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RESUMO

Os fungos possuem grande importancia tanto para 0 meio ambiente quanto para a
humanidade, necessitando assim de serem preservados, garantindo sua disponibilidade para
utilizacdes futuras e manutencao da biodiversidade. Dentre os fungos, o género Aspergillus se
destaca por possuir grande potencial biotecnoldgico, e dentre as técnicas de preservacdo mais
utilizadas, se destaca a liofilizagdo por ser um método a longo prazo mais utilizado na
preservacdo de fungos objetivando manter a viabilidade e estabilidade genética das cepas
liofilizadas. Contudo, sdo poucos os estudos que avaliam a capacidade deste método em
preservar tais caracteristicas. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi determinar o
efeito da liofilizagdo sobre a estabilidade fenotipica de Aspergillus niger (URM 5162) e
Aspergillus oryzae (URM 5638), em fungdo do tempo e do uso de meios de cultura diferentes,
através de analises protebmicas por SDS-PAGE. As cepas, obtidas da Colecdo de Culturas
Micoteca URM, foram repicadas em placas de Petri contendo meio Agar Extrato de Malte a 25
°C por 5 dias, liofilizadas e submetidas a dois tratamentos: controle (mantidos a 4 °C) e estresse
(submetidos ao armazenamento acelerado a 40 °C por 15 dias), utilizando seis réplicas para
cada tratamento. ApOs este periodo, as cepas foram reativadas e submetidas as mesmas
condi¢cBes de cultivo anterior. Posteriormente, trés fragmentos circulares de 5 mm desse
material inoculados em 100 mL dos meios liquidos: extrato de malte e extrato de malte 2%
Tween 80. Os indculos foram mantidos sob agitacdo a 120 rpm e 25 °C e coletadas nos periodos
de 24, 48 e 72 horas. As culturas foram filtradas para separar o secretoma do proteoma e ambos
foram armazenados para posterior analise. A extracdo das proteinas totais solUveis intra e
extracelulares foi realizada utilizando Metanol/TCA/Fenol e quantificada pelo método de
Bradford. Foi confirmada a eficiéncia do processo de extracdo e identificagdo preliminar de
bandas diferenciais entre os tratamentos. Os resultados da anélise SDS-PAGE indicaram a
maior eficiéncia na extracao e deteccdo de proteinas no tratamento realizado com A. oryzae, em
meio contendo Tween 80 e no tempo de 48 horas. Tais parametros foram utilizados para analise
2D seguido de espectrometria de massas MALDI-ToF-ToF. De acordo com os resultados
obtidos, pdde-se observar diferencas em ambas as analises (1 e 2D), indicando assim que houve
alteracdo fenotipicas resultantes do acimulo de proteinas diferenciais. Foram identificadas
proteinas envolvidas em diversos processos bioldgicos especialmente regulacdo bioldgica,
processo celular e processo metabolico. Contudo, apenas estes resultados nao sdo suficientes
para se definir se a liofilizagdo é ou ndo eficiente na manutengéo das caracteristicas fenotipicas,

sendo necessario a identificacdo das proteinas do gel 2D ou analise enzimatica.



Palavras-chave: Aspergillus. Envelhecimento acelerado. Método de preservacao. SDS-PAGE.

Espectrometria de massas



ABSTRACT

Fungi play an important role in environment as well as in humanity and thus they need
to be preserved, ensuring their availability for future use and biodiversity maintenance. Among
the fungi, the Aspergillus genus stands out for its great biotechnological potential and among
the most used preservation techniques, lyophilization is the most used method for the
preservation of fungi aiming to maintain the viability and genetic stability of lyophilized strains.
However, few studies have evaluated the ability of this method to preserve such characteristics.
In this context, the aim of the present study was to determine the effect of lyophilization on the
phenotypic stability of Aspergillus niger (URM 5162) and Aspergillus oryzae (URM 5638), as
a function of time and the usage of culture media by SDS-PAGE proteomic analyzes. The
strains, obtained from the URM Micoteca Culture Collection, were plated on Petri dishes
containing malt extract agar medium at 25 °C for 5 days, lyophilized and subjected to two
treatments: control (maintained at 4 °C) and stress (subjected to accelerated storage at 40 °C
for 15 days) using six replicates for each treatment. After this period, the strains were
reactivated and subjected to the same conditions of previous cultivation. Afterwards, three 5
mm circular fragments of this material were inoculated in 100 mL of the liquid media: malt
extract and malt extract with 2% Tween 80. The inoculate were kept under agitation at 120 rpm
and 25 °C and collected at 24, 48 and 72 hours. The cultures were filtered to separate the
proteome from secretome and both were stored for later analysis. The extraction of total soluble
intra and extracellular proteins was performed using Methanol/TCA/Phenol and quantified by
the Bradford method. The efficiency of the extraction process and the preliminary identification
of differential bands between treatments were confirmed. The results of the SDS-PAGE
analysis indicated the highest efficiency in protein extraction and detection in A. oryzae
treatment in Tween 80 medium in 48 hours. These parameters were used for 2D analysis
followed by MALDI-ToF-ToF mass spectrometry. According to the results obtained, it was
possible to observe differences in both analyzes (1 and 2D), thus indicating that there were
phenotypic alterations resulting from the accumulation of differential proteins. Proteins
involved in various biological processes have been identified especially biological regulation,
cellular process and metabolic process. Nonetheless, these results are not enough to define
whether lyophilization is efficient in maintaining phenotypic characteristics, requiring

identification of 2D gel proteins or enzymatic analysis.



Keywords: Aspergillus. Accelerated aging. Method of preservation. SDS-PAGE. Mass
spectrometry
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1 INTRODUCAO

O Reino Fungi é composto por espécies amplamente distribuidas na natureza,
encontradas em quase todos os ecossistemas, podendo ser uni ou multicelulares de vida livre
ou simbidtica, apresentando diversas morfologias (STAJICH, 2017). E considerado como um
grupo extremamente vasto e diverso (MENOZZI et al., 2017), com uma riqueza estimada em
torno de 5,1 milhGes de espécies, das quais apenas cerca de 100 mil foram descritas até ao
momento (MENOZZI et al., 2017). A diversidade deste Reino torna necesséria a preservacdo
de seus integrantes em colecdes de culturas, pois tais infraestruturas sdo de essencial relevancia
na preservacdo, identificacdo, disponibilidade e geracdo de conhecimento (PALACIO-
CABRERA et al., 2016).

Dentre os fungos de importancia econdmica, destacam-se espécies pertencentes ao
género Aspergillus por possuirem ampla distribuicdo e por serem produtoras de varios
compostos, tais como enzimas, antibioticos, antitumorais e micotoxinas (KRIJGSHELD et al.,
2013; ARZANLOU et al., 2016; SILVA et al., 2018; COSTA et al., 2019; FRISVAD et al.,
2019), como também por algumas de suas espécies serem consideradas como patdgenas de
humanos e animais (RODRIGUES et al., 2011; SAMSON et al., 2014).

Aspergillus niger e Aspergillus oryzae sdo exemplos de espécies deste género que
possuem grande importancia econémica e industrial na producdo de enzimas, acidos organicos
e na producdo de alimentos asiaticos. Estas espécies sdo muito utilizadas na industria alimentar
para a manufatura de produtos de consumo humano seguros e, por isso, 0 seu potencial é
reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA). Considerando a grande importancia
dos organismos pertencentes ao reino dos fungos, estes necessitam de boas técnicas de
manutencdo, preservacdo, como também de identificacdo e caracterizacdo de linhagens que
produzam compostos de importancia biotecnoldgica, farmacéutica e industrial (ARZANLOU
et al., 2016; BRANDI; ANDERSEN, 2017; DI COLOGNA et al., 2017; SILVA et al., 2018;
MACHIDA; YAMADA; GOMI, 2008).

Entre as diversas técnicas de preservacdo de microrganismos utilizadas para preservar
os fungos filamentosos, podemos citar: subcultura, leo mineral, gua (método de Castellani),
gel de silica, congelamento em nitrogénio liquido (criopreservacdo) e liofilizacdo (SOLA et al.,
2012; MICOTECA, 2013; BEZERRA et al., 2017a). Dentre estas técnicas destaca-se a
liofilizac&o por ser um método a longo prazo considerado como o um dos mais confiaveis e que
pode ser utilizado para uma ampla gama de microrganismos (SOLA et al., 2012). Porém, pouco
ainda se sabe sobre os efeitos da preservacao a longo prazo, na variabilidade das caracteristicas
genéticas dos organismos preservados. Com isso, € importante a verificacdo desses fatores antes
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e depois dos microrganismos serem submetidos a preservagédo, armazenamento.

Alguns estudos tém demonstrado o grande potencial das analises protedmicas na
identificacdo de proteinas em misturas complexas, como também em estudos comparativos em
que sdo observadas alteracbes de proteinas perante a diferentes condi¢cbes ambientais
(HERNANDEZ-MACEDO et al., 2002; MEDINA et al., 2003; PUNT et al., 2011). Entretanto,
no que se diz respeito a estudos de conhecimento do proteoma e secretoma de fungos
filamentosos, podemos perceber que ainda é pouco explorada. Nao ha relato na literatura de
estudos que relacionem os perfis proteicos de fungos com os potenciais efeitos da liofilizacao.

Desta forma o presente estudo teve por objetivo determinar o efeito da liofilizagcéo, em
funcdo do tempo e através de ferramentas protedmicas, sobre a estabilidade fenotipica de

Aspergillus niger e Aspergillus oryzae.



15

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 OS FUNGOS

O Reino Fungi encontra-se subdividido em sete filos, sdo eles: Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e
Basidiomycota (HIBBETT et al., 2007; TAKAHASHI et al.,, 2017). Os fungos sao
caracterizados por ter parede celular composta por quitina e glucanas, por serem eucariotos, uni
ou multinucleados, homo ou heterocariéticos, haploides, dicaridticos ou diploides.
Apresentando um modo de reproducdo que pode ser sexual (cariogamia e meiose), parassexual
(cariogamia seguida de aneuploidia) e/ou assexual (divisdo nuclear mitética). Além de serem
quimio-heterotréficos (obtendo nutrientes por absorcdo) (MAIA; CARVALHO-JUNIOR,
2010; TAKAHASHI et al., 2017).

Os Chytridiomycota sdo caracterizados por possuirem centriolos e flagelos e esposos
sexuados chamados oosporos (MAIA; CARVALHO-JUNIOR 2010). Juntamente com 0s
Blastocladiomycota e os Neocallimastigomycota fazem, os Chytridiomycota compde o grupo
de fungos aquéaticos que produzem zoosporos flagelados. Os Microsporidia sdo parasitas
obrigatdrios que crescem e se reproduzem apenas dentro das células hospedeiras e seus esporos
contém um aparelho de infeccdo semelhante a um arpdo que penetra no plasma do hospedeiro
(MONEY, 2016).

