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RESUMO

As colegdes de culturas sdo importantes pilares na preservacao, catalogacdo e prospecgao da
biodiversidade microbiana. Com o proposito de atender ao depdsito e fornecimento de
material bioldégico de qualidade, a Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-
UNESP) iniciou sua adequagdo para alcangar os padrdes internacionais de operagdo e
gerenciamento; o que inclui a autenticacdo taxonomica das culturas mantidas na colegdo.
Utilizando um método de triagem molecular adaptado nesse estudo (microssatélites), aliado
ao uso de marcadores morfologicos e moleculares, realizamos a identificagdo taxondmica de
189 isolados, de um total de 201 fungos filamentosos selecionados com base na diversidade
de fontes de isolamento e mantidos no acervo de pesquisa da CRM-UNESP. Com o intuito de
agregar informacdes sobre o potencial biotecnologico desses isolados, também avaliamos a
producao de compostos antimicrobianos. Apds a reativagao e purificacao dos isolados, foram
identificados 66 géneros e 116 espécies, sendo que os géneros mais abundantes foram:
Fusarium (18,9%), Clonostachys (11,4%), Trichoderma (7%) e Penicillium (6,5%). Todos os
201 isolados foram avaliados quanto a produgdo de metabolitos secundarios com propriedade
antibacteriana e antifingica, segundo um método de alto desempenho (também adaptado
neste estudo), frente a micro-organismos de interesse agricola (Xanthomonas citri subsp. citri)
e clinico (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Candida krusei e
Candida parapsilosis). Do total dos cultivos brutos avaliados, a maioria (62,7%) apresentou
atividade antagonista frente, a pelo menos, um dos micro-organismos de referéncia. Os
cultivos brutos dos fungos Penicillium aurantiogriseum LESF 194, Clonostachys rosea LESF
389, Penicillium dodgei LESF 487, Xylaria sp. 4 LESF 502 e de um isolado nao identificado
LESF 227 inibiram o crescimento de todos os micro-organismos de referéncia. Os resultados
deste trabalho contribuiram para implantar dois métodos de triagem na rotina de trabalho da
CRM-UNESP, os quais possibilitaram agrupar os diversos fungos e avaliar o potencial
antimicrobiano dos mesmos. Além disso, o presente estudo contribuiu para a curadoria do
acervo da CRM-UNESP, de modo a disponibilizar fungos com identificagdao auténtica e com

potencial biotecnoldgico conhecido.

Palavras-chave: Identificacdo. Microssatélites. Difusdao em agar. Produtos naturais.



ABSTRACT

Culture collections are keystones in the preservation, cataloging and exploration of microbial
diversity. In order to meet international standards of deposit and supply of biological
materials, the UNESP-Microbial Resources Center (CRM-UNESP) started their suitability for
functioning and management to reach international standards; which include taxonomic
authentication of cultures preserved in the collection. Using an adapted molecular screening
protocol (microsatellites) coupled with morphological and molecular markers, we obtained
the taxonomic identification of 189 out of 201 filamentous fungi from the CRM-UNESP
research collection. In order to gather information on the biotechnological potential of these
isolates, we also evaluated the production of antimicrobial compounds. After revival and
purification of fungal isolates, we identified 66 genera and 116 species; comprehending the
most abundant genera: Fusarium (18.9%), Clonostachys (11.4%), Trichoderma (7%) and
Penicillium (6.5%). All isolates were evaluated for the production of secondary metabolites
with antibacterial and antifungal properties, according to a high-throughput method (also
adapted in this study), towards agricultural (Xanthomonas citri subsp. citri) and clinical-
relevant (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Candida krusei and
Candida parapsilosis) reference strains. The majority of culture broths (62.7%) showed
antagonist activity against at least one of the reference strains. Culture broths of Penicillium
aurantiogriseum LESF 194, Clonostachys rosea LESF 389, Penicillium dodgei LESF 487,
Xylaria sp. 4 LESF 502 and from the non-identified fungus LESF 227 inhibited the growth of
all reference strains. Our results contributed for the establishment of two screening
approaches in the routine of CRM-UNESP. These methods allowed the identification of the
various fungal isolates examined as well as the evaluation of the antimicrobial potential of
such strains. This study also contributed to the curation of the CRM-UNESP collection
allowing the accessibility of fungi with authentic identification and with associated

biotechnological information.

Keywords: Identification. Microsatellites. Disc-diffusion method. Natural products.
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1 INTRODUCAO

As colegdes de culturas microbianas mantém uma diversidade bioldgica de elevada
importancia. Os acervos dessas cole¢des podem abrigar diversos tipos de micro-organismos,
tais como fungos, bactérias, algas, entre outros; provenientes dos mais variados ambientes e
substratos. Esses micro-organismos sao mantidos de forma a garantir a viabilidade e preservar
as caracteristicas originais das culturas, sejam elas morfoldgicas, genéticas ou fisiologicas
(bioquimicas). Além da preservagdo, as colegdes de culturas microbianas também sdo
importantes centros de pesquisas aplicadas voltadas a industria, ambiente, agricultura e satde.

A Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-UNESP) situa-se no Instituto
de Biociéncias de Rio Claro (UNESP, Campus de Rio Claro, SP) e foi criada em 2012 com o
objetivo de abrigar micro-organismos originados de diversos ambientes e que apresentam
potencial biotecnologico. O acervo da CRM-UNESP conta com cerca de 5.970 culturas,
compreendendo bactérias e, principalmente, leveduras e fungos filamentosos, os quais ainda
nao foram explorados quanto ao potencial de producdo de metabdlitos bioativos. A busca por
fungos que produzam metabdlitos ativos deve-se ao aumento da resisténcia de micro-
organismos patogénicos aos antimicrobianos, visto que cada vez mais sdo poucos os agentes
antimicrobianos que realmente podem auxiliar no tratamento de doengas.

Nesse contexto, o presente projeto visou contribuir com o conhecimento da
diversidade e do potencial biotecnologico de parte dos fungos filamentosos do acervo de
pesquisa da CRM-UNESP, o qual ¢ derivado dos estudos do grupo de pesquisa do Prof.
André Rodrigues, coordenador do Laboratorio de Ecologia e Sistematica de Fungos (LESF).
A fim de autenticar as culturas mantidas na colegdo, inicialmente um total de 215 isolados de
fungos filamentosos foi selecionado com base na diversidade de fontes de isolamento de onde
os fungos foram obtidos, a saber: formigas, solo, folhas e compostagem. Os isolados foram
triados utilizando a técnica de microssatélites e, posteriormente, caracterizados utilizando
marcadores moleculares.

Adicionalmente, os isolados foram avaliados quanto ao potencial de producdo de
metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana frente a micro-organismos de interesse
agricola e clinico. Foi utilizado um método de alto desempenho adaptado neste trabalho, o
qual permitiu triar de forma rapida e eficaz os isolados produtores desses compostos.

Os resultados do presente estudo permitiram verificar que dentre os 215 isolados, 201
apresentavam-se viaveis. O método de microsatélites permitiu triar os isolados de modo a

diminuir o nimero de fungos submetidos ao sequenciamento. A abordagem polifasica
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permitiu identificar 66 géneros e 116 espécies. O método adaptado de difusdo em meio s6lido
mostrou ser eficaz para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos cultivos brutos.

Os dados gerados no presente estudo evidenciam a importincia do patrimonio
genético preservado no acervo da CRM-UNESP, no que tange ao potencial biotecnoldgico
dos fungos da colecdo. Além disso, o trabalho taxondmico realizado nesse estudo permitiu
autenticar as culturas do acervo, de modo a disponibilizar um material com qualidade

assegurada para estudos futuros.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Colegoes de culturas microbianas: importancia e tendéncias

A atividade primordial desempenhada pelas cole¢des biologicas ¢ a salvaguarda dos
recursos naturais para conservagao da biodiversidade e atividade de Pesquisa e
Desenvolvimento - P&D (SMITH, 2012; SETTE; PAGNOCCA; RODRIGUES, 2013). Esses
autores discutem que as colegdes bioldgicas buscaram a modernizagdo de seus procedimentos
ao longo dos anos. No caso de colegdes de culturas, diversos métodos de identificacdo e
preservacdo de linhagens microbianas foram adotados na rotina de trabalho. O processo de
atualizacdo e modernizagdo, portanto, agregou valor ao patrimoénio genético mantido nos
acervos, pois possibilitou a implementacdo de métodos rapidos de autentica¢do taxondmica de
culturas, o que indiretamente levou a um maior acesso as informacdes relativas ao potencial
biotecnoldgico dos organismos mantidos no acervo.

A principal finalidade de uma cole¢ao de cultura microbiana ¢ a preservacao dos
micro-organismos para estudos futuros. Nesse sentido, as cole¢des de culturas microbianas
devem estar preparadas para abrigar os mais diversos tipos de micro-organismos. Esta
preservacdo deve manter as condigdes originais da cultura, de modo que ndo ocorram
alteracdes nas suas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e genéticas, bem como manter a
viabilidade e pureza dos micro-organismos (ABREU; TUTUNIJIL 2004; OLIVEIRA; SETTE;
GARBOGGINI, 2006; SETTE; PAGNOCCA; RODRIGUES, 2013). Assim, um exemplo da
importancia das cole¢cdes de culturas microbianas ¢ a preservacao de micro-organismos de
dificil cultivo ou que apresentem limitagdes na sua manipulagdo (por exemplo, micro-
organismos derivados de ambientes extremos, como aqueles encontradas na Antartica). Esses
micro-organismos devem ser preservados com diferentes métodos, os quais sao encontrados
nas colecdes de culturas (OLIVEIRA; SETTE; GARBOGGINI, 2006). Esses centros
especializados aplicam vérias técnicas de preserva¢do, de acordo com o tipo de micro-
organismo, a saber: criopreservacao (a -80 °C ou a -196 °C), preservacdo em silica,
preservacao em agua destilada estéril, preservacdo em solo estéril, preservagdo em meio de
cultivo, preservagao de culturas liofilizadas (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000;
ABREU; TUTUNII, 2004).

A politica nacional de P&D enfatiza a importancia do material biologico depositado
em colegdes de culturas microbianas como uma rica fonte de patrimonio genético, com

aplicacdo no setor biotecnoldgico. Assim, politicas de financiamento e suporte as cole¢des de
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culturas microbianas foram criadas pelo governo brasileiro para manter o vinculo entre os
recursos genéticos encontrados nos repositorios e a aplicacdo para diversos setores da
sociedade, especialmente em P&D (BRASIL, 2002).

Considerando o interesse do setor biotecnologico na obtengdao de material bioldgico
de elevada qualidade e tendo em vista a ampla atuagdo das cole¢des de culturas microbianas
em escala global, foram propostas diretrizes internacionais de boas praticas para que essas se
adequem e se tornem Centros de Recursos Biologicos (CRBs). Um CRB pode ser considerado
como um novo conceito de colecdo bioldgica, com um sistema operacional que utiliza
praticas padronizadas, com qualidade no gerenciamento do acervo e prestagdo de servi¢o para
a comunidade cientifica (WFCC, 1999).

Com os avancos da biotecnologia e bioeconomia a Organiza¢do para Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE) propos a criacdo de uma rede de CRBs (conhecida
como Biological Resource Centre Network), a qual congrega os CRBs reconhecidos pelo
proprio pais membro da rede (OCDE, 2001). O reconhecimento de um CRB ¢ uma tarefa
designada para cada pais, entretanto, para orientar os paises quanto aos critérios minimos
exigidos para um CRB, a OCDE elaborou um guia de boas praticas, o qual enfatiza a
biosseguranga, bioprotecao e controle de qualidade em CRB (OCDE, 2007).

As diretrizes propostas pela OCDE consideram a qualidade e autenticidade dos
materiais depositados nas colegdes, como critérios para credenciamento como CRB. Assim,
as colegdes visam manter a viabilidade das culturas, a qualidade delas (livre de
contaminagdes), desde o deposito até o seu fornecimento para terceiros. Além disso, prezar
pelo acesso as informagdes associadas a cada cultura microbiana, sendo que os dados devem
ser disponibilizados em sistemas informatizados para que fiquem facilmente disponiveis a
comunidade (OCDE, 2007).

Portanto, as colecdes de culturas microbianas (e outras colecdes biologicas) que
desejam tornarem-se CRBs, devem apresentar uma infraestrutura minima que preze os
cuidados na manipulacdo dos micro-organismos e das informacdes associadas a estes. Os
profissionais envolvidos devem ser treinados em taxonomia, preservacdo e manipulacdo de
culturas. Adicionalmente, o profissional necessita familiarizar-se com os procedimentos de
fornecimento dos micro-organismos, seguindo todas as normas nacionais € internacionais em
relagdo ao controle no transporte, saide e seguranga voltados aos recursos microbianos
(SMITH, 2012). E importante notar que esses aspectos refletem em melhores praticas ¢ uma

linha confidvel para a implementagcdo de biosseguranga e bioprote¢do para todas as outras



14

instituicdes que trabalham com recursos microbiologicos, além dos CRBs (ROHDE et al.,
2013).

Um outro procedimento desejavel para as colegdes de cultura ¢ o registro no World
Data Centre for Microorganisms (WDCM), mantido pela World Federation for Culture
Collections (WFCC). Tal registro visa divulgar para a comunidade internacional, os servicos
oferecidos e informagdes sobre o acervo da colegdo. As estatisticas fornecidas pelo WDCM
sdao atualizadas periodicamente. Até a data do presente trabalho, o WDCM registra 692
colegdes de culturas, reunindo mais de 2,4 milhdes de micro-organismos. Tal informacdo ¢
bastante Util para pesquisadores e companhias que procuram por micro-organismos de

interesse (WDCM, 2015).

