agrupou-se em um subclado diferente de A. tamarii (Figura 1).

A descricdo de uma nova espécie isolada de ambiente cavernicola
ressalta a importdncia de novos estudos neste ambientes, mediante a

variabilidade de microrganismos presentes.
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FIGURA 1 Arvore Filogenética de méxima parcimonia para o gene B-tubulina de
espécies pertencentes a Sec¢do Flavi. O comprimento dos ramos ¢ indicado
por escala na base da arvore e os valores de bootstrap (1000 repeti¢des)
sdo indicados em porcentagem nos internodios.
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FIGURA 2 Alinhamento de uma por¢do do gene B-tubulina de A. gruticola sp nov e A. tamarii. Os nucleotideos
conservados sdo indicados por pontos e os pares de bases distintos destacados em vermelho.



4 Descricdo Morfologica de Aspergillus gruticola sp nov Batista, Silva,
Fungaro, Sartori

A nova espécie do género Aspergillus Segdo Flavi, proposta neste estudo
como Aspergillus gruticola sp nov, foi isolada de uma caverna localizada no
municipio de Araripe (CE), na regido nordeste do Brasil. Esta espécie
diferencia-se da maioria das demais espécies da Se¢do Flavi pelo crescimento
limitado em CYA a 37 °C e pela ornamentagdo de seus conidios, que sdo lisos a
finamente espinhosos. Morfologicamente, o A. gruticola assemelha-se a
A.tamarii com base na coloragdo exibida por esta espécie. Estas duas espécies
podem ser diferenciadas morfologicamente principalmente pelo crescimento a

37 °C e pela ornamentag@o dos conidios.

Aspergillus gruticola sp nov Batista, Silva, Fungaro, Sartori

Diametro da colonia ap6s 7 dias de cultivo a 25 °C, em mm: CYA: 65-70 mm;
MEA: 69-75 mm; YES: 60-64 mm; OA: 56-60 mm; CY20S: 61-63 mm; CREA:
47-51 mm pouca esporulacdo e baixa produgdo de acidez. CYA 37 °C: 0-1,3
mm.

Coloracéo e textura das col6nias. Em CYA 25 °C, verde amarelo para verde-
marrom; micélio branco para creme; reverso creme ao centro para incolor nas
extremidades; exsudato incolor e em pequena quantidade; colonias lanosas a
flocosas ao centro. MEA, verde amarelo com tons de marrom; micélio
inconspicuous; reverso incolor; colonias flocosas principalmente ao centro;
exsudato incolor. CY20S, verde amarelo com pigmentacdo central com tons de
marrom; micélio denso, branco a creme; reverso creme; exsudato incolor;
producdo de metabdlitos volateis com aroma citrico, este aroma ¢ mais
caracteristico em culturas de YES; colonias usualmente flocosas. CYA 37 °C,
reverso incolor para tons de marrom ao centro; coldonias compactas; demais

caracterisiticas similar ao CYA 25 °C.
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Caracteristicas microscopicas: cabega conidial colunar; estipe (100) 250-1600
(2000) x (5) 7-10 (11) pum, parede lisa e incolor; vesicula globosa a subglobosa,
(7) 20-35 (46); unisseriadas; fidlides (8) 12-22 (35) as vesiculas menores
apresentam fidlides maiores; conidio liso a finamente espinhoso, globosos a

subgloboso ¢ em alguns casos ellipsoidal, 6 - 8.5 (11).
Caracteristicas distintivas: estas espécies sdo caracterizadas pelo crescimento
limitado a 37 °C, pela ornamentagdo dos esporos lisos a finamente espinhosos e

pela producdo de metabdlitos volateis de aroma citrico.

Habitat: Caverna Nordeste do Brasil
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FIGURA 3 Crescimento das coldnias de Aspergillus gruticola sp nov
apos 7 dias de cultivo em (A) CYA 25 °C; (B) MEA 25 °C;
(C) CYA 37 °C; (D) OA 25 °C; (E) CREA 25 °C; (F) CY
20S 25 °C.
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FIGURA 4 Aspergillus gruticola sp nov. (A-B) Fotomicrografias das estruturas
microscopicas; (C-D) Fotomicrografias de conidios; (E-F)
Eletromicrografias de conidios.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo conclui-se que a utilizagdo
da Taxonomia polifasica permitiu a identificagdo e a descri¢do da nova espécie
de Aspergillus Segdo Flavi, denominada neste estudo como Aspergillus
gruticola sp nov Batista, Silva, Fungaro, Sartori demostrando ser um método

importante para a discrimina¢ao de novas espécies.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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