Os Glomeromycota sdo caracterizados por formar micorriza arbuscular, unicelulares e
multinucleados, ndo se conhece a reproducdo ou esporos sexuados, contudo seus esporos
assexuados sdo denominados glomerosporos. Os Basidiomycota apresentam esporos de
reproducdo sexuada denominados basidospporos, os quais sdo formados em estruturas
especializadas (basidios), localizados em basidiomas, 0s quais podem se apresentar com
tamanho ressaltado.

Os Ascomycota apresentam reproducdo sexuada formados em estruturas especializadas
denominadas ascos, que de maneira geral ficam protegidos dentro de ascomas, este filo se
destaca por apresentar espécies importancia econémica mundial, como as espécies pertencentes
aos géneros Aspergillus e Penicillium (MAIA; CARVALHO-JUNIOR, 2010; (MONEY,
2016).

Os fungos séo considerados como decompositores, simbiontes, mutualistas e parasitas,
desempenhando assim um papel fundamental na natureza (KNIEMEYER, 2011; JONES et al.,
2011; ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2018).

Apesar da sua grande importancia, estes microrganismos ainda sao pouco conhecidos
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no que diz respeito a sua diversidade. O numero total estimado de espécies de fungos é de 1,5
milhdo. Porém, até ao momento apenas cerca de 100.000 espécies foram descritas
(KNIEMEYER, 2011; SIMOES et al., 2013), o que ressalta ainda mais a importancia da
preservacao e manutencéo de tais organismos.

Segundo Takahashi et al. (2017), s6 no Brasil existem cerca de seis mil espécies, as
quais estdo subdivididas em 1.246 géneros, 102 ordens e 13 divisdes. Dentre as espécies
fangicas com potencial biotecnolégico podemos destacar as do género Aspergillus, por ser
amplamente distribuido mundialmente e pela sua grande importancia em diversos setores, como
por exemplo, pela sua capacidade de produzir enzimas recombinantes (JONES et al., 2011;
ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2018).

2.1.1. Aspergillus

O género Aspergillus esta contido na ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae
(BATTAGLIA et al., 2011). Trata-se de um género amplamente distribuido e frequentemente
encontrado em regides de clima tropical a subtropical (MAIA; FRAGA, 2017), crescendo em
uma ampla faixa de temperatura que varia de 6-55 °C (KRIJGSHELD et al., 2013). Foi descrito
pela primeira vez em 1729 por Micheli (ARZANLOU et al., 2016). e atualmente, compreende
cerca de 260 espécies de fungos filamentosos.

Sdo caracterizados como saprofitos (presentes no solo e matéria organica em
decomposic¢éo), patdgenos de humanos (KRIJGSHELD et al., 2013; ARZANLOU et al., 2016;
SILVA et al., 2018), animais e plantas (KRIJGSHELD et al., 2013), e também sdo conhecidos
por produzirem metabolitos secundarios bioativos e enzimas extracelulares, tais como
proteases, lipases, amilases e celulases (ARZANLOU et al., 2016; SILVA et al., 2018) e &cidos
organicos, tal como o é&cido citrico, produzido largamente por Aspergillus niger
(KNIEMEYER, 2011).

Dentre as espécies do género Aspergillus mais utilizadas em processos biotecnoldgicos
para a producao enzimatica, podem-se mencionar Aspergillus flavus, A. niger, A. awamori, A.
oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus, e A. versicolor.
Evidenciando as espécies da secdo Nigri, as quais sdo mais estudadas devido ao seu potencial
na producéo de amilase, celulase, pectinase, protease e fitase (MAIA; FRAGA, 2017).

A FDA reconhece a utilizacdo de tais microrganismos na producdo de enzimas e
considera que os produtos derivados destes podem ser utilizados para o consumo humano de

forma segura. Algumas espécies até detém o estatuto de Geralmente Reconhecido como Seguro
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(GRAS), por apresentar baixa toxicidade e por apresentar um histérico de uso no preparo e na
producdo de alimentos e bebidas (ex. cerveja) (MAIA; FRAGA, 2017).

Os fungos pertencentes a este género também desempenham grande importancia na
salide, podendo causar doencas em humanos e animais como é o caso da aspergilose, causada
especialmente pelas espécies A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. versicolor, A. lentulus, A.
nidulans, A. glaucus, A. ustus, A. niger e A. oryzae (KNIEMEYER, 2011; VIVEK-ANANTH
etal., 2018).

Segundo Vivek-Ananth et al. (2018) os resultados de estudos realizados com analises
“Omicas” tem se mostrados promissores para a descoberta de novos biomarcadores, por meio
da anélise de proteomas e secretomas fngicos, como os das espécies do género Aspergillus,

levando assim ao melhor entendimento da relagcdo fungo-hospedeiro e patogenicidade.

2.1.1.1 Aspergillus niger

O Aspergillus niger é uma espécie que se encontra taxondmicamente inserida na secéo
Nigri do género Aspergillus, a qual inclui os Aspergillus negros (MEIJER et al., 2011). A. niger
é uma espécie de fungo filamentoso encontrada no solo, caracterizada por apresentar coldnia
negra e por crescer geralmente em matéria organica em decomposicdo (SCHUSTER et al.,
2002).

Muito isolados desta espécie tém sido encontrados em diferentes posi¢des geograficas
do globo, contudo, com maior frequéncia em regides mais quentes (SAMSON et al., 2010).
Esta espécie é capaz de se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura que varia entre 6 a
47 °C, apresentando crescimento 6timo em temperaturas entre 35 a 37 °C (SCHUSTER et al.,
2002; PALACIOS-CABRERA et al., 2005). Além dessa ampla faixa de temperatura, esta
espécie também é capaz de crescer em uma ampla faixa de pH que varia entre 1,4 a 9,8. Desta
forma, pode-se dizer que estas caracteristicas conferem a este microrganismo a capacidade de
sobreviver em varios ambientes, principalmente ambientes quentes e umidos (SCHUSTER et
al., 2002).

A espécie A. niger possui grande interesse em varios setores econémicos, para industria
quimica (HOSSAIN et al., 2016) e principalmente para a industria alimenticia.
Consequentemente, A. niger tem sido relatada como promissora para a producdo de
poligalacturonases (PG) a nivel industrial (MACIEL et al., 2013) e apresenta um importante

potencial na producdo industrial de &cidos organicos como o &cido citrico; sendo um dos fungos
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filamentosos mais utilizados, por desempenhar uma alta producdo do &cido e uma minima
producéo de metabolitos secundarios.

Esta espéecie tambem apresenta importancia na producdo de varias outras enzimas de
interesse comercial (SCHUSTER et al., 2002; BRAAKSMA et al., 2010; KNIEMEYER, 2011;
ODONIl et al., 2017). Dentre estas enzimas podemaos citar as amilases, proteases, hemicelulases,
lipases, tanases, celulases, pecninases (SHI et al., 2016), asparaginases, beta-galactosidases,
glicose oxidase, glicosidases, fosfolipases e fitases (BRAAKSMA et al., 2010).

De acordo com o tipo de utilizagdo desses microrganismos, eles podem receber o titulo
de GRAS pela FDA, que considera seguro para o0 consumo humano os produtos derivados
obtidos de isolados de A. niger, mesmo quando sdo produtores de micotoxinas em baixas
concentracfes (SCHUSTER et al., 2002; NASSER et al., 2003; BRAAKSMA et al., 2010;
PERRONE et al., 2011; SHI et al., 2016).

2.1.1.2 Aspergillus oryzae

O Aspergillus oryzae é uma espécie que se encontra inserida da sec¢do Flavi do género
Aspergillus. Esta espécie é considerada como ndo patogénica, ndo apresentando potencial
producdo de aflatoxinas (FRISVAD et al., 2019). Durante o periodo de crescimento, apresenta
colbnias inicialmente brancas e posteriormente amarelo-esverdeadas. A sua temperatura 6tima
de crescimento é entre 32 a 36 °C. Quanto a sua distribuicao geografica, é encontrado nos cinco
continentes. E amplamente utilizado na industria biotecnol6gica alimenticia, principalmente na
China e no Japéo, onde é usado para a producédo de alimentos fermentados (BARBESGAARD;
HELDT-HANSEN; DIDERICHSEN, 1991; KATAYAMA et al., 2015).

O Aspergillus oryzae é considerado como uma variedade domesticada de A. flavus
(BARBESGAARD; HELDT-HANSEN; DIDERICHSEN, 1991; UDATHA et al., 2015;
FRISVAD et al., 2019), gerada através da sua ampla utilizacdo biotecnologica, que fez com que
esta espécie fosse domesticada, perdendo algumas de suas caracteristicas (como caracteres
morfoldgicos e capacidade de producdo de aflatoxinas). A origem do seu nome se deu devido
ao tipo de aplicacéo, pois tem sido muito utilizado, em alguns paises asiaticos, na fermentacéo
de arroz e soja (BARBESGAARD; HELDT-HANSEN; DIDERICHSEN, 1991).

H& muitos anos, a aplicacdo deste fungo ja havia sido autorizada pelo Ministério de
Salde da Dinamarca (MSD) através de uma permissao para 0 seu uso na producao de enzimas.
O MSD considerou que este organismo cumpre com 0s requisitos para Good Industrial Large
Scale Practice Organisms (BARBESGAARD; HELDT-HANSEN; DIDERICHSEN, 1991).

Além disso, o longo histérico de uso desse fungo o conduziu o status de GRAS, atribuido pela
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FDA (ODA et al., 2006; MACHIDA et al., 2005; KRIJGSHELD et al., 2013; BRANDI;
ANDERSEN, 2017). Sua utilizacdo como segura também é apoiada pela Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS) (MACHIDA; YAMADA; GOMI, 2008).

2.2 COLECOES DE CULTURAS

2.2.1 Aspectos Gerais

ColecgOes de culturas podem ser definida como, local onde se encontram reunidos
organismos vivos (RAMIREZ-GARCIA et al., 2016; SBM, 2018), suas células e partes
replicaveis; tais como genoma, plasmideos, virus e cDNAs (SBM, 2018). Apresentando 0s
objetivos de preservar, manter e fornece informacgdes associadas a estes organismos.
Contribuindo de forma direta para estudos de classificacdo e biodiversidade (CANHOS, 2006;
FIGUEIREDO, 2001; SIMOES et al., 2013; SBM, 2018).

