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Resumo

Paecilomyces variotii Bainier € um fungo saprobio, isolado do solo de diversos
substratos das regides aridas e quentes, sendo um dos primeiros organismos a colonizar o
solo e sua participacdo é observada em processos de compostagem. Atua na deterioracao de
varios substratos, na producdo de acidos e antibidticos, além de proteinas Uteis na
alimentagdo. Capaz de produzir doencas por ser oportunista, P. variotii vém preocupando
devido aos problemas que causa aos imunodeprimidos, apresentando resisténcia para
alguns antibioticos. Pouco se conhece sobre a genética deste fungo. O emprego de
marcadores moleculares constitui uma importante ferramenta no estudo da variabilidade
genética de um fungo anamorfo, pois auxilia na caracterizacdo e selecdo de linhagens,
permitindo a inclusdo dessas em processos de melhoramento genético de espécies flngicas.
O objetivo deste trabalho foi submeter dez linhagens de P. variotii de regides, décadas de
preservacdo e substratos diferentes a técnica RAPD para andlise de sua variabilidade

genética.
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1- Introducao.

Nas Gltimas décadas, o aumento de relatos sobre infeccbes ou contaminacgdes
causadas por Paecilomyces variotii Bainier, vém causando preocupac¢des ao homem (Uys et
al 1963; Silver et al. 1971; Thompson et al. 1988; Shing et al. 1996; Aguilar et al. 1998).
Este receio se deve a patogenicidade de P. variotii em individuos imunodeprimidos, os
quais, por sua debilidade, ja sdo acometidos por outros fungos como Aspergillus sp.,
Candida sp., entre outros (Lee et al. 2002).

As pesquisas indicam que P. variotii ndo é capaz de invadir tecidos integros (no
homem e animais) e iniciar um processo inflamatério, necessitando de uma lesdo para sua
instalacdo e inicio da infeccdo (Naidu et al. 1992; Marzec et al. 1993). Apesar de nédo
possuir poder invasivo, a capacidade de resisténcia do fungo a resposta do organismo,
parece ser grande. Alguns pacientes desenvolvem um quadro clinico sintomatico meses
apos a contaminacdo (Uys et al 1963; Silver et al. 1971).

Anfotericina B é o antibidtico mais utilizado contra P. variotii, porém, algumas
linhagens apresentam respostas diferentes a anfotericina B, bem como, a outros
antibidticos. As respostas in vitro e in vivo nem sempre sdo iguais e isto poderia estar
relacionado a linhagem isolada (Aguilar et al. 1998). Pouco se sabe sobre a diversidade das
linhagens de P. variotii, visto que, o ciclo parassexual e a reproducdo sexuada ainda nédo
foram detectados nesta espécie.

Nos organismos em geral, as diferencas refletem o que se chama de variabilidade
genética e sdo principalmente causadas por mutacfes e recombinacBes (Azevedo, 1985;
1998). O numero limitado de caracteres morfoldgicos e a influéncia de fatores ambientais
sobre eles, tornam a discriminacdo morfolégica de linhagens bastante restrita. Contudo,
uma das formas de se avaliar esta diferenca é através da genética, por meio de marcadores
moleculares. Dentre estes cita-se a técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
que utiliza principios da PCR (Polymerase Chain Reaction) para demonstrar a variabilidade
genetica entre as linhagens de uma mesma espécie. Isto é observado através da presenca ou
auséncia de bandas de DNA detectadas através de gel de agarose (Ferreira & Grattapaglia
1996).
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Este trabalho tem como objetivo avaliar a variabilidade genética de dez linhagens de
P. variotii oriundas de regibes e substratos diferentes e com tempos diferentes de

estocagem, utilizando a técnica da RAPD.
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2- Revisao da Literatura.

2.1- Paecilomyces variotii: importancia para 0 homem.

Paecilomyces variotii foi primeiramente descrito em 1907 por Bainier. Apresenta
coldnia de aspecto pulverulento (Figura.01) podendo ser flocosa ou funiculosa, com
coloracdo variando do oliva ao amarelo-castanho. Durante o desenvolvimento do ciclo
biologico apresenta clamidosporos, que sdo considerados estruturas de resisténcia, de
insercdo terminal (Figura.02) e insercdo intercalar (Figura.03). Os conidiéforos (Figura.04)
estdo arranjados em ramos verticilados ou irregulares, comportando fialides (15 — 20 pum);
as quais, possuem uma porc¢do basal cilindrica ou elipsoidal que abruptamente termina em
um longo pescoco cilindrico. Os conidios (5 - 7 x 2,5 — 3 um) (Figura.05) s&o subglobosos

ou elipsoidais de coloragéo castanho-amarela (Samson, 1974; Onions et al. 1981).

-
Figura.01. Col6nias de P. variotii. Figura.02. Clamidosporo de insercéao

(A) Linhagem 107. (B) Linhagem 1879 terminal. Linhagem 107. 640x.
(C) Linhagem 2402.

P. variotii € um fungo filamentoso, classificado artificialmente segundo
Alexopoulos & Mims (1979) dentro da Subdivisdo Deuteromycotina, classe
Hyphomycetes, Ordem Moniliales, familia Moniliaceae, Género Paecilomyces, espécie P.
variotii. O fungo que apresenta somente a fase assexuada ou corresponde a fase assexuada

de um holomorfo (fungo que apresenta durante o ciclo de vida uma fase assexuada e outra
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sexuada), atualmente é considerado um anamorfo (fungo que s6 apresenta a fase assexuada)
(Kendrick, 1992).

Figura.03. Clamidosporo de insercao Figura.04. Conidioforo de Paecilomy-
intercalar. Linhagem 107. 640x. ces variotii. (a) Fialide. (b) Conidio.
Linhagem 1879. 640x.

Figura.05. Conidios elipsoides produzi-

dos em cadeia de Paecilomyces variotii.
Linhagem 1879. 640x.

P. variotii ocorre em regides de clima quente e arido, sendo isolado em solos de
florestas, salino, agua do mar, compostagem, entre outros. Predominantemente habitante do
solo, P. variotii pode agir na deterioracdo de alimentos, papel fotografico, borracha
sintética, tintas, solu¢fes quimicas, entre outros (Samson. 1974 ; Domsch et al. 1980).