2.2 Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-UNESP)

A CRM-UNESP esta situada nas dependéncias do Instituto de Biociéncias de Rio
Claro (IB), UNESP — Campus Rio Claro, SP. A CRM-UNESP, criada em 2012, foi
institucionalizada através da portaria IB n° 4, publicada em 8 de fevereiro de 2013.
Atualmente, a colegdo conta com uma equipe de dois curadores e um gerente executivo
(UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” CAMPUS
DE RIO CLARO, 2013).

O inicio da CRM-UNESP foi promovido a partir do acervo de leveduras existente na
Colecdo de Micro-organismos do Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS, UNESP —
Campus Rio Claro). Em seguida, demais cole¢des de fungos associadas as pesquisas dos
docentes do Departamento de Bioquimica e Microbiologia, da mesma institui¢do, foram
incorporadas a cole¢do. Desse modo, os laboratorios base da CRM-UNESP sao: Laboratorio
de Microbiologia (LM/CEIS), Laboratério de Micologia Ambiental e Industrial (LAMAI) e
Laboratorio de Ecologia e Sistematica de Fungos (LESF). Tais laboratérios sdo coordenados
por professores especialistas nas dreas de sistematica, taxonomia, bioprospeccao,
biotecnologia, isolamento e preservacao de micro-organismos. Estes laboratorios contam com
infraestrutura de cultivo e preservacdo de culturas microbianas ideais para a realizagdo das
atividades de rotina da colegao.

O acervo da CRM-UNESP compreende cerca de 5.970 culturas associadas,
abrangendo varios grupos microbianos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias

(Figura 1). A maioria delas ¢ derivada de varios ambientes como ninhos de formigas, areas
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impactadas com petréleo e também associados a ambientes marinhos da costa brasileira e
marinhos e terrestres da Antartica. Do total de culturas do acervo, atualmente 1.347 estdo
depositadas no acervo principal da colecdo, o qual congrega isolados microbianos
identificados e vidveis em sua Ultima reativa¢do. Os micro-organismos ai depositados contam
com o registro dos metadados associados e que estdo em processo de disponibilizagdo no

sistema informatizado (uSICol).

Figura 1. Grupos microbianos e substratos de origem (em %) dos isolados mantidos na
Central de Recursos Microbianos da UNESP. As porcentagens sdo referentes ao total de
5.970 culturas mantidas nos acervos de pesquisa da colegao.

B Fungos provenientes de formigas
® Fungos provenientes de ambiente marinho
Fungos provenientes de substratos da Antartica

& Bactérias (referéncia)

Fonte: Lara Durdes Sette (comunicacdo pessoal). “Bactérias de referéncia” sdo isolados utilizados com
referéncia em P&D e que também estdo depositados em outras cole¢des de cultura (ex: American Type of
Culture Collection - ATCC).

A CRM-UNESP representa uma rica fonte de recursos genéticos especificos para
aplicagdes em P&D, pois os micro-organismos mantidos no acervo podem apresentar
propriedades tnicas. Esses micro-organismos podem produzir uma ampla gama de compostos
com diversas funcionalidades para o homem. Assim, estudos que visem explorar o acervo
associado a CRM-UNESP sdo fundamentais para conhecer o potencial desses micro-
organismos.

Com o intuito de aprimorar a CRM-UNESP em uma colecao de cultura de porte
nacional e internacional e torna-la um CRB, a cole¢do necessita enquadrar-se nas diretrizes de
boas praticas da OCDE. Tais providéncias estdo em andamento pelo corpo administrativo da
colecdo, sendo que a CRM-UNESP ja estd credenciada junto ao Conselho de Gestdo do

Patrimdénio Genético (CGEN), como institui¢do fiel depositaria, através do aviso de
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credenciamento n°® 085/2013/SECEX/CGEN. A CRM-UNESP também estd cadastrada no
WDCM, sob o registro numero 1043.

Além dessas iniciativas, um dos requisitos basicos para tornar-se um CRB ¢
organizar todas as informagdes associadas a cada cultura em um sistema informatizado, o qual
disponibilize esses metadados para o publico. No sentido de auxiliar a informatiza¢do dos
acervos das colec¢des bioldgicas nacionais, o Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MTCI) por
intermédio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)
promoveu a chamada de projetos “Chamada MCTI/CNPq n° 45/2012 - Sistema de
Informagdes sobre a Biodiversidade Brasileira (SiBBr) - Colegdes Bioldgicas”. A CRM-
UNESP participou dessa chamada com o seguinte projeto, aprovado: “Informatizacdo e
disponibilizagdao dos dados associados ao acervo do Centro de Recursos Microbianos da
UNESP” (Processo CNPq n. 504130/2012-9). Tal projeto possibilitou a implantacdo de um
sistema local informatizado de gerenciamento do acervo (uSICol). Esse sistema esta integrado
ao Sistema de Informagdo de Colecdes de Interesse Biotecnologico (SICol,
http://sicol.cria.org.br), desenvolvido pelo Centro de Referéncia em Informacdo Ambiental
(CRIA). O SICol também esté integrado a rede speciesLink (http://splink.cria.org.br), a qual
abriga informacdes em tempo real de diversas colegdes bioldgicas do pais e apresenta varias
ferramentas de andlise e modelagem da distribuicdo da diversidade de organismos no
territorio brasileiro. As informagdes associadas aos micro-organismos do acervo principal da
CRM-UNESP também estardo disponiveis no SiBBr, correspondendo a indicacdo do
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo (MCTI) buscando agregar as informagdes sobre

ecossistemas e a biodiversidade.

2.3 Bioprospecgdo de compostos antimicrobianos de interesse clinico

Dentre as classes de metabdlitos secundarios produzidas por fungos, os policetideos
apresentam uma diversidade estrutural e funcional. Estes geralmente apresentam atividades
em diversos sistemas bioldgicos, como antitumorais, antiparasitdrios e antimicrobianos.
Portanto, a busca por novas classes de metabdlitos secundarios em micro-organismos, a
exemplo dos policetideos, ¢ uma potencial fonte de precursores de subtancias bioativas
(YADAV; GOKHALE; MOHANTY, 2003; CASTOE et al., 2007; EVANS; ROBINSON;
KELLEHER, 2011).
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Descoberta em 1928, a penicilina foi o primeiro metabdlito secundario de origem
fingica com ag¢do inibitéria do crescimento de outros micro-organismos. Produzida pelo
fungo identificado originalmente como Penicillium chrysogenum, a penicilina proporcionou o
fendmeno da antibiose, o qual foi observado e estudado por Alexander Fleming durante varios
anos (KOROLKOVAS; BURKHALTER, 1988). A linhagem original estudada por Fleming
foi recentemente reidentificada como Penicillium rubens (HOUBRAKEN; FRISVAD;
SAMSON, 2011). Alguns anos ap6s sua descoberta, a penicilina foi desenvolvida para uso
teraputico contra infec¢des por estafilococos e estreptococos, salvando milhares de
individuos acometidos com esses agentes etiologicos (KOROLKOVAS; BURKHALTER,
1988). Esse episodio na historia da humanidade marcou o inicio da bioprospecgao por grandes
industrias farmacéuticas, com o alvo de buscar e explorar micro-organismos que produzam
substancias biologicamente ativas para serem potencialmente empregadas como antibidticos.

Ao longo dos anos foram descobertos varios compostos com atividade
antimicrobiana, principalmente, aqueles biossintetizados por actinobactérias do género
Streptomyces (MADIGAN et al., 2010). Contudo, a evolucao das doencas infecciosas e o uso
irresponsavel de medicamentos antimicrobianos nos tltimos 65 anos permitiram o surgimento
da resisténcia bacteriana aos antibidticos. Com isso, muitos antimicrobianos perderam a agao,
resultando em uma ineficiéncia dos farmacos disponiveis comercialmente para o controle de
infec¢des bacterianas (BHAVANANI; BALLOW, 2000). Tal fendmeno da resisténcia levou a
busca por novos compostos bioativos, com agdo rapida e eficiente. Nesse contexto, as
industrias farmacéuticas investiram por muitos anos na busca de produtos naturais, mas
devido aos custos elevados para o financiamento de bioprospec¢do, essas companhias
mudaram o foco para a sintese de compostos sintético ou semi-sintéticos, de modo a suprir o
mercado com novos antimicrobianos mais eficientes (OLIVEIRA; PUPO; VIEIRA, 2013).

Diversas bactérias sdo causadoras de infecgdes urindrias e gastroenterites, como ¢
caso de Escherichia coli e Staphylococcus aureus (CAVALCANTI et al.,, 2005;
MYSOREKAR; HULTGREN, 2006). J4 os fungos sdo responsaveis por doengas como
infecgdes de pele, otites, ceratomicoses (infecgdes de tecidos queratinosos) e fungemias, estas
ultimas causam grande preocupacdo clinica (CARMO et al., 2007). Dada a importancia das
infeccdes microbianas, o presente trabalho avaliou os fungos selecionados do acervo de
pesquisa da CRM-UNESP em relacdo a sua atividade antimicrobiana frente a bactérias e

leveduras de interesse clinico e agricola.
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2.4 Bioprospecg¢do de compostos antimicrobianos para controle de Xac

O uso de antimicrobianos nao esta restrito apenas ao uso clinico, mas também sdo
empregados em diversos outros setores, como na agricultura. Antimicrobianos com atividade
fungicida e bactericida podem prevenir perdas nas lavouras de graos e frutas, devido a acao
contra o crescimento de micro-organismos fitopatégenos e aqueles envolvidos em doencas
pos-colheita (TAKAHASHI; LUCAS, 2008). Por exemplo, bactérias do género Xanthomonas
sdo consideradas fitopatdgenos severos que ocasionam um impacto negativo na agricultura.
Esse género apresenta aproximadamente 27 espécies, todas consideradas patégenos de plantas
(PARKINSON et al.,, 2007). As espécies ndo apresentam diferengas significativas nas
caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas. Todas as espécies do género sdo bacilos Gram-
negativos, com 1,7-3,0 um de comprimento, quimiorganotréficos, aerdbios obrigatorios e com
flagelo polar (GARCIA-OCHOA et al., 2000; MEYER; BOGDANOVE, 2009).

Representantes do género Xanthomonas apresentam coldnia de coloracdo amarela,
gracas a produgdo de pigmentos carotenoides, tais como as xantomonadinas. O aspecto liso,
brilhante e viscoso da colonia ¢ devido a produ¢do do exopolissacarideo (ou goma xantana),
considerado um fator de viruléncia que esta relacionado a resisténcia da célula bacteriana e
auxilia na formagdo de biofilmes (MEYER; BOGDANOVE, 2009).

Vérias doengas ocasionadas por Xanthomonas acarretam grandes prejuizos
econdmicos na agricultura. As plantas infectadas apresentam lesdes com clorose
(amarelamento) em forma de V em suas folhas, com o vértice voltado para o centro foliar,
enquanto os caules apresentam necrose dos feixes vasculares (MANNERS, 1993; QIAN et al.,
2005). O agente etioldgico do cancro citrico, Xanthomonas citri subsp. citri linhagem 306
(neste trabalho abreviado como “Xac”) € responsavel pela forma asiatica do cancro, que afeta
todas as espécies de citros comercialmente importantes. As plantas infectadas apresentam
lesdes nos tecidos aéreos semelhantes a crateras, € com o tempo, a infeccdo diminui a
produtividade (NEVES, 2010).

A principal forma de controlar o cancro citrico ¢ através de um sistema de
erradicacdo bastante rigoroso, considerado até agora a Unica estratégia efetiva para evitar o
seu avanco em areas nao endémicas (BELASQUE JUNIOR; FERNANDES; MASSARI;
2009). Nos anos de 1999 até 2009, os produtores do Estado de Sao Paulo foram obrigados a
eliminar todas as plantas contaminadas com incidéncia acima de 0,5%, erradicando as plantas

adjacentes em um raio de 30 metros.
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Em 2009, a legislagdo foi amenizada, e como consequéncia, o numero de novos
casos da doenca aumentou em 80%, sendo que hd um grande risco de endemia do cancro
citrico. Recentemente, houve uma nova alteragao na legislacao (Resolucao SAA - 147, de 31-
10-2013), onde nao ¢ mais obrigatoria realizar a erradicagdo das plantas que estiverem em um
raio de 30 metros, passando a adotar a eliminagdo da planta contaminada e a pulverizacao
com cobre sobre as plantas no raio de 30 metros.

As praticas adotadas para prevenir novas infecgoes e a disseminacdo de Xac
aumentaram o custo da produg¢do e ndo sdo tdo efetivas como a erradicagdo, além de
promover o surgimento de linhagens resistentes (CANTEROS, 1999). Como essa doenga
ainda representa uma ameaca para a agricultura, existe a necessidade do desenvolvimento de
métodos mais eficientes € com menores riscos ambientais para o controle da Xac.

Embora sdo poucos os estudos que verificaram o potencial de produtos naturais frente
a Xac, o presente estudo visou prospectar os fungos selecionados do acervo de pesquisa da
CRM-UNESP. Um dos objetivos desse estudo foi selecionar isolados capazes de produzir
compostos secundarios bioativos frente a esse patdgeno de grande importancia na agricultura

brasileira.

2.5 Triagem de alto desempenho de compostos antimicrobianos

A triagem de alto desempenho (HTS - high throughput screening) envolve a andlise
simultanea de um grande nimero de amostras. Estas podem ser desde micro-organismos até
os produtos gerados pelos mesmos, por exemplo, compostos com atividade bioldgica
(FREARSON; COLLIE, 2009).

O HTS foi desenvolvido originalmente pela industria farmacéutica, com a finalidade
de descobrir novas substincias bioativas em um curto espago de tempo € com o menor
dispéndio de recursos financeiros (GRIBBON; ANDREAS, 2005). Foi com o uso desses
métodos que a industria descobriu importantes compostos, por exemplo, os cientistas da
Merck Research Laboratories fizeram uma triagem de mais de 250.000 compostos e
identificaram uma nova classe de compostos supressores do virus HIV, os diketoacids, que
bloqueiam a integragdo do DNA viral no DNA de uma célula infectada (HAZUDA et al.,
2000). Vantagens estao associadas ao uso do HTS em estudos de prospeccao de compostos
bioativos. Ao longo dos ultimos anos esta inovacdo tecnologica permitiu a estruturagdo e

expansdo das cole¢cdes de compostos quimicos em base de dados, como aquelas da empresa



20

Pfizer Bill Steere. Esta empresa adicionou mais de dois milhdes de compostos quimicos novos
em sua base de dados devido ao método HTS (GOLEBIOWSKI; KLOPFENSTEIN;
PORTLOCK, 2001).

