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Resumo

A Castanha-do-brasil € um importante produto comercial da regido norte do
Brasil, entretanto esta vem sofrendo embargos na exportacédo devido aos altos
niveis de aflatoxinas presente em lotes comercializados. A espécie de fungo
considerada mais importante na producdo destas micotoxinas € o Aspergillus
flavus. No intuito de fornecer subsidios para o desenvolvimento de uma
estratégia eficiente para a deteccdo de A. flavus aflatoxigénicos, que ira
contribuir extremamente para o controle da qualidade da Castanha-do-brasil,
pretendeu-se neste trabalho estudar a diversidade genética de fungos A. flavus
isolados de améndoas provenientes de diferentes municipios do estado do
Amazonas e Acre. Para isso foram utilizados marcadores moleculares
microssatélites (SSR), os quais tem se mostrado eficientes no estudo de
variabilidade genética entre individuos e entre populacdes. Foram selecionados
100 isolados do género Aspergillus, e para identificacdo da espécie foi
realizado o sequenciamento e andlise da regido ITS do rDNA. Ao total foram
identificados 32 Aspergillus nomius, 49 Aspergillus flavus, 16 Aspergillus
tamarii e 1 Aspergillus fumigatus. No estudo da variabilidade genética foram
utilizados 12 marcadores SSR selecionados da literatura desenvolvidos
especificamente para a espécie de A. flavus. Dois grupos de isolados de A.
flavus foram formados de acordo com a origem da castanha (Humaita/AM e
Acre), e um terceiro grupo previamente isolado de castanhas adquiridas em
feiras na cidade de Belém/PA também foram incluidos no estudo, totalizando
86 individuos. Dez dos doze marcadores utilizados foram eficientes na
amplificagdo da PCR. Com o resultado verificou-se que todos os 10 locus
analisados foram polimorficos, e a partir dos 86 individuos analisados foram
identificados 118 alelos com amplicons variando entre 110 a 390 pares de
base. O numero de alelos variou de 8-16 por locus, com a média de 11,7. Ao
realizar a analise estatistica o valor médio da diferenciacéo génica (GST) foi de
0,099, representando uma baixa variagdo genética entre os grupos analisados.
Ja a diversidade génica dentro dos grupos foi responsavel por 85,9% da
diversidade genética total, indicando maior variabilidade dentro dos grupos. O
coeficiente de similaridade utilizado para calcular a distancia genética entre os
86 isolados variou de 0,7 a 1,0 com uma média de 0,96. A distancia genética
também foi calculada entre as populacdes e variaram de 0,562 a 0,7287. Assim
conclui-se que os isolados apresentaram grande polimorfismo entre eles,
sendo que a maior variabilidade ocorreu dentro do grupo (85,5%), enquanto
gue a diversidade entre os grupos estudados foi de 14,5%. De acordo com 0s
resultados obtidos os agrupamentos formados pela analise da variabilidade
genética de A. flavus utilizando marcadores SSRs, nao apresentou correlacéo
com a origem dos isolados.

Palavras-chave: Castanha-do-brasil; marcadores microssatélites; Aspergillus
flavus.



Abstract

Brazil nuts are an important commercial product of northern Brazil, however this
product has been rejected by the international market due to high levels of
aflatoxin contamination. The fungus considered more important in the
production of these mycotoxins is Aspergillus flavus. In order to provide data for
the development of an efficient strategy for the detection of aflatoxigenic A.
flavus, which will contribute greatly to the quality control of the Brazil nuts, this
main scope of this work was to study the genetic diversity of the fungi A. flavus
isolated from almonds produced by different regions of Amazon. For this we
have used microsatellite markers (SSR) which have proven to be effective for
the study of genetic diversity between individuals and populations. We have
selected 100 isolates of Aspergillus sp., and species identification was
performed by sequencing the rDNA ITS region. It was identified 32 Aspergillus
nomius, 49 Aspergillus flavus, 16 Aspergillus tamarii and 1 Aspergillus
fumigatus. In the study of genetic diversity was used 12 SSR markers
developed specifically for the species A. flavus and selected from the literature.
Two groups of isolates of A. flavus were formed according to the origin of Brazil
nuts (Humaita / AM and Acre), and a third group isolated from nuts previously
acquired in trade fairs in Belém / PA were also included in the study, totaling 86
individuals. Ten of the twelve markers used were efficient in PCR amplification.
According to the result all the 10 loci studied were polymorphic, and from the 86
individuals analyzed 118 alleles were identified ranging from 110-390 base
pairs. The number of alleles per locus ranged from 8-16 with a mean of 11.7.
The statistical mean value for genetic differentiation (Gst) was 0.099, which
represents a low genetic variation between the groups. However, the genetic
diversity within groups accounted for 85.9% of the total genetic diversity,
indicating a greater variability within groups. The coefficient of similarity
wasused to estimate the genetic distance between the 86 A. flavus, it ranged
from 0.7 to 1.0 with an average of 0.96. The genetic distance was also
calculated between populations and ranged from 0.562 to 0.7287. Thus it is
concluded that the isolates showed high polymorphism among them, however a
greater variability was found within the groups (85.5%), while diversity among
the groups was only 14.5%. And according to the groups formed by genetic
diversity analysis of A. flavus using SSRs markers, there was no correlation
with the origin of the isolates.

Key words: Brazil nut; microsatellites markers; Aspergillus flavus.
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INTRODUCAO

A Amazodnia Brasileira € o maior repositério de espécies frutiferas do
Brasil, na regido sdo encontradas aproximadamente 220 espécies de plantas
produtoras de frutos comestiveis, o que representa 44% da diversidade de
frutas nativas do Brasil (Freitas-Silva e Venancio, 2010). Dentre estas espécies
podemos citar a castanheira (Bertholletia excelsa BONPL.), uma arvore
amazobnica que chega a uma altura de 60 metros presente quase sempre em
locais de dificil acesso, com dispersdo natural abrangendo desde o alto
Orinoco até o alto Beni, onde estédo inclusos a Venezuela, Colémbia, Peru,
Bolivia e Guianas (Filocredo, 2008). Tem frutificacdo no periodo de janeiro a
abril, sendo os frutos recolhidos ap6s a queda natural. O fruto da castanheira,
denominado pixidio ou ourico, possui casca espessa, lenhosa e dura, com
peso variavel. Contém de 12 a 25 sementes que apos a remocado da casca €
denominada castanha ou améndoa, também conhecida como castanha-do-
brasil ou castanha do Para (Oishi, 2007).

Apés a decadéncia da extracdo da borracha, a castanha-do-brasil
passou a constituir o principal produto extrativista para a exportacao da regiao
norte do Brasil, na categoria de produtos basicos. Por ser um produto
extrativista € considerada organica e sua extracdo ambientalmente correta, ja
gue nao sao utilizados defensivos quimicos para o controle de pragas, plantas
daninhas ou adubacé&o, reduzindo assim 0s perigos quimicos comuns aos
produtos cultivados (Souza, 2004; Pimentel et al., 2010). De acordo com dados
do IBGE o Brasil produziu no ano de 2010 40.357 toneladas de castanha-do-

brasil mantendo a tendéncia de crescimento dos ultimos trés anos. O principal
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produtor foi o estado do Amazonas com uma producdo de 16.039 toneladas,
seguido pelos estados do Acre (12.362 toneladas) e Para (8.128 toneladas).