Sua importancia econdmica vai desde a producdo de antibidticos até o

acometimento de alguns pacientes devido ao seu carater oportunista. O antibiotico variotina
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foi isolado por Takeuchi et al. (1959) de P. variotii var. antibioticus (5201), e tem a
capacidade de inibir fungos como Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum,
Cryptococcus e Blastomyces. A acdo da variotina também foi estudada em fungos
fitopatogénicos, sendo o0s mais sensiveis 0s géneros Giberella, Colletotrichum e
Ophiobolus. Variotina ndo possui acdo bactericida ou contra leveduras e apresenta baixa
toxicidade quando testada em ratos.

Nakajima et al. (1991) utilizando processos fermentativos com o fungo P. variotii
Sank 21086, identificaram um herbicida (cornexistina) com acdo pds-emergente para
algumas monocotileddneas e dicotiledoneas.

P. variotii ATCC 74097 = MF 5537 pode produzir as esfingofunginas E e F que
constituem novas estruturas da familia das esfingofunginas, capazes de inibir a enzima
serinapalmitoil transferase (primeira a atuar na via de formagédo dos esfingolipideos). O
efeito inibitorio foi demonstrado pelo ndo crescimento de algumas col6nias fungicas de
Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Ceratocystis ulmi e Alternaria solani. Em
bactérias este efeito ndo é observado devido ao fato das mesmas ndo apresentarem sintese
de esfingolipideos (Horn et al. 1992).

Ling et al. (1978) observaram que a produc¢édo do acido 1-trans-2,3-epoxisuccinico e
do &cido succinico por P. variotii NRRL 1123 esté relacionada com as concentracdes de
cobre (Cu?") e ferro (Fe**) no meio de cultura. Este composto hidratado ao &cido meso-
tartarico, pode ser empregado na producdo de tintas para pintura em resina acrilica e em
detergentes.

A producdo de compostos organicos microbianos volateis (MVVOC — Microbial
Volatile Organic Compounds) por P. variotii pode afetar a salde humana causando
letargias, dores de cabeca, irritacbes dos olhos, mucosas nasais e garganta. Pode ainda
promover, informacgdes sobre a natureza da comunidade microbiana do solo e servir como
marcadores espécie-especificos. Porém, é certo que alguns substratos em decomposicao,
podem liberar compostos idénticos aos MVOC. Apesar da necessidade de maiores
pesquisas, as linhagens de P. variotii 592.97 e 593.97 coletadas em industrias de
compostagem, foram estudadas quanto a producdo desses compostos. Os resultados
confirmaram a producdo de éter (2-3-5-trimetilfuran), alcool {3-metil-1-butanol

(isopentanol), 2-metil-1-butanol , 2-metil-1-propanol(isobutanol)}, alceno (3,5,7-trimetil-



Bezerra, S.A. Uso de Marcadores RAPD ... 6

2E,AE,6E,8E-decatetraeno, 2-metil-2,4-hexadieno) e os terpenos (x-cardieno, 6-4-careno, 2-
isopropenil-2-careno-like, a-chamigreno-like, germacreno B, +a-longipineno, o-ionol-like,
megastigma-4,6(E),8(2)-trieno, megastrigma-4,6(E),8(Z)-trieno-like, mirceno, neo-allo-
ocimeno, B-felandreno, a-felandreno, a-terpineno e um terpeno desconhecido). Dentre 0s
compostos encontrados, 0s terpenos &-4-careno, megastigma-4,6(E),8(Z)-trieno, neo-allo-
ocimeno e B-felandreno foram especificos para P. variotii quando comparados com outras
espécies, podendo ser til na identificacdo deste fungo (Fischer et al. 1999).

Udall et al. (1984) analisaram a tolerancia e os valores nutricionais de uma proteina
(Pekilo) extraida de P. variotii, e sugeriram que a mesma, pode ser bem tolerada e utilizada
como complemento alimentar, caso sejam reduzidas as quantidades de acidos nucléicos no
processo de obtencdo da proteina.

Doencas no homem e nos animais provocadas por P. variotii também foram
relatadas (Samson. 1974 ; Domsch et al. 1980). A literatura cita o caso de uma mulher de
22 anos que faleceu 13 meses ap0Os corre¢do de uma incompeténcia pds-reumatica da
valvula mitral. A paciente desenvolveu sinais de endocardite e 7 meses apds a operagdo
faleceu. Cultura de sangue (retirada antes do falecimento) constatou a presenga de P.
variotii. Apesar de ter sido tratada com o antibiotico micostatim e do retorno da sua
temperatura a normalidade, as condi¢cbes gerais permaneceram (pirexia, resposta
inflamatoria cronica e células de Langerhan gigantes) (Uys et al. 1963).

Um outro caso de endocardite em decorréncia de infec¢do causada por P. variotii,
ocorreu em um paciente submetido a uma cirurgia da valvula aortica. A administracdo dos
antibidticos penicilina, estreptomicina e ampicilina (esta ultima intravenosa) ndo foram
suficientes para a sua eliminacdo. As culturas de sangue foram negativas e a identificacdo
do fungo sé foi possivel devido a retirada do implante cirdrgico e dos émbolos formados
(Silver et al. 1971).

Colonizacdo e obstru¢do do dreno do fluido cérebro-espinal por P. variotii foi
relatado por Fagerburg et al. (1981) em uma mulher de 57 anos. Ao demonstrar
hidrocefalia persistente, a paciente foi submetida ao tratamento com anfotericina B ap6s a
remogdo do dreno. A administracdo de antibiGticos intravenosos e dexametasona, ndo

surtiram efeito e a paciente faleceu apds o décimo quinto dia do pés-operatorio.
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Naidu & Singh (1992), constataram a presenca de hialohifomicose causada por P.
variotii em um homem de 25 anos. Estudos com ratos albinos, demonstraram a preferéncia
da pele e do figado para ratos normais e imunodeprimidos e do coracdo e pulméao somente
para os imunodeprimidos. Testes in vitro revelaram que o isolado ndo foi inibido por
anfotericina B, mas, houve bons resultados com 5-fluorocitosina, oxiconazole, amorolfina e
cetoconazole. Hialohifomicose causada por P. variotii, também foi descrita em uma mulher
de 31 anos submetida a cesariana (Athar et al. 1996). Exames de ultrasonografia, revelaram
a presenca de uma massa complexa (micélio fungico) e fluido na pélvis e abdémen. A
melhora da paciente, so foi possivel ap6s a aspiracdo do material encontrado.