De acordo aos dados disponiveis no Centro Mundial de Microrganismos da Federacdo
Mundial de Cole¢des de Culturas (WFCC), atualmente as colegdes de culturas estdo
distribuidas nos 5 continentes: Africa com um total de 18 colecdes e 17.277 culturas, América
com 196 colecBes e 583.498 culturas, Asia com 281 colecdes e 1.266.274 culturas, Oceania
com 42 colegdes e 120.379 culturas e Europa com 250 colegdes e 1.126.150 culturas. As trés
primeiras posi¢des do ranking mundial de paises e regies com maior nimero de cepas esta
ocupada atualmente pelos EUA, Bélgica e China, com respectivamente com 32 cole¢des de
cultura e 337.006 cepas, 7 colecdes de culturas e 281.040 cepas, e 44 colecdes de cultura e
267.982 cepas. O Brasil ocupa a sétima posicdo com cerca de 84 colecBes de culturas
registradas e 121.186 cepas (Tabela 1) (WFCC, 2019).

Tabela 1- Distribuicdo das colec¢des de culturas e culturas mundialmente

Continentes Colecdes de Cultura Culturas
Africa 18 17.277
Ameérica 196 583.498

Asia 281 1.266.274

Europa 250 1.126.150
Oceania 42 120.379

Fonte: WFCC, 2019.

Mediante um levantamento realizado pelo Centro de Referéncia em Informacao
Ambiental (CRIA) e pelo Sistema de Informacdo de Colecdes de Interesse Biotecnoldgico
(SICo), foram reconhecidas 26 colecOes brasileiras, das quais sete destacam-se por fornecer

colegcdes microbianas e dispor de controle de qualidade, séo elas: a Colecdo de Culturas do
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Instituto Adolfo Lutz - S&o Paulo/SP; Fiocruz — RJ; EMBRAPA; CBMAI (CPQBA —
UNICAMP) Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico de Campinas e a
Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco. A Micoteca URM se destaca por ser
um dos mais importantes centros de preservacdo da biodiversidade flangica brasileira,
contribuindo com a preservagao ex situ de parte da diversidade de fungos tropicais do Brasil,
principalmente das Regides Norte e Nordeste (BEZERRA et al., 2017).

O aumento de numero de colecGes de culturas de microrganismos no mundo ocasionou
a necessidade de harmonizacdo e acesso a informacg6es disponiveis por estes, surgindo assim
em 1972, o primeiro Diretério Mundial de ColecGes de Culturas de Microrganismos, o qual
estabeleceu o banco de dados CCINFO (Culture Collections Information Worldwide) criado a
partir da World Data Center For Microorganisms (WDCN) (MCCLUSKEY, 2017; WU et al.,
2017).

De acordo com CCINF existem 785 colegfes de culturas registradas na WFCC,
distribuidas em 76 paises e regides, as quais armazenam um total de 3.120.602cepas de
microrganismos, distribuidas entre 1.341.819 bactérias, 824.897 fungos, 38.622 virus e 32.220
linhagens celulares. Estas colegdes de culturas estdo inseridas em universidades (323), 6rgéos
governamentais (299), semigovernamentais (61), privados (52) e em industrias (24). Dentre os
servicos prestados podemaos citar: depdsitos de patente (112), servigos de armazenamento (350),
distribuicéo (355), identificacdo (388), treinamento (312) e consulta (314) (Tabela 2) (WFCC,
2019).

Tabela 2- Distribuicdo das colecdes de cultura nos diversos seguimentos

Apoiado por N° de colecdes
Universidade 323
Governamental 299
Semi-governamental 61
Privado 52
Industria 24

Fonte: WFCC, 2019.

2.2.2 Importancia das Colecdes de Culturas

As colecdes desempenham um papel muito importante na preservacdo de materiais
bioldgicos (SIM@ES etal., 2013; LIMA-NETO et al., 2014; RAMIREZ-GARCIA et al., 2016;
SANTOS et al., 2016) — como os fungos — principalmente no que se refere a conservacao da
biodiversidade ex situ e a informacdes relacionadas a estes (LIMA-NETO et al., 2014,

RAMIREZ-GARCIA et al., 2016). Desta forma, a manutencao desses organismos pode garantir
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estudos que buscam compreender seu papel no meio ambiente (MONTE et al., 2016; SOLA et
al., 2012), gerando conhecimento, desenvolvimento cientifico e tecnoldgico (ABREU;
TUTUIJIN, 2008; PRAKASH; NIMONKAR; SHOUCHE, 2013; SBM, 2018). Tal
compreensdo tem grande importancia, pois contribui com a biotecnologia através do
desenvolvimento de novas aplicagdes, como também com a biosseguranca, fornecendo
informagcdes essenciais sobre a patogenicidade de muitos agentes (FORTI et al., 2016; SIMOES
etal., 2013; SMITH, 2012; SMITH; MARTIN; NOVOSSIOLOVA, 2016).

Alguns estudos evidenciam a importancia das cole¢6es de culturas para a preservagao
da biodiversidade relatando principalmente a relevancia na manutencdo de culturas, suas
aplicacdes e o fornecimento seguro (SIMOES et al., 2013; SMITH, 2012; SMITH; MARTIN;
NOVOSSIOLOVA, 2016) de culturas de interesse bioldgico e histérico, como por exemplo a
preservacdo das linhagens de Penicillium de Fleming (SMITH, 2012).

2.3 METODOS DE PRESERVACAO

Inicialmente os fungos eram preservados e mantido pelo método de repicagem continua.
Este método € de curta duracéo e as cepas ficam sujeitas a mudancas, tanto fisiologicas quanto
morfoldgicas, devido a necessidade de adaptacdo destas aos meios quimicamente definidos
utilizados em sua manutencdo. Esta desvantagem fez com que houvesse a necessidade do
desenvolvimento de novos métodos de preservacdo, que foram sendo desenvolvidos com o
objetivo de manter a viabilidade, pureza, evitando mudangas genéticas nos individuos, como
também levando em consideragdo o custo, o transporte, a frequéncia de uso e importancia do
microrganismo (BLATNIK; GUNDE-CIMERMAN; CIMERMAN, 1994; HOMOLKA, 2013).

Dentre os métodos de preservacdo empregados para os fungos filamentosos estdo:
subcultura, 6leo mineral, Castellani, gel de silica, criopreservacéo e liofilizagdo (SOLA et al.,
2012; PRAKASH; NIMONKAR; SHOUCHE, 2013; BEZERRA et al., 2017). Porém, cada
técnica possui suas vantagens e desvantagens, e a escolha do método ideal depende das
caracteristicas de cada microrganismo (BLATNIK; GUNDE-CIMERMAN; CIMERMAN,
1994; SIMOES et al., 2013).Estas técnicas sdo utilizadas principalmente em colecdes de
culturas as quais necessitam de um armazenamento de qualidade dos microrganismos,
dependendo assim de bons métodos de preservagdo, que possam garantir as caracteristicas
originais destes (viabilidade, morfologia, fisiologia e genética), por longos periodos (retardando
ou paralisando o desenvolvimento) e que estejam livres de contaminacdo (BASTOS, 2008;
PRAKASH etal., 2013; SOLA et al., 2012). Entretanto, apesar do desenvolvimento de técnicas
de manutengao e preservacao de microrganismos, pouco ainda se sabe sobre se estes protocolos
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utilizados realmente garantem, a longo prazo, a estabilidade genética do material bioldgico.
Porém, nenhum método de preservacdo assume garantir a estabilidade fisiologica e genética
total de um individuo. Garantir tais aspectos é necessario para que essas culturas possam ser
usadas por muitos anos com propdsitos didaticos, em estudos comparativos, industriais e
experimentais (SOLA et al., 2012; SIMOES et al., 2013).

Dentre as técnicas mais utilizadas destaca-se a liofilizagéo, por ser um método de longo
prazo e por poder ser utilizada para a maioria dos microrganismos. Apesar do principal receio
quando se trata de métodos de preservacao esté relacionado aos efeitos sobre a estabilidade das
linhagens, pouco ainda se sabe a respeito das reacdes e transformacBes morfofisioldgicas
decorrentes das circunstancias de armazenamento (SOLA et al., 2012; PRAKASH;
NIMONKAR; SHOUCHE, 2013). Necessitando de estudos mais detalhados para uma melhor
compreensdo sobre os efeitos dos métodos de preservacdo na estabilidade e viabilidade dos

microrganismos.

2.3.1 Liofilizacao

A liofilizacdo é uma das técnicas de preservacdo de microrganismos, a longo prazo,
mais utilizadas e considerada até o momento, como uma das mais eficientes, devido a
capacidade de ser utilizada para a maioria dos organismos garantindo a viabilidade destes por
um longo periodo. Assim como 0s outros métodos de preservacdo, a liofilizagdo tem por
finalidade manter as caracteristicas dos microrganismos (viabilidade e estabilidade genética)
com o intuito de evitar alteragcdes que possam a vir modificar as suas caracteristicas (SOLA et
al., 2011; ROJAS-TAPIAS et al., 2013; SIMOES et al., 2013).

Segundo Sola et al. (2011) esta técnica pode garantir a viabilidade dos organismos por
17 a 20 anos, podendo ser usada para a maioria deles, exceto para algas e protozoarios. Por
estes motivos a técnica é utilizada por diversas cole¢cdes de culturas no mundo todo, e
considerada como método de referéncia, quando se trata de conservacéo a longo prazo.

O processo consiste no congelamento das amostras, seguido de desidratacdo a vacuo
(remocdo da agua por sublimacéo), até a formacao do material liofilizado estavel. Apesar de
ser um método bastante utilizado as etapas da técnica podem causar injarias ou danos celulares,
degradacdo de enzimas e até mesmo morte dos agentes (SOLA et al., 2011). Contudo, 0 uso
desta técnica tem como vantagem garantir 0 maximo de estabilidade possivel para as culturas
preservadas, permitir que estas sejam estocadas (ocupando pouco espago) e transportadas com
facilidade em temperatura ambiente, ndo necessitando inspe¢do e manutencdo frequentes
(HOMOLKA, 2013; SOLA et al., 2011).
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Por outro lado, a liofilizagdo como método de preservacdo, tem como desvantagem a
necessidade de equipamento para a desidratacdo do material, o tempo gasto pelo método, o seu
custo e a caréncia com relacdo a protocolos especificos para cada grupo taxondémico de
microrganismo (SOLA et al., 2011; ROJAS-TOBIAS et al., 2013; SIMOES et al., 2013).

Alguns estudos tém sido desenvolvidos avaliando a capacidade deste método em
preservar as caracteristicas fenotipicas dos fungos, utilizando para este fim o método de
caracterizacdo morfoldgica e/ou fisiologica de alguns fungos antes e apos serem liofilizados,
obtendo resultados positivos quanto a manutencéo de tais caracteristicas. Alguns dos trabalhos
realizados avaliando este método foram realizados por: Ashcar (1973); Berny; Hennerbert
(1991); Garcia (2007); Simdes et al. (2013); Smith (2012) e Soto et al. (2017).