Embora a castanha-do-brasil seja um produto extrativista que
emprega cerca de quatro mil familias, as praticas de manejo desta espécie sao
precarias, com o0s ouricos sendo abertos na floresta favorecendo a
contaminagao das améndoas por fungos e coliformes. Ainda no local da coleta,
as castanhas sao selecionadas por imersdo em agua, o que pode aumentar a
incidéncia de infeccdo fungica nas mesmas devido ao aumento da sua
umidade. Os problemas se agravam com 0s manejos subsequentes, como
armazenamento, transporte, entre outros (Okida, 2009). Devido ao baixo nivel
tecnoldgico de sua cadeia produtiva, 0s niveis de contaminacdo das castanhas-
do-brasil por micotoxinas aumentaram nas Ultimas décadas. Produzidas
principalmente pelo fungo Aspergillus flavus Link., e denomindas aflatoxinas
(B1, B2, G1, G2), estas sdo hepato-toxicas e podem causar o desenvolvimento
de tumor se consumidas em pequenas quantidades por um longo periodo
(Pacheco e Scussel, 2006).

Até a década de 90, o mercado mundial da castanha-do-brasil era
dominado pelo Brasil. Entre os anos de 1986 a 1990, o Brasil era responsavel
por uma media de 74% da exportacdo, seguido pela Bolivia (13%), Peru (9%) e
por outros paises que em conjunto cobriam apenas 4% do mercado
internacional (Filocredo, 2008). Entretanto, a partir da metade da década de
1990. a Bolivia assumiu a lideran¢ca no mercado mundial de castanha-do-brasil.
Os principais fatores que levaram a essa situacdo foram as oportunidades
criadas pelas dificuldades que a industria Brasileira encontrou para atender as

exigéncias dos mercados europeu e americano, que criaram normas exigindo
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maior qualidade na castanha importada, reduzindo a tolerancia de aflatoxinas
presente nos lotes comercializados (Filocredo, 2008). Além de afetar a
economia do pais, as castanhas rejeitadas pelo mercado externo sédo
comercializadas no mercado nacional, aumentando o risco de contaminagao da
populacao brasileira pelas aflatoxinas.

Para a melhoria da qualidade da castanha-do-brasil, seja para a
exportacdo ou consumo interno, se faz necessério a certificacdo das mesmas
quanto a auséncia de micotoxinas. Conhecer a etiologia das espécies
produtores de toxinas pode auxiliar no manejo adequado visando a
preservacdo e aproveitamento econdmico racional da castanha-do-brasil.
Assim, pode-se concluir que o primeiro passo no desenvolvimento de uma
estratégia eficiente de certificacdo consiste no levantamento, identificacdo e
estudo da variabilidade e toxicidade dos organismos produtores de micotoxinas
nestes frutos no Brasil. Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi
analisar a variabilidade genética de A. flavus isolados da castanha-do-brasil
provenientes de castanhais dos estados do Acre, Par4 e Amazonas, utilizando
marcadores moleculares do tipo microssatélites (SSR - single sequence
repeats).

E importante ressaltar, que este trabalho foi parte integrante do
projeto de pesquisa “INOVACOES TECNOLOGICAS PARA O CONTROLE DA
CONTAMINAQAO DA CASTANHA DO BRASIL POR AFLATOXINAS
(MICOCAST)” desenvolvido pela Embrapa, com parceria de diversas
instituicdes de pesquisa e ensino do Brasil, com o objetivo de gerar tecnologias
e informacgdes cientificas que auxiliem no diagndstico e controle de aflatoxinas

na cadeia produtiva da castanha-do-brasil.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Castanha-do-brasil

A castanheira (Bertholletia excelsa Bonpl.), pertencente a familia
Lecythidadeae, € uma espécie tipica da Amazbnia onde suas maiores
concentracdes se localizam na porcéo brasileira (Muller et al, 2006). E uma
arvore de grande porte que ocupa o dossel superior da floresta sendo
facilmente destacada na paisagem (Figura 1). Um individuo adulto chega a
atingir mais de cinquenta metros de altura tendo em sua base um diametro
meédio de dois metros (Souza et al., 2004). No Brasil, as castanheiras podem
ser encontradas nos estados do Acre, Amazonas, Para, Roraima e Rondbnia,
bem como em boa parte do Maranhdo, Tocantins e do Mato Grosso (Loureiro
et al., 1979). Apesar de sua ampla area de dispersédo, podem-se observar dois
padrdes de distribuicdo das castanheiras na floresta: uma forma dispersa (uma
arvore ou menos por hectare) e, outra, considerada como forma concentrada

formando os castanhais com 15 a 20 arvores por hectare (Clement, 1993).
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Figura 1 Bertholletia excelsa Bonpl.

Fonte: Jornal de Humaita. (http://www.jornaldehumaita.com.br)

O fruto da castanheira, comumente chamado de ourico, possui uma
casca lenhosa e dura, e pode conter de 15 a 25 sementes, cujo tamanho varia
entre quatro e sete centimetros de comprimento (Figura 2). Estas sementes
também tém casca dura e rugosa e contém uma améndoa muito apreciada nao
s6 pelo seu sabor, mas também pela sua qualidade nutricional (Freitas et al.,
2007). De acordo com Moodley et al. (2007), na composi¢ao nutricional da
castanha-do-brasil os componentes mais abundantes séo os lipidios, seguidos
pelas proteinas, carboidratos e fibras, de forma que o valor energético é
bastante elevado. Além de selénio (Se), antioxidante que é referido na

prevencdo contra o cancer, também estdo presentes na castanha valores

elevados de ferro (Fe), magnésio (Mg) e manganés (Mn) que sao interessantes
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no ponto de vista nutricional, principalmente no enriguecimento de dietas
(Chunhieng et al., 2004). Em relagcdo ao teor vitaminico, destacam-se as
vitaminas do grupo B, principalmente B1 e B3, a provitamina A e vitamina E

(Rogez, 1995).

Figura 2 Fruto da castanheira aberto.
Fonte: Arte dos aromas cosmeéticos
(http://www.artedosaromas.com.br/2011/produtov.php?&p=88).

Devido a suas caracteristicas, a castanha-do-brasil € um produto de
elevada importancia para a economia dos Estados da Amazénia brasileira,
sendo em alguns destes o principal produto extrativista comercializado, e um
dos principais produtos de exportacdo da Amazbénia (Fernandes e Alencar,
1993). Durante o periodo de 1996 a 2001, os estados do Acre, Amazonas e
Para exportaram 54.000 toneladas de castanha in natura (com casca) e 15.000
toneladas de castanha beneficiada (Souza et al., 2004). De acordo com dados
do IBGE, no ano de 2010, a producédo de castanha-do-brasil apresentou um
aumento de 7,7%, mantendo a tendéncia de crescimento verificado nos ultimos

trés anos (Figura 3). Além da améndoa, o ourico da castanheira também
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apresenta varias aplicacdes, pode ser utilizado como combustivel, e confec¢éo

de pisos e artesanatos (Freitas-Silva e Venancio, 2010).

Produc¢ao de Castanha-do-Brasil nos
trés utimos anos

45.000
40.000
35.000
30.000
25.000
20.000
15.000
10.000

5.000

B Producdo (t)

2008 2009 2010

Figura 3 Producéo de castanha-do-brasil em toneladas nos anos 2008, 2009,
2010, dados IBGE.

A castanha-do-brasil € produzida, predominantemente, em sistemas
de base extrativista, existindo apenas um numero reduzido de castanhais de
cultivo localizado nos Estados do Amazonas e Para. O sistema de producao
tradicional € baseado na unidade familiar, sem maiores investimentos
tecnolégicos, consistindo basicamente em técnicas de coleta, “amontoa” e
quebra de ouricos, além do armazenamento na mata e transporte para usina
de beneficiamento (Souza et al., 2004). O baixo nivel tecnoldgico caracteristico
da cadeia produtiva, associado a condicdes climaticas no periodo de colheita
tem favorecido a contaminacdo das améndoas em casca, principalmente por
fungos produtores de aflatoxinas. Estes problemas constituem um forte entrave

na comercializacdo do produto, principalmente no mercado externo, devido ao
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rigoroso controle de qualidade imposto pelos paises europeus e Estados
Unidos (Souza, 2004). E urgente a necessidade de melhoria do manejo, coleta,
beneficiamento, empacotamento e armazenamento das castanhas, ressaltando
que a manutencdo do baixo nivel de teor de umidade em todas as fases é
fundamental para um produto de melhor qualidade, principalmente por se tratar
de um produto de exportacdo (Pinheiro, 2004; Okida, 2009).

