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Resumo

Atualmente, os microrganismos isolados de ambiente cavernicola sdo pouquissimo
estudados, embora este habitat possua caracteristicas singulares que tendem ao
desenvolvimento de diferentes metabdlitos pelos microrganismos, e esses
metabolitos podem possuir um alto potencial biotecnoldégico no campo agronémico,
farmacéutico, entre outros. Diante disso, foram realizadas técnicas moleculares, com
a finalidade de identificar fungos isolados da caverna, considerados potencialmente
inibidores de alguns fungos patégenos de plantas e linhagens bacterianas de
referéncia. Foram isoladas colénias monospédricas dos fungos cavernicolas para
purificar as amostras, para serem identificadas as espécies inibitérias ja
mencionadas. Estd sendo extraido o DNA das espécies promissoras para
posteriormente realizar a amplificacdo por PCR da regido ITS1 - 5.8S - ITS2 do
rDNA, encaminhar para o sequenciamento, visando a identificacdo molecular das
espécies promissoras.

Introducao

O ambiente cavernicola é considerado um ambiente com baixissima concentracao
de carbono organico (0,5 mg de TOCI/L), ou seja, sdo pobres em nutrientes. Os
microrganismos que habitam esses locais podem ser residentes (nutridos
exclusivamente com a matéria encontrada na caverna) ou transitérios (sobrevivem
enquanto houver matéria organica disponivel). Esporos de fungos e bactérias sao
frequentemente encontrados em superficies calcareas e de espeleotemas de calcita,
auxiliando em sua formacédo, bem como em sua degradacdo (RODRIGUES et al.,
2009).

O isolamento fisico e algumas caracteristicas singulares das cavernas proporcionam
um habitat microbiano unico, com pressdes evolutivas diferenciadas da superficie e,
assim possuem uma maior tendéncia em desenvolver novos compostos (BARTON &
JURADO, 2007).

A hipogemicina dimérica A, produzida por um actinomiceto isolado de caverna, da
espécie Nonomuraea specus, possui atividade citotoxica frente a linhagem TCT-1
das células do cancer de colo, enquanto que a monomérica atua como antibiotico
(DEREWACZ et al., 2014).

Rodrigues e cols. (2009) isolaram Bacillus cereus (CAV1) de uma caverna em Goias
(GO), que demonstrou ser produtor de biomoléculas de interesse biotecnoldgico,
como antimicrobianos e enzimas, apresentando bioatividade contra Staphylococcus

_ Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG
' Dias 23 e 21 de outubro de 2018 - I1SSN 1676-0003



‘;n
/\

S
/ XXVIl Encontro Anual de Iniciagao Cientifica e o | c
L‘ IV Encontro Anual de Iniciagao Cientifica JUnior 2018

aureus ATCC 25923, MRSA, Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC
6633 e Micrococcus luteus ATCC 9341. Portanto, € notério que as cavernas
possuem um elevado potencial biotecnoldgico e € um ecossistema pouquissimo
estudado na perspectiva da microbiologia, dai a importancia em se conhecer e
estudar os microrganismos isolados destes ambientes (MARQUES et. al., 2015).

A identificac@o de fungos é rotineiramente baseada em caracteristicas morfolégicas,
gue podem ser ambiguas, mas técnicas moleculares, como o sequenciamento de
genes, tém proporcionado resultados mais seguros no que diz respeito a
identificacéo, taxonomia e filogenia de fungos (ROCHA, 2010).

Dado o exposto, este projeto visou identificar por técnicas moleculares, fungos
isolados da caverna, considerados potencialmente inibidores de alguns patdégenos
de plantas e linhagens bacterianas de referéncia, e promissores para o isolamento
de produtos ou metabdlitos de interesse farmacolédgico e agronémico.

Materiais e Métodos

Foram realizados microcultivos de 11 isolados cavernicolas a fim de confirmar se as
amostras eram mesmo puras ou se continham tipos diferentes de fungos. Por
microscopia oOtica, observaram-se diferentes tipos de esporos em uma mesma
amostra, constatando-se que havia mais de um tipo de fungo nos isolados. Para a
purificacdo das linhagens, foram isoladas colbnias monosporicas dos fungos
cavernicolas, para posterior identificacdo molecular.

Para obtencédo destas coldnias, os fungos foram inoculados em meio BDA (Agar de
Batata e Dextrose), pH 6,8, e mantidos em estufa a 28°C. Apdés 5 - 10 dias de
incubacéo, com auxilio de um bisturi estéril, o micélio foi raspado, coletado e imerso
em um tubo contendo 5 mL de solucdo de Tween 80 a 0,1%. O conteudo foi
macerado com bastéo de vidro também esterilizado, e posteriormente foi filtrado em
seringa com |a de vidro autoclavada. Para retirar os esporos presos, a la de vidro foi
lavada com 9 mL de solucéo salina a 0,85% e todo o conteudo foi coletado em tubo
tipo Falcon de 15 mL, completando um volume final de 14 mL.