Quatro pacientes com deficiéncia renal, submetidos a dialise peritoneal ambulatorial
continua (CAPD — Continuous Ambulatory Peritoneal Dialysis) apresentaram peritonites
em decorréncia de infeccdo causada por P. variotii. Peritonites também podem ser causadas
por bactérias, mas, o risco a saude do paciente € maior quando causada por fungo. Isto
decorre do fato de que em situacfes onde a causa seja fungica, adesBGes peritoneais,
abcessos e peritonite esclerdsica progressiva podem ser formadas. Nos quatro pacientes,
foram administrados anfotericina B (intravenosa) ou cetoconazole (oral), os catéteres de
Tecnckhoff foram retirados e a hemodiélise iniciada (Marzec et al 1993). Peritonite
também foi observada em um paciente (Rinaldi et al. 2000) submetido a dialise peritoneal.
O tratamento ocorreu com administraces intraperitoneais e orais de fluconazole sem a
remocao do cateter peritoneal.

Outras infecgdes causadas por P. variotii foram descritas por Shing et al. (1996) em
um paciente com transplante de medula, o qual, teve o cateter venoso removido e
tratamento intravenoso com anfotericina B e itraconazole oral, visto que, as medidas
profilaticas com fluconazole ndo funcionaram. Byrd et al. (1992) reportaram infec¢do
pulmonar por P. variotii em um paciente com diabetes mellitus. O tratamento com
cetoconazole ndo surtiu efeito, sendo necessaria a administracao intravenosa de anfotericina
B. Thompson et al. (1988) detectaram P. variotii como o agente etioldgico de sinusite
esfenoidal em um paciente. Apesar de ndo ocorrer com freqliéncia, a sinusite esfenoidal,
quando originada por fungo, é sujeita a cirurgia. Lam et al. (1999) relataram endofitalmite
causada por P. variotii, enquanto que Dhindsa et al. (1995) descreveram otorreia,

perfuracdo da membrana timpanica e granulagdo das células do lado esquerdo da cavidade
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mastoide, causada por um agregado de massas e células livres do mesmo fungo. A terapia
consistiu na administracdo de cetoconazole. Contaminacdo de implantes salinos para 0s
seios, foram demonstrados por Young et al. (1995), em um paciente, 14 meses apés a
cirurgia. P. variotii, foi o fungo responsavel pela contracdo capsular do implante e
possivelmente sua contaminacgdo tenha ocorrido devido a exposi¢cdo do depdsito salino na
sala de operacdo. Niazi et al. (1996) também, obtiveram contaminacgéo de implantes salinos
ocasionados por P. variotii.

P. variotii, também foi isolado (Das et al. 2000) das vias respiratérias de um
paciente apés um transplante de pulmao em decorréncia de fibrose cistica. Lee et al. (2002)
verificaram a destruicdo da por¢do inferior do osso esterno, da cartilagem xifoide e das
costelas adjacentes por P. variotii meses ap6s uma cirurgia de transplante de pulméo em
uma mulher de 33 anos. Depois de um longo tratamento com anfotericina B, itraconazole e
remocdao do material necrosado, a paciente obteve melhora na sadde.

Estudos relativos a suscetibilidade de P. variotii a diferentes drogas foram
realizados por Aguilar et al. (1998). Todos os antibidticos testados, (anfotericina B,
miconazole, itraconazole, cetoconazole, fluconazole e flucitosina) demonstraram atividades
contra P. variotii. Apesar da anfotericina B, miconazole, itraconazole e cetoconazole terem
apresentado melhor atividade in vitro e do fato da anfotericina B ser o antibidtico mais
empregado contra P. variotii, a terapia com fluconazole obteve resultados significativos in
Vivo.

Os relatos mostram a importancia de P. variotii tanto como oportunista quanto

produtor de antibidticos ou metabdlitos de interesse para 0 homem.
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2.2- RAPD

Os marcadores moleculares podem ser usados para a analise da variabilidade
genética entre e dentro de espécies fangicas. A técnica da RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) foi primeiramente descrita por Williams et al. (1990) e
simultaneamente por Welsh & McClelland (1990) que denominaram a técnica de AP-PCR
(Arbitrary Primed-Polymerase Chain Reaction), enquanto que Caetano-Andlles et al.
(1991) denominaram-na por DAF (DNA Amplification Fingerprinting).

RAPD consiste de uma modificacdo da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction). Tal modificacdo consiste na utililizacdo de um Unico primer ao invés de um par
e este primer possui seqiiéncia arbitraria (Ferreira & Grattapaglia (1996). Desta forma,
polimorfismos podem ser detectados tanto em regides ndo repetitivas quanto repetitivas do
genoma em estudo (Williams et al. 1993). Segundo Williams et al. (1990), para uma 6tima
amplificacdo do DNA, faz-se necessaria a construcao de primers com 6 a 10 nucleotideos.

A técnica tem sido empregada em varias espécies para a obtencdo de fingerprints
gendbmicos de individuos, variedades e populacfes, analise da estrutura e diversidade
genética em populagdes naturais, para 0 melhoramento genético e bancos de germoplasma,
construcdo de mapas genéticos de alta cobertura gendmica e localizacdo de grupos de
interesse econémico (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Bidochka et al. (2001) analisaram isolados de Metarhizium anisopliae oriundos de
Ontério (Canadd), pela técnica da RAPD e observaram a formacéo de dois grandes grupos.
Estes grupos, mostraram possiveis correlacdes entre as linhagens e suas regides
geograficas. Um grupo, foi formado com isolados remanescentes de area florestal e outro
com isolados de areas cultivadas.