Entretanto, o HTS apresenta algumas limitagdes no seu uso, como por exemplo o
estudo de misturas de compostos, onde o HTS pode acusar atividade em um determinado
extrato bruto, porém, essa atividade pode ser devida ao sinergismo de dois ou mais compostos
presentes no extrato. Em etapas posteriores de purificagdo, as fracdes podem ndo mais
apresentar a atividade observada no extrato bruto. Nesse sentido, o extrato inicialmente
positivo foi levado a etapas posteriores, o que ocasionou um gasto financeiro e de tempo no
trabalho dessas amostras sem necessidade. Além desse aspecto, pode-se citar a ocorréncia de
resultados falso-negativos. Misturas de compostos podem conter uma substancia bioativa,
cuja agdo ¢ inibida pela presenga de outras substancias na mistura. O conjunto de substancias
sob certas condi¢des e concentragdes podem formar um agregado ocasionando a inibigdo
mutua (LOMBARDINO, LOWE, 2004; THORNE, AULD, INGLESE, 2010).

Com o intuito de agregar informagdes sobre o potencial biotecnoldégico do acervo da
CRM-UNESP, um dos objetivos do presente estudo foi o de implantar um método de alto
desempenho para triar isolados de fungos produtores de compostos antimicrobianos. Levando
em consideragdo as vantagens e desvantagens do HTS, procuramos adaptar um método rapido
e de baixo custo para realizar as triagens (Figura 2). Métodos de HTS geralmente sdo dificeis
de serem empregados para fungos filamentosos, devido a natureza do crescimento desses

micro-organismos, necessitando cultivar os fungos em separado.



Figura 2. Esquema do ensaio microbioldgico realizado pelo método
de difusdo em agar. Apds inocular a suspensdo padronizada do
micro-organismo de referéncia, canudos de plastico estéreis foram
dispostos com espagamento de 1,5 cm x 1,5 cm. A figura também
representa a disposicdo dos controle positivo (solugdo de
antibidtico) e negativo (somente meio de cultivo) nos ensaios.

Controle (+)

Controle (-)
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3 OBJETIVOS

e Curar ¢ autenticar parte do acervo de fungos filamentosos da CRM-UNESP, caracterizando
os isolados com base em ferramentas moleculares.

e Avaliar a produgdo de compostos antimicrobianos de fungos depositados no acervo de

pesquisa da CRM-UNESP.

e Implementar na rotina da colecdo um método de triagem molecular (fingerprinting

genético)

e Implementar na rotina da cole¢do um método de triagem de alto desempenho para detecgao

de isolados produtores de substancias antimicrobianas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem e reativagao dos isolados

Um total de 215 isolados de fungos filamentosos mantidos no acervo de pesquisa da
CRM-UNESP foi avaliado (ver detalhes no item 5.1, o motivo pelo qual 201 fungos foram
utilizados nos ensaios). Esse montante de isolados foi selecionado dentre 5.970 fungos
mantidos no acervo de pesquisa, buscando abranger a maior diversidade de fontes de
isolamento desses fungos, a saber: jardins de fungo de formigas da tribo Attini (n= 79
isolados), tecido interno de folhas (fungos endofiticos, n= 65), filoplano (superficie das
folhas, n=39), solo (n= 7), exoesqueleto de formiga da tribo Attini (n= 6) e compostagem (n=
5). A maioria dos isolados estava identificados até género ou nao apresentava identificacao
taxondmica, motivo pelo qual fazem parte do acervo de pesquisa da colegao.

Os fungos estdo criopreservados na CRM-UNESP a - 80 °C, em glicerol 10%. Os
isolados foram reativados para verificagdo das condigdes de viabilidade e pureza das culturas.
A reativagio foi realizada em meio Agar Malte 2% (MA2%, Acumedia) suplementado com
30 pg mL™" de cloranfenicol (Sigma). As placas foram incubadas a 25 °C, durante sete dias,
no escuro. Apos o periodo de incubagdo, os fungos foram transferidos para uma segunda
placa contendo MA2% (sem antibidtico) para checar a pureza e a viabilidade das culturas. Tal
checagem foi realizada examinando as caracteristicas macroscopicas, microscopicas, bem

como a viabilidade celular das colonias de todos os isolados.

4.2 Identificagdo dos fungos

A 1dentificacdo dos isolados seguiu a seguinte linha de trabalho: (i) todos os isolados
foram inicialmente submetidos a uma triagem utilizando a técnica de MSP-PCR
(microsatellite-primed PCR), proposta por Meyer et al. (1993). Tal técnica foi originalmente
empregada para discriminar isolados de leveduras, contudo, no presente trabalho, a inten¢do
era a de adaptar o MSP-PCR com a finalidade de agrupar os isolados de fungos filamentosos
que apresentem o mesmo perfil de banda. Posteriormente, (ii) pelo menos um isolado
representante de cada perfil obtido no MSP-PCR e todos os isolados que ndo apresentaram
padrdes de bandas semelhantes foram selecionados para sequenciamento de DNA e

identificacao dos fungos.
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O DNA gendmico dos isolados foi extraido utilizando o método CTAB (cetiltrimetil
brometo de amdnio) proposto por Moeller et al. (1992), Gerardo et al. (2004) e modificado
por Rodrigues et al. (2009). Para realizacao do MSP-PCR, o DNA genomico foi amplificado
utilizando o primer (GAC)s. As reagdes em cadeia de polimerase (PCR) continham (em 25,0
uL de volume final) : 4,0 uL. de dNTPs (1,25 mM cada), 2,5 pL de tampao 10x, 1,0 puL de
MgCl, (50 mM), 0,2 uL de Taq polimerase (5,0 U pl™), 2,0 pL de (GAC)s (10 mM), 10,3 mL
de H,O ultrapura e 5,0 uL de DNA diluido (1:750). As condigdes de PCR foram: 95 °C
durante 3 min, 40 ciclos a 93 °C durante 45 s, 50 °C durante 60 s, 72 °C durante 60 s, e de
extensao final a 72 °C durante 6 min. Os amplicons foram separados com eletroforese em gel
de agarose 1,4%, em TBE (0,5 %) a 110 V, durante 2 h. Os padrdes de bandas foram
visualizados em UV apds coloragdo com a solucdo de Ge/Red™ (Biotium) 16% e NaCl
0,56%.

Considerando o coédigo de barras de DNA universal para fungos (SCHOCH et al.,
2012), a regido ITS (internal transcribed spacer) do rDNA foi utilizada na amplificacdo dos
isolados. Os primers ITS4 e ITS5 foram selecionados para essa regido (Tabela 1). As reagdes
de amplificacdo com 25 pL de volume final consistiram em: 0,2 mM de cada ANTP, 10x de
tampdo KCI, 10 mg mL™ de BSA, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada primer e 1U da enzima
Taq polimerase (reagentes - Promega). As condigdes de PCR foram: 94 °C durante 3 min,
seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min e 72 °C durante 2 min. Os
produtos da rea¢do foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados sob
UV, em transluminador, apds coloracdo com Gel/Red™ (Biotium). Apos a confirmagdo dos
amplicons, estes foram purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega).

Os amplicons purificados foram quantificados em NanoDrop™ (Thermo Scientific) e,
posteriormente, 20 ng uL"' de DNA foram preparados para o sequenciamento utilizando
BigDye Terminator™ v. 3.1 Kit (Life Technologies), segundo o protocolo do fabricante. Os
produtos foram sequenciados em ABI 3330xl (Life Technologies). Ambas as sequéncias,
forward e reverse, foram geradas e compiladas em contigs utilizando o software BioEdit v.
7.0.5.3 (HALL, 1999).

A busca por sequéncias homologas aos contigs obtidos no estudo foi realizada nos
bancos de acesso publico NCBI — GenBank através do aplicativo MegaBLAST, (ZHANG et
al., 2000; MORGULIS et al., 2008) e CBS (www.cbs.knaw.nl). E sabido que para fungos dos

géneros Penicillium e Trichoderma, a regido ITS ndo apresenta variabilidade intraespecifica
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suficiente para resolver a separagdo em espécies. Considerando tal limitacdo do barcode para
esses geéneros, utilizamos nesse trabalho outros marcadores que apresentam maior

variabilidade intraespecifica (Tabela 1).

Tabela 1. Primers utilizados na amplificagdo de marcadores para identificagdo dos fungos do
presente estudo.

Primer Sentido Sequéncia (5'>3") Referéncia

ITS4 R TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. (1990)

ITSS F GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  White et al. (1990)
EF1-728F F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG Carbone e Kohn (1999)
TEF 1R R GCCATCCTTGGAGATACCAGC Samuels et al. (1999)

B t2a F GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC Glass e Donaldson (1995)
B t2b R ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC Glass e Donaldson (1995)
(GAC)s MSP  GACGACGACGACGAC Meyer et al. (1993)

F: forward; R: reverse; MSP: microsatellite-primed

4.3 Ensaios de atividade antimicrobiana

4.3.1 Preparagdo dos cultivos

As culturas axénicas foram inoculadas em placas contendo MA2% e incubadas
durante sete dias, a 25 °C. Posteriormente, com auxilio de um furador de rolhas estéril, foram
removidos trés fragmentos (6 mm de diametro) do micélio de cada fungo e transferidos para
Erlenmeyers contendo 50 mL de caldo batata-dextrose (Himedia). Os frascos foram
incubados a 25 °C, durante oito dias, em agitagcdo (120 rpm).

Ap6s incubacdo, o meio de cultivo foi transferido para tubo de centrifugacdo estéril
(50 mL) e centrifugado a 10.000 rpm, durante 10 minutos. Aproximadamente 25 mL do
sobrenadante foi separado em um outro tubo de centrifugagdo, congelado a -80 °C e,
posteriormente, liofilizado durante 24 horas. A massa obtida foi suspendida em 5 mL de agua
ultrapura, sendo este considerado o cultivo bruto. Tais cultivos foram armazenados a -80 °C

até a realizacdo dos ensaios.

4.3.2 Linhagens de referéncia utilizadas nos ensaios

Para verificar a acgdo antimicrobiana dos cultivos foram utilizados linhagens

microbianas de referéncia, a saber: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli

ATCC 11229, Candida albicans ATCC 18804, Candida krusei ATCC 6258 e Candida
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parapsilosis ATCC 22019. Adicionalmente, para investigar o potencial dos fungos em
produzir substancias que atuem também em micro-organismos de interesse agricola, foi
utilizada nos ensaios a bactéria causadora do cancro citrico, Xanthomonas citri subsp. citri
linhagem 306. Essa linhagem foi utilizada em varios estudos sobre genética bacteriana e foi
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira, coordenador do Laboratdrio de Genética
de Bactérias (LGB, UNESP, Rio Claro), o qual estd autorizado pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento a manipular esta praga quarentendria.

Todas as linhagens de interesse clinico e agricola estdo mantidas na CRM-UNESP:
Xac em glicerol 40% e as demais em glicerol 15%, a -80 °C. As bactérias foram reativadas
em meio Agar Nutriente (Acumedia) e incubadas a 37 °C, durante 24 horas, com excegdo da
Xac, a qual foi incubada a 25 °C, durante 48 horas. No caso das leveduras, as linhagens foram
reativadas em meio Agar Sabouraud-Dextrose (Acumedia) e incubadas a 25 °C, durante 48
horas. A pureza de todas as culturas foi avaliada apds o periodo de incubacdo, através de

estrias de esgotamento e observagao das caracteristicas morfologicas.

4.3.3 Padronizagdo das suspensoes das linhagens de referéncia

As suspensdes bacterianas de S. aureus e E. coli foram padronizadas a partir de
cultivos de 24 horas e, no caso da Xac, a partir de cultivo de 48 horas em meio Agar
Nutriente. As células bacterianas foram suspendidas individualmente em solucdo salina estéril
(NaCl 0,85%) até atingir turvagcdo compativel a escala 0,5 de McFarland (a qual corresponde
aproximadamente a 1,0 x 10> UFC mL™") (CLSI, 2006).

As suspensdes das leveduras foram padronizadas a partir de cultivos de 48 horas em
meio Agar Sabouraud. As células das leveduras C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis foram
suspendidas em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%), na concentragdo de 5 x 10° UFC mL",
sendo que a contagem das células foi realizada em cdmara de Neubauer (Bright-Line,

Precicolor, HBG, Germany; CLSI, 2008).

4.3.4 Ensaios com os cultivos brutos

Os cultivos brutos de todos os isolados foram submetidos a uma triagem de alto
desempenho (high-throughput screening ou HTS) para selecdo daqueles com atividade
antimicrobiana frente as bactérias e fungos. O ensaio foi realizado segundo método descrito

na UNITED STATES PHARMACOPEIA (1975), com modificacdes implantadas nesse
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estudo: ao invés de cilindros de metal, foram utilizados canudos de plastico para incorporar os
cultivos no meio. Em placas de Petri (120 x 15 mm) contendo meio Agar Mueller-Hinton
(para bactérias) ou Agar Sabouraud (para leveduras), as suspensdes microbianas padronizadas
(conforme item 4.3.3) foram semeadas utilizando swab estéril. O indculo foi realizado de
forma a recobrir todo o meio de cultivo de forma homogénea.