Atualmente a Bolivia domina o mercado da castanha-do-brasil ndo
s6é em quantidade exportada, mas também em tecnologia, niveis sanitarios e
principalmente em valor agregado. Controla 71% do mercado de castanha
processada. J& o Brasil é responsavel por apenas 18% (Coslovsky, 2005). A
Figura 4 mostra o aumento significativo das exportacdes de castanha-do-brasil
sem casca pela Bolivia, 0 que demonstra o efetivo investimento em tecnologias
de beneficiamento. De acordo com Tonini (2007), incentivos fiscais e
investimentos em tecnologia foram 0s responsaveis por tornarem este pais
lider na comercializacdo de castanhas no mercado internacional. Desta forma,
€ necessario que o Brasil invista mais em tecnologias de coleta,
armazenamento e producdo da castanha-do-brasil, para que assim possa
novamente concorrer de forma igualitaria com a Bolivia na comercializagéo

internacional deste produto.
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Quantidade de Castanha-do-Brasil (com e
sem casca) exportada (1990-2009)
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Figura 4 Quantidade de castanha-do-brasil exportada com e sem casca pela
Bolivia e Brasil no periodo de 1990-2009 (Adaptado dados FAO, 2012).

1.2 Aspergillus flavus

Um dos mais velhos géneros do reino Fungi, Aspergillus foi
nomeado por Micheli em 1729. Seu nome foi dado devido ao formato de suas
estruturas produtoras de esporos, visualizados em microscopio, lembrarem um
dispositivo usado pelo clero catélico romano para aspergir agua benta durante
a liturgia, chamado de asperges (Bennett, 2010).

O género Aspergillus, € um grupo de fungos filamentosos que tem
mais de 200 milhdes de anos de evolugcdo e apresenta uma reduzida
necessidade nutricional, podendo ser isolado do solo, agua, vegetacao,
material em decomposicdo e ar. Com mais de cem espécies identificadas, os
microrganismos deste género estdo distribuidos mundialmente e sao
considerados fungos filamentosos anemofilos. Podem ser reconhecidos através

das suas estruturas de reproducdo e métodos de producdo de conidios, por
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sua cor, forma e tamanho, bem como pelos tipos de hifas e pela caracterizacéo
dos aspectos macroscopicos de suas colonias (Ferraz et al., 2008). Embora a
identificacdo das espécies de fungos por taxonomia classica baseia-se
principalmente no uso de marcadores morfolégicos como os citados acima, o
desenvolvimento de técnicas de biologia molecular para diferenciacdo das
espécies resultou em avancos significativos na taxonomia, devido a sua
sensibilidade e especificidade (Magnani, 2005).As espécies deste género sao
de grande importancia econémica gracas as suas propriedades bioquimicas de
produzir enzimas que séo utilizadas nas industrias de panificacédo e cervejaria,
em antibiodticos e &cidos orgéanicos, e ha séculos sdo empregados na producao
de alimentos fermentados. Entretanto algumas espécies podem produzir
metabdlitos toxicos (micotoxinas) que sao altamente nocivos para a saude
humana e animal (Chalfoun e Batista, 2003).

Dentre as espécies nocivas a saude pode-se citar o A. flavus.
Patogénico de varias espécies de plantas e animais, este pode infectar
sementes de milho, amendoim, arvores de castanhas, animais domésticos e
até humanos. Dependendo do hospedeiro, a contaminacao por A. flavus pode
ser em forma de micélio ou como esclerdcitos, que germinam para produzir
hifas adicionais ou conidios, podendo ser dispersos no solo e ar (Center for
Integrated Fungal Research, 2012). Fatores climaticos e geograficos sao
determinantes na prevaléncia e local da infeccdo por A. flavus. Em climas
secos como em paises aridos e semiaridos é considerado o principal agente
etiologico da doenca aspergilose invasiva (Hadrich et al., 2011). Entretanto,
devido a sua presenca em commodities agricolas, este fungo é mais bem

conhecido como a causa primaria de contaminacfes por aflatoxinas B1, que
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sdo metabolitos secundarios produzidos por A. flavus capazes de causarem
danos ao DNA e consequente desenvolvimento de cancer em humanos e
animais, além de prejudicar o desenvolvimento infantil (Chang e Ehrlich, 2010).

A. flavus se reproduzem clonalmente por mitosporos e sua
populacao tem alta diversidade de grupos de compatibilidade vegetativa (VCG
— Vegetative Compatibility Groups). Embora seja uma espécie importante para
a saude publica, a genética da populacédo de A. flavus em grande parte ainda
ndo é descrita, devido a dificuldade de desenvolver marcadores moleculares
polimorficos presentesdentro e entre os VCGs intimamente relacionados

(Grubisha e Cotty, 2008).

1.3 Micotoxinas

Micotoxinas € um termo utilizado que tem origem grega (“mykes”)
para designar as toxinas produzidas por fungos filamentosos, estas séo
caracterizadas pelo seu baixo peso molecular e toxicidade em baixas
concentracdes (Bennett et al, 2007).

A producgéo das micotoxinas depende de uma série de fatores que
incluem a suscetibilidade do substrato a colonizacdo do fungo produtor, fatores
fisicos como temperatura do ambiente, umidade do substrato e umidade
relativa do ar durante o armazenamento deste, aeracdo, danos mecanicos,
fatores biolégicos como capacidade genética do fungo em produzir
micotoxinas, quantidade de esporos viaveis, interacdo de diferentes fungos
existentes no mesmo substrato, interacdo de micotoxinas e presenca de

insetos (Ciegler, 1978).
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As micotoxinas sdo produzidas, ainda que nao exclusivamente, a
medida que o fungo atinge a maturidade. S&o moléculas um tanto quanto
diferentes, com estruturas que variam de simples anéis heterociclicos
apresentando peso molecular de até 50 Da, a grupos de 6 a 8 anéis
heterociclicos irregularmente dispostos, com peso molecular total maior que
500 Da e que ndo apresentam imunogenicidade. Podem variar em grau de
severidade, podendo alguns fungos produzir toxinas letais e outros que
produzem toxinas que ndo apresentam tanto impacto na salde humana e
animal. Geralmente, elas aparecem na cadeia alimentar do homem tendo inicio
na contaminacao do alimento pelo fungo produtor da toxina na lavoura, onde as
micotoxinas permanecem resistentes a decomposicao do alimento no sistema
digestivo dos animais (Okida, 2009).

Mais de 350 micotoxinas ja foram isoladas, das quais mais de 20
sdo comumente encontradas em diversos alimentos e comprovadamente
causam toxicidade a salde humana (Geisen, 1998). Das diferentes toxinas
produzidas por fungos, como fumonisina, tricotecenos, zearalenona, ocratoxina
e patulia, a aflatoxina B1 produzida por fungos do género Aspergillus € a mais
toxica, sendo associada ao céncer de figado. Embora as micotoxinas sejam
extremamente estaveis, resistindo a altas temperaturas de cozimento,
epidemias causadas por micotoxinas séo raras, mas seu efeito carcinogénico
devido a longa exposicdo a pequenas quantidades constitui um alto risco para

a saude humana (Pinheiro, 2004).
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1.4 Aflatoxinas

As aflatoxinas sado produtos do metabolismo secundéario de trés espécies de
Aspergillus: A. flavus, A. parasiticus e A. nomius, que proliferam em diversos
substratos e acarretam quase sempre, graves danos a saude do homem e dos
animais (Machinski Junior et al., 2008). A producdo de aflatoxinas por estes
fungos € normalmente afetada pelo tipo e quantidade de carbono, nitrogénio e
tracos de metais existentes no ambiente. Em meios de cultura com agucares
simples como glicose, sacarose e maltose, os fungos produzem maior
guantidade de aflatoxina que em meios com fontes de carbono mais complexas
como o amido e peptona (Yu et al., 2000). Aparentemente as aflatoxinas néo
sdo essenciais para o crescimento dos fungos, porém, existem algumas
propostas para a funcdo das mesmas, a saber: proverem uma maneira de
remover o excesso de carbono, agir como sinal quimico entre as espécies,
estarem envolvidas em processos de desenvolvimento e, finalmente, atuarem
na protecao do fungo contra a microbiota do solo e da competicdo por insetos
(Reis, 2009).