A solucao foi centrifugada a 3500 rpm por 4 minutos, depois descartou-se 0
sobrenadante e suspendeu-se o precipitado com 500 pL de solucéo salina a 0,85%,
obtendo-se assim a solucéo de esporos. Logo apoés coletaram-se 100 pL da solucéo
e em Camara de Neubauer foram contados os esporos e a suspensao foi diluida até
conter 10° a 107 esporos por mL. Apés a contagem de esporos foram inoculados 100
pML da solucdo de esporos em trés placas de Petri, as quais foram incubadas em
estufa a 28°C.

Cerca de 2-3 dias depois, cada esporo germinou e deu inicio ao crescimento de um
novo micélio. Através da diluicdo feita anteriormente 0s esporos cresceram
distantes, possibilitando o isolamento de col6nias monospdricas, obtendo-se desta
maneira os estoques das linhagens fungicas puras.

Foram selecionadas 4 amostras mais promissoras, as quais foram crescidas em 200
mL de meio BDB (Caldo de Batata e Dextrose), pH 6,8, por cinco dias, a 28°C, e
rotacao 120 rpm.

Apods o periodo de incubacédo, o contetdo dos frascos foi filtrado a vacuo e o micélio
obtido foi coletado, com o auxilio de uma espétula estéril, e liofilizado.

O DNA dos fungos esta sendo extraido utilizando o protocolo de FERREIRA e
GRATTAPAGLIA (1995), modificado. Apoés a liofilizacdo o micélio sera triturado com
nitrogénio liquido, e cerca de 300 mg de micélio serdo colocados em tubos para
microcentrifuga. Serdo adicionados 600 pL de Tampé&o de Extracdo pré-aquecido a
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65° C (CTAB 2%; NaCl 1,4M; EDTA 0,02M; Tris-HCI 0,1M pH 8,0; PVP-40 2%; beta-
mercaptoetanol 10%).

Os tubos serdo agitados por 30 segundos e incubados a 65° C por 30 minutos,
agitando-os a cada 5 minutos. Serdo adicionados 600 pL de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1), misturando-se lentamente por 5 minutos. As amostras serao
centrifugadas a 7000g, a 4° C, por 5 minutos. A fase aquosa sera transferida para
novo tubo. Adicionar 600 pL de isopropanol a -20° C e misturar lentamente por
inversdo dos tubos. Centrifugar a 7000g, 4° C, por 15 minutos, e descartar o
sobrenadante.

Serdo acrescentados 300 pL de etanol 70%. Centrifugar a 7000g, 4° C, por 15
minutos, e descartar o sobrenadante. Serédo adicionados 300 pL de etanol 95% a -
20° C. Centrifugar a 7000g, 4° C, por 5 minutos, e descartar o sobrenadante. O
precipitado sera deixado secar a temperatura ambiente e ressuspendido em 100 uL
de H,0O ultrapura.

O DNA sera quantificado por espectrofotometria e sua integridade verificada em gel
de agarose a 0,8%, utilizando-se o padréo de peso molecular fago lambda Hind Il
O DNA dos fungos sera submetido a PCR, utlizando primers V9D
(TTACGTCCCTGCCCTTTGTA) e LS266 (GCATTCCCAAACAACTCGACTC) (DE
HOOG et al.,, 2003) para a amplificacdo da regido ITS1 - 5.8S - ITS2 do rDNA,
sequenciado e sera realizada uma analise filogenética utilizando dados de
sequéncias depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Resultados e Discussao

Com relacdo a purificacdo dos fungos cavernicolas, foram obtidas 33 col6nias
monosporicas das 11 linhagens iniciais. A partir destas colbnias puras, foram
selecionadas quatro para a extracdo e sequenciamento do DNA, sendo trés delas
referentes a linhagem inicial n°. 5 [5.1; 5.2 (fig. 1); 5.3], e outra a linhagem inicial 9
(9.1), ambas com resultado promissor frente a patdégenos fangicos e bacterianos de
referéncia em etapas anteriores do trabalho.

Foram realizados novamente microcultivos das quatro linhagens monospdricas, e
por microscopia Otica observou-se que as mesmas foram purificadas com essa
metodologia. A extracdo do DNA destas 4 linhagens promissoras esta em
andamento para posterior identificacdo molecular.
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Figura 1. Microcultivo da linhagem monosporica n°. 5.2, mostrando estrutura vegetativa contendo conidiéforo e
conidios, sugerindo se tratar do género Penicillium sp. (M.O. em aumento 400X).

Conclusdes
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Conclui-se com este trabalho a importancia da identificagdo molecular de fungos,
visto que de maneira geral a identificagdo se baseia em caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas e microscopicas, que podem ser inconclusivas.
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