Apo6s a inoculagdo, as placas foram mantidas em repouso na cabine de seguranca
biologica durante 10 minutos e, em seguida, foram dispostos 32 canudos de plastico estéreis,
com espacamento de 1,5 cm um do outro (Figura 2). Aliquotas de 30 pL de cada cultivo bruto
(item 4.3.1) foram aplicadas nos canudos. Posteriormente, as placas foram incubadas a 25 °C,
durante 48 horas, para as leveduras; e a 37 °C, durante 24 horas, para as bactérias e 48 horas
no caso da Xac.

Como controle positivo foram utilizados 30 uL de cloranfenicol a 30 pug mL’
(Sigma) para a E. coli e S. aureus; 30 pL de kanamicina a 20 pg mL™' para Xac e 30 pL de
nistatina a 2 pg mL™' para as leveduras. Foram considerados com agio inibitoria as amostras
que apresentaram halo de inibi¢do > 6 mm. Também foi realizado um controle negativo do
teste, o qual consistiu em um canudo no qual foi inoculado o meio de cultura liquido estéril.
Os halos foram medidos com o auxilio de um paquimetro e todos os testes foram realizados

em duplicata.
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S RESULTADOS

5.1 Reativac¢ado dos isolados

Do total de 215 isolados selecionados para o presente estudo, 201 foram reativados
com sucesso. Os 14 (6,5 %) isolados restantes foram considerados inviaveis, pois nao
cresceram apoOs a reativagdo e provavelmente nao sobreviveram ao longo tempo de
armazenamento nas condigdes aplicadas. Os tubos de criopreservagao desses isolados datam
de meados de 2008.

Do total de 201 isolados, a pureza das culturas foi confirmada para 196 isolados. Os
cinco isolados remanescentes apresentaram sinais de contaminagdo com bactérias € outros
fungos. Tais isolados foram purificados com sucesso pelo método de cultura monosporica e o

estoque original no -80 °C foi substituido por um novo lote contendo as culturas puras.

5.2 Triagem e identificagdo dos isolados

O DNA genomico dos isolados foi amplificado com sucesso utilizando a técnica de
MSP-PCR. Nao foi possivel obter os perfis de bandas de apenas seis dentre os 201 isolados
avaliados devido a falhas na amplifica¢do. O primer empregado no MSP-PCR gerou varios
perfis de bandas polimorficos (Figura 3), possibilitando o reconhecimento de 110 perfis com
apenas um isolado cada (considerados perfis tinicos) e 26 perfis de bandas com mais de um
i1solado cada (Figura 3, Apéndice A).

Nas etapas subsequentes de identificacdo, foram selecionados para o sequenciamento
isolados que apresentavam perfis unicos de banda e os representativos dos perfis de bandas
que compartilhavam mais de um isolado. Portanto, neste trabalho foi sequenciado um total de
150 isolados, ja contando os seis isolados ndo amplificados pelo microssatélite (Apéndice A).

No geral a técnica de triagem possibilitou reduzir o nimero de isolados a serem
sequenciados, pois de um total de 201 isolados, 150 foram submetidos ao sequenciamento de

DNA.
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Figura 3. Perfis de bandas de fungos filamentosos obtidos pela técnica de microssatélites
(MSP-PCR). Os numeros representam os perfis de bandas de cada fungo obtidos com o

primer (GAC)s. As linhas nas extremidades correspondem ao marcador de peso molecular de
1 kb.
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M. Marcador de peso molecular de 1 kb; C: Controle negativo; N: auséncia de perfil de banda (amplificagdo néo
funcionou). Os niimeros correspondem aos perfis de bandas de cada fungo, os quais estdo representados no
Apéndice A. Numeros em negrito correspondem ao isolados que compartilham o mesmo perfil de bandas, ja os
nimeros sem negrito correspondem aos fungos com perfis Ginicos.

Apo6s o sequenciamento da regido barcode (e de outras regides do genoma, no caso de
Trichoderma e Penicillium) foi possivel identificar 189 isolados do total de 201 selecionados
do acervo de pesquisa da CRM-UNESP. Os demais isolados (n= 12) ndo foram identificados.

A abordagem polifasica de identificagdo utilizada no presente estudo possibilitou a
identificacao de 66 géneros e 116 espécies (Apéndices A e B). Do total de 189 isolados, 13,
15 e 161 pertencem aos filos “Zygomycota”, Basidiomycota e Ascomycota , respectivamente
(Tabela 2). Os géneros mais abundantes examinados nesse estudo foram: Fusarium (18,9%),

Clonostachys (11,4%), Trichoderma (7%) e Penicillium (6,5% Tabela 2, Apéndice B).



Tabela 2. Géneros de fungos filamentosos identificados no presente estudo e a

respectiva classifica¢do taxondmica no Reino Fungi.

Género Filo N' Género Filo N
Aaosphaeria Ascomycota 1 Ochroconis Ascomycota 1
Absidia “Zygomycota” 1  Oidiodendron Ascomycota 1
Acremonium Ascomycota 1 Oudemansiella Basidiomycota 1
Acrocalymma Ascomycota 1 Paecilomyces Ascomycota 1
Agaricus Basidiomycota 2 Paraconiothyrium Ascomycota 1
Albonectria Ascomycota 4 Paraphaeosphaeria ~ Ascomycota 1
Alternaria Ascomycota 1 Penicillium Ascomycota 13
Aspergillus Ascomycota 3 Peniophora Basidiomycota 1
Bartalinia Ascomycota 1 Periconia Ascomycota 2
Beauveria Ascomycota 1 Pestalotiopsis Ascomycota 5
Byssochlamys Ascomycota 1 Peyronellaea Ascomycota 1
Ceriporiopsis Basidiomycota 1  Phaeosphaeria Ascomycota 2
Cladosporium Ascomycota 3 Phaeosphaeriopsis Ascomycota 1
Clonostachys Ascomycota 23 Phanerochaete Basidiomycota 2
Colletotrichum Ascomycota 2 Phlebia Basidiomycota 2
Corynespora Ascomycota 1 Phoma Ascomycota 1
Cunninghamella “Zygomycota” 3 Phomopsis Ascomycota 2
Cytospora Ascomycota 1 Pithomyces Ascomycota 2
Diaporthe Ascomycota 2 Pochonia Ascomycota 1
Epicoccum Ascomycota 2 Purpureocillium Ascomycota 2
Escovopsioides Ascomycota 1 Rhizomucor “Zygomycota” 1
Escovopsis Ascomycota 1 Rhizopus “Zygomycota” 1
Fomitella Basidiomycota 2 Schizophyllum Basidiomycota 2
Fusarium Ascomycota 38  Scopulariopsis Ascomycota 1
Guignardia Ascomycota 3 Scytalidium Ascomycota 2
Hendersonia Ascomycota 1 Setophoma Ascomycota 1
Lichtheimia “Zygomycota” 1  Syncephalastrum “Zygomycota” 1
Lophiostoma Ascomycota 2 Talaromyces Ascomycota 3
Marasmius Basidiomycota 1 Thermomyces Ascomycota 1
Mariannaea Ascomycota 1 Trametes Basidiomycota 1
Mucor “Zygomycota” 4  Trichoderma Ascomycota 14
Myceliophthora ~ Ascomycota 1 Umbelopsis “Zygomycota” 1
Neofusicoccum Ascomycota 1 Xylaria Ascomycota 5
FNI® 12
Total 124 77

"'Numero de isolados pertencente a cada género.
* FNI: Fungos nio identificados.
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5.3 Ensaios para determinagdo da atividade antimicrobiana

Foram produzidos 201 cultivos para realizacdo dos ensaios de triagem e
determinagdo da propriedade antimicrobiana frente aos seis micro-organismos de referéncia
(item 4.3.2). Dentre os cultivos avaliados, 75 (37,3 % do total) ndo inibiram o crescimento de
nenhuma bactéria ou levedura de referéncia (Figura 4). Por outro lado, a maioria dos cultivos

(62,7 %, n= 126) inibiu o crescimento de, pelo menos, um dos micro-organismos de
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referéncia. Cinco (2,5 %) cultivos apresentaram amplo espectro de acdo, pois formaram halos
de inibi¢do frente aos seis micro-organismos de referéncia (Figura 4). Tais cultivos brutos
foram produzidos pelos fungos: Clonostachys rosea LESF 389, Penicillium aurantiogriseum
LESF 194, fungo nao identificado LESF 227, Penicillium dodgei LESF 487 e Xylaria sp. 4
LESF 502 (Tabela 3).

Figura 4. Porcentagem de cultivos brutos com atividade antimicrobiana
(total N= 201), obtidos de isolados de fungos filamentosos mantidos no
acervo de pesquisa da Central de Recursos Microbianos da UNESP. O eixo
x corresponde ao nimero de micro-organismos inibidos, sendo seis o
numero total de micro-organismos de referéncia utilizados.
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Tabela 3. Resultado qualitativo do didmetro (em mm) do halo de inibi¢do do crescimento de linhagens
de referéncia frente a 201 cultivos brutos produzidos por fungos mantidos no acervo de pesquisa da
Central de Recursos Microbianos da UNESP.

Cédigo Bactérias Leveduras Identificagio
X citri  E.coli S. aureus C. krusei  C. parapsilosis  C. albicans

LESF 054 6- 6--- 6--- Escovopsis sp.
LESF 114 6-- Fusarium oxysporum species complex
LESF 116 7 6- 6-- Fusarium oxysporum species complex
LESF 133 6-- 6--- 6-- Hendersonia sp.
LESF 168 Fusarium solani species complex
LESF 180 6--- Syncephalastrum sp.
LESF 188 14 6- 6--- 6- Penicillium sp. 5
LESF 191 6--- Schizophyllum commune
LESF 192 6-- 6- Aspergillus sp.
LESF 193 6 Penicillium canescens
LESF 194 17 14- 16- 6 6-- 6 Penicillium aurantiogriseum
LESF 198 Lophiostoma sp.
LESF 199 6--- 6-- 6--- 6- FNI
LESF 200 6--- 6--- Penicillium waksmanii
LESF 202 6- Penicillium spinulosum
LESF 203 6- 6 Ochroconis cordanae
LESF 204 18 . 7 6--- 6-- Talaromyces funiculosus
LESF 205 FNI
LESF 212 6-- 6- Trichoderma koningiopsis
LESF 213 Penicillium sp. 1
LESF 214 10 Fusarium oxysporum species complex
LESF 227 6 6 6 6- 6- 6 Dothideomycetes
LESF 236 12 6--- 6-- Trichoderma sp.
LESF 337 Fusarium solani species complex
LESF 344 Trichoderma harzianum
LESF 347 6- Pestalotiopsis sp.
LESF 366 Lichtheimia ramosa
LESF 367 7 6 Albonectria rigidiuscula
LESF 368 6--- 7 6--- 6-- 6--- Clonostachys rosea
LESF 369 8 7-- Albonectria rigidiuscula
LESF 370 6--- 9 Clonostachys rosea
LESF 371 6 6--- Fusarium polyphialidicum
LESF 372 8 6--- 8--- Fusarium sp.2
LESF 373 Clonostachys rosea
LESF 374 6- 7 Clonostachys rosea
LESF 375 18-- Aspergillus fumigatus
LESF 376 6-- 6--- Acrocalymma medicaginis
LESF 377 6 Fusarium solani species complex
LESF 378 6--- Fusarium solani species complex
LESF 379 6- 16 Clonostachys rosea
LESF 380 6--- Fusarium proliferatum
LESF 381 Colletotrichum sp.
LESF 382 6- 10 Clonostachys rosea
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LESF 383
LESF 384
LESF 385
LESF 386
LESF 387
LESF 388
LESF 389
LESF 390
LESF 391
LESF 392
LESF 393
LESF 394
LESF 395
LESF 396
LESF 397
LESF 398
LESF 399
LESF 400
LESF 401
LESF 402
LESF 403
LESF 404
LESF 405
LESF 406
LESF 407
LESF 408
LESF 409
LESF 410
LESF 411
LESF 412
LESF 413
LESF 414
LESF 415
LESF 416
LESF 417
LESF 418
LESF 419
LESF 420
LESF 421
LESF 422
LESF 423
LESF 424
LESF 425
LESF 426
LESF 427
LESF 428
LESF 429
LESF 430

15-

16---

19 -

15-- . 22

27--

30---

19-

6-

6---

6---

6---

10

6--

13--

6---

6---

9--

6---
6---

12-
6-—-

6-—-

Fusarium solani species complex
Fusarium sp. 1

Clonostachys rosea
Clonostachys rosea

Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Clonostachys rosea

Phomopsis sp. 1

Clonostachys rosea

Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Albonectria rigidiuscula
Clonostachys rosea

Fusarium solani species complex
Fusarium sp. 2

Fusarium solani species complex
Colletotrichum sp.

Aspergillus fumigatus

FNI

Albonectria rigidiuscula
Phomopsis sp. 2

Fusarium solani species complex
Fusarium sp. 4

Clonostachys rosea

Fusarium sp. 4

Fusarium sp. 3

Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea

Fusarium sp. 1

Clonostachys rosea

Fusarium sp. 5

Diaporthe sp.

Clonostachys rosea

Fusarium solani species complex
Clonostachys rosea

Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Clonostachys rosea

Fusarium sp. 3

Fusarium solani species complex
Clonostachys rosea

Fusarium solani species complex
FNI

Xylaria sp. 1

Fomitella supina

Peyronellaea coffeae-arabicae
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LESF 431
LESF 432
LESF 433
LESF 434
LESF 435
LESF 436
LESF 437
LESF 438
LESF 439
LESF 440
LESF 441
LESF 442
LESF 443
LESF 444
LESF 445
LESF 446
LESF 447
LESF 448
LESF 449
LESF 450
LESF 451
LESF 452
LESF 453
LESF 454
LESF 455
LESF 456
LESF 457
LESF 458
LESF 459
LESF 460
LESF 461
LESF 462
LESF 463
LESF 464
LESF 465
LESF 466
LESF 467
LESF 468
LESF 469
LESF 470
LESF 471
LESF 472
LESF 473
LESF 474
LESF 475
LESF 476
LESF 477
LESF 478

6---

6---

16-

6---

16

10

6-

6mmm

6-—-

Trichoderma deliquescens
Phanerochaete sordida
Rhizomucor variabilis
Bartalinia pondoensis
Periconia byssoides
Cladosporium cladosporioides
Fusarium oxysporum species complex
Talaromyces sp.