Ap0s o0 uso da técnica da RAPD em isolados de Paecilomyces fumosoroseus (fungo
entomopatogénico, capaz de infectar a mosca branca Bemisia argentifolli, uma das pragas
da agricultura), Azevedo et al. (2000) observaram variabilidade suficiente para discriminar
todos os isolados. Alem disto, cinco isolados ndo diferenciados morfologicamente, mas,
isolados da mosca branca, mostraram padrdes similares aos de P. fumosoroseus. Através da
técnica, os autores distinguiram P. fumosoroseus de Paecilomyces tenuipes. Tigano-Milani

et al. (1995b) analisando 27 isolados de P. fumosoroseus (15 oriundos da mosca branca



Bezerra, S.A. Uso de Marcadores RAPD ... 10

Bemisia tabaci — da agricultura), um isolado de Paecilomyces lilacinus e nove isolados de
Paecilomyces sp., observaram a formacéo de 3 grupos fenéticos. Nao foi possivel precisar a
relacdo isolado-regido geogréafica e isolado-espécie hospedeira, mas, alguns isolados antes
classificados como P. fumosoroseus apresentaram apenas 14% de similaridade com os
demais. Nestas condic¢des, isolados com dificuldades morfoldgicas para classificacdo
apresentaram padrdes similares a P. fumosoroseus.

Correlagbes quanto a regido geografica ou hospedeiro (nematoide) nao foram
encontradas entre 28 isolados de P. lilacinus. Apesar de todos 0s gen6tipos serem distintos
e da classificacdo ser baseada nas caracteristicas morfoldgicas, um isolado apresentou
divergéncias significativas em relacdo aos demais (Tigano-Milani et al. 1995a).

Marcadores de RAPD também sdo utilizados em fungos para detectar a
variabilidade genética (polimorfismo e grau de similaridade) entre gendétipos diferentes de
uma mesma espécie, visando a caracterizacdo de linhagens. Neste sentido, Steffan et al.
(1997) conseguiram identificar isolados de Candida coletados de pacientes e trabalhadores
de hospitais de Detroit (EUA). Candida é o quarto organismo mais isolado de culturas
sanguineas e sua maior influéncia estd com os pacientes imunodeprimidos. Testes padrdes
de identificagdo como o CHROMagar (reacdes de coloragcdo da colonia) e o kit APl 20C
Yeast lIdentification System, foram realizados e comparados com os padrdes genéticos
(RAPD). Algumas linhagens antes identificadas pelos testes padrdes ndo exibiram
similaridades genéticas, o que poderia ser em decorréncia de uma nova variedade ou
espécie diferente de Candida.

Linhagens e espécies de Trichoderma foram identificadas de acordo com padrbes
genéticos especificos pela RAPD. T. hamatum 382, um efetivo agente biocontrolador de
patdgenos do solo utilizado em compostos ja aquecidos, pdde ser distinguido dos demais T.
hamatum coletados e Trichoderma sp. através de um processo seletivo utilizando 3 primers
em 3 diferentes reacbes (Abbasi et al. 1999).

Apo0s a utilizacdo de 3 primers de RAPD, Geisen et al. (2001) caracterizaram 76
isolados de Penicillium roqueforti. Apesar dos isolados terem apresentado similaridades,
grupos distintos foram observados quanto a distribuicdo dos isolados e a producdo de

metabdlitos.
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Andlises genéticas classicas e moleculares de P. variotii ndo sdo frequentemente
citadas na literatura. A excecdo ocorre com lIrisbayev et al. (1998), que utilizaram as
sequéncias ITS (Internal Transcribed Spacer) entre os genes rRNA 18S e 5,8S de P. variotii
e propuseram um método para isolar sondas de DNA espécie-especifica. Maiores estudos
relativos & genetica de P. variotii necessitam ser realizados para o melhor entendimento da
genetica e biologia deste fungo. Assim sendo, os marcadores de RAPD constituem uma
eficiente ferramenta, que até 0 momento, ndo foi superada por outros marcadores de DNA,

para se detectar em fungos, a variabilidade entre e dentro de espécies fungicas.
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4.1- Resumo.

Paecilomyces variotii Bainier € um fungo saprobio, isolado do solo e de varios
substratos das regides aridas e quentes. Possui importancia pela producdo de acidos,
antibidticos e proteinas, alem de infectar alguns pacientes humanos (principalmente
imunocomprometidos) devido a sua caracteristica oportunista. Pouco conhecimento se tem
sobre a genética de P. variotii, devido a auséncia do ciclo parassexual e da reproducéao
sexuada. Com a utilizacdo de metodologias simples e rapidas vém sendo possivel a anélise
molecular de organismos antes nunca estudados. Dentre elas, a técnica da RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) constitui uma ferramenta Gtil na observacao da variabilidade
genética de linhagens de uma mesma espécie. Neste trabalho, dez linhagens de
Paecilomyces variotii de regifes, substratos e de periodos de estocagem diferentes foram
analisados utilizando sete primers de RAPD. Os resultados demonstraram a formacéo de
bandas monomorficas e de dois grupos distintos. A andlise do agrupamento das linhagens
mostrou um razoavel nivel de variabilidade entre os mesmos. Cada linhagem apresentou
um perfil molecular distinto. Correlacdes quanto a regido geografica, substrato e periodos

de estocagem ndo puderam ser confirmadas.

Palavras-chave: Paecilomyces variotii, RAPD, Polimorfismo.
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4.2- Introducéo.

Paecilomyces variotii Bainier € um fungo freqientemente isolado do solo nas
regides aridas e quentes. Apresenta colonia de coloracdo que varia do oliva ao amarelo-
castanho com aspecto pulverulento, flocoso ou funiculoso. Seus conidiéforos se encontram
em ramos irregulares ou verticilados e suas fidlides, apresentam uma porc¢ao basal cilindrica
ou elipsoidal que termina abruptamente em um longo pescoco cilindrico. Os clamidosporos
quando presentes podem ser de dois tipos: intercalares ou terminais; e sua presenca pode
conferir intensificacdo da cor escura a coldnia. Os conidios sdo subglobosos ou elipsoides
com coloragéo castanho-amarela (Samson, 1974; Onions et al. 1981).