Embora ainda ndo se conheca a funcdo exata das aflatoxinas
para seus fungos produtores, estas sdo metabdlitos extremamente toxicos para
os humanos e animais. Em virtude da capacidade de se ligarem ao DNA das
células, as aflatoxinas afetam a sintese proteica, além de contribuirem para a
ocorréncia da aplasia timica (auséncia congénita do timo e das paratireoides,
com consequente deficiéncia da imunidade celular). Tém propriedades

oncogénicas e imunosupressivas, induzindo infeccbes em pessoas
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contaminadas com essas substancias. No Brasil, estas toxinas tém sido
encontradas em amendoins e seus derivados, em alimentos destinados a
bovinos e em leite liquido, em améndoas da castanheira e do cajueiro (Freire et
al., 2007).Dentre as caracteristicas das aflatoxinas, podemos citar o baixo peso
molecular, baixa solubilidade em &agua e alta solubilidade em solventes
moderadamente polares. Sao sensiveis a luz, principalmente, ultravioleta e,
guando secas sao estaveis em temperaturas muito elevadas (World Health
Organization, 1979). Existem duas formas de aflatoxinas conforme sua
fluorescéncia, B (blue) e G (green), por apresentarem fluorescéncia azulada e
esverdeada, respectivamente, quando observada sob luz ultravioleta em 365
nm. Os isolados de A. flavus produzem somente aflatoxinas de grupo B e
menos de 50% dos mesmos sdo toxigénicos, ao passo que isolados de A.
parasiticus produzem aflatoxinas do grupo B e G e séo invariavelmente
toxigénicos (Klich e Pitt, 1998).

A.. flavus e A. parasiticus tém particular afinidade por castanhas
como a castanha-do-brasil, e sementes oleaginosas. Amendoim, milho e
semente de algoddo sdo os trés mais importantes substratos destes fungos
além do trigo, girassol, sorgo e pimenta preta. Embora os fungos possam
infectar as culturas ainda no campo, as contaminagcfes geralmente ocorrem
primariamente em funcdo de triagens e secagens inadequadas e/ou
armazenamento improprio, pois normalmente técnicas culturais adequadas
evitam a ocorréncia de fungos antes da colheita (Pinheiro, 2004). A presenca
de aflatoxinas em alimentos pode ser detectada através de métodos analiticos,
como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia em

Camada Delgada (CCD), Cromatografia Gasosa (CG) e ELISA (Machinski
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Junior et al., 2008). Embora as aflatoxinas possam ser controladas com
métodos de secagem e conservacdo adequados dos graos, pois o A. flavus
necessita de uma atividade de agua minima de 0,78 para se desenvolver e
produzir micotoxinas, concentragcdes em pequenas quantidades podem ser
facilmente detectadas em alimentos produzidos em paises de clima quente e
umido, em regides tropicais e subtropicais do mundo. (Bhat et al., 1996).

De acordo com Pinheiro (2004), no periodo de 1998 a 2003, o
Laboratorio de Controle e Qualidade e Seguranca Alimentar LACQSA do
Laboratorio Vegetal (LAV) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento — MAPA realizou andlise para a deteccao de aflatoxinas em 491
amostras de castanha-do-brasil, das quais 236 (48,10%) estavam
contaminadas com teores que variavam de 0,30 a 5.000 pg/Kg. No mesmo
periodo foram analisadas 134 amostras de amendoim, constatando
contaminagcdo em 88 (65,70%), com teores de 0,30 a 1.460 ug/Kg. Altas
concentracdes de aflatoxinas também foram encontradas em milho e em menor
proporcao em feijao.A partir desses dados, pode-se concluir que a populacdo
corre sérios riscos de contrair cancer de figado devido a ingestéo frequente de
aflatoxinas, ou ainda, consumir alimentos que contenha dosagem letal destas

micotoxinas.

1.5 Métodos de Identificagdo de A. flavus

1.5.1 Marcadores morfoldgicos

A morfologia do A. flavus apresenta coldnias com diametro entre 4,0

— 5,0 cm, crescimento rapido, possuindo as colbnias uma coloracdo amarelo-
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verde e tornando-se verde a medida que esta vai envelhecendo (Figura 5). A
cabeca é radial, transformando-se com o tempo colunar, e a vesicula € oval
possuindo toda a superficie fértil. As hastes sdo longas e rugosas, e as métulas
quando presentes sdo pequenas. As fialides também sdo pequenas e
ampuliformes, os conidios sao globosos a subglobosos e normalmente aspero

e amarelo-verde (Pitt e Hocking, 2009).

Figura 5 Col6nia de A. flavus com 18 dias de crescimento.

1.5.2 DNA ribossomal nuclear (rDNA)

A técnica de PCR pode ser aplicada na determinacdo da posigcédo
taxondbmica de fungos. Amplificacbes e sequenciamento direto do DNA
ribossomal (rDNA) foi uma das primeiras aplicagbes da PCR dentro da
micologia (Pinheiro, 2004). No nucleo da célula eucariética, o rDNA é transcrito
para rRNA, onde moléculas como o 18S, 5,8S, 28S e 5S tornam-se
componentes estruturais do ribossomo (Okida, 2009).

De acordo com Nilsson (2008) o l6cus mais popular para estudos de
base de DNA micolégico, para a identificacdo ao nivel de subgénero e, portanto

para espécies é o espacador interno transcrito (ITS) da regido ribossomal
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nuclear (Figura 6). Essa regido tem mostrado variabilidade suficiente para
discriminar individuos em nivel especifico e intraespecifico como, por exemplo,

ragas geograficas (White et al., 1990).

ITS primers

ITS1F
ITSS
ITS1
SSURMA  SRoR S Beh LSU RMA
I —- — -
- L-FI 1
5.85
TS
/ Ims= \ ITS4dR
200 b 585
— ITS1 g ITS-2

Prirners for rotine sequencing are showr in bol d

Fonte: (http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm).

Figura 6 Regido ITS ribossomal, apresentando os primers mais utilizados para
0 sequenciamento.

1.6 Marcadores moleculares Microssatélites

Marcadores genéticos sdo marcas que diferenciam gendtipos e sao
herdados de acordo com as leis de heranca Mendeliana. Os marcadores
genéticos podem ser morfolégicos, bioquimicos ou moleculares. Sendo que o0s
dois primeiros tipos foram de grande importancia nos estudos genéticos, mas
cairam em desuso com o0 passar do tempo e foram substituidos pelos
marcadores moleculares (Scholdtterer, 2004).

Os marcadores moleculares sdo basicamente um conjunto de métodos de
deteccdo de variacbes nas sequencias de DNA, sendo estes formas de
explorar os polimorfismos naturais existentes entre os individuos (Hanai, 2008).

Diversas técnicas da biologia molecular estdo disponiveis para a deteccdo de
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variabilidade genética a nivel de sequéncia de DNA, ou seja, para a detec¢cdo
de polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtencdo de um numero
virtualmente ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do
organismo (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Apos a invengdo do PCR no inicio da década de 1990, a capacidade
de visualizacdo de locus gendbmicos, sem a necessidade de marcacédo e
hibridizagdo possibilitou o desenvolvimento de uma serie de marcadores
moleculares sendo o0s mais importantes o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), e os
microssatélites ou SSR (“simple sequence repeats”).