Mucor sp.

Penicilium citrinum
Penicillium rolfsii
Clonostachys rosea

Fusarium oxysporum species complex
Pestalotiopsis sp.
Pestalotiopsis sp.

Mucor sp.

Penicillium sp. 2

Fusarium sp. 1

Fusarium solani species complex
Trichoderma harzianum
Pestalotiopsis sp.
Acremonium sp.
Paraconiothyrium fuckelii
FNI

Cladosporium cladosporioides
Trichoderma sp.

Xylaria sp. 2

Pestalotiopsis sp.
Trichoderma cf. strigosum
Trichoderma cf. strigosum
Periconia byssoides
Phanerochaete sordida
Diaporthe endophytica
Aaosphaeria sp.

FNI

FNI

Lophiostoma sp.

Alternaria alternata
Cladosporium sp.

FNI

Scytalidium sp.

Pithomyces chartarum
Xylaria sp. 3

Xylaria sp. 3

FNI

Purpureocillium lilacinum
Beauveria bassiana

Purpureocillium lilacinum
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LESF 479
LESF 480
LESF 481
LESF 482
LESF 483
LESF 484
LESF 485
LESF 486
LESF 487
LESF 488
LESF 489
LESF 490
LESF 491
LESF 492
LESF 493
LESF 494
LESF 495
LESF 496
LESF 497
LESF 498
LESF 499
LESF 500
LESF 501
LESF 502
LESF 503
LESF 504
LESF 505
LESF 506
LESF 507
LESF 508
LESF 509
LESF 510
LESF 511
LESF 512
LESF 513
LESF 514
LESF 515
LESF 516
LESF 517
LESF 518
LESF 521
LESF 522
LESF 541
LESF 560
LESF 604
LESF 605
LESF 606
LESF 607

6-mm

17-

10

11

30

6emm

6---

6---
6---
6---

6---

6---

6---

6---

6---

6---

6---

6---

Fusarium oxysporum species complex
Scopulariopsis sp.
Escovopsioides nivea
Cunninghamella echinulata
Pithomyces sp.

Penicillium simplicissimum
Phoma sp.

Paecilomyces victoriae
Penicillium dodgei

Absidia sp.

Cunninghamella sp. 2
Mucor hiemalis

Cytospora eucalypticola
Epicoccum nigrum
Epicoccum sorghi
Guignardia mangiferae
Neofusicoccum eucalyptorum
Oidiodendron sp.
Paraphaeosphaeria michotii
Phaeosphaeria herpotrichoides
Phaeosphaeria sp.
Phaeosphaeriopsis sp.
Setophoma chromolaena
Xylaria sp. 4

Agaricus fiardii
Oudemansiella canarii
Peniophora crassitunicata
Phlebia subserialis
Trametes hirsuta

Mucor parviseptatus
Umbelopsis nana

FNI

Talaromyces muroii
Penicillium sp. 3
Penicillium sp. 4
Trichoderma virens
Trichoderma spirale
Trichoderma orientalis
Trichoderma harzianum
Agaricus fiardii
Ceriporiopsis sp.

Fusarium oxysporum species complex
Trichoderma andinense
Trichoderma andinense
Byssochlamys spectabilis
Clonostachys rogersoniana
Fomitella supina

Corynespora cassicola
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LESF 608 Cunninghamella sp. 1
LESF 609 Guignardia mangiferae
LESF 610 Guignardia mangiferae
LESF 611 Marasmius cladophyllus
LESF 612 Mariannaea elegans
LESF 613 Phlebia livida

LESF 614 . Pochonia chlamydosporia
LESF 615 6-- FNI

LESF 616 6-- 6--- Schizophyllum commune
LESF 617 Myceliophthora thermophila
LESF 618 Rhizopus microsporus
LESF 619 Scytalidium thermophilum
LESF 620 . Thermomyces lanuginosus
LESF 621 6--- Clonostachys rosea

.- ndo apresentou halo de inibi¢do; hifens: indicam a magnitude de crescimento de colonias dentro do halo de inibigdo (-: menor crescimento e ---: maior
crescimento); FNI: Fungo nao identificado; X. citri: Xanthomonas citri subsp. citri; E. coli: Escherichia coli; S. aureus: Staphylococcus aureus; C. krusei:

Candida krusei; C. parapsilosis: Candida parapsilosis; C. albicans: Candida albicans.

Da triagem de 201 cultivos brutos, 40% (n= 80) mostraram atividade contra as trés
bactérias, dos quais 26% (n= 53) inibiram apenas uma das bactérias de referéncia. Dentre este
total de 53 cultivos, (n= 38) inibiram somente a S. aureus, (n= 12) a Xac e (n= 3) a E. coli
(Figura 5a).

Em relacdo a atividade de amplo espectro entre as bactérias, 10 cultivos (5 %)
inibiram as trés bactérias de referéncia (Figura 5a), a saber: LESF 389, LESF 396, LESF 441,
LESF 194, LESF 227, LESF 487, LESF 492, LESF 502, LESF 514 e LESF 618. O cultivo
bruto proveniente do isolado Trichoderma virens LESF 514 apresentou o maior halo de
inibi¢do frente a S. aureus (30 mm de diametro, Figura 6a).

Considerando as leveduras, 46,3% (n= 93) dos cultivos brutos mostraram atividade
inibitoria frente a trés leveduras, dos quais 16,4% (n= 33) inibiram apenas uma das leveduras
de referéncia. Do total de 33 cultivos, (n= 17) inibiu somente a C. albicans, (n= 15) a C.
krusei e (n=1) a C. parapsilosis. (Figura 5b).

Em relagdo a atividade de amplo espectro entre as leveduras, 17 cultivos (8,5%)
inibiram as trés leveduras de referéncia (Figura 5b), a saber: LESF 368, LESF 384, LESF
389, LESF 431, LESF 443, LESF 448, LESF 473, LESF 133, LESF 194, LESF 199, LESF
227, LESF 487, LESF 541, LESF 560, LESF 502, LESF 515 e LESF 516. O cultivo
proveniente do isolado Clonostachys rosea LESF 407 apresentou o maior halo de inibi¢ao

frente a levedura C. parapsilosis (13 mm de didmetro, Figura 6b).
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Figura 5. Porcentagem de cultivos (N= 201 ) com atividade antimicrobiana em bactérias (A) e
leveduras (B). Os cultivos foram obtidos de fungos mantidos no acervo de pesquisa da
Central de Recursos Microbianos da UNESP. O eixo x corresponde ao numero de micro-
organismos inibidos, sendo seis o namero total de micro-organismos de referéncia utilizados.
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Os micro-organismos de referéncia mais suscetiveis em relagdo a quantidade de fungos
produtores de compostos bioativos com atividade antimicrobiana foram as linhagens S.
aureus, C. albicans ¢ C. krusei, sendo que S. aureus foi suscetivel a um maior nimero de
cultivos brutos com halos > 13 mm de didmetro, quando comparado a C. albicans e C. krusei
(Tabela 4). Os micro-organismos de referéncia menos suscetiveis foram E. coli e C.

parapsilosis (Tabela 4).

Figura 6. Ensaio de acdo antimicrobiana de cultivos de origem fungica
frente a bactéria Staphylococcus aureus (A) e a levedura Candida
parapsilosis (B). O ensaio qualitativo foi realizado pelo método de difusao
em agar. As placas foram incubadas a 25 °C, durante 48 horas, para

alevedura; e a 37 °C, durante 24 horas, para a bactéria.
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LESF 514: Trichoderma virens; LESF 407 Clonostachys rosea
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Tabela 4. Numero absoluto de cultivos de origem fungica que apresentaram acao
antimicrobiana frente a bactérias e leveduras. O teste foi realizado com 201 cultivos
produzidos por fungos do acervo de pesquisa da Central de Recursos Microbianos da
UNESP, através do método de difusdo em agar (halos de inibi¢do). Diametros de inibi¢ao
do controle também estdo indicados.

N° de cultivos Halos de inibicao (mm)
sem inibi¢do  Controle 1<6 7<12 >13

Linhagens de referéncia

Xanthomonas citri subsp. citri 164 28* 29 3 5
Escherichia coli 185 25 11 2 3
Staphylococcus aureus 138 29" 29 21 13
Candida krusei 131 18° 70 0 0
Candida parapsilosis 177 20° 18 5 1
Candida albicans 126 18° 70 5 0

T b . f B
# Kanamicina; ° Cloranfenicol;  Nistatina.

Quanto a a¢do antimicrobiana dos fungos em relagdo ao substrato de origem,
aparentemente observou-se um padrdo, no qual 56% dos isolados provenientes de formigas
(jardins de fungo e exoesqueleto) apresentaram agdo antimicrobiana frente, a pelo menos,
uma das trés leveduras de referéncia (Figura 7). Por outro lado, 48% dos isolados endofiticos

inibiram, pelo menos, uma bactéria de referéncia (Figura 7).

Figura 7. Porcentagem de cultivos brutos de isolados de fungos
filamentosos que apresentaram agdo antimicrobiana frente aos micro-
organismos de referéncia, segundo o substrato de origem. As porcentagens
foram calculadas em relacdo ao total de 85 isolados de formigas (jardim e
exoesqueleto), 65 isolados endofiticos e 39 isolados epifiticos.
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6 DISCUSSAO

6.1 Triagem e identificacdo dos fungos do acervo de pesquisa da CRM-UNESP

As colecdes de cultura geralmente preservam em seus acervos um numero elevado de
micro-organismos obtidos em diversos estudos. Este ¢ o caso da CRM-UNESP, a qual possui
um acervo diversificado de fungos derivados do solo, sedimentos e invertebrados de
ambientes da Antartica, bem como fungos associados a plantas e a insetos sociais. O
conhecimento taxondOmico ¢ a bioprospeccdo desse patrimonio genético sdo de extrema
importancia como alicerce para estudos futuros.

A CRM-UNESP encontra-se na fase de organizagdo de seu acervo, com o intuito de
estruturar uma cole¢do que possa atender as necessidades da comunidade cientifica, no que
tange ao fornecimento de isolados de fungos com qualidade assegurada (puros, auténticos e
viaveis; SETTE; PAGNOCCA; RODRIGUES, 2013). O presente estudo teve como foco,
fungos provenientes de amostras de formigas, solo, folhas e compostagem. De um total de
215 isolados mantidos no acervo de pesquisa, apenas 14 (6,5%) perderam a viabilidade
durante a criopreservacdo. Embora a criopreservagdo seja um método de rotina em colecdes
de cultura, ¢ provavel que este tenha afetado a viabilidade desses isolados, ja que
determinados grupos de fungos ndo resistem as condigdes de preservagdo a baixas
temperaturas (RYAN et al., 2000). Considerando que acervo de pesquisa da CRM-UNESP
abriga isolados de fungos depositados hd mais de dez anos, cuja manuten¢do e checagem de
viabilidade ndo foram realizadas com periodicidade, o método de criopreservagdo foi efetivo
para manter a viabilidade da maior parte das culturas analisadas.

Tendo em vista a falta de periodicidade na manutencdo dos isolados depositados no
acervo de pesquisa, a agdo da CRM-UNESP em recuperar esses isolados ¢ essencial e de
carater urgente, pois o acervo de pesquisa compreende fungos nao identificados, provenientes
de diversos substratos (alguns deles de ambientes extremos, como o solo da Antartica) e com
potencial biotecnoldgico desconhecido. Portanto, os fungos presentes nesse acervo constituem
um patrimonio genético de importante valor cientifico e aplicado, o qual necessita de
curadoria antes que muitos isolados sejam perdidos. Nesse contexto, o presente estudo, em
conjunto com outros em andamento na institui¢do, sdo iniciativas para recuperar e estudar
alguns dos fungos presentes no acervo de pesquisa da CRM-UNESP, visando conhecer a

identidade e potencial biotecnologico para serem depositados no acervo principal.
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Em relagdo ao uso do MSP-PCR, a técnica permitiu a redu¢do do nimero de fungos
submetidos a identificagdo, pois de 201 isolados, 150 foram sequenciados. Entretanto, no
primeiro momento, a redu¢ao no numero de isolados sequenciados ndo parece substancial. Tal
resultado pode estar relacionado ao primer utilizado para verificar os polimorfismos (MEYER
et al., 1993). No geral, o primer (GAC)s apresentou padrdes de bandas diferenciados
(polimorficos) para isolados pertencentes & mesma espécie, obrigando o sequenciamento de
varios isolados dentro desses grupos para confirmar a identificagdo. Adicionalmente, o carater
diverso dos isolados analisados também pode ser responsavel pela baixa triagem dos isolados.
Levando em considera¢do que foram identificados 66 géneros e 166 espécies, € de esperar que
poucos sdo os isolados pertencentes aos mesmos grupos taxondmicos. Mesmo com o0s
resultados obtidos no presente estudo, a técnica de MSP-PCR pode ser util em trabalhos que
lidam com isolamento de fungos em amostras ambientais, na tentativa de desreplicar os
isolados redundantes obtidos nos métodos de cultivo. Portanto a técnica foi estabelecida na
rotina de trabalho da colegao.