Predominantemente saprébio, P. variotii vem sendo isolado de solos cultivados,
florestas, grama, aguas poluidas e ndo poluidas, agua do mar, solo salino, lixo urbano,
madeira, substratos auto-aquecidos, entre outros. Além disto, devido ao seu poder de
deterioracdo, foram encontrados isolados de alimentos, solugdes quimicas, tintas, papel
fotogréfico, lentes, borracha sintética, entre outros. (Domsch et al. 1980).

Substéncias semelhantes a penicilina além de outros metabdlitos, podem ser
produzidos por P. variotii. (Domsch et al. 1980). Dentre estes o &cido 1-trans-2,3-
epoxisuccinico (Ling et al. 1978), as esfingofunginas E e F (Horn et al. 1992), cornexistina
(Nakajima et al. 1991), variotina (Takeuchi et al. 1959) e a proteina conhecida por Pekilo
que pode ser Gtil como complemento alimentar (Udall et al. 1984).

P. variotii ndo é um fungo patogénico, mas, relatos de infecgdes causadas por este
fungo, tais como endocardites (Uys et al. 1963; Silver et al. 1971) vem aumentando e
preocupando o homem. Podem emitir compostos organicos volateis, danosos a saude
(Fischer et al. 1999). Podem também colonizar e obstruir drenos de fluido cérebro-espinal
(Fagerburg et al. 1981), causar peritonites (Marzec et al. 1993; Rinaldi et al. 2000),
hialohifomicoses (Naidu & Singh. 1992; Athar et al. 1996), infec¢fes pulmonares (Byrd et
al. 1992; Das et al. 2000; Lee et al. 2002), infeccdes apos transplante de medula 6ssea
(Shing et al. 1996), endofitalmite (Lam et al. 1999), sinusite esfenoidal (Thompson et al.
1988) e contaminacdo de implantes (Young et al. 1995; Niazi et al. 1996).

A suscetibilidade de P. variotii aos antibidticos (anfotericina B, miconazole,
itraconazole, cetoconazole, fluconazole e flucitosina) foram estudadas por Aguilar et al.

(1998). Apesar dos resultados “in vitro” terem sido satisfatorios, houve divergéncias quanto
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aos resultados “in vivo”. A resisténcia de P. variotii as drogas, também foi relatada por Lee
et al. (2002) e Marzec et al. (1993) e esta suscetibilidade esta relacionada a variabilidade
genética, encontrada nessa espécie.

Descrita por Williams et al. (1990), a técnica da RAPD ¢ usada como marcador
molecular para detectar a variabilidade genética de organismos de uma mesma espécie.
Utilizando-se dos principios da PCR e de primers com 6 a 10 oligonucleotideos, a RAPD
possibilitou a andlise da variabilidade genética e identificacdo de plantas (Ferreira &
Grattapaglia, 1996), bactérias (Grayson et al. 2000; Jolivet-Gougeon et al. 2000) e fungos
(Fegan et al. 1993; Tigano-Milani et al. 1995; Steffan et al. 1997; Abbasi et al. 1999;
Geisen et al. 2001). Esta analise sera util para P. variotii, pois, ndo ha registros literarios
suficientes a respeito da genética classica e molecular deste fungo.

Assim, este estudo tem a finalidade de caracterizar linhagens de P. variotii através
da analise da variabilidade genética de 10 linhagens coletadas em diferentes regides
geograficas e substratos, e em diferentes periodos utilizando a técnica da RAPD. Isto sera
importante, pois, podera diferenciar linhagens que apresentam melhor producdo de
antibidticos, metabodlitos e poder de deterioracdo, ajudard na identificacdo de novos
isolados, irad diferenciar linhagens resistentes a antibidticos e promovera estudos quanto a

viruléncia do fungo.
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4.3- Materiais e Métodos.

4.3.1- Linhagens e Cultivo

22

As linhagens utilizadas foram oriundas da Micoteca (URM) do Departamento de

Micologia do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE) conforme descrito na Tabela 01. Para obtengdo de massa micelial,

frascos de Erlenmeyer com 100ml de meio Sabouraud (10g Peptona de carne, 40g

Dextrose, pH 5,6) liquido foram inoculados com 1ml de uma suspenséo (10’ conidios/ml)

e mantidos sob agitagdo, durante 4 dias a temperatura ambiente. Em seguida prosseguiu-se

a filtracio em papel de filtro e estocagem da massa micelial a — 20°C.

Tabela 01. Registro das dez linhagens de Paecilomyces variotii utilizadas no trabalho.

N2 de Acesso Espécie Substrato ou Origem Ano de Registro Tipo de
Micoteca - Hospedeiro Geografica Conservagéo
URM
107 P. variotii Indeterminado Pernambuco 1954 om*
338 P. variotii Indeterminado Pernambuco 1955 oM
529 P. variotii Indeterminado Pernambuco 1955 oM
1879 P. variotii Solo Amapé 1963 oM
2145 P. variotii Madeira Maranhéo 1966 oM
2230 P. variotii Aves Pernambuco 1968 oM
2402 P. variotii Cupim Pernambuco 1977 oM
2818 P. variotii Bagaco de Cana Alagoas 1985 oM
2966 P. variotii Polpa de Sé&o Paulo 1988 oM
Morango
3097 P. variotii Folha Séo Paulo 1989 oM
Paulicorea
marcgravii

'OM = Oleo Mineral
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4.3.2- Extracdo do DNA.