Atualmente, o uso de microssatélites € a técnica mais preconizada
na andlise de polimorfismo (Lins, 2008). Os marcadores SRR sdo sequéncias
de 1 a 6 nucleotideos que se repetem lado a lado na fita de DNA no genoma de
eucariotos (Tautz et al., 1984), embora também estejam presentes em menor
namero no genoma de procariotos. Sao regides genbmicas em que cada par
de bases ou nimero de pares de bases do DNA é repetido vérias vezes (Yu et
al., 1999). Diferentes isolados podem ser distinguidos baseados nos diferentes
nameros de repeticdes (Hadrich et al., 2011).

Os marcadores microssatélites surgiram a partir da sugestdo de
Jeffreys e colaboradores (1998) de combinar a especificidade e a rapidez da
PCR com a informatividade dos marcadores VNTR (Variable Numbers Tandem
Repeat - Repeticdo em Tandem de Numero Variavel) em humanos. Por serem
regides conservadas no genoma, estas podem ser amplificadas por PCR
(reacdo em Cadeia da Polimerase), utilizando oligos iniciadores (primers)

especificos complementares a sequéncias conservadas que flanqueiam o
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microssatélite. Essa técnica revela polimorfismo em um loco, devido a
diferencas no numero de vezes que 0 microssatélite se repete naquele
determinado loco amplificado (Tautz et al., 1989), e € utilizada como ferramenta
inerente nos estudos de diversidade genética. Diversos trabalhos tém
comprovado que o loco microssatélite amplificado € um marcador que possui
alto polimorfismo, uma vez que tem expressdo codominante e
muiltialelismoMarcadores microssatélites especificos para o A. flavus foram
desenvolvidos por Grubisha e Cotty (2009), estes também se mostraram
altamente polimérficos quando estudados em individuos pertencentes a trés
VCGs distintos. De acordo com Grupta et al. (1996), hd uma relacdo linear
entre o nimero de alelos detectado para um dado loco e o comprimento do
microssatélite. Quanto maior o niumero de motifs repetidos, maior o nimero de

alelos detectados (Lins, 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a variabilidade genética de A. flavus isolados de améndoas
da castanheira provenientes de diferentes estados amazobnicos utilizando
marcadores moleculares microssatélites (SSR- single sequence repeats), no
intuito de gerar informacdes que auxiliem no diagndéstico e controle deste fungo

e suas micotoxinas na cadeia produtiva da castanha-do-brasil.

2.2 Objetivos especificos

1. Isolar e identificar morfologicamente e molecularmente fungos do
género Aspergillus presentes nas castanhas-do-brasil coletadas
em locais distintos da regido norte.

2. Analisar a variabilidade genética do A. flavus por meio de
marcadores SSR (microssatélites).

3. Formar e manter uma colecao de fungos isolados da castanha-do-
brasil.

4. Validar os marcadores microssatélites em A. flavus associados as
améndoas da castanheira do Brasil.

5. Correlacionar caracteristicas genéticas com a localizacdo

geografica dos isolados de A. flavus.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das castanhas

Os ouri¢cos contendo as castanhas foram coletados em trés estados
da regido norte do Brasil (Amazonas, Acre, Roraima). Os isolados do Acre
foram cedidos pelo Dr. Rivaldave Coelho do Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Acre. As castanhas de origem do estado do Amazonas foram
coletadas em reservas extrativistas (RESEX) nos municipios de Humaita e
Manicoré. As de Itacoatiara foram cedidas pela industria beneficiadora
IBSABBA. Foram também utilizadas castanhas do municipio de Caroebe
(RESEX) em Roraima para o isolamento dos fungos. Em cada municipio foram
coletados aproximadamente 15 ouricos de onde foram selecionadas

aproximadamente 200 castanhas para o isolamento dos Aspergillus.

3.2 Isolamento dos fungos

As castanhas foram retiradas dos ouri¢cos e descascadas com auxilio
de uma faca. Para a desinfeccdo das améndoas foi utilizado etanol 70% e
hipoclorito de sodio 1%. Cada uma delas foi mergulhada no etanol por dois
minutos e em seguida no hipoclorito de sédio por trés minutos. Foram lavadas
em agua estéril e transferidas para caixas gerbox transparentes devidamente
preparadas com papel toalha umedecido com agua destilada e estéril,
formando uma camara Umida. Todo esse procedimento foi realizado em uma

camara de fluxo laminar. Em cada gerbox foram colocadas cinco castanhas
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que l& permaneceram por um periodo de sete dias, em uma temperatura de 25

°C (Figura 7).

-

Figura 7 Camara umida montada com cinco castanhas.

De cada colbnia desenvolvida nas castanhas foram retirados
fragmentos, com auxilio de uma alca estéril e um microscopio estereoscopico
(lupa), e logo em seguida transferido para placas de Petri contendo meio BDA
(agar 2%, dextrose 1% e caldo de batata 2%) e antibiético (cloranfenicol 250
mg/mL). As placas foram passadas na chama e vedadas com filme de PVC
(Polyvinyl chloride). O crescimento ocorreu nas mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente.

Apds o crescimento da colbnia, jA com esporos sendo produzidos foi
acrescentado agua destilada estéril para fazer a suspenséo dos esporos. Com
auxilio de uma espatula esterilizada foram feitas estrias em uma nova placa
contendo meio constituido de agar agua (agar 2% e agua destilada estéril).

Posteriormente com ajuda de um microscépio com a lente de menor aumento
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(20 X) foi localizado esporos mais isolados e marcados para serem transferidos
para um tubo de ensaio contendo meio BDA.

O desenvolvimento da col6nia sobre o meio BDA foi acompanhado
diariamente. Ao surgimento de estruturas miceliais, as mesmas foram
repicadas para novas placas de Petri contendo meio de BDA. Das colonias
formadas foram retirados com auxilio de um bisturi esterilizado, quadrados de
aproximadamente 3 mm para preservacao dos isolados pelo método Castellani
(Alfenas e Mafia, 2007). Em cada microtubo de 3 mL contendo &gua estéril
foram armazenados 10 discos de cada isolado.

Ao total foram isolados 600 fungos do género Aspergillus dos
diferentes pontos de coleta. De cada localidade foram escolhidas 40 isolados

aleatoriamente para a identificacdo morfolégica e molecular.

3.3 Identificacdo macroscopica e microscopica dos fungos isolados

A identificacdo das colbnias de Aspergillus spp. foi realizada através
da observacdo macromorfolégica em microscépio estereoscopico. Foi
observada também a colorac&o da coldnia e o seu crescimento.

Para a identificagdo microscopica das espécies de Aspergillus spp.,
isolados das castanhas-do-Brasil, foi realizado a microcultura sobre |laminas.

Os isolados armazenados foram utilizados para a confeccédo das
laminas. Foi retirado de cada microtubo um unico disco contendo fragmentos
das colbénias. Em placas de Petri contendo meio BDA foi depositado um disco e
em seguida foram mantidas por aproximadamente quatro dias em temperatura

de 25 °C para a obtencéo da col6nia e preparacdo do microcultivo.
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Em uma placa de Petri foi colocado um disco de papel filtro, uma
lamina, um bastdo de vidro em “V” para suporte, e duas laminulas que foram
esterilizados antes do microcultivo. A montagem da lamina foi realizada em
uma camara de fluxo laminar.

Pequenos quadrados de meio BDA foram depositados sobre a
lamina. Nas laterais de cada recorte, com a ajuda de uma haste de metal
esterilizada foram depositados esporos e com auxilio de uma pinga foram
colocadas as laminulas sobre estes. Para que se tenha um ambiente favoravel
ao desenvolvimento da col6nia o papel filtro foi umedecido com agua destilada
esteéril.

As placas foram vedadas com fiime de PVC e mantidas a
temperatura ideal para o crescimento (27°C), durante aproximadamente quatro
dias. A reposicao da agua foi realizada quando se mostrou necessaria.