2.4 PROTEOMICA

O termo prote6mica se refere a um conjunto de proteinas expressas por um determinado
genoma em um dado momento (GALDO-REVERSOS et al., 2010) ou a todas as proteinas
presentes em uma celula, tecido ou organismo em uma determinada condigdo (DI COLOGNA
et al., 2017). O surgimento deste termo no final da década de 70, na qual pesquisadores
comecaram a criar um banco de dados de proteinas, utilizando a técnica de eletroforese em gel
bidimensional (2-DE), que havia sido recém desenvolvida. Contudo, o termo protedmica s
veio ser utilizado nos anos 90, quando foi apresentado por Wilkins e Willians (GALDO-
REVERSOS et al., 2010).

O desenvolvimento da protedmica teve por objetivo auxiliar um melhor entendimento
sobre a expressdo, funcdo e regulacdo de proteinas codificadas por um organismo (o0 conjunto
destas proteinas recebe 0 nome de proteoma). Diferentemente do genoma o proteoma encontra-
se em constante movimento, podendo ser alterado atravées do estado fisioldgico e das fases de
diferenciacdo celular, ndo sendo entdo considerado como uma caracteristica fixa de um
organismo (desta forma o proteoma € considerado como dindmico e variavel) (BARBOSA et
al., 2012; EMIDIO et al., 2015). Pensando nisso o estudo da protedmica pode nos proporcionar
uma maior compreensdo dos genes através do perfil de proteinas associadas a patogenicidade
de um organismo, auxiliando em novos diagnoésticos, tratamentos e métodos de prevencéo (tal
como vacinas) (TAN et al., 2009; GALDOS-RIVEROS et al., 2010).

Pode-se dizer com isso que, a protedmica fundamenta-se a partir da analise de um
conjunto de proteinas expressas pelo genoma (através de uma célula, tecido ou organismo) (DI
COLOGNA et al., 2017) e que necessita assim de técnicas de separacao e identificagdo bastante
eficientes, tais como: a eletroforese em gel bidimensional (2-DE), a espectrometria de massa,
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a cromatografia e as ferramentas de bioinformatica (BARBOSA et al., 2012; EMIDIO et al.,
2015). Contudo, a espectrometria de massa destaca-se, para este tipo de andlise, por ser
altamente sensivel, por requerer uma quantidade pequena de material e por ter uma eficiéncia
mais elevada se comparada aos métodos de sequenciamento convencionais (GALDO-
REVERSO et al., 2010).

De modo geral, as metodologias empregadas em protedmica podem ser classificadas
em dois tipos, sdo elas: bottom-up e top-down. A primeira, também conhecida como shotgun,
a qual engloba a separacdo de peptideos em misturas complexas, através da cromatografia
liquida seguida analise de espectrometria de massas (MS), com sem prévia digestdo triptica. J&
0 segundo, top-down, envolve ndo mais peptideos, mas proteinas intactas as quais sdo
analisadas por MS. Cada uma dessa metodologias tém suas vantagens e desvantagem, no caso
da bottom-up apresenta vantagem com relacdo a sensibilidade e reprodutibilidade, e
desvantagem no que diz respeito a perda de peptideos durante o processo de cromatografia, e
por isso muitas vezes acaba ndo gerando bons espectros de massas (BARBOSA et al., 2012).

Dentre estas técnicas, a analise 2-DE em conjunto com a espectrometria de massas ainda
tem sido bastante utilizada para analises tanto de proteoma quando de secretoma, especialmente
no que diz respeito a analises utilizando fungos, quando se fala de protedmica de
microrganismos as espécies mais utilizadas para esta analise pertencem ao género Aspergillus,
devido a suas caracteristicas e grande importancia para a humanidade (BRAAKSMA et al.,
2010). Estudos com analise protedmica tem se tornado cada dia mais frequentes, pois a mesma
apresenta alta sensibilidade na identificacdo de proteinas em misturas complexas, sendo
possivel, assim, a realizacdo de estudos comparativos em que podem ser observadas alteracdes
no acumulo de proteinas diante de diferentes condicdes ambientais. Consequentemente, a
analise protedbmica pode auxiliar na observacdo e identificacdo de alteracbes de proteinas
presentes em um determinado microrganismo em uma dada condicdo, indicando assim, se
houve ou ndo alteragdo na estabilidade fenotipica e/ou genética dos fungos, como o objetivo do

presente estudo, preservados por liofilizacdo e armazenados por um longo periodo.

2.5 SECRETOMICA

O termo secretoma foi usado pela primeira vez por Tjalsma et al. (2000) quando estavam
trabalhando com uma cepa de Bacillus subtilis. De modo geral, o secretoma pode ser
considerado como um sub-proteoma e engloba proteinas solUveis secretadas extracelularmente
(chamadas de secretoma), as quais sé@o de grande importancia para que 0S microrganismos

consigam colonizar um determinado substrato. Porém, o secretoma fingico ndo se restringe
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apenas a isto, ele também esta relacionado as interacdes entre o fungo e seu hospedeiro e como
ja mencionado anteriormente também a patogenicidade fungica (como as espécies do género
Aspergillus) (BRAAKSMA et al., 2010; GANESAN, 2016; RAMIREZ-GARCIA et al., 2017).
O secretoma pode representar até 30% do proteoma de um organismo (GANESAN, 2016).

Desta forma, pode-se dizer que o secretoma fangico determina em grande proporcao o
nicho ecoldgico desses organismos, tendo papel significativo na nutri¢do destes (Medina et al.,
2003), sua importancia na saude, agricultura e utilidade em diversos setores de producéo
industriais, pois grande parte das proteinas secretadas por esses microrganismos estdo
relacionadas a sua capacidade de adquirir nutrientes, colonizar diversos substratos, como
também podem estar envolvidas na relacdo com outros individuos (BRAAKSMA et al., 2010;
RAMIREZ-GARCIA et al., 2017).

Durante o processo de colonizagao do substrato pelo fungo é necessaria a producéo de
enzimas que vao ser secretadas para fazer a digestdo deste, permitindo assim, que o fungo possa
adquirir sua fonte de nutrientes. Tais enzimas possuem importancia ndo s para a sobrevivéncia
dos fungos, mas também para a indastrias (producdo e venda), principalmente as de
bioprocessos. Portanto, a producédo de enzimas por estes microrganismos tem se tornado cada
vez mais o foco de muitos estudos (KIM et al., 2008).

Estes estudos tém evidenciados alguns fatores interessantes como € o caso do género
Aspergillus, em que se pode observar que o secretoma produzido por estes fungos estdo
relacionados as condicdes de cultura e fonte de nutrientes (KIM et al., 2008). Porém, apesar
dessas andlises serem tdo importantes para o entendimento destes microrganismos, eles
necessitam de técnicas que tenham alta resolucéo, sensibilidade, rendimento e confiabilidade,
ja que o secretoma é composto por uma mistura complexa de proteinas (MENDOZA, 2013).

O secretoma dos fungos € composto por diversas proteinas/enzimas que possuem grande
interesse mercadoldgico. Dentre estas enzimas, podemos citar: amilases, proteases,
hemicelulases, lipases, tanases, celulases, pecninases, beta-galactosidases, glicose oxidase,
glicosidases, fosfolipases, xilanases, entre outras (BRAAKSMA et al., 2010; SHI et al., 2016;
RAMIREZ-GARCIA et al., 2017; VIVEK-ANANTH et al., 2017). Muitos estudos relatam a
importancia destas enzimas em diversos setores industriais, as amilases, por exemplo, sdo
muito utilizadas em processos fermentativos na industria de cerveja e na producao de pées; as
proteases e lipases sdo bastante utilizadas na inddstria de produtos lacteos para a hidrolise de
lactose acelerando a maturagéo de queijos e para realgar o sabor dos alimentos; as xilanases por

sua vez, sdo utilizadas na industria alimenticia, na clarificacdo de sucos, em processos
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fermentativos e na melhoria da consisténcia de cervejas (ZHANG et al., 2010; CUZZI et al.,
2011; GHAZALA et al., 2016; PARVEEN et al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CEPAS FUNGICA

Os fungos utilizados neste estudo foram as cepas Aspergillus niger URM 5162, isolada
de argamassa em 2005 e Aspergillus oryzae URM 5638, isolada de 4gua de viveiro de camardo
em 2007. Ambas as culturas se encontram preservadas em 0Oleo mineral e liofilizadas na
Colecdo de Culturas — Micoteca URM da UFPE (ISO 9001:2008) que disponibilizou tais
culturas em tubos de ensaio contendo meio Agar Extrato de Malte para a realizacéo do presente
estudo. Apos obtidas, as cepas foram repicadas em placas de Petri contendo 0 mesmo meio. As
placas foram mantidas por 7 dias a 25 °C em incubadora BOD e logo apds o crescimento 0s

fungos foram submetidos a liofilizagéo.

3.2 LIOFILIZACAO

O processo de liofilizacdo foi realizado no Liofilizador L108 da Liobras, presente na
Micoteca URM, seguindo as recomendacdes do fabricante. Para a liofilizacdo foram pesados 5
g de leite desnatado, diluido em 25 mL de agua destilada e 2,5 g glutamato de sddio (substancia
criopreservante) que também foi diluido em 25 mL de &gua destilada, e autoclavado por duas
vezes, para a perfeita esterilizacdo. Apos este processo o glutamato de sédio foi misturado ao
leite desnatado e foram distribuidos 1 ml da mistura em tubos de penicilina esterilizados, e
posteriormente adicionado os esporos das culturas crescidas, com o auxilio de uma alca.
Ampolas foram levadas a geladeira por 3 horas e posteriormente ao congelador onde ficaram
armazenadas por 10-11 horas (KAWAMURA; MURAKAMI; MIYAMOTO; KIMURA,
1995).

Apos esse periodo o liofilizador foi ligado e preparado para receber as ampolas,
seguindo-se as recomendag0es do fabricante. As ampolas foram colocadas no liofilizador, foi
esperado o equipamento alcancar o vacuo adequado, apoés isto o liofilizador foi observado a
cada hora e neste mesmo periodo foram anotados alguns parametros para o controle do
equipamento. Logo ap6s ao ciclo de 24 horas de liofilizagdo o aparelho foi desligado e as
ampolas foram tampadas ainda dentro do equipamento, de acordo com o possivel, e
posteriormente lacradas com lacre de aluminio com auxilio de um alicate recrave e mantidas
em geladeira até seguir os demais passos do experimento (KAWAMURA; MURAKAMI;
MIYAMOTO; KIMURA, 1995). Das 12 ampolas liofilizadas metade foram destinadas para o
processo de envelhecimento acelerado de vida Gtil e a outra metade seguiu para a reativacdo e

posterior crescimento em meio liquido.
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3.3 ABERTURA DAS AMPOLAS E CONDICOES DE CRESCIMENTO FUNGICO

As ampolas tanto do controle, quanto do estresse (com envelhecimento acelerado) foram
abertas, em capela de fluxo laminar, com o auxilio de uma pinca e hidratadas com 1 ml de &4gua
destilada e esterilizada. A agitacdo foi evitada e as amostras ficaram em repouso por 30 min,
em seguida, o contetido das ampolas foi sub cultivado em placas Petri contendo 21 mL do meio
Agar Extrato de Malte (MEA) e incubadas por 5 dias a 25 °C.