A estracdo de DNA foi realizada segundo Raeder & Broda (1985). Cerca de 1g de
massa micélial das linhagens foram trituradas, separadamente, com o auxilio do nitrogénio
liquido, até a formacgdo de grdos finos, que puderam ser transferidos para tubos de
microcentrifuga. A seguir, acrescentou-se 800 ul de tamp&o de extracao (200 mM Tris-HCI
pH. 8,0, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 1% SDS) e os tubos foram gentilmente agitados e
incubados a 65 °C por 15 minutos. Em seguida, 1 volume de fenol tamponado (Gibco BRL)
foi adicionado a cada tubo e apds misturadas as fases, centrifugados a 12.000 r.p.m por 15
minutos. A fase aquosa foi retirada e colocada em outro microtubo e ao mesmo foi
adicionado 1 volume de clorofane (1 vol. fenol : 1 vol. Clorofil). Apds a mistura, seguiu-se
a centrifugacdo como descrito anteriormente. Novamente a fase aquosa, foi transferida para
um novo microtubo recebendo agora 1 volume de Clorofil (24 vol. Cloroférmio : 1 vol.
Alcool Isoamilico). A mistura foi centrifugada e a fase aquosa transferida para outro
microtubo, e a este volume foi adicionado 10% de NaCl (3M), mais 2 volumes de etanol
absoluto resfriado a — 20 °C. Uma nova centrifugacdo a 12.000 r.p.m por 15 minutos foi
realizada, desprezando-se o sobrenadante e adicionando-se ao precipitado 200ul de etanol
70%, seguido de nova centrifugacdo. O sobrenadante foi novamente descartado e os tubos
invertidos para secagem. O DNA foi ressuspendido em 50ul de tamp&o TE (10 mM Tris-
HClpH 8,0, 1 mM EDTA).

4.3.3- Quantificacdo do DNA.

Dois microlitros de DNA extraido de cada linhagem, separadamente, foi misturado
a 18ul de tampéo TE (10 mM Tris-HCI pH. 8,0 , 1 mM EDTA) e 4ul de tampé&o de amostra
{Ficol 400 (Pharmacia), Azul de Bromofenol, H,O deionizada}. As amostras foram
depositadas em pocos de gel de Agarose 0,8% {Agarose + Tampdo TBE 1X pH. 8,0
(Trizma base, Acido Boérico, EDTA 0,5 M pH 8,0)} e submetidas a eletroforese em cuba
eletroforética (3 volts/cm de distancia entre os eletrodos) contendo tampdo TBE 1X. As

concentra¢Bes do marcador molecular (DNA de fago A - Gibco BRL) utilizadas foram 100
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ng, 150 ng e 250 ng respectivamente. Apos a eletroforese o gel foi transferido para uma
solucdo de Brometo de Etidio (200ml de tamp&o TBE 1X + 15 ul de Brometo de Etidio)
onde repousou por 30 minutos para em seguida serem vizualizadas (as bandas) sobre luz

ultravioleta.
4.3.4- RAPD.

Para a amplificagdo dos DNA extraidos, uma mistura de reagentes foi preparada
com 0s seguintes componentes: agua Milli-Q esterilizada, tampdo de amplificacdo (Gibco
BRL), dNTPs (Gibco BRL), Primer (Operon, Technologies), MgCl, (Gibco BRL), Taq

DNA-polimerase (Gibco BRL) e DNA gendmico de acordo com a Tabela 02.

Tabela 02. Proporgdes dos reagentes da PCR.

Componentes Concentragéo Volume da reacdo Concentracdo final
Estoque (ul)
Agua Milli-Q - 10,4 q.s.p
esterilizada
Tampéo de 10X 2,5 1X
Amplificagdo
dNTPs 2,5mM 2,5 0,25 mM
Primer 4 mM 2,5 0,40 mM
MgCl, 50 mM 1,7 3,4 mM
Taq DNA-polimerase 5 U/ul 0,4 2 unidades
DNA gendmico 5 ng/ul 5,0 25 ng
Total 25 ul

A reacdo de amplificagdo, ocorreu em termociclador (Minicycler™ MJ Research)

com a seguinte programacao: 92 °C por 5 minutos, 40 ciclos de 92 °C por 45 segundos, 39
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%C por 1 minuto e 30 segundos, 72 °C por 2 minutos e uma extenséo final de 3 minutos a 72
9C. Os produtos de amplificacdo (20 pl) foram misturados a 4 pl de tamp&o da amostra e
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,4% nas mesmas condic¢Ges da quantificacdo
do DNA. O marcador molecular utilizado, foi o DNA do fago A clivado pela enzima de
restricdo Hind 111 (Gibco BRL) e a eletroforese, bem como a visualizacdo das bandas,
ocorreu nas mesmas condic¢Oes da quantificacdo do DNA. Apoés a eletroforese, o gel foi
corado com Brometo de Etidio e as bandas visualizadas sob luz ultravioleta. Para a sele¢éo
de primers, foi utilizada uma Unica linhagem e observadas as bandas de maior intensidade e
definicdo.

Os dados obtidos, foram analisados pelo programa de microcomputador NTSYS.PC
(Applied Biostatistic, Inc), o qual, através de varidveis binarias do tipo 0 (auséncia de
bandas) e 1 (presenca de bandas), forneceram uma matriz de similaridade com a utilizagdo
do coeficiente de Jaccard (ndo considera a combinacdo de marcadores ausentes como
indicador de similaridade) (Sneath & Sokal, 1973). Os dados desta matriz foram utilizados
para a construcdo de um dendrograma pelo método UPGMA (Unweight Pair-Group
Method Arithmetical Average).
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4.4- Resultados.

Todas as linhagens estudadas demonstraram boas quantidades de DNA quando
submetidas a extracdo. Conforme a Figura.06, é possivel observar a integridade do DNA
extraido, ou seja, ndo houve degradacdo do mesmo, durante a extracdo. A Tabela 03, ilustra

os dados estimados da quantificagdo do DNA, das dez linhagens de P. variotii.

Tabela 03. Quantificagdo de DNA extraidos de dez linhagens de P. variotii.

Linhagem Concentragéo (ng/ul)
107 150
338 200
529 225
1879 225
2145 225
2230 150
2402 150
2818 225
2966 225
3097 150

O perfil molecular de cada linhagem p6de ser observado, apés a utilizacdo dos sete
primers selecionados (Figuras.07 a 13). Estes primers (Tabela 04) originaram um total de
945 bandas, sendo 121 bandas geradas pelo primer OPA-02; 136 pelo OPA-08; 118 pelo
OPA-18; 137 pelo OPX-02; 122 pelo OPX-06; 162 pelo OPX-17 e 159 pelo OPW-11. Além
das bandas polimdrficas, bandas comuns a todas as linhagens, (bandas monomédrficas)
também foram observadas para cada primer utilizado neste trabalho. Estes dados serviram
para a formacdo de uma matriz de similaridade com o coeficiente de Jaccard (Anexo) e

posterior dendrograma.
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Tabela 04. Sequéncia dos primers utilizados para a técnica de RAPD.