Apébs este periodo houve crescimento de micélio entre a lamina e
laminula. Entdo com auxilio de uma pinca as laminulas foram retiradas
cuidadosamente e depositadas em uma lamina limpa com uma gota de
Lactofenol azul de algodéo para a coloragdo das estruturas. As laminulas foram
vedadas com esmalte incolor.

Cada lamina foi observada em microscopio de luz com uma régua
milimetrada acoplada a lente, onde foram identificados e mensurados os
conidios, as fialides e os conidioforos. Em cada lamina a medigéo foi feita em
aproximadamente trinta estruturas para que com auxilio da chave taxonémica

do género Aspergillus (Klich e Pitt, 1988) identificasse a espécie.
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3.4 Extracédo de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de micélios do fungo pelo
método fenol-cloroformio (Reader e Broda, 1985). Os micélios de cada isolado
de A. flavus foram crescidos em frasco erlenmeyer de 250 mL contendo 100
mL de meio de cultura liqguido CYA, e incubados a 25 °C a 120 rpm, durante
trés dias. Os micélios foram recuperados por filtragem a vacuo e lavado com
adgua destilada esterilizada, para a remocado de residuo do meio de cultura.
Cada micélio foi acondicionado em microtubos de 1,5 mL contendo esferas de
porcelana e entdo macerado.

A maceracao do micélio foi realizada em FastPrep® ja contendo em
cada microtubo 500 pL de tampé&o de extragdo (Tris HClI 200 mM, NaCl 250
mM, EDTA mM e SDS 0,5% pH 7). Em seguida, foram adicionados 350 pL de
fenol, misturando gentiimente o conteldo. Posteriormente, 150 pL de
cloroférmio foi adicionado, misturando o contetdo por inversao até a uma
aparéncia leitosa. A suspenséo foi centrifugada a 13.000 rpm por 30 minutos,
em centrifuga refrigerada a temperatura de 4° C. Da fase aquosa superior foi
transferido no maximo 750 pL para novo microtubo de 1,5 mL acrescentando
10 pL de RNAse (1 U/ pL), incubando-os a 37°C por 10 minutos para a quebra
do RNA. Para a eliminacdo de proteinas residuais, foi acrescentado igual
volume de cloroférmio misturando o conteudo gentiimente por inverséao,
seguido de centrifugacao por 10 minutos a 13.000 rpm. Em seguida transferiu-
se a fase aquosa superior para novos microtubos onde o DNA foi precipitado
com isopropanol a -20°C na proporcéo de 54% do volume da solucéo. Efetuou-

se nova centrifugacdo por 10 a 20 segundos a 5.000 rpm e descartou-se o
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sobrenadante. Para a remocéao de sais, o precipitado foi lavado com 200 pL de
etanol 70% a 4°C, centrifugado por um minuto onde novamente o
sobrenadante foi descartado. A secagem do DNA foi realizada no speed-
vaccum (Eppendorf Concentrator Plus) por 10 minutos e em seguida,
ressuspendido em 50 pL de tampdo TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0 e 1 mM
EDTA). O DNA purificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (5
V/cm) na presenca de brometo de etidio (1 pg/mL) e quantificado visualmente
por comparacdo com marcador padrdo Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).
Para finalizar, as amostras foram diluidas em agua Milli-Q estéril para uma

concentragéo final de 5 ng/uL.

3.5 Identificacdo molecular da espécie

Para a distincdo entre espécies do género Aspergillus foram
utilizados iniciadores (primer) especificos desenhados a partir de sequéncias
conservadas do rDNA ITS (Zao, 2001; Surgita, 2004). Os primers utilizados

foram ITS 4 e ITS 5 (Tabela 1), flanqueando a regido 5.8S (Figura 6).

Tabela 1

Sequéncias dos iniciadores da regido ITS do rDNA utilizados na amplificacao.

Primer Sequéncia 5>3’ Referéncia

ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al, 1990

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White et al, 1990
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Foram utilizados 0,4 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 1 U de
Tag DNA polimerase (Phoneutria-pht) com tampéo de reacdo enriquecido de
MgCl, fornecido juntamente com a enzima, 20 ng de DNA e agua Milli-Q
suficiente para completar o volume da reacgéo para 20 pyL. Para a verificacao da
correta amplificacdo do fragmento, 1pL da reacado foi submetida a eletroforese

em gel de agarose 1%, na presenca de bometo de etidio.

3.5.1. Sequenciamento e analise da regido ITS

Para o sequenciamento cada reacao foi submetida ao tratamento
com a enzima Exonuclease | e SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase). Apos
reacdo da ExoSAP uma placa de 96 pocos foi montada com BigDye®
Terminator v3.1 (Ampplied Biosistems) de acordo com o protocolo fornecido
pelo fabricante.

O sequenciamento dos produtos da PCR foi realizado no Laboratorio
de Genética de Plantas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen, Brasila/DF), utilizando o sequenciador automatico de DNA (ABI
3730) de acordo com Sanger et al. (1977). Os eletroferogramas resultantes do
sequenciamento automatico foram analisados e as sequencias contiguas foram
montadas com auxilio do ChromasPro v1.5 (Technelysium Pty Ldt). O
alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o programa Muscle v3.5
(Edgar, 2004) e em seguida editadas manualmente no programa BioEdit v7.0.9
(Hall, 1999).

Para determinar o modelo de substituicho nucleotidica mais

apropriado do alinhamento das sequéncias ITS foi utilizado o programa
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Modeltest v6.06 (Posada e Crandall, 1998). Este programa compara 56
modelos de evolucdo alternativos utilizando para adocdo do modelo de
informacdo Akaike (Akaike Information Content) e também a informacao
Bayesiana (Bayesian Information Content). Ap0s esta andlise o modelo
“General Time Reverseble + invgamma” (GTR+IG) foi selecionado.

As relacdes filogenéticas entre os isolados de Aspergillus foi
realizada através da construcdo de um cladograma pelo método de Inferéncia
filogenética Bayesiana, usando o programa MrBayes v3.2 (Huelsenbeck e
Ronquist, 2001). O algoritmo Monte Carlo via cadeia de Markov (MCMC) foi
iniciado a partir de uma arvore aleatéria e seis Cadeias de Markov foram
processadas para 2.000.000 de geracdes, com amostras de arvores coletadas
a cada 100 geracoes, sendo descartadas 25% das amostras iniciais, o restante

foi utilizado para determinar as distribuicdes dos valores de probabilidade.

3.6 Amplificacdo do DNA utilizando Marcadores Microssatélites (SSR)

Para o0 estudo da variabilidade genética usando marcadores
microssatélites foram utilizados somente os individuos identificados como A.
flavus. No total foram 86 individuos da espécie de A. flavus, sendo 27 isolados
das castanhas provenientes do Acre (Grupo AC), 29 do municipio de Humaita
(Grupo H) e 30 A. flavus isolados de castanha-do-brasil coletadas em feiras de
Belém (Grupo F). Estes dultimos foram cedidos pelo Dr. Robert Miller
(Universidade de Basilia/lUNB), os quais ja haviam sido identificados
anteriormente a este trabalho. A escolha dos primers utilizados foi realizada

com base no resultado do trabalho de Grubisha e Cotty (2009) que
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desenvolveram vinte e quatro iniciadores SSR para a andlise da diversidade de
A. flavus isolados do Arizona e Texas (Estados Unidos). Os iniciadores
selecionados foram aqueles que apresentaram maior polimorfismo genético no
estudo de Grubisha e Cotty (2009) (Tabela 2).

A amplificacdo do DNA extraido foi realizada usando iniciadores
marcados com fluoréforos listados na Tabela 2. O volume final da reacgéo foi de
10 pL, sendo 1 pL de tampéo (10X, PHT), 1 pL de dNTPs (2,5 mM), 1,5 pL de
cada iniciador (foward e reverse), 0.3 uL MgCl, (50 mM), 0,2 uL Tag polimerase

(5 U pL™), 1 pL de DNA (5 ng pL™) e 4gua MILLI-Q para completar o volume.