O método de MSP-PCR também sinalizou um fato bastante recorrente na identificagdao
dos fungos do género Fusarium. Tal género ¢ conhecido por possuir copias pardlogas da
regido ITS no genoma (O’DONNELL; CIGELNIK, 1997). Nesse sentido, para muitos grupos
de espécies desse género o marcador barcode nao pode ser utilizado na distingao de espécies.
Na figura 3 pode-se notar os perfils diferenciados de bandas para os grupos de MSP-PCR n.
10 e 16. O sequenciamento da regido ITS desses grupos demonstrou que ambos pertecem ao
complexo de espécies de Fusarium oxysporum (Apéndice A). E provavel que os padres de
bandas n. 10 e 16 sejam espécies diferentes dentro deste complexo, pois a técnica de MSP-
PCR considera o DNA genomico, o que possibilita observar variagdes infraespecificas em um
conjunto de isolados (MEYER et al., 1993). Entretanto, para confirmar essa hipotese ¢
necessario o uso de outros marcadores moleculares que apresentem variabilidade
intraespecifica suficiente, por exemplo, o gene que codifica para o fator alfa de elongacdo
(O’DONNELL et al., 1998).

Apds a triagem utilizando MSP-PCR, nossa abordagem taxondmica possibilitou
identificar varios géneros de fungos. No geral, o marcador molecular barcode possibilitou a
delimitagdo de algumas espécies, porém para varios isolados as buscas nas bases de dados
online resultaram em mais de um resultado diferente (Apéndice A). Nesses casos, para refinar
a identificacdo até espécie, ¢ necessario realizar andlises filogenéticas para inserir a

identificacdo dos fungos em um contexto evolutivo.



41

Os géneros de fungos identificados no presente estudo foram reportados com potenciais
causadores de doencas em plantas (Albonectria, Fusarium, Guinardia, Neofusicoccum,
Paraconiothyrium, entre outros), como agentes oportunistas de doengas em animais
(Lichtheimia), fungos termofilicos e termotolerantes (Myceliophthora, Rhizomucor, Rhizopus
e Thermomyces), utilizados no controle biologico (Beauveria e Trichoderma), fungos
reconhecidamente endofiticos (Pestalotiopsis e Xylaria), bem como fungos tipicamente
encontrados no solo Acremonium, Penicillium ¢ Trichoderma, (DOMSCH; GAMS;
ANDERSON, 1980). Esses fungos apresentam diversas origens, conforme relatado no
Apéndice A. Portanto, os géneros aqui encontrados representam parte da riqueza do acervo de
pesquisa da CRM-UNESP, enfatizando a necessidade de curadoria desses fungos. Os isolados
identificados estdo em processo de deposito no acervo principal da CRM-UNESP, de modo a

disponibilizar as informagdes associadas para a comunidade cientifica.

6.2 Potencial biotecnologico dos fungos do acervo de pesquisa da CRM-UNESP

No presente trabalho, foi possivel observar a producdo de compostos bioativos com
propriedades antimicrobianas frente ao crescimento de patdgenos de interesse clinico e
agricola. Cultivos brutos de isolados fungicos depositados no acervo da CRM-UNESP
apresentaram atividade antimicrobiana para todos os patdégenos avaliados.

O teste de triagem utilizado demonstrou ser uma técnica eficiente pois detectou que
62,7% dos cultivos brutos inibiram o crescimento de, pelo menos, um dos micro-organismos
de referéncia. No geral, as estratégias de triagem utilizadas nos estudos de prospeccao de
produtos naturais ndo apresentam um padrdo em relacdo a quantidade de cultivos com
atividade antimicrobiana. Por exemplo, a maioria dos estudos com cultivo de fungos relata
uma porcentagem de 10 a 65% de extratos com atividade antimicrobiana, dentre o total de
amostras analisadas (VAZ et al., 2009, ROSA et al., 2003; ROSA et al., 2012; VIEIRA et al.,
2012; HENRIQUEZ et al., 2014). Observando essas porcentagens e levando em consideragio
as diferencas entre os métodos utilizados entre os trabalhos, nota-se que os nossos resultados
estdo na faixa esperada de extratos com atividade antimicrobiana nas triagens (62,7%). Além
disso, esses mesmos estudos de bioprospeccao sugerem que os extratos com amplo espectro
de agdo sdo raros nas triagens; em contrapartida, extratos com espectro de acdo reduzido,
geralmente com acdo inibitoria frente a um ou dois micro-organismos de referéncia, sdo

frequentemente encontrados em triagens em larga escala (VIEIRA et al., 2012; HENRIQUEZ
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et al., 2014). O mesmo padrdo de resultado foi obtido no presente estudo, o que demonstra a
validade da técnica de triagem utilizada.

O perfil de a¢dao antimicrobiana dos cultivos brutos frente as leveduras de referéncia
difereriram entre os isolados de origens distintas. Em particular, os fungos provenientes de
formigas da tribo Attini (tanto de jardins de fungo, quanto de exoesqueleto) apresentaram uma
maior porcentagem de isolados com agdo em leveduras, quando comparadas com a acdo
frente as bactérias. As formigas da tribo Attini s3o conhecidas pela simbiose que mantém com
fungos basidiomicetos, cultivados por esses insetos como alimento (SCHULTZ; BRADY,
2008). E sabido que além desse fungo, os jardins desses insetos abrigam um microbioma
diverso, incluindo leveduras, fungos filamentosos e bactérias (MUELLER et al., 2005;
YOUNGSTEADT, 2008). Nesse microambiente ocorrem varias interacdes microbianas
(antagonismos) mediadas por compostos quimicos (SCHOENIAN et al., 2011). O mesmo
pode ocorrer com os fungos endofiticos avaliados no presente estudo, os quais mantém uma
interagdo com seus hospedeiros (PEIXOTO NETO; AZEVEDO; CAETANO, 2004).

Nesse contexto, os fungos avaliados no presente projeto podem estar envolvidos nessas
interacdes, o que explica o nimero de isolados produtores de compostos com atividade
antifungica provenientes desses ambientes. Por outro lado, nosso trabalho avaliou um niimero
diferenciado de isolados de cada substrato, o que dificulta uma analise comparativa de
correlagdo entre atividade antimicrobiana e substrato de origem. Estudos futuros que visem
identificar tal correlagdo deverdo sistematizar a selecdo de isolados do acervo de modo a
balancear o numero de isolados por substrato.

No presente estudo consideramos como os melhores resultados de inibi¢do, aqueles
cultivos que formaram os maiores halos e aqueles que inibiram todos os micro-organismos de
referéncia. Dentro desses critérios, os cultivos brutos dos fungos P. aurantiogriseum LESF
194, fungo nao identificado LESF 227, C. rosea LESF 389, P. dodgei LESF 487 e Xylaria sp.
4 LESF 502 apresentaram os melhores resultados. Entretanto, o teste de difusdo em agar ¢ um
método de susceptibilidade que fornece, a principio, resultados qualitativos (BAUER et al.,
1966; JORGENSEN; FERRARO, 2009). Diversos fatores, como a composi¢cdo do meio,
estabilidade do composto antimicrobiano, densidade do indculo de micro-organismo de
referéncia, bem como o periodo de incubacao, podem influenciar na difusdo dos compostos
antimicrobianos (RIOS et al., 1988). Portanto, cabe ressaltar que todos os cultivos que

apresentaram inibi¢do frente aos micro-organismos de referéncia (mesmo aqueles que
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apresentaram pequenos halos) podem apresentar compostos antimicrobianos promissores para
estudos futuros.

Espécies do género Penicillium sao citadas como produtoras dos principais metabolitos
secundarios bioativos com potencial antimicrobiano na industria farmacéutica e quimica,
como as penicilinas produzidas por P. rubens, a griseofulvina produzida por Penicillium
griseofulvum (SANDE; MANDELL, 1987; LACAZ; NEGRO, 1991; HOUBRAKEN;
FRISVAD; SAMSON, 2011), as compactinas por Penicillium solitum e o 4cido micofenolico
produzido por Penicillium glaucoma (FRISVAD; ANDERSEN; THRANE, 2008). Dos 6.450
metabolitos bioativos de fungos filamentosos catalogados até 2005, cerca de 15% sdo obtidos
a partir desse género (BERDY, 2005). Portanto, ¢ esperado encontrar isolados bioativos desse
género no acervo da CRM-UNESP. No presente estudo, o cultivo bruto do isolado de P.
aurantiogriseum LESF 194 proporcionou resultados com amplo espectro de agdo frente a
todos os micro-organismos de referéncia, bem como o isolado do mesmo género, P. dodgei
LESF 487, que embora tenha demonstrado atividade frente a todos micro-organismos de
referéncia, seus halos de inibi¢ao ficaram restritos a seis mm de diametro.

O fungo ndo identificado LESF 227 apresentou atividade contra todos os micro-
organismos de referéncia, porém os halos de inibicdo ndo foram maiores que seis mm de
diametro. Os resultados de identificacio indicam que esse isolado pertence a classe
Dothiomycetes (Ascomycota), possivelmente relacionado ao género Pleurophomopsis. Na
literatura ndo existem trabalhos sobre os metabolitos produzidos por fungos desse género. Por
exemplo, sdo encontrados informagdes sobre a sua patogenicidade como Pleurophomopsis
lignicola causador de sinusite geralmente em pessoas imunodeficientes (PADHYE et al.,
1997), além de ser encontrado em abscesso subcutaneo (CHABASSE et al., 1995; FARINA et
al., 1997). Portanto, estudos sobre produtos naturais derivados do isolado LESF 227 devem
ser realizados para avaliar se esse fungo ¢ produtor de bioativos e seguro.

O cultivo bruto de C. rosea LESF 389 inibiu o crescimento das leveduras, entretanto,
apresentou maior atividade frente as bactérias. Seu diferencial foi em relagdo a acao inibitoria
frente ao crescimento da levedura C. albicans ¢ da bactéria E. coli, com um halo de inibig¢ao
maior que os outros cultivos fingicos que apresentaram amplo espectro de acdo. C. rosea,
anteriormente classificado como Gliocladium roseum e com teleomorfo denominado
Bionectria ochroleuca (SCHROERS et al., 1999), ¢ muito utilizado no controle bioldgico
frente a Alternaria, Cladosporium, Fusarium, Phytophthora, Plicaria, Pythium, Rhizoctonia,

Verticillium e Helminthosporium, todos fungos envolvidos em doencgas de plantas. Além disso
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C. rosea ¢ utilizado no controle de doengas foliares, causadas por Botrytis e Didymella, no
cultivo de legumes, ervas e plantas ornamentais, sendo comercializado como Prestop WP
(nome comercial) e no controle do mofo cinzento na produg¢do de mudas de morango e
framboesa, utilizando-se o Prestop Mix (SUTTON et al., 1997; PUNJA; UTKHEDE, 2003;
CHATTERTON; JAYARAMAN; PUNIJA, 2008). O mecanismo de agao do biocontrole de C.
rosea ainda ndo ¢ conhecido, entretanto, alguns autores sugerem que tal fungo ¢ capaz de
produzir metabdlitos com atividade antibidtica, enzimas hidroliticas e promover a indugao da
defesa do hospedeiro (PUNJA; UTKHEDE, 2003). Metabolitos secundérios da classe dos
policetideos ja foram isolados de C. rosea, como os antibioticos TMC — 151 A — F (KOHNO
et al., 1999). Por exemplo, a antrotainina, uma substancia que pertencente a classe das
tetraciclinas, ¢ um importante antimicrobiano de amplo espectro (WONG, 1993) e as
verticinas D, E e F apresentam atividade antibacteriana (JOSHI; GLOER; WICKLOW, 1999).
Estes compostos cuja atividade antibacteriana é conhecida, provavelmente, podem ser
produzidas pelo isolado C. rosea LESF 389, o que corrobora a maior atividade frente as
bactérias na triagem antimicrobiana realizada.

O género Xylaria possui uma diversidade de metabdlitos secundarios ja conhecida, tais
como: sesquiterpenodides eremofilanos com atividade antiviral (SINGH et al., 1999), as
azafilonas com muitas atividades biologicas, como antimicrobiana, antioxidante anti-
inflamatéria (OSMANOVA et al., 2010) e as multiplolides A e B com atividade antifingica
(BOONPHONG et al., 2001) entre outros. Todos estes metabdlitos evidenciam o potencial
deste fungo na produ¢do de substincias bioativas. Provavelmente o fungo Xylaria sp. 4 LESF
502 pode apresentar algum metabdlito semelhante, pois o cultivo bruto deste fungo também
apresentou inibicao de amplo espectro sobre os micro-organismos de referéncia. Xylaria sp.
geralmente ¢ um membro da comunidade endofitica de plantas, sendo que muitos sdo
produtores de metabolitos com atividade antifuingica.

O isolado T. virens LESF 514 apresentou o maior halo de inibicdo frente a S. aureus.
Fungos pertencentes a esse género sdo reconhecidamente capazes de inibir o crescimento de
micro-organismos fitopatogénicos, através da produgao de metabolitos antifungicos e enzimas
hidroliticas (VIZCAINO et al., 2005; SONG et al., 2006). Também sdo responsaveis pela
producao de diferentes antibioticos como gliovirina, gliotoxina, viridina e pironas (VEY et al.,
2001). Song et al. (2006), estudando metabolitos secundarios de Trichoderma koningii SMF2,
observaram uma acdo inibitéria maior no crescimento de S. aureus, em relagdo aos outros

micro-organismos de referéncia. Segundo os autores, essa atividade estd relacionada aos
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compostos Trichokonins, que s3o grandes inibidores de bactérias Gram positivas
(BRUCKNER; GRAF, 1983; GOULARD et al., 1995). Nesse contexto, a atividade
antimicrobiana de 7. virens LESF 514 pode estar relacionada a alguns desses compostos
produzidos por isolados do género Trichoderma.