Primer Seqliéncia 5’ - 3’ NUmero médio de
bandas polimérficas
OPA-02 TGCCGAGCTG 10,1
OPA-08 GTGACGTAGG 9,6
OPA-18 AGGTGACCGT 9,8
OPX-02 TTCCGCCACC 11,7
OPX-06 ACGCCAGAGG 11,2
OPX-17 GACACGGACC 12,2
OPW-11 CTGATGCGTG 13,9

O dendrograma construido através do método UPGMA (Figura.14) evidenciou a
formacdo de dois grandes grupos fenéticos: grupo A e Grupo B (sendo o grupo A dividido
em dois subgrupos Al e A2 e o grupo B dividido em dois subgrupos B1 e B2), os quais,
possuem similaridade de 38%. A variabilidade exibida entre as linhagens ocorreu entre
38% e 94% e media de 66%, mostrando uma razoavel variabilidade genética entre as
linhagens. No grupo A estdo presentes as linhagens 107, 1879, 3097 e 2402. Todas, a
excecdo da 3097 (Séo Paulo), pertencem a regido Norte (Amapa) e Nordeste (Pernambuco)
e foram isoladas em décadas diferentes (50, 60, 70, 80). As linhagens 107 e 1870 sdo as
mais similares geneticamente com 70% e as mais proximas quanto ao ano de isolamento e
regido geografica, quando comparada com a linhagem 3097 (64%). A menor similaridade
genética deste grupo, ocorreu com a linhagem 2402 (57%) isolada de cupim (Isoptera)
apesar da mesma pertencer a regido Nordeste (Pernambuco). As similaridades do grupo
ocorreram entre 57% e 70% com média de 62%.

No grupo B estdo contidas as linhagens de Pernambuco, Alagoas, Maranhdo e S&o
Paulo. A excec¢do da linhagem 2230 e da falta de informacéo a respeito das linhagens 338 e
529, todas as linhagens deste grupo, foram agrupadas de acordo com o substrato (vegetal)
de coleta (75% de similaridade). As linhagens mais préximas geneticamente (94%) séo a

2966 (Sao Paulo) e a 2818 (Alagoas), ambas obtidas de material vegetal e da mesma década
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de coleta. Em contraposicéo, as linhagens 338 e 529 isoladas de Pernambuco no ano de
1955 possuem 75% de similaridade. A linhagem 2230, isolada de ave, comportou-se como
a linhagem de maior distancia (65%) genetica deste grupo. A similaridade do grupo variou
entre 65% e 94% e média de 79%.

Em ambos os grupos (A e B), as linhagens néo estiveram dispostas de acordo com o
ano de coleta. No grupo A estiveram presentes linhagens coletadas nas décadas de 50, 60,
70 e 80, enquanto que no grupo B ocorreram linhagens da década de 50, 60 e 80. A excecao
pode ocorrer com as linhagens 107 e 1879 (Grupo A), 338 e 529 (Grupo B), 2818 e 2966
(Grupo B), que apresentaram relagdo com as décadas de estocagem (1954 e 1963, 1955 e
1955, 1985 e 1988 respectivamente).
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Figura.06. Quantificacdo do DNA de Paecilomyces variotii. M;: marcador de peso

molecular DNA fago A (100 ng); M2: marcador de peso molecular DNA fago A (150 ng);
Ms: marcador de peso molecular DNA fago A (250 ng) . O DNA das linhagens estdo nos
pocos 1 a 10. 1) 107; 2) 338; 3) 529; 4) 1879; 5) 2145; 6) 2230; 7) 2402; 8) 2818; 9) 2966;
10) 3097.
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Figura.07. Perfis de RAPD de dez linhagens de Paecilomyces variotii obtidos com o primer
OPA-02. M: marcador de peso molecular DNA fago A, clivado com a enzima HIND I11. O
DNA das linhagens estdo nos pogos 1 a 10. 1) 107; 2) 338; 3) 529; 4) 1879; 5) 2145; 6)
2230; 7) 2402; 8) 2818; 9) 2966; 10) 3097.
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Figura.08. Perfis de RAPD de dez linhagens de Paecilomyces variotii obtidos com o primer
OPA-08. M: marcador de peso molecular DNA fago A, clivado com a enzima HIND I1I. O
DNA das linhagens estdo nos pogos 1 a 10. 1) 107; 2) 338; 3) 529; 4) 1879; 5) 2145; 6)
2230; 7) 2402; 8) 2818; 9) 2966; 10) 3097.
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Figura.09. Perfis de RAPD de dez linhagens de Paecilomyces variotii obtidos com o primer

OPA-18. M: marcador de peso molecular DNA fago A, clivado com a enzima HIND III. O
DNA das linhagens estdo nos pogos 1 a 10. 1) 107; 2) 338; 3) 529; 4) 1879; 5) 2145; 6)
2230; 7) 2402; 8) 2818; 9) 2966; 10) 3097.
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Figura.10. Perfis de RAPD de dez linhagens de Paecilomyces variotii obtidos com o primer

OPX-02. M: marcador de peso molecular DNA fago A, clivado com a enzima HIND I11. O
DNA das linhagens estdo nos pogos 1 a 10. 1) 107; 2) 338; 3) 529; 4) 1879; 5) 2145; 6)
2230; 7) 2402; 8) 2818; 9) 2966; 10) 3097.