Tabela 2

Iniciadores SSR utilizados para o estudo da variabilidade genética de A. flavus.

Nome o . .

loci Sequéncia do primer (5°-3’) Motivo Tamanho (pb)

Af08 F: HEX-GGCTTGCAAGTCTAATCTGC (AAG)14 178
R: TGTGTCTTTGGGATGTATTTCG

AF10 F: 6FAM-CGTGCCATCGTAGAACTTCC (TAC)yo 274
R: GGGACATTGGTAGTACCTTGG

AF11 F: NED-GACGGCGGTGTACAGTGATAGT (AAG), 142
R: GCAGTAACGCGATTATGCAAGT

AF13 F: HEX-CGTGTTCCAAGTCAAGTCCA (CTT)g 136
R:TCTCCTTTGCTCCCGTTAGA

AF17 F: HEX-CTATAGAGGTGGCGCAGAGG (AGA)4(AGG), 366
R:GGTTTCTCGTCTCGTCCTTG R

AF28 F: 6FAM-CCTCCCATTCACCACTCACT (TTG)n 161
R:TTCCTGGGAAGTGAAGAACG

AF31 F: NED-GGGTTGCTTTGAGGTGTGAG (TTC)a1 377
R: GGAGTGGCTAGATCGCATGT

AF34 F: HEX-CAGTCAACCTTGGCATCGTA (GTC)4(GGT)g 306
R:ACCAAACCCAAACCCTAACC

AF42 F: BFAM-TCTGATGCGAAGCTGTAAC (TTC)s 168
R; TCTGCCAAGCAAGAGGAAGT

AF43 F: NED-GTGAGAGCAATTGGGAAACC (GAG)15 392
R: TGACCAATATGCTGGAGGTG

AF48 F: 6FAM-CCACGTTCCACTGTCTCCT (AAG), 352
R: GCAAGTCCTCCACTGATGGT

AF64 F: NED-GCCTAAGGACGAGTCGATTG (AC) 16 177
R: GAGGACCGAAGGATGTG
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A reacao foi colocada em um termociclador (Veriti 96-Well Termal
Cycler — Applied Biosystems), programado para conduzir 40 ciclos, apds a
desnaturacao de 2 minutos a 95 °C, sendo que em cada um dos 10 primeiros
ciclos, ocorreu com uma temperatura de 94 °C por 30°, 54 °C por 30’ e 72 °C
durante 1 minuto. Nos 30 ciclos finais somente a temperatura de anelamento
foi modificada para 52 °C. Para a extensao final foi utilizada a temperatura de
72 °C por dez minutos e depois sendo reduzida para 4 °C e mantida nesta
temperatura. O volume de 1 pL dos produtos da PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio 1 pg/mL para

a verificagdo da banda amplificada.

3.7 Genotipagem

O produto da amplificacdo com os marcadores especificos para A.
flavus foram genotipados no sequenciador automatico de DNA ABI 3730,
localizado no Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Cenargen
(Brasilia/DF).

Com as amostras foi preparado um Mix contendo 1 pL da reacéo
dos marcadores microssatélites, 1 pL de ROX 500 GeneScan e 8 pL
formamida a 94%. Este foi desnaturado a 95 °C por 5 minutos e submetido a
eletroforese de capilar no sequenciador automatico. O tamanho dos fragmentos
amplificados em pares de bases foi estimado usando o software GeneMapper®
versdao 4.1. Os tamanhos dos fragmentos em pares de bases foram
padronizados utilizando-se o software “Allelobin” (Idury e Cardon, 1997). Essa

ferramenta utiliza um procedimento de categorizacdo de alelos em classes,
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definidos com base em quadrados minimos, para eliminar o problema de

padronizacdo com uso de critérios pessoais.

3.7.1 Anélise dos dados da genotipagem

Os tamanhos dos alelos foram organizados em matrizes de dados
utilizando programas computacionais que permitiram a determinacdo da
variabilidade genética intra e intergrupos. Para calcular a frequéncia alélica dos
genaotipos observados foi utilizado o programa Excel Microsatellite Tolkit (Park,
2001). Com auxilio deste programa também foram calculados o conteddo de
informacéo polimérfica (PIC) e a matriz de distancia genética entre pares de
amostras de acordo com Cavalli-Sforza (1994).

A partir da genotipagem, por meio dos marcadores SSRs, foi
estimada uma matriz de dissimilaridade genética e, para permitir uma melhor
visualizacdo, foi construida uma arvore filogenética baseada no método
hierarquico algomerativo da média aritmética entre pares ndo ponderados
(UPGMA, Sokal e Michener, 1958), com DAMBE 5.0.86 (Xia, 2001; Xia e Xie,
2001).

A heterozigosidade estimada foi calculada segundo Nei (1978),
utilizando o programa FSTAT (Goudet, 1995). O mesmo programa foi utilizado
para calcular o indice F¢ segundo Weir e Cockerham (1984) e o indice Ry, que

é analogo ao Fs; segundo Slatkin (1995).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Identificacdo morfologica dos isolados

A identificacdo morfologica da espécie foi realizada em 80 isolados
de Aspergillus spp. provenientes dos municipios de Caroebe (Roraima),
Manicoré, Itacoatiara e Humaita do estado do Amazonas. Todos eles foram
identificados como A. flavus. Devido a alta semelhanca entre as espécies
(Figura 8), ap6s o sequenciamento da regido ITS de alguns destes isolados, foi
verificado que a maioria identificada morfologicamente ndo correspondia a

espécie esperada.

\

Figura 8 Imagem microscépica (40x) de trés isolados identificados. 1 - A.
flavus; 2 - A. nomius; 3 - A. tamarii.

A maioria dos isolados identificados morfologicamente como A.
flavus e confirmados apds o sequenciamento, foi de origem do municipio de
Humaita entdo os isolados deste municipio foram utilizados no estudo da

variabilidade genética de A. flavus.
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A identificacdo morfolégica dos isolados do estado do Acre foi
conduzida no Laboratoério de Fitopatologia da Embrapa Acre, e enviados para

Embrapa Amazonia Ocidental para as demais analises.

4.2 ldentificagcdo Molecular do A. flavus

A amplificacdo da regiao ribossomal ITS (5.8S) de 98 isolados
resultou em um produto de amplificagdo de aproximadamente 650 pares de

base (pb) (Figura 9).

1018 pb

506 pb

Figura 9 Gel de agarose mostrando a amplificacdo realizada com os primers
ITS5 e ITS4. Os nimeros seguidos de letras acima dos pocos representam 0s
isolados de Humaité e a letra M o marcador utilizado (M = 1kb DNA ladder).

Foram obtidas sequencias consenso da regido ITS do rDNA para
todos os isolados. Conforme observado em outros trabalhos, o gene 5.8S
apresentou-se altamente conservado em todos isolados analisados (Haynes et
al., 1995; Luo et al., 2000; Zao et al., 2001; Pinheiro, 2004). As sequencias
tabém foram comparadas com as sequencias contidas na base de dados do
Blastn da regido ITS do rDNA de fungos do género Aspergillus, e cmom

esperado, também mostraram alto grau de identidade. Ao total foram
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identificados 32 A. nomius, 49 A. flavus, 16 A. tamarii, 1 A. fumigatus. A relacéo
dos isolados, identificacdo e origem estdo mostradas na Tabela 3.

Através da analise filogenética do gene 5.8S dos isolados de
Aspergillus juntamente com outras sequencias previamente depositadas em
banco de dados publicos para fungos deste género, foi montado um
cladograma (Figura 10) onde pode-se observar que o0 agrupamento dos
individuos ocorreu de acordo com a espécie. Foram formados trés grandes
clados de Aspergillus, sendo eles de A. flavus, A. tamarii e A. nomius,

confirmando a identificacdo prévia das espécies.
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Identificacdo molecular da espécie e origem de 98 isolados estudados. As
letras acompanhadas dos numeros foram utilizadas para separar os isolados
por origem das castanhas: AC - Acre, H — Humaita (AM), M — Manicoré (AM), |

— Itacoatiara (AM), C — Caroebe (RR).