Conforme os resultados deste estudo, pode-se observar que dentre todos os micro-
organismos de referéncia, a bactéria E. coli foi a mais resistente, corroborando com os
resultados de outros autores (SONG et al., 2006; VIEIRA et al., 2012; HENRIQUEZ et al.,
2014). A resisténcia da bactéria E. coli pode estar relacionada com a produgdo de uma
variedade de enzimas como as penicilinases (HENQUELL et al., 1995) e as B-lactamases da
classe C que atuam inibindo a acdo dos antimicrobianos (LINDBERG; NORMARK, 1986;
HONORE et al., 1989). Estas bactérias sofrem muta¢des nos genes de resisténcia que
aumentam o espectro de atividade das B-lactamases (DAOUD; HAKIME, 2003). Estas
enzimas sdo capazes de hidrolisar as cefalosporinas (JACOBY, 1997). Estudos observaram
que esta bactéria pode aumentar a sua resisténcia na atividade das B-lactamases em até¢ 57%
em 2 anos em hospitais (MONNET et al., 1997).

No presente estudo foram obtidos cultivos promissores que podem ser avaliados
quanto as classes de compostos quimicos envolvidas na atividade antimicrobiana. Assim, este
estudo ressalta a importancia de explorar o potencial dos fungos filamentosos isolados de
diversos ambientes e preservados na CRM-UNESP, agregando informacgdes sobre metabodlitos
secundarios bioativos produzidos pelos fungos mantidos no acervo. Além disso, nossos
resultados sdo relevantes para P&D, visto que o acervo estudado pode apresentar propriedades
especificas para aplicagdes na producdo de biofdmacos ou medicamentos, abrindo a
perpectiva para o desenvolvimento de novos estudos, em busca de novas classes de

antibioticos
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7 CONCLUSOES

e O presente estudo auxiliou na curadoria das culturas mantidas no acervo de pesquisa da
CRM-UNESP, pois parte dos isolados desse acervo foram autenticados quanto a
viabilidade e identificacao taxondmica, os quais encontram-se em processo de deposito no
acervo principal da colegdo.

e O método de MSP-PCR auxiliou no agrupamento dos fungos e foi implantado com sucesso
na rotina de identificagdo de fungos filamentosos da CRM-UNESP.

e O método para avaliar a produgdo de metabolitos secunddrios permitiu a andlise simultdnea
de varios isolados de fungos filamentosos, sendo aplicada com sucesso na triagem de
fungos produtores de metabdlitos com atividade antimicrobiana.

e O presente estudo levantou evidéncias do potencial biotecnologico do acervo da CRM-
UNESP, pois foram encontrados isolados de fungos produtores de metabolitos com amplo

espectro frente a micro-organismos de interesse clinico e agricola.
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Identificacio molecular

(CL"’]g;gF")s Origem' Identificacio final NCBIL-GenBank CBS MSP-PCR*
P> %’ n. acesso Espécie % n. acesso Espécie
464 Epifitico Aaosphaeria sp. 549 95 DQ682563 Arthopyreniaceae sp. 95,4 CBS 175.79 Aaosphaeria arxii 31
488R Jardim de fungo Absidia sp. 472 84 NR 103626  Absidia anomala 88 CBS 128.68 Absidia psychrophilia N
452 Epifitico Acremonium sp. 560 89 AY261368 Beauveria felina 98,7 CBS 746.73 Acremonium zeylanicum 28
376 Endofitico Acrocalymma medicaginis 493 99 KP170621 Acrocalymma medicaginis 99,3 KP170621 Acrocalymma medicaginis 29
503 Jardim de fungo Agaricus fiardii 557 100 JF797196 Agaricus sp. 97,2 CBS 284.94 Agaricus fiardii 1
518 Jardim de fungo Agaricus fiardii 557 100 JF797196 Agaricus sp. 97,2 CBS 284.94 Agaricus fiardii 1
367 Endofitico Albonectria rigidiuscula 514 98 HMO054158  Albonectria rigidiuscula 98,6 HMO054158 Albonectria rigidiuscula 2
369 Endofitico Albonectria rigidiuscula 514 99 HMO054158 Albonectria rigidiuscula 99,2 HMO054158 Albonectria rigidiuscula 2
395 Endofitico Albonectria rigidiuscula 514 99 HMO054158  Albonectria rigidiuscula 99,2 HMO054158 Albonectria rigidiuscula 2
403 Endofitico Albonectria rigidiuscula 514 99 HMO054158 Albonectria rigidiuscula 99,2 HMO054158 Albonectria rigidiuscula 2
468 Endofitico Alternaria alternata 55299 KF465761 Alternaria alternata 100 CBS 916.96 Alternaria alternata 30
375 Endofitico Aspergillus fumigatus 534 100 NR 121481  Aspergillus fumigatus 100 ATCC 1022 Aspergillus fumigatus 3
401 Endofitico Aspergillus fumigatus 534 100 NR 121481  Aspergillus fumigatus 100 ATCC 1022 Aspergillus fumigatus 3
192 Jardim de fungo Aspergillus sp. 525 99 AY373890 Aspergillus pseudoglaucus 99,6 AY213649 Aspergillus ruber 32
434 Epifitico Bartalinia pondoensis 575 99 JX854540 Bartalinia pondoensis 99,6 CBS 125525 Bartalinia pondoensis 33
477 Exoesqueleto Beauveria bassiana 463 100 KF500409 Beauveria bassiana 100 AY531997 Beauveria bassiana 34
604 Jardim de fungo Byssochlamys spectabilis 619 100 KC157706 Byssochlamys spectabilis 99,6 KC157835 Byssochlamys spectabilis 35
521 Jardim de fungo Ceriporiopsis sp. 612 91 FJ545252 Ceriporiopsis subvermispora 89,6 CBS 347.63 Ceriporiopsis subvermispora 36
436 Epifitico Cladosporium cladosporioides 530 100 AY361965 Cladosporium cladosporioides 100 ATCC 58227 Cladosporium cladosporioides 4
455 Epifitico Cladosporium cladosporioides 530 100 AY361965 Cladosporium cladosporioides 100 ATCC 58227 Cladosporium cladosporioides 4
469 Jardim de fungo Cladosporium sp. 533 100 NR_119729  Cladosporium colombiae 100 HM148096 Cladosporium globisporum 37
605 Jardim de fungo Clonostachys rogersoniana 579 99 KC806293 Clonostachys rogersoniana 100 CBS 92097 Clonostachys rogersoniana 38
368% Endofitico Clonostachys rosea 558 99 KM519669 Clonostachys rosea 99,6 CBS 161.72 Bionectria ochroleuca 5
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379
382
389

396
410
411
442
370
385
386
407
412
414
419
373
374%
417
422
621
425

400
607
4828
608
489
491
463

Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Epifitico
Endofitico
Endofitico
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Endofitico
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Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo

Epifitico

Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
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Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.
Corynespora cassicola
Cunninghamella elegans
Cunninghamella sp. 1
Cunninghamella sp. 2
Cytospora eucalypticola

Diaporthe endophytica

558
558
495
553
553
553
553
553
551
508
557
557
557
557
557
557
495
495
495
495
495
542
542
512
456
612

589
530

99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
97
98
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99
97

KM519669
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EU552110
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KJ183114
JIN205891
DQ923539
KC343065

Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Bionectria cf. ochroleuca
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys rosea
Clonostachys sp.
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
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Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp.
Corynespora cassicola
Cunninghamella echinulata
Cunninghamella clavata
ND

Valsa fabianae

Diaporthe endophytica

99,6
99,6
99,7
99,6
99,6
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99,6
99,6
99,4
99,8
99,8
99,8
99,8
99,8
99,8
99
99,7
99,7
99,7
99,7
99,7
100
100
100
97
84,2

98,7
96,8

CBS 161.72
CBS 161.72
CBS 113336
CBS 161.72
CBS 161.72
CBS 161.72
CBS 161.72
CBS 161.72
CBS 376.55
CBS 113336
CBS 113336
CBS 113336
CBS 113336
CBS 113336
CBS 113336
CBS 113336
CBS 113336
CBS 113336
CBS 113336
CBS 113336
CBS 113336
CBS 125476
CBS 125476
FI852719
CBS 157.28
CBS 362 95
CBS122689
NR_111847

Bionectria ochroleuca
Bionectria ochroleuca
Bionectria ochroleuca
Bionectria ochroleuca
Bionectria ochroleuca
Bionectria ochroleuca
Bionectria ochroleuca
Bionectria ochroleuca
Clonostachys rosea
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Bionectria cf. ochroleuca
Colletotrichum corda
Colletotrichum corda
Corynespora cassicola
Cunninghamella echinulata
Cunninghamella clavata
ND

Cytospora eucalypticola

Diaporthe endophytica
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416
492
493
481F
54
429
606
437
443
479
522
114
116
214
371
380
377
378
399
405
383
387
392
397
418
421
426
394
420

Endofitico
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Epifitico
Jardim de fungo
Epifitico
Epifitico
Exoesqueleto
Jardim de fungo
Exoesqueleto
Exoesqueleto
Jardim de fungo
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Epifitico
Endofitico

Endofitico

Diaporthe sp.

Epicoccum nigrum

Epicoccum sorghi

Escovopsioides nivea

Escovopsis sp.

Fomitella supina

Fomitella supina

Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium polyphialidicum

Fusarium proliferatum

Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex

560
527
516
394

642
642
497
497
497
540
540
540
520
456
479
451
533
533
533
549
549
470
549
549
549
549
518
518

99
99
99
99

96
96
99
99
99
100
99
99
100
99
99
98
98
98
98
99
99
100
99
99
99
99
99
99

KC343202
FJ424241
KC106717
JQ815078
7X082370
1X082370
KMS588224
KM588224
KMS588224
FJ196766
FI196766
FJ196766
GU327639
FJ884098
KM513579
1X270182
1X270182
1X270182
1X270182
AB258993
AB258993
1X270182
AB258993
AB258993
AB258993
AB258993
HQ026747
HQ026747

Diaporthe sp.

Epicoccum nigrum

Epicoccum sorghi

Escovopsioides nivea

ND

Coriolopsis sp.

Coriolopsis sp.

Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium polyphialidicum

Fusarium proliferatum

Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex

99,6

99,5

99,6
99

99,9
99,9
99,5
99,5
99,5
100
100
100
100
98
97
98
98
98
98
100
100
98
100
100
100
100
100
100

CBS 119639
CBS 396.84
CBS 301.89
JQ815078
CBS 366.34
CBS 366.34
CBS 306.91
CBS 306.91
CBS 306.91
AF455422
AF455422
AF455422
KM005082
CBS 120989
KMS513579
JX270182
CBS 241.93
CBS 241.93
CBS 241.93
IN190943
IN190943
CBS 241.93
IN190943
IN190943
IN190943
IN190943
JX270165
JX270165

Diaporthe sp.

Epicoccum nigrum

Epicoccum sorghi

Escovopsioides nivea

ND

Fomitella supina

Fomitella supina

Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Fusarium oxysporum species complex
Gibberella fujikuroi

Gibberella fujikuroi

Gibberella fujikuroi

Fusarium oxysporum species complex
Fusarium polyphialidicum

Fusarium proliferatum

Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex

Fusarium solani species complex

43
44
45
46
47

10
10
10
16
16
16
131
130
132
12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
14
14
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424
168
393
449
337
388
409
423
406
408
415
384
413
448
372
398
610
609
494
133
366
198%
467
611
612
490F
508
439
446

Endofitico
Jardim de fungo
Endofitico
Epifitico
Epifitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Endofitico
Epifitico
Endofitico
Endofitico
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Solo
Compostagem
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Epifitico
Epifitico

Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium sp. 3

Fusarium sp. 3
Fusarium sp. 4
Fusarium sp. 4
Fusarium sp. 5
Fusarium sp. 1
Fusarium sp. 1
Fusarium sp. 1
Fusarium sp. 2
Fusarium sp. 2
Guignardia mangiferae
Guignardia mangiferae
Guignardia mangiferae
Hendersonia sp.
Lichtheimia ramosa
Lophiostoma sp.
Lophiostoma sp.
Marasmius cladophyllus
Mariannaea elegans
Mucor hiemalis

Mucor parviseptatus
Mucor sp.

Mucor sp.

518
518
437
437
549
522
527
527
498
498
527
528
528
528
525
525
621
621
621
516
786
481
530
545
503
484
632

99
99
99
99
100
99
98
98
100
100
99
99
99
99
100
100
96
99
99
96
99
97
91
99
99
88
95

HQ026747
HQ026747
JX435198
1X435198
JQ723750
KM229694
EF687915
EF687915
GQ505685
GQ505685
GQ505685
AF158314
AF158314
AF158314
KF367548
KF367548
FI538327
FI538327
FI538327
KJ869114
FI719382
KM519673
FI372389
HQ248211
AB111493
JF299218
IN206109

Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Guignardia mangiferae
Guignardia mangiferae
Guignardia mangiferae
Phaeosphaeria poagena
Lichtheimia ramosa
Lophiostoma corticola
Lophiostoma sp.

Marasmius cladophyllus
Mariannaea elegans

Mucor hiemalis

Mucor parviseptatus

ND

ND

100
100
99
99
100
99,6
97
97
100
100
98
98
98
98
100
100
99,3
99,3
99,3
97,6
98.9
96
88,3
100
99,8
92
95,3

1X270165
1X270165
CBS24193
CBS24193
NRRL 46707
1X270165
HQ008919
HQ008919
NRRL 52775
NRRL 52775
NRRL 31167
JF773629
JF773629
JF773629
HQ630965
HQ630965
CBS 373.54
CBS 373.54
CBS 373.54
CBS 100.72
CBS 649.78
HM116744
CBS 123543
HQ248212
CBS 239.56
CBS 976.68
CBS 522.79

Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium solani species complex
Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Guignardia mangiferae
Guignardia mangiferae
Guignardia mangiferae
Hendersonia culmiseda
Lichtheimia ramosa
Lophiostoma sp.

Lophiostoma sp.