Para a anélise de extracdo de proteinas intra- e extracelulares das amostras iniciais, trés
fragmentos de 5 mm de diametro da col6énia com 5 dias de crescimento, foram inoculados em
diferentes frascos de Erlenmeyer contendo 100 mL dos meios: 1) Extrato de Malte e Extrato de
Malte com 2% de Tween 80. Ap6s a inoculacdo, os fungos foram mantidos sob agitador orbital
a 120 rpm a 25 °C por 24h, 48h e 72h. Na etapa final foi realizada uma nova inoculagdo com
4 fragmentos de 5 mm de diametro da cultura de A. oryzae crescida com 5 dias, incubadas em
frascos de Erlenmeyer contendo 100 mL do meio Extrato de Malte com 2% de Tween 80 e

mantidas sob agitador orbital nas mesmas condi¢Ges descritas acima.

3.4 PROMOCAO DO ENVELHECIMENTO ACELERADO DE VIDA UTIL DOS FUNGOS

Seis ampolas com os liofilizados foram separadas — trés de cada fungo — para a etapa
de envelhecimento acelerado de vida util, em que foram submetidas a um periodo de
conservacdo prolongado, mantidas incubadora BOD a uma temperatura de 40 °C durante 15
dias, de acordo com Yordanova; Stoimenova; Donev (1996) e Sakane; Koroshima (1997)

modificados.

3.5 PRODUCAO E OBTENCAO DO PROTEOMA E DO SECRETOMA

Para caracterizacdo enzimatica foi utilizado inicialmente 45 mL dos meios (Tabela 3),
de cada tratamento e fungo. Obtidos pela filtracdo do contetdo dos frascos de Erlenmeyer, nos
periodos 24, 48 e 72 horas, para observacdo da curva de crescimento. O conteudo foi filtrado
para separacao do extrato e da biomassa. A filtragédo foi realizada com auxilio de uma bomba a
vécuo e papel de filtro Whatman n® 1. A biomassa foi colocada em placas de Petri esterilizadas
para posteriormente serem pesadas pelo menos 500 mg, colocadas em tubos de criopreservagao.
Quanto ao extrato, foi armazenado 45 mL dos meios (de cada amostra) em tubos Falcon de 50
mL. Todas amostras do secretoma e do proteoma foram mantidas em freezer a -20° C até a
realizacdo dos demais até a extragao das proteinas.

Ap0s 0 processo de extracdo das proteinas totais de todas as amostras e realizagao dos
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géis 1-D, foi escolhido apenas um fungo Aspergillus oryzae, um meio (Extrato de Malte com
2% de Tween 80) e um tempo para ser analisados por gel 2-DE. As ampolas do controle e do
estresse foram reativadas, seguindo o que foi descrito anteriormente, cultivadas em Placas de
Petri descartaveis contendo 21 mL do meio Agar Extrato de Malte e incubadas a 25 °C por 5
dias. Apds este periodo foram cortados 4 discos de 5mm e inoculados em meio Extrato de Malte
com 2% de Tween 80, e deixadas a 120 rpm, a 25° C por 48 horas. Posteriormente o material
foi filtrado como descrito acima. A biomassa foi colocada em microtubos de 2 mL esterilizados
e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e posteriormente armazenado a -20°C até a
realizacdo da etapa de extracao.

3.6 EXTRACAO PROTEICA

3.6.1 Extracgdo de proteinas totais do secretoma

Para extracdo de proteinas extracelulares das amostras iniciais, foi utilizado 45 mL dos
meios, utilizando uma amostra de cada tratamento (meio, tempo e fungo). Os quais foram
descongeladas e precipitadas com 2x o volume de metanol com acetato de amonio e deixadas
precipitando overnight a -20 °C, para um melhor rendimento. Apos este periodo as amostras
foram centrifugadas a 7.000 rpm por 10 min a 4 °C, o sobrenadante foi descartado,
permanecendo apenas o pellet e adicionado no mesmo Falcon a amostra do outro tubo e
centrifugados novamente. Restando no final do processo apenas o pellet.

A extracdo das proteinas totais soluveis foi feita com o método de Hurkman e Tanaka
(1986), modificado. Foi adicionado 1ml de tampdo de extracdo fenol (contendo 2-B-
Mercaptoetanol) em cada tubo contendo o pellet, foram agitados em vortex até a diluicdo do
pellet, posteriormente adicionado 1 mL de fenol e agitados em vortex. Em seguida, os tubos
foram colocados em um isopor com gelo, em mesa orbital por 30 min, para a extracdo das
proteinas. Logo apds o conteddo dos tubos Falcon foi transferido para microtubos (2 mL),
centrifugados a 12.000 rpm, por 10 min a 4 °C, recuperado o sobrenadante para um tubo Falcon
de 15 mL, mantidos refrigerados e realizada a re-extracdo. Para a re-extracdo foi adicionado,
nos mesmos microtubos contendo as amostras, 600 pL do tampéo de extragdo e 500 pL,
seguindo 0s mesmos passos descritos acima no processo de extracdo. O material recuperado foi
unido ao da extracdo e verificada a quantidade total de sobrenadante recuperado e adicionado
5x 0 volume de Metanol com Acetato de aménio (gelado), e deixados a -20 °C overnight.

No dia seguinte o contetido dos tubos Falcon foi transferido para microtubos (de 2 em

2 mL) e centrifugados a 12.000 rpm, a 4 °C por 10 min. Descartado o sobrenadante ficando
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apenas com o pellet. Apos todas as centrifugacfes foram realizadas lavagens nos pellets, a
primeira lavagem foi feita em metanol com acetato de aménio, a segunda apenas em metanol,
terceira com etanol 70%, a terceira e a quarta em acetona. As lavagens foram feitas da seguinte
forma, foi adicionado 1 mL da solucdo, os tubos foram passados no voértex até diluir o pellet,
centrifugados a 12.000 rpm, a 4 °C por 10 min e descartado o sobrenadante. Ficando no final
apenas o pellet, os pellets foram secos em superficie gelada e apds totalmente secos foram
ressuspensos em 50 pL de solucgdo de ressolubilizagcdo (7M Uréia — 2M Tiouréia).

Para as amostras finais diferiu apenas na quantidade de extrato, em que foi utilizado 100
mL e no processo de extragéo, pois este teve andamento no mesmo dia da filtracdo. As amostras
filtradas foram imediatamente precipitadas em Metanol com Acetato de Amonio e deixadas

overnight para um melhor rendimento.

3.6.2 Extracgao de proteinas totais do proteoma

Foi utilizado para as amostras iniciais 500 mg de biomassa e para as amostras finais foi
utilizado + 1 mg (em triplicada). A biomassa colocada em um cadinho, macerada até po fino e
precipitados em acido tricloroacético (TCA) diluido em acetona a 10%, e deixados precipitando
por pelo menos 3 horas (ou overnight), apos este tempo colocar na centrifuga por 10 min, a 4
°C e 12.000 rpm (MECHIN et al., 2007), descartar o sobrenadante e lavar as amostras com 1
mL de acetona com B-mercaptoetanol, as amostra foram centrifugadas, o sobrenadante foi
descartado e seguiu-se com o método de extragdo fenol modificado (HURKMAN; TANAKA,
1986). Como realizado paras amostras do das proteinas extracelulares, diferindo apenas na

quantidade de lavagens finais, pois nao foi realizada a lavagem com etanol 70%.

3.7 QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS TOTAIS SOLUVEIS

Ap0s a extracao foi realizada a quantificagdo das proteinas solUveis totais pelo método
de Bradford (1976), utilizando o Coomassie Brilliant Blue G-250 como reagente de coloragio
e albumina de soro bovino (BSA) como soluc¢do padronizada, na concentracdo de 1,0 mg/mL-
1, para a producdo da curva padrdo. Para o branco foi utilizado 5uL do tampéo de solubilizacao
(uréia 7M, tiouréia 2M) e 2 mL do reagente de coloracdo. E para a quantificacdo das amostras,
foram utilizados 5 pL dos extratos proteicos e adicionado 2 mL do reagente de coloragdo. Os
padrdes e as amostras foram analisados em espectrofotdmetro de luz visivel (Biowave DNA —
Biochrom, Cambridge) a 595 nm. Aceitando como procedimento adequado, dados que geram

fungdo com correlagdo maior ou igual a 0,90 (y=a.x = b, R*> 0,95).


https://www.fciencias.com/2014/06/20/%CE%B2-mercaptoetanol/
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3.8 ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL (SDS-PAGE)

A eletroforese unidimensional foi realizada no Laboratério de Gendmica e Protedmica
de Plantas (LGPP), na Universidade Federal de Pernambuco. Apds a quantificacdo foi feito um
gel SDS-PAGE, para verificacdo da eficiéncia do método de extracdo e integridade das
amostras. Foi realizado com cuba de eletroforese vertical e suporte do gel de poliacrilamida a
12 % com 1,0 mm de espessura e dimensdes 20x20. Foi realizada o célculo concentracdo das
amostras com base na leitura pelo método de Bradford, para garantir que a corrida fosse igual
para todas as amostras, foi verificada a quantidade de amostra necessaria para 50 g
(equivalente a capacidade do poco do gel). As amostras foram adicionados iguais volumes de
tampé&o de amostra-SDS e posteriormente, carregadas no gel. As condi¢6es de corrida foram de
amperagem variada de 17 mA a 300 V por 15 minutos e mudando para 34 mA por 2 h e 30 min
e apods esse tempo a corrida foi sendo observada até o final. Utilizou-se marcador de baixo peso
molecular (LMW Calibration, GE Life Sciences).

3.9 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

3.9.1 Focalizacéo Isoelétrica (IEF) - 12 dimenséo

A eletroforese bidimensional foi realizada no Laboratério de Gendmica e Protedmica
de Plantas (LGPP), na Universidade Federal de Pernambuco. A IEF foi realizada em fitas
DryStrip (GE Life Sciences) de 13 cm e pH imobilizado de 4-7 ndo linear, para cada uma das
trés réplicas bioldgicas, as quais foram hidratadas com volume correspondente a 400 g de
proteinas dissolvidas em solucdo de ureia 7 M e tiouréia 2 M, CHAPS 2% (m/v), 19,4mM de
DTT, IPG buffer — pH 4-7 ndo linear 0,5 % (v/v) (GE Life Sciences) e azul de bromofenol
0,002% (m/v). Para hidratacdo completa as fitas foram incubas em IPG-Box (GE Life Sciences)
por cerca de 16h a temperatura ambiente (x 25°C). A focalizagdo foi realizada no aparelho
Ettan™ IPGphor 3 (GE Life Sciences) e conduzida a em quatro etapas nas seguintes condicoes:
i) 500 V, 1 h; ii) 800 V, 1 h; iii) 7.000 V; 1 h (gradiente); e iv) 2.200 V (constante).