Bezerra, S.A. Uso de Marcadores RAPD ... 34

Figura.11. Perfis de RAPD de dez linhagens de Paecilomyces variotii obtidos com o primer

OPX-06. M: marcador de peso molecular DNA fago A, clivado com a enzima HIND II1. O
DNA das linhagens estdo nos pocos 1 a 10. 1) 107; 2) 338; 3) 529; 4) 1879; 5) 2145; 6)
2230; 7) 2402; 8) 2818; 9) 2966; 10) 3097.
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Figura.12. Perfis de RAPD de dez linhagens de Paecilomyces variotii obtidos com o primer

OPX-17. M: marcador de peso molecular DNA fago A, clivado com a enzima HIND I11. O
DNA das linhagens estdo nos pogos 1 a 10. 1) 107; 2) 338; 3) 529; 4) 1879; 5) 2145; 6)
2230; 7) 2402; 8) 2818; 9) 2966; 10) 3097.
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Figura.13. Perfis de RAPD de dez linhagens de Paecilomyces variotii obtidos com o primer
OPW-11. M: marcador de peso molecular DNA fago A, clivado com a enzima HIND 1II. O
DNA das linhagens estdo nos pocos 1 a 10. 1) 107; 2) 338; 3) 529; 4) 1879; 5) 2145; 6)
2230; 7) 2402; 8) 2818; 9) 2966; 10) 3097.
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Figura 14. Dendrograma obtido a partir dos perfis de RAPD de dez linhagens de Paecilomyces variotii através do método UPGMA.
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4.5- Discussao

Os marcadores moleculares de RAPD, possibilitaram a discriminacdo de todos as
dez linhagens utilizadas neste estudo. Resultado semelhante também foi relatado por
Azevedo et al. (2000) com linhagens de outra espécie, Paecilomyces fumosoroseus.
Segundo Soll (2000), a discriminacdo de isolados pode ser Util para a constru¢do de um
banco de dados, que possibilitaria 0 armazenamento de informagGes sobre a variabilidade
geneética de determinada espécie fungica, e auxiliaria na taxonomia de outros isolados.
Comparacbes com variedades atipicas (Steffan et al. 1997) poderiam ser realizadas e
davidas quanto a identificacdo morfolégica de uma espécie poderiam ser resolvidas
(Tigano-Milani et al. 1995). Pelo fato de P. variotii também ser um fungo oportunista, sua
identificacdo se faz necessaria devido as variagcBes de resisténcia (in vitro e in vivo)
encontradas em alguns isolados a certas drogas (Naidu & Singh. 1992; Marzec et al. 1993,;
Aguilar et al. 1998; Lee et al. 2002).

Apesar de ja ter sido relatado para o género o teleomorfo Byssochlamys Westling
(Samson, 1974) e o ciclo parassexual em Paecilomyces fumosoroseus (Riba &
Ravelojoana, 1984), em P. variotii somente a reproducdo assexuada ocorre. Sugere-se
assim que a variabilidade encontrada em P. variotii tenha sido originada por mutagdes, que
podem ser pontuais, inser¢des e delecGes tanto na regido complementar ao primer quanto
nas regides a serem supostamente amplificadas.

Bidochka et al. (2001) propuseram que o meio ambiente (e ndo somente o inseto
hospedeiro) pode ter um papel significativo na variabilidade genética de Metarhizium
anisopliae. Logo, efeito ambiental semelhante deve agir sobre as linhagens de P. variotii,
em virtude da variabilidade genética encontrada neste fungo.

As bandas monomorficas originadas pelos sete primers utilizados na RAPD, caso
sequenciadas e comparadas com um banco de dados poderiam ajudar na identificacdo da
espécie. Segundo Soll. (2000) bandas monomdrficas poderiam ser utilizadas como
componentes na formacdo de sondas de hibridizagdo por facilitar a normalizacdo de
padrdes universais, em computadores, para subseqlientes estudos comparativos e

restrospectivos do fungo em estudo.
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As bandas monomorficas e polimorficas detectadas pela técnica da RAPD
originaram 0s grupos A e B (Figura.14) e possibilitaram uma melhor andlise da
variabilidade genética em P. variotii. Isolados ndo similares (338 e 529) foram encontrados
na mesma regido e no mesmo ano de coleta; porém, outros isolados de regides distintas
(2818 e 2966) mostraram maior similaridade. Correlagbes quanto a regido geogréfica,
substrato e ano de coleta ndo puderam ser confirmadas, devido a presenca (nos grupos) de
isolados de regides diferentes (3097, 1879, 2818), substratos diferentes, anos de coleta
diferentes e a razoavel variabilidade genética (grupo A e B). Fegan et al. (1993) estudaram
Metarhizium anisopliae var. anisopliae e constataram que também ndo foi possivel
estabelecer correlacdo entre origem geogréfica e perfil molecular. Dos seis isolados de um
dos grupos fenéticos, cinco pertenciam a mesma regido geografica, enquanto que um
pertencia a outra localidade. Além disto, outros isolados reunidos em um mesmo grupo
fenético foram coletados de diferentes géneros de insetos. Resultados semelhantes tambem
foram obtidos por Tigano-Milani et al. (1995) em Paecilomyces fumosoroseus, 0s quais,
observaram o agrupamento de diferentes isolados de varios substratos e origem geografica

em um mesmo grupo fenético.

4.6- Conclusao.

A variabilidade genética de P. variotii pode ser observada pela RAPD.
A média da variabilidade genética encontrada nas linhagens estudadas ocorreu em
torno de 66%. Razoavel variabilidade foi encontrada, com consequéncias maiores para a

classificacdo morfologica, que devera ser empregada com mais afinco.

N&o houve correlacdo entre a regido geogréafica, substrato e ano de coleta.
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Anexo.01.

Matriz de Similaridade genética construida a partir da andlise dos perfis da RAPD através do coeficiente de Jaccard.

Linhagens 107 338 529 1879 2145 2230 2402 2818 2966 3097
107 1.0000000
338 0.3507463 1.0000000
529 0.4125874 0.7980769 1.0000000
1879 0.6902655 0.3435115 0.4071429 1.0000000
2145 0.4014085 0.7523810 0.8141593 0.4160584 1.0000000
2230 0.3851852 0.5925926 0.6218487 0.4218750 0.6379310 1.0000000
2402 0.5892857 0.2936508 0.3430657 0.5871560 0.3507463 0.3520000 1.0000000
2818 0.4326241 0.7314815 0.8245614 0.4379562 0.8141593 0.6782609 0.3430657 1.0000000
2966 0.4326241 0.7000000 0.8086957 0.4275362 0.7982456 0.6782609 0.3430657 0.9439252 1.0000000
3097 0.6696429 0.2932331 0.3496503 0.5964912 0.3768116 0.3692308 0.5089286 0.3687943 0.3785714 1.0000000
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