Marasmius cladophyllus
Mariannaea elegans

Mucor hiemalis

Mucor parviseptatus

ND

ND

14
14
15
15

133

134
18
18
19
19

135
11
11
11
17
17
20
20
20
57
61
62
63
64
65
68
69
66
67
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617
495
203
496
504
486
453
497
440°
194°
193"
487°
441°
484°
213P
447°
512P
513°
188°
202P
200°
505
435
461
347
444
445
451
458

Compostagem
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Solo

Epifitico
Jardim de fungo
Epifitico
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Solo

Epifitico

Solo

Solo

Epifitico
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Epifitico
Epifitico
Epifitico
Epifitico
Epifitico
Epifitico
Epifitico

Myceliophthora thermophila
Neofusicoccum eucalyptorum
Ochroconis cordanae
Oidiodendron sp.
Oudemansiella canarii
Paecilomyces victoriae
Paraconiothyrium fuckelii
Paraphaeosphaeria michotii
Penicilium citrinum
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium canescens
Penicillium dodgei
Penicillium rolfsii
Penicillium simplicissimum
Penicillium sp. 1
Penicillium sp. 2
Penicillium sp. 3
Penicillium sp. 4
Penicillium sp. 5
Penicillium spinulosum
Penicillium waksmanii
Peniophora crassitunicata
Periconia byssoides
Periconia byssoides
Pestalotiopsis sp
Pestalotiopsis sp.
Pestalotiopsis sp.
Pestalotiopsis sp.

Pestalotiopsis sp.

555
559
622
441
626
558
549
566
446
425
431
469
478
477

421
442
619
563
563
532

532
506
532

99
100
99
99
98
99
95
99
100
99
99
97
99
99

100
100
99
99
99
100

100
100
100

KC146362
EU860376
FJ372390
AF307773
HQ534101
TN899393
DQ682563
HQ630993
GU944542
AY674298
DQ658166
EU021669
GU981667
KMO088679

GQ367503
IN606787
GU388305
KC954161
KC954161
KM199347
KM199347
KM199347
KM199347

Mpyceliophthora thermophila
Neofusicoccum eucalyptorum
Ochroconis cordanae
Oidiodendron tenuissimum
Oudemansiella canarii
Paecilomyces victoriae
Arthopyreniaceae sp.
Paraphaeosphaeria michotii
Penicilium citrinum
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium canescens
Eupenicillium brefeldianum
Penicillium rolfsii
Penicillium simplicissimum
ND

ND

ND

ND

ND

Penicillium spinulosum
Penicillium pancosmium
Peniophora sp.

Periconia byssoides
Periconia byssoides
Neopestalotiopsis cubana
ND

Neopestalotiopsis cubana
Neopestalotiopsis cubana

Neopestalotiopsis cubana

100
98,9
99,3

100
99,6
99,4
95,2
99.8

100
99,5
99,7
97,2
99,3
98,7

100
99,5
96,2

99

99

100

100
99
100

CBS 669.85
CBS 115679
CBS 780.83
CBS 114896
HQ534101
JNg99393
CBS 465.69
CBS 591.73
CBS 117.64
CBS 792.95
CBS 458.69
CBS 235.81
CBS 368.48
CBS 280.39

CBS 289.36
CBS 276.75
CBS 663.91
KC954161
KC954161
EF423522
EF423522
EF423522
EF423522

Myceliophthora thermophila
Botryosphaeria eucalyptorum
Ochroconis humicola
Oidiodendron setiferum
Oudemansiella canarii
Paecilomyces victoriae
Paraconiothyrium fuckelii
Paraphaeosphaeria michotii
Penicilium citrinum
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium canescens
Eupenicillium brefeldianum
Penicillium rolfsii
Penicillium simplicissimum
ND

ND

ND

ND

ND

Penicillium spinulosum
Penicillium pancosmium
Peniophora crassitunicata
Periconia byssoides
Periconia byssoides
Pestalotiopsis sp.

ND

Pestalotiopsis sp.
Pestalotiopsis sp.

Pestalotiopsis sp.

70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
83
84
85
86
87
88
82
89
90
91
22
22
23
24
23
23
23
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430
498
499
500
432
4628
613
506
485
390
404%
472
483
614
476
478
433
618
191
616
480
471
619
501
180
204°
511P
438P
620

Endofitico
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Epifitico
Epifitico
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Solo

Endofitico
Endofitico
Jardim de fungo
Solo

Jardim de fungo
Exoesqueleto
Exoesqueleto
Epifitico
Compostagem
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Compostagem
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Epifitico

Compostagem

Peyronellaea coffeae-arabicae
Phaeosphaeria herpotrichoides
Phaeosphaeria sp.
Phaeosphaeriopsis sp.
Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida
Phlebia livida

Phlebia subserialis

Phoma sp.

Phomopsis sp. 1

Phomopsis sp. 2

Pithomyces chartarum
Pithomyces sp.

Pochonia chlamydosporia
Purpureocillium lilacinum
Purpureocillium lilacinum

Rhizomucor variabilis
Rhizopus microsporus

Schizophyllum commune
Schizophyllum commune
Scopulariopsis sp.
Scytalidium sp.

Scytalidium thermophilum
Setophoma chromolaena
Syncephalastrum racemosum
Talaromyces funiculosus
Talaromyces muroii
Talaromyces sp.

Thermomyces lanuginosus

521
569
483
529
460
460
576
638
516
480
352
595
590
623
504
504
621

676

618
640

555
553
571

431
413
412
609

99
98
95
99
100
100
97
98
99
97
97
100
95
98
99
99
98

100

98
98

90
99
98

98
99
94
99

FI1950743
AJ608969
JQ388917
1Q936272
HQ248216
HQ248216
AB0846181
HQ377286
GQ370376
IN153051
JN153053
HQ607815
KP132538
FR799458
HQ842818
HQ842818
HM623314
AY803935

AF348142
AF348142
GQ503339
EF550968
KF251244.
KM066162
KI865727
KJ865727
JF412006

Phoma sp.

Leptosphaeria sp.
Pleosporales sp.
Phaeosphaeriopsis sp.
Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida
Phlebia livida

Phlebia subserialis
Phoma sp.

Phomopsis sp.

Phomopsis sp.
Pithomyces chartarum
Pithomyces sacchari
Pochonia chlamydosporia
Purpureocillium lilacinum
Purpureocillium lilacinum
Rhizomucor variabilis
Rhizopus microsporus
Schizophyllum commune
Schizophyllum commune
ND

Scytalidium cuboideum
Humicola insolens
Setophoma chromolaena
ND

Talaromyces funiculosus
Talaromyces muroii
Talaromyces muroii

Thermomyces lanuginosus

100
98,4
96,3
99,8

100

100
96,9
97,9

100

97
95,4
100
100

98
98,8
98,8
98,2
100

99
99

98,5
100
91,7

99,3
99,6
94,7
100

CBS 123380
CBS 387.86
CBS 120248
MPBI7A
HQ248216
HQ248216
AB0846181
UFMGCB 1883
CBS 301.89
IN153051
CBS 133180
CBS 486.66
CBS 621.72
0909CT1Al
CBS 430.87
CBS 430.87
CBS 103.93

CBS 338.62

CBS 579.83
CBS 579 83
CBS 384.84
CBS 629.91
CBS 135105
CBS 433.89
CBS 756.96
CBS 261.55
CBS 630.91

Peyronellaea coffeae-arabicae
Phaeosphaeria herpotrichoides
Phaeosphaeria brevispora
Phaeosphaeriopsis sp.
Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida
Phlebia livida

Phlebia subserialis
Leptosphaeria spegazzinii
Phomopsis sp.

Diaporthe terebinthifolii
Pithomyces terricola
Pithomyces atro-olivaceus
Pochonia chlamydosporia
Purpureocillium lilacinum
Purpureocillium lilacinum

Rhizomucor variabilis

Rhizopus microsporus var.
oligosporus

Schizophyllum commune
Schizophyllum commune

ND

Verticillium tricorpus
Scytalidium thermophilum
Setophoma chromolaena

ND

Talaromyces funiculosus
Talaromyces muroii
Talaromyces flavus var. flavus

Thermomyces lanuginosus

92
93
94
95
25
25
96
97
98
99
100
101
102
103
26
26
104
105

106
107
108
109
110
111

112
113
114
115
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507
541°
560"
236
459"
460
431°
344°
517¢
4507
212¢
516"
456"
515¢
514¢
509
428
457
473
474
502
427
454
227
199
205
402
465
466

Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Epifitico
Epifitico
Epifitico
Epifitico

Jardim de fungo
Epifitico

Jardim de fungo
Jardim de fungo
Epifitico

Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Endofitico
Endofitico
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Jardim de fungo
Endofitico
Epifitico
Epifitico
Jardim de fungo

Endofitico

Trametes hirsuta
Trichoderma andinense
Trichoderma andinense
Trichoderma sp.
Trichoderma cf. strigosum
Trichoderma cf. strigosum
Trichoderma deliquescens
Trichoderma harzianum
Trichoderma harzianum
Trichoderma harzianum
Trichoderma koningiopsis
Trichoderma orientalis
Trichoderma sp.
Trichoderma spirale
Trichoderma virens
Umbelopsis nana

Xylaria sp. 1

Xylaria sp. 2

Xylaria sp. 3

Xylaria sp. 3

Xylaria sp. 4

FNI®

FNP°

FNI®

FNP°

FNI®

FNP°

FNP

FNI®

609
583
583
623
586
586
599
590
580
367
593
619

570
590
599
559
558
563
562
594
525
525
635
552
516

99
93
98
83
99
99
98
96
96
99
98
97

99
97
100
99
99
85
85
97
84
84
90
95
100

JX861099
KJ713205
JQ425717
KJ665729

AY937442

AY937442
IN943364
AF348101

HQ222311
KP008900
JQ617310
IN175576
AY750890
AY750891
KC489506
GU373810
AB743839
AB743839
AB524024
DQ139271
JF439480
JF439480
JQ760418
IN545826
HQ607988

Trametes hirsuta
Trichoderma andinense
Hypocrea andinensis
Trichoderma sinuosum
Trichoderma cf. strigosum
Trichoderma cf. strigosum
Hypocrea lutea
Hypocrea lixii

Hypocrea lixii
Trichoderma aff. harzianum
Trichoderma koningiopsis
Hypocrea orientalis

ND

Trichoderma spirale
Trichoderma virens
Umbelopsis nana

Xylaria cubensis

Xylaria sp.

Xylaria sp.

Xvlaria sp.

Xylaria sp.

Hypocreales

Hypocreales
Dothideomycetes
Pleosporales

Dothideales

ND

ND

ND

98,5
98
80

75,6

99,3

99,4

98,3

99,6
96
99

98,9
95

98,5
97
100

99,2
99
81
81

84,1
82
82
99
95
100

CBS 282.73
CBS 886.72
CBS 348.93
CBS 121556
CBS 348.93
CBS 348.93
NBRC 104902
AF348093
CBS 115337
FJ463338
JQ040437
CBS 124618
CBS 346.93
EU280065
CBS 696.68
KF436373
AB440101
CBS 401.58
CBS 401.58
CBS 126417
CBS 130361
CBS 130362
HQ607933
IN545826
HQ607988

Trametes hirsuta
Trichoderma saturnisporum
Trichoderma saturnisporum
Hypocrea estonica
Trichoderma cf. strigosum
Trichoderma cf. strigosum
Hypocrea lutea

Hypocrea lixii

Hypocrea lixii

Hypocrea lixii

Trichoderma koningiopsis
Trichoderma novaezelandiae
ND

Trichoderma spirale
Trichoderma virens

Absidia macrospora

Fungal endophyte culture-collection

Xylariaceae sp.

Xylaria sicula

Xylaria sicula

Xylaria hypoxylon
Acremonium variecolor
Acremonium variecolor
Ascomycota
Pleosporales
Dothideales

ND

ND

ND

117
122
119
27
27
136
58
59
60
118
120
116
121
123
124
125
126
127
128
129
21
21
48
49
50
51
52
53
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470 Jardim de fungo
510 Jardim de fungo
615 Jardim de fungo

475" Jardim de fungo

FNT - -
FNP 575 99
FNT 592 99
FNP 696 87

JQ815078
EF672294
GQ999148

ND
Hypocreales
Polyporales

Uncultured fungus clone

99,4
99,4

EU082786
EF672294

ND
Ascomycota
Polyporales

No matching sequence

54
55

56

: Pares de base

1
2
3
4
°: Fungo ndo identificado
F

R

: Somente a sequéncia forward foi gerada.
: Somente a sequéncia reverse foi gerada.

: Porcentagem de similaridade da sequéncia alvo com as sequéncias depositadas nas bases de dados do NCBI-GenBank e CBS.
: Agrupamentos obtidos no MSP-PCR. Numeros em negrito correspondem aos isolados sequenciados dentro de cada perfil de banda de MSP-PCR. N: isolados ndo amplificados pelo MSP-PCR.

“ Gene que codifica para a proteina do fator alfa de elongag@o (alguns isolados tiveram esse marcador sequenciado).

P: Gene que codifica para a proteina beta tubulina (alguns isolados tiveram esse marcador sequenciado).

ND: Nio determinado

: Substrato de origem dos fungos: Jardim de fungo de formigas da tribo Attini, Exoesqueleto de formigas da tribo Attini, Compostagem de torta de filtro de cana-de-agucar, Solo e Endofiticos/Epifiticos de plantas.



APENDICE B. Aspecto geral dos fungos filamentosos examinados no presente estudo ¢ mantidos
no acervo de pesquisa da Central de Recursos Microbianos da UNESP.

(a) Fusarium solani species complex; (b) Fusarium oxysporum species complex; (c) Clonostachys rosea,

(d) Clonostachys rosea; (€) Trichoderma harzianum; (f) Trichoderma cf. strigosum; (g) Penicillium simplicissimum;
(h) Penicilium citrinum; (1) Pestalotiopsis sp.; (j) Pestalotiopsis sp. (k) Albonectria rigidiuscula;

(1) Albonectria rigidiuscula; (m) Mucor sp.; (n) Xylaria sp. 3; (o) Colletotrichum sp.; (p) Cladosporium sp.

(q) Setophoma chromolaena; (r) Lophiostoma sp. (s) Escovopsis sp.; (t) Paecilomyces victoriae