Apbs a focalizagdo as fitas passaram por um processo de reducdo e alquilagéo, patra isto
as fitas foram imersas em tampao de equilibrio (Tris-HCI 75 mM (pH 8,8), solucdo de uréia —
6 M, glicerol 29,3 % (v/v), SDS 2 % (m/v) e azul de bromofenol 1%), em duas etapas. Na
primeira etapa, adicionou-se 0,19 de ditiotreitol (DTT) em 5,0 mL da solugéo, sendo submetido
a leve agitacdo por 30 minutos. Na segunda etapa, foi removida a solugcdo de DTT e adicionada

uma nova solucdo contendo 0,25g de iodoacetamida (IAA), adicionado em 5,0 mL de nova
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Solucéo de Equilibrio. E armazenadas em freezer -20 °C até a corrida do gel 2-DE.

3.9.2 2D-PAGE - 22 dimensao

Foram feitos géis 2D em cuba de eletroforese vertical e suporte do gel de poliacrilamida
12,5 %, com dimensdes 20x20. A Strip foi hidratada, equilibrada e colocada na parte superior
do gel de poliacrilamida e selada com uma camada de gel de agarose. A primeira etapa da foi
realizada com uma corrente constate de 300 V, 10 mA por 15 minutos, seguido de uma segunda

fase de 40 mA por 30 minutos e a terceira e Gltima fase de 50 mA até o final da corrida.

3.10 VISUALIZACAO DAS PROTEINAS

Apbs a eletroforese 1D e 2D e coloracdo, as proteinas foram visualizadas através do
método de Candiano et al. (2004) modificado. Os géis foram mergulhados em solu¢éo fixadora
(etanol 40%, acido acético 10%) por 1 hora sob agitacdo constante. Apds o descarte da solucéo
fixadora, adicionou-se a solucdo corante azul de Coomassie blue (G-250), os geis foram
deixados overnight na solucdo corante e descorado com 3 lavagens sucessivas em agua
destilada para retirada do excesso de corante e posteriormente mergulhado em solucéo aquosa
de &cido acético a 5% (solucdo descorante) até ser alcancado um gel transllcido e com
visualizagdo das bandas proteicas. Posteriormente foi digitalizado em scanner de transparéncia

ImageScanner Il (GE Life Sciences).

3.11 DIGITALIZACAO E OBTENCAO DAS IMAGENS

Apbs descoloracdo, os géis foram digitalizados no ImageScanner 111 (GE Life Sciences)
com uso do programa LabScan 6.0 (GE Life Sciences). Para a digitalizagdo foram utilizados os
seguintes parametros: modo de transparéncia, resolucéo de 300 dpi e filtro vermelho, ideal para
coloracdo de géis com Coomassie blue. Precedente a captura da imagem, foi realizada a
calibracéo do scanner, para qual foi utiliza fita de calibracdo Kodak 3, que apresenta valores de

densidade otica ou difusa definidos, seguindo os procedimentos recomendados pelo fabricante.

3.12 ANALISE DE IMAGENS

As imagens dos géis 1 D foram analisas como auxilio do software Gel analyzer, foram
abertas, selecionadas as colunas do marcador e das amostras, e detectadas as bandas. As bandas
do marcador receberam seus valores de peso molecular para calibragdo das amostras. As tabelas

geradas pelo software foram editadas no Excel, para a realizacdo da etapa de comparacéo das
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amostras, entre controle e estresse, levando em consideracdo os valores de peso molecular e 0
Raw, para obtencdo do Ratio e visualizacdo das bandas comuns significativas.

As imagens obtidas dos géis 2 D foram analisadas com o auxilio do software Image
Master 2D Platinum v7.0 (GE Life Sciences) e processadas no proprio programa, apos
realizacdo de ajustes quanto ao tamanho e reducdo de interferéncias de contrastes. As bandas
foram selecionadas ao de acordo com a escaneamento dos géis e analise pelo software Gel
analyser, de acordo com a visualizagédo e levando em conta a comparacéo entre os tratamentos

e a intensidade das bandas no gel.

3.13 DIGESTAO COM TRIPSINA

As bandas 36 bandas, diferenciais ou exclusivas entre tratamentos, foram escolhidas
para serem cortadas do gel, digeridas e identificadas. A digestdo foi realizada segundo
Shevchenko et al. (2007).

As bandas foram lavadas por 3x com com solucgéo de descoloragédo (25 mM bicarbonato
de aménio em 50% de acetonitrila, pH 8) e lavadas com agua Milli-Q. Logo apds as bandas
sofreram reducéo e alquilagédo. Inicialmente, os fragmentos foram reduzidos com 10 mM DTT
em 50 mM de bicarbonato de aménio, agitados em vdrtex e incubados por 1 hora a 56°C. O
excesso do liquido foi removido e substituido por solugdo 10 mM IAA em 55 mM de
bicarbonato de aménio e agitados em vortex. Em seguida, os fragmentos foram mantidos no
escuro por 45 min, a temperatura ambiente. O liquido excedente foi entdo removido, 0s
fragmentos lavados por 3 vezes com 25 mM bicarbonato de amdnio em 50% de acetonitrila,
pH 8) e por altimo com agua Milli-Q. Posteriormente, os fragmentos foram desidratados com
acetonitrila 100% e deixada por pelo menos 5 min, o0 excesso foi removido e as amostras foram
secas a vacuo (Speed-vac, Eppendorf), por 20 min.

Logo ap0s a essas etapas foram adicionados 10 pL de solucdo de tripsina (com 10-15
pug/mL bicarbonato de aménio) para digestdo das proteinas e incubadas a 4 °C por 10 min.
Depois da reidratacéo, foi adicionada solucao de bicarbonato de aménio 25 mM cobrindo todo
os fragmentos de gel, e a digestdo mantida a 37 °C por 16 h. Apos este periodo, foram
acrescentados a solugdo anterior 30-50 uL (até cobrir o fragmento de gel) de solugdo de
extracdo (5% de acido trifluoroacético (TFA) em 50% de acetonitrila), e agitados levemente
por 30 min a 37 °C. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo. A extragéo
das proteinas foi realizada duas vezes. O sobrenadante de cada spot foi concentrado em
concentrador a vacuo (Speed-vac, Eppendorf) e armazenado a -20°C até a realizacdo das

andlises por espectrometria de massas.
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2.14 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os espectros MS foram obtidos em espectrometro Autoflex 11l MALDI-ToF/ToF
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) disponibilizado pela Central Analitica do Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste, CETENE, Recife-PE. Foram aplicados 2 ul de solugéo
matiz (acido a-ciano-4-hidroxicindmico - Sigma/C8982) e 1 ul de amostra em uma placa de

MALDI. Os peptideos foram selecionados na faixa de massa de 800 a 3.500 Da.

2.15 BIOINFORMATICA

Para a analise de PMF, os espectros obtidos tiveram seus arquivos peaklist.xml
analisados no software Mascot (Matrix Science) usando o método PMF contra os bancos de
dados que estdo disponiveis na versao online do software (http://www.matrixscience.com). Os
parametros permitidos para as comparagdes foram estabelecidos da seguinte forma: 1) base de
dados: NCBlprot e SwissProt; 2) taxonomia: todos para fungos; 3) modificagéo fixa:
carbamidometil (C); 4) modificacdo variavel: oxidacao (M); e 5) tolerancia de: 0,1 - 1,2 Da ou
50, 100, 150, 200 ppm, Uniprot para ontologia genica. O software Panther foi utilizado para

separar as proteinas identificadas com base no seu processo biolégico.

3.16 TESTE DE MICOTOXINAS

As cepas de Aspergillus niger e A. oryzae foram cultivadas em frascos de Erlenmeyer
(250 mL) contendo 25 g de arroz branco esterilizado. Foi adicionado 10 mL de agua destilada
esterilizada e deixado por 15 min para humedecer o arroz. Cada frasco foi inoculado com 3
discos de 5 mm crescidas em meio &gar extrato de malte (MEA) e incubados a 25 °C no escuro
por 30 dias. A cada semana os frascos foram agitados a méo. Para extracdo das micotoxinas,
cada amostra foi colocada em cadinhos e macerados com 20 mL de acetonitrila/agua (84:16),
apos a maceracao foi adicionado mais 80 mL da solu¢do completando 100 mL. Em seguida 0s
frascos foram colocados em agitador orbital por duas horas e posteriormente os extratos foram
filtrados através de filtros de seringa de PTFE com poros de 0,45 um (Merck) e colocado em
frascos ambar de 1 mL de vidro de borosilicato (BARROS et al., 2012), identificados e
encaminhado para o CETENE, para analise de Fumonisina B1, Ocratoxina A e Aflatoxina B1,
por LC MS.
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4 RESULTADOS

4.1 LIOFILIZACAO E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O processo de liofilizagdo utilizado foi bastante eficiente, porém foi observado que
alguns liofilizados apresentaram uma camada brilhante na superficie e a presenca de bolha foi
observada em trés ampolas - o que pode ter ocorrido pelo descongelamento do contetdo d
ampola um pouco antes do processo de liofilizacdo ser iniciado pelo equipamento, sendo assim
descartadas da analise. Isso pode ter ocorrido devido ao tempo de congelamento insuficiente ou
ao tempo levado para o equipamento alcancar o vacuo necessario, fazendo com o conteido
destas ampolas tenha iniciado um processo de descongelamento e por isso houve o surgimento
de bolhas. Duas ampolas de cada cultura e tratamento (envelhecida e ndo envelhecida)
liofilizadas foram reativadas e cultivadas em meio agar extrato de malte (MEA), apresentaram

um bom crescimento dentro dos 5 dias de cultivo.

4.2 QUANTIFICACAO DE BIOMASSA

As culturas foram observadas quanto a producdo de biomassa em 24, 48 e 72 horas.
Ap0s 24 horas a quantidade de biomassa produzida para ambas culturas foi baixa, muitas vezes
a producdo foi inferior a 500 mg (minimo necessario para realizacdo das demais etapas do
processo). Ja com 48 e 72 horas a producdo foi suficiente e superior a quantidade minima
necessaria, ndo houve grande diferenca na quantidade de biomassa a produzida nesses tempos.

4.3 EXTRACAO DE PROTEINA EXTRACELULAR E INTRACELULAR DE
PROTEINAS TOTAIS

Os Protocolos usados para a prospeccdo das proteinas intra- e extracelulares foi
considerado satisfatorio por conseguir capta-las no meio de cultura e na biomassa. Além disso,
foi observado um maior acumulo de proteinas no meio contendo 2% de Tween 80
possivelmente pela presenca do dispersante ajudar na liberacéo delas. O meio foi escolhido por
ser muito utilizado no crescimento de culturas de Aspergillus e o Tween 80 foi adicionado com

0 intuito de auxiliar na liberacdo das proteinas.

4.4 ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL (SDS-PAGE)

Os géis obtidos e escaneados, permitiram a visualizacdo de bandas correspondentes a
grupos proteicos, comprovando assim, a eficiéncia do protocolo escolhido. As bandas presentes

nos geéis de cada corrida exibiram contrastes, apresentando a ocorréncia de bandas exclusivas
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e/ou diferencialmente expressas, mostrando também que os ensaios microbiol6gicos foram
satisfatorios quanto a producdo, liberacdo de proteinas e adaptacdo ao meio.

Em todos os géis, das proteinas intra- e extracelulares, de Aspergillus niger (fig. 1 e fig.
2) e Aspergillus oryzae (fig. 3 e fig. 4), apresentam diferencas visiveis entre as amostras do
controle (sem envelhecimento acelerado de vida util) e estresse (com envelhecimento acelerado
de vida util), de todos os tratamentos. E nitida a presenca de bandas comuns, exclusivas e/ou
diferencialmente expressas, podendo representar alteracdo fenotipica entre as amostras
liofilizadas as quais foram submetidas a um longo periodo de armazenamento (envelhecimento

acelerado de vida util).

Figura 1- Gel unidimensional SDS-PAGE das amostras de proteinas intracelulares de
Aspergillus niger, controle (sem envelhecimento acelerado de vida Util) e estresse (envelhecidas
as 40 °C por 15 dias), crescidas nos meios Extrato de Malte (EM) e Extrato de Malte com 2%
de Tween 80 (EM + T80)
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Figura 2- Gel unidimensional SDS-PAGE das amostras de proteinas extracelulares de
Aspergillus niger, controle (sem envelhecimento acelerado de vida Util) e estresse (envelhecidas
as 40 °C por 15 dias), crescidas nos meios Extrato de Malte (EM) e Extrato de Malte com 2%
de Tween 80 (EM + T80)
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Figura 3- Gel unidimensional SDS-PAGE das amostras das proteinas intracelulares de
Aspergillus oryzae, controle (sem envelhecimento acelerado de vida util) e estresse
(envelhecidas as 40 °C por 15 dias), crescidas nos meios Extrato de Malte (EM) e Extrato de
Malte com 2% de Tween 80 (EM + T80)
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Figura 4- Gel unidimensional SDS-PAGE das amostras de proteinas extracelulares de
Aspergillus oryzae, controle (sem envelhecimento acelerado de vida util) e estresse
(envelhecidas as 40 °C por 15 dias), crescidas nos meios Extrato de Malte (EM) e Extrato de
Malte com 2% de Tween 80 (EM + T80)
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4.5 ANALISE DE IMAGENS

4.5.1 Analises das imagens dos géis 1-D (SDS)

Quando verificadas todas as comparacdes feitas entre o controle e estresse nos diferentes
tempos de crescimento fungico, de ambos os fungos, pode-se observar diferencas na auséncia
de algumas bandas e acimulo de outras, evidenciado nas figuras 1, 2, 3 e 4.

Ao analisar as imagens dos géis pelo software Gel Analyser, foram observadas estas
diferencas entre os tratamentos. Ao comparamos 0s tempos (24, 48 e 72 horas) para as amostras
das proteinas intracelulares de Aspergllus niger em meio Malte, podemos observar que em 24

horas a diferenca entre o controle e o estresse, foi pouca quanto a quantidade de bandas
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detectadas no gel, sendo 35 para o controle e 36 para o estresse. No tempo de 48 horas do
mesmo tratamento, foi observado um aumento no nimero de bandas para 45 no controle e 49
no estresse. E as 72 horas foi observada ainda um aumento do nimero de bandas do controle,
para 49 e a diminuicdo no estresse para 35.

Ja para as proteinas extracelulares de A. niger do tratamento com meio Extrato de Malte
as 24 horas apresentou um total de 15 bandas para o controle e 11 para o estresse. As 48 horas
houve um aumento no nimero de bandas para 25 do controle e 19 do estresse. As 72 horas 0
namero de bandas do controle caiu para 21 e o estresse permaneceu 19.

Para as amostras do tratamento das proteinas intracelulares de A. niger com meio Malte
acrescido de 2% de Tween 80, podemos observar no tempo de 24 horas um valor proximo entre
o0 controle e o estresse, 42 e 40 respectivamente. As 48 horas o nimero de bandas diminuiu para
35 do controle e 32 do estresse. As 72 horas houve mais decréscimo no nimero de bandas para
34 do controle e 26 para o estresse.

Para as amostras das proteinas intracelulares de A. niger, no tratamento com meio
Extrato de Malte com 2% de Tween 80 as 24 horas foi obtido um total de 22 bandas para o
controle e 26 bandas para o estresse. As 48 horas apresentou 24 bandas do controle e 18 para o
estresse. As 72 horas houve um decréscimo para obteve 21 bandas para o controle e 0 estresse
continuou com 18.

A mesma analise foi realizada para as das proteinas intracelulares de Aspergillus oryzae,
no tratamento com meio Extrato de Malte as 24 horas foi observado 44 bandas para o controle
e 52 para o estresse. As 48 horas o numero de bandas diminuiu para 40 do controle e aumentou
para 57 no estresse. As 72 horas o0 nimero de bandas aumentou novamente para 48 do controle
e diminuiu para 45 do estresse.

Para as amostras das proteinas extracelulares de A. oryzae do tratamento com meio
Extrato de Malte, as 24 horas apresentou 9 bandas para o controle e 12 para o estresse. As 48
horas apresentou um aumento no nidmero de bandas para 16 do controle e 21 do estresse. As 72
horas apresentou um aumento no nimero de bandas do controle para 21 e uma diminuicéo das
bandas do estresse para 19.

Para as amostras das proteinas intracelulares de A. oryzae com meio Extrato de Malte
acrescido de 2% de Tween 80. As 24 horas néo foi feita a analise, pois uma das amostras ndo
teve uma quantificacdo suficiente para ser colocada no gel, porém no estresse apresentou um
total de 46 bandas. As 48 horas apresentou um valor de 46 bandas para o controle e 56 para o

estresse. As 72 horas apresentou um numero de 48 bandas para o controle e 41 para o estresse.
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Para as amostras das proteinas extracelulares de A. oryzae do tratamento com meio
Extrato de Malte com 2% de Tween 80. As 24 horas apresentou 7 bandas para o controle e 16
para o estresse. As 48 horas houve um aumento do niumero de bandas para 21 do controle e 17
do estresse. As 72 horas apresentou um aumento na quantidade de bandas do controle para 24
e 23 no estresse.

Dentre estas bandas, foram escolhidas 70 com base na presencga/auséncia e no actimulo
gue estas apresentavam entre os tratamentos controle e estresse (24, 48 e 72 horas para ambos
os fungos). Estas 70 proteinas foram digeridas, contudo, apenas 36 foram levadas para serem
identificadas por espectrometria de massas e apenas 11 apresentaram score acima de 51
(minimo necessario para a estimativa ser significante na identificacdo das proteinas segundo o
Mascot).

Em especial para os tratamentos contendo Tween 80 foi observado, principalmente para
as amostras de proteinas extracelulares, um aumento na quantidade de proteinas extraidas.

Indicando que este auxiliou na liberacdo destas proteinas para 0 meio.

4.5.2 Analises das imagens dos géis 2D

O 2D das amostras de Aspergillus oryzae em meio Extrato de Malte com 2% de Tween
80 crescidas por 48 horas mostrou uma diferenca na expressao da proteina entre as amostras
com e sem envelhecimento acelerado (Figuras 5 e 6). Apds as andlises, foi observado que as
réplicas dos géis do mesmo tratamento apresentaram similaridade significativa de com média
de coeficiente de correlagdo de 0,9135 entre as réplicas 41 e 40 controles; 0,9157 entre as
réplicas 41 e 42. Nas réplicas do estresse a correlacdo foi de 0,9511 entre 45 e 43; e entre 45 e
44 foi de 0,9456. Esta correlacdo entre réplicas permitiu as analises dos spots.

A eletroforese 2D permitiu a deteccdo total de 1.412 spots nas amostras de réplicas
técnicas das duas comparacGes realizadas, com peso molecular entre 14, e 97 KDa e um pl
variando de 4 a 7. No entanto os pontos muito fracos foram ignorados, assim como também
machas com formas indefinidas e areas onde a eletroforese causou irregularidade no local.

Na amostra induzida pelo envelhecimento acelerado, foram encontrados um valor
médio entre a triplicata dos géis de 279 spots de proteina totais, enquanto na amostra sem
envelhecimento acelerado, foi detectado um nimero menor, 191 spots de proteinas foram

detectados.
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Figura 5- Imagem do gel 2D com localizagdo de spots utilizando extrato de proteinas totais
intracelulares do isolado de A. oryzae, amostra controle. Em vermelho estdo evidenciados 0s
spots totais decotados pelo programa e em verde sdo destacados os spots significativos de
acordo com a analise do programa.
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Figura 6- Imagem do gel 2D com localizagdo de spots utilizando extrato de proteinas totais
intracelulares do isolado de A. oryzae, amostra estresse. Em vermelho estdo evidenciados 0s
spots totais decotados pelo programa e em verde sdo destacados os spots significativos de
acordo com a analise do programa.
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4.6 EXCISAO E IDENTIFICACAO DAS BANDAS

Das bandas que foram selecionadas e excisadas de cada tratamento submetido o
Aspergillus niger e Aspergillus oryzae, total de 11 bandas, foram identificadas pela
espectrometria de massa (tabela 7). Para elucidacdo das possiveis mudancas geradas pelo

estresse ao qual os fungos foram submetidos.
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Tabela 7- Resumo das principais caracteristicas das proteinas identificadas pelo Mascot e

anotadas atraves do UniprotKB

Banda Tratamento Acesso Score Nome Funcéo P_roc;esfso Localizagdo
ID Biologico Celular
Extrato de Malte Fator
Controle 24h RRF2M_ . Atividade do Biossintese A
2 A. niger VANPO 52 I!berador de GTPase de Proteinas Mitocondria
ribossomo 2
Extrato de Malte Ubiquitina Via de
4 Controle 24h UBP16_ 58 hidrolase Atividade coniuaacio Ncleo ou
A. niger SCHPO carboxi- Catalitica Jugag Nucléolo
. Ubl
terminal 16
Extrato de Malte Ribose-5- Processo
5 Controle 24h RPIA 53 fosfato Atividade biosintético Citoolasma
A. niger LODEL . Catalitica de P
isomerase L
piridoxina
Extrato de Malte Proteina Desenvolvimento Esporulacéo,
Controle 24h SPS1 especifica formagéo Nucleo ou
7 - 53 da Parede do .
A. niger YEAST para E dos citoplasma
x Sporo y
esporulacgdo 1 ascosporos
Extrato de Malte Ubiquitina Via de
8 Estresse 24h UBP16_ 73 hidrolase Atividade coniugacio Nucleo ou
A. niger SCHPO carboxi- Catalitica JUgag Nucléolo
. Ubl
terminal 16
Extrato de Malte Monoxigenase
9 Es’to\ref]siele4h Egﬁ% 51 dependente de  Ligacdo de FAD  Viruléncia Membrana
-y FAD BOAS
Extrato de Malte + Ubiquitina
14 E;\r/\é‘zgg fg h UBP16_ 55 hidrolase Atividade cor\1/'lua geao Ncleo ou
: SCHPO carboxi- Catalitica Jugag Nucléolo
A. niger . Ubl
terminal 16
Extrato de Malte
Controle 24h EDE1_ Endocitose e Ligacdo de ions . .
24 A. oryzae YEAST 51 dominio EH 1 de célcio Endocitose  Citoplasma
Extrato de Malte + Subunidade 3
Tween 80 do fator de . -
28 Controle 48h EIFSG_ 54 iniciacdo de Athld.ad_e.do~ B|ossmt,ese Citoplasma
ASPCL ~ fator de iniciacdo  de Proteinas
A. oryzae traducéo
eucaridtica G
Extrato de Malte + Ubiquitina Via  de
UBP16_ hidrolase Atividade coniugacio Nucleo ou
29 COAnt;?IiJGZh SCHPO 53 carboxi- Catalitica JHgas Nucléolo
- oy terminal 16 Ubl
Extrato de Malte + Ubiquitina Via de
30 Tween 80 UBP16_ 57 hidrolase Atividade coniuaacio Nucleo ou
Estresse 24h SCHPO carboxi- Catalitica Jugag Nucléolo
. Ubl
A. oryzae terminal 16
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4.7 TESTE DE MICOTOXINAS

Para as micotoxinas avaliadas o resultado foi negativo, as cepas utilizadas nao produzem
Fumonisina B1, Ocratoxina A ou Aflatoxina B1.

Figura 7- Cromatograma da analise de micotoxina de Aspergillus niger
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O espectro preto indica a Fumonisina B1 que tem como peso molecular 721.3885 Da e Tempe de Retencéo (TR)
em 5.71; o espectro roxo indica a Ocratoxina A que tem como peso molecular 403.0823 Da e RT em 9.48; e 0
espectro verde indica a Aflatoxina B1 que tem como peso molecular 312.0634 Da e RT em 8.2
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Figura 8- Cromatograma da analise de micotoxina de Aspergillus oryzae
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O espectro preto indica a Fumonisina B1 que tem como peso molecular 721.3885 Da e Tempe de Retencéo (TR)
em 5.71; o espectro roxo indica a Ocratoxina A gque tem como peso molecular 403.0823 Da e RT em 9.48; e 0
espectro verde indica a Aflatoxina B1 que tem como peso molecular 312.0634 Da e RT em 8.2
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5 DISCUSSAO

A preservacdo destas espécies de Aspergillus é de grande relevancia devido a este
género de fungos representa uma fonte importante para varias aplicacdes biotecnolégicas (por
exemplo, na producdo de enzimas e &cidos organicos), que requer a manutencdo de suas
propriedades fisioldgicas e genéticas, necessitando para isto de métodos de preservacdo que
garantam tais caracteristicas. Contudo, sabe-se que nenhum método de preservagdo garante a
estabilidade fisioldgica e genética total de um individuo (SIMOES et al., 2013). No caso da
liofilizacdo, exige agentes de protecao para prevenir ou reduzir efeitos adversos que possam ser
causados durante processo e no armazenamento a longo prazo.

Quanto ao processo de liofilizagao foi observado que os fungos se mantiveram viaveis
apos processo e durante todos os periodos de estocagem, tanto as ampolas que ficaram
armazenadas a 4 °C quanto as que foram submetidas ao envelhecimento acelerado as 40 °C
graus por 15 dias, comprovando assim que fungos sobreviveram tanto em baixas como em
temperaturas ambientes por mais 90 dias. Tal resultado se assemelha ao obtido por Garcia
(2007), a qual avaliou a sobrevivéncia e manutencdo da atividade nematofagica do
fungo Arthrobotrys musiformis submetido a liofilizacéo.

Avaliacdo da expressdo de proteinas intra- e extracelulares de Aspergillus niger e A.
oryzae pds-preservacao mostrou que a liofilizacdo, o meio de cultura, o tempo e a temperatura
induzem a mudangas no acumulo proteico, 0 que estd evidenciado nas imagens dos géis SDS-
PAGE e que foi confirmado para A. oryzae com a analise do gel 2D. Poucos estudos foram
realizados no que diz respeito a avaliacdo do efeito da liofilizacdo em funcdo do tempo sobre a
estabilidade genética e fenotipica dos fungos utilizando ferramentas de analises protedmicas
(SIMOES et al., 2013, RODRIGUEZ et al., 2019) e a maioria deles se concentra em caracteres
morfologicos, fisiologicos e de viabilidade (ASHCAR, 1973; BERNY; HENNERBERT, 1991,
SANTOS et al., 2002; VOYRON et al., 2009; SOTO et al., 2017; RODRIGUEZ et al., 2019).
Berny; Hennerbert (1991) que avaliaram a viabilidade e estabilidade de leveduras e fungos
filamentosos apds a liofilizacdo de acordo com a producdo de conidios (contar o nimero de
conidios germinando e ndo germinando ou o0 numero de células brotando e ndo brotando antes
e depois tratamento).

No trabalho de Rodriguez et al. (2019), com doze cepas de Aspergillus secdo Nigri, foi
evidenciado que as cepas analisadas ndo perderam seu potencial biotecnoldgico na producéo
enzimatica ap6s o armazenamento acelerado. Além disso, também verificaram que ndo houve

diferencas substanciais nas caracteristicas morfologicas (macro e micro), apresentando
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setorizagcdo, em poucas, a qual foi relacionada ao estresse induzido pela preservagéo,
assemelhando-se aos dados obtidos por Soto et al. (2017). Entretanto, as analises de impressado
digital (fingerprint) foram diferentes, de acordo com Rodriguez et al. (2019), foram constatadas
diferencas nos dados espectrais dos fungos apos a preservacgdo e envelhecimento evidenciando
0 baixo impacto que a preservacao e 0 armazenamento a longo prazo podem ter nessas proteinas
alvo, eles observaram também um aumento na atividade enzimatica das culturas,
principalmente quando comparadas as recem liofilizadas com as submetidas ao armazenamento
acelerado.

Contudo, Soto et al. (2017) observaram diferentes impressdes digitais de DNA,
indicando a preservacdo de cepas fungicas por liofilizacdo, em um longo periodo , pode afetar
0 desempenho biotecnoldgico dos fungos. Tais resultados se assemelham aos obtidos no
presente estudo, pois evidenciam diferencas a nivel proteico das cepas analisada, apesar de
muitas vezes estas diferencas ndo serem substanciais, mostrando a necessidade de posterior
complementacdo dos resultados obtidos, como a identificacdodas proteinas dos géis 2D, para
confirmacéo e verificacdo das alteracdes observadas nas analises 1 e 2D da presente pesquisa.
Estes resultados enfatizam tambeém a importancia do presente estudo para o entendimento da
relacdo da liofilizacdo em funcdo do tempo nas caracteristicas dos fungos filamentosos.

Tal resultado pode ser considerado como semelhante ao obtido no presente estudo, pois
foram evidenciadas diferencas na pressdo de proteinas apesentadas no gel 1D, tanto para as
intracelulares quanto para as extracelulares. Ashcar (1973), avaliou o fungo Microsporum canis
preservado por liofilizagdo por 20 anos, e ndo observou diferengas quanto as estruturas
morfoldgicas deste microrganismo, antes e pds preservacao por 20 anos, 0 que apesar de ter
sido avaliado por caracteres morfoldgicos é oposto aos resultados obtidos no presente estudo,
pois foram observadas diferencas significativas, de expressdo proteica, nas cepas estudadas.

Algumas proteinas dos géis 1D puderam ser identificadas, dentre elas: a SPS1_YEAST,
a qual esté diretamente relacionada ao metabolismo basal dos fungos, associada a formacao da
parede dos esporos. Foram identificadas mais proteinas UBP16_SCHPO nas amostras
submetidas ao armazenamento acelerado que nas do controle, a qual e esta diretamente
relacionada a atividade catalitica, podendo assim esta associada ao estresse ao qual as cepas
foram submetidas.

Quanto a producdo de micotoxinas avaliadas paras as duas espécies estudadas, como
esperado o fungo Aspergillus oryzae néo produziu nenhuma das micotoxinas avaliadas, por ser
considerada como ndo micotoxigénica, como relatado em inimeros estudos Barbesgaard et al.
(1991); Udatha et al. (2015); Frisvad et al. (2019).
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De acordo com a metodologia utilizada para extragdo de micotoxinas, a cepa de
Aspergillus niger também n&o produziu nenhuma das micotoxinas avaliadas, o que ja havia
sido confirmado no trabalho de Maciel et al. (2013), em que foi avaliada a producédo de
Ocratoxina A e Fumonisina B2, para a cepa URM 5162. Porém, alguns estudos com outras
cepas destas mesmas espécies tém sido relatados como produtoras ou potenciais produtoras de
micotoxinas como a Octatoxina A (ABARCA et al., 1994; SAMSON et al. 2007; FRISVAD et
al., 2007;2011; HONG et al. 2013; VARGA et al., 2015; GIL-SERNA et al., 2019).
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6 CONCLUSOES

Conclui-se que os protocolos utilizados foram efetivos na extragcdo de proteinas totais
do proteoma e do secretoma dos fungos estudados; o meio de cultura adicionado de 2% de
Tween 80 foi mais efetivo na extracédo das proteinas presentes no meio de cultura utilizado para
o crescimento flngico; houve diferenca entre os liofilizados submetidos ao envelhecimento
acelerado com relacdo aqueles que ndo foram submetidos, tanto na anélise 1D quanto na anélise
2D. Contudo, apenas com os resultados obtidos de identificacdo das proteinas dos géis 1D, ndo
foi possivel concluir se a liofilizacdo pode ou nédo ser considerada uma técnica de exceléncia
para ser utilizada na manutencdo das caracteristicas fenotipicas e genotipicas de fungos

filamentosos por um longo periodo.
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