Identificagdo dos

Identificacdo dos

isolados Origem Espécie isolados Origem Espécie
1AC Acre A. flavus 155H Humaitd/AM  A. flavus
2AC Acre A. flavus 161H Humaitd/AM  A. tamarii
3AC Acre A. flavus 163H Humaitd/AM  A. flavus
5AC Acre A. flavus 166H Humaitd/AM  A. flavus
6AC Acre A. flavus 171H Humaitd/AM  A. flavus
8AC Acre A. flavus 173H Humaitd/AM  A. flavus
9AC Acre A. flavus 179H Humaitd/AM  A. flavus
10AC Acre A. flavus 195H Humaitd/AM  A. flavus
11AC Acre A. flavus M Manicoré/AM  A. tamarii
12AC Acre A. flavus 2M Manicoré/AM  A. tamarii
13AC Acre A. flavus ™™ Manicoré/AM  A. tamarii
18AC Acre A. flavus 14M Manicoré/AM  A. tamarii
19AC Acre A. flavus 29M Manicoré/AM  A. tamarii
20AC Acre A. flavus 17M Manicoré/AM A. nomius
21AC Acre A. flavus 18M Manicoré/AM  A. tamarii
22AC Acre A. flavus 21M Manicoré/AM  A. tamarii
25AC Acre A. flavus 22M Manicoré/AM  A. tamarii
29AC Acre A. flavus 24M Manicoré/AM A. tamarii
30AC Acre A. flavus 25M Manicoré/AM A. tamarii
4H Humait&/AM A, flavus 26M Manicoré/AM  A. tamarii
6H Humaita/AM A, flavus 27M Manicoré/AM A. nomius
14H Humaitd/AM  A. flavus 28M Manicoré/AM A. tamarii
15H Humait&/AM A, flavus 30M Manicoré/AM A. nomius
19H Humait&/AM A, flavus 31M Manicoré/AM A. nomius
22H Humait&/AM  A. flavus 32M Manicoré/AM A. nomius
25H Humait&/AM  A. flavus 41M Manicoré/AM A. tamarii
29H Humait&/AM A, flavus 44M Manicoré/AM A. nomius
38H Humaita/AM  A.fumigatus 3l Itacoatira/AM  A. tamarii
41H Humaitd/AM  A. flavus 41 Itacoatira/AM A. nomius
45H Humait&/AM A, flavus 6l Itacoatira/AM A. nomius
46H Humait&/AM A, flavus 71 Itacoatira/AM A. nomius
50H Humaitd/AM  A. flavus 8l Itacoatira/AM A. nomius
57H Humaitd/AM  A. flavus 101 Itacoatira/AM A. nomius
59H Humait&/AM A, flavus 25l Itacoatira/AM A. nomius
63H Humaitd/AM  A. flavus 271 Itacoatira/AM A. nomius
66H Humaitd/AM  A. flavus 28l Itacoatira/AM A. nomius
67H Humaitd/AM  A. nomius 291 Itacoatira/AM A. nomius
76H Humait&/AM A, flavus 321 Itacoatira/AM A. nomius
85H Humaitd/AM  A. flavus 341 Itacoatira/AM A. nomius
90H Humaitd/AM  A. nomius 561 Itacoatira/AM A. nomius
93H Humait&/AM A, flavus 59l Itacoatira/AM A. nomius
108H Humaitd/AM  A. flavus 60l Itacoatira/AM A. nomius
116H Humaitd/AM  A. flavus 75l Itacoatira/AM A. nomius
117H Humaitd/AM A, flavus 16C Carobe/RR  A. nomius
119H Humaitd/AM  A. nomius 25C Carobe/RR  A. nomius
121H Humaita/AM  A. nomius 44C Carobe/RR  A. nomius
126H Humait&/AM A, flavus 88C Carobe/RR  A. nomius
127H Humaitd/AM  A. nomius 100C Carobe/RR  A. tamarii
142H Humaita/AM  A. nomius 219C Carobe/RR  A. nomius
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Figura 10 Cladograma mostrando as relacdes filogenéticas entre as
sequéncias da regido ITS dos isolados de Aspergillus através da analise de
Inferéncia Filogenética Bayesiana. Os valores da probabilidade posterior sao
indicados nos ramos e barra da escala indica 0 nimero de substituicdes
esperadas por site.

A. flavus grupo

A. nomius grupo

A. tamarii grupo
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4.3 Estudo da diversidade genética de A. flavus com marcadores

microssatélites

A utilizacdo dos marcadores microssatélites neste trabalho foi
empregada para detectar a variabilidade genética intraespecifica de isolados
de A. flavus por origem geogréfica. Este é o primeiro trabalho que utiliza
marcadores SSR para analisar a variabilidade de A.flavus isolados da regido
amazonica utilizando a genotipagem em sequenciador automatico. De acordo
com Nei (1973), atraves da utilizagdo de marcadores moleculares a diversidade
genética de uma populacdo pode ser mensurada pela frequéncia de genétipos
e alelos, pela propor¢cédo de locus polimérficos e pela heterozigose esperada e
observada.

Para analise da variabilidade genética de 86 isolados de A.flavus
foram utilizados 12 iniciadores SSR (Grubisha e Cotty, 2009). Entretanto os
resultados gerados por dois destes iniciadores (AF31 e AF43) foram
descartados, pois o primer AF43 néo foi eficiente na amplificacdo do DNA dos
isolados, e mesmo com bandas sendo observadas na amplificagéo do iniciador
AF31 (Figura 11), ndo foi possivel obter a leitura no sequenciador no momento
da genotipagem. Os demais loci analisados mostraram-se eficientes na
amplificacéo e na genotipagem do DNA dos isolados de A. flavus, o que gerou
um total de 118 alelos, com amplicons variando de 110 a 390 pares de base.
Para a genotipagem nove amostras de DNA selecionadas aleatoriamente
foram analisadas em duplicatas. Os resultados obtidos foram semelhantes
demonstrando a precisdo e reprodutibilidade do método utilizado neste

trabalho.
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Figura 11 Perfil do marcador microssatélite para isolados de Aspergillus flavus
F1 ao F34, gerados com o primer AF-31. Os numeros acima dos pocos do gel
indicam o isolado. A letra M indica o marcador 1Kb plus DNA ladder.

A partir dos produtos da genotipagem verificou-se que todos os 10
locus foram polimérficos, assim como os resultados obtidos por Grubisha e
Cotty (2009), sendo que no presente trabalho foi identificado um maior nimero
de alelos por locus (Tabela 4) do que aqueles encontrados no trabalho de

desenvolvimento dos iniciadores.

Tabela 4

Numero de alelos amostrados por grupos, onde o grupo F representado por
isolados de castanha originarias de feiras em Belém (PA), o Grupo H de
isolados de castanha coletadas em Humaita (AM) e o Grupo AC de isolados de
castanhas provenientes do Acre.

Grupos

Locus F H A Total
AF08 3 7 5 8
AF10 7 9 5 15
AF11 7 4 6 12
AF13 10 6 8 13
AF17 3 5 5 6
AF28 3 5 4 7
AF34 5 10 9 12
AF42 9 7 7 13
AF48 7 10 8 16
AF64 6 9 8 15
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O nuamero de alelos de um locus de microssatélite pode variar muito,
podendo ir de um (monomérfico) até varios (polimérfico). Pode-se considerar
um locus polimoérfico quando um alelo mais comum tem frequéncia inferior a
0,95 (Fonteque, 2011). Dos 118 alelos observados para os 10 loci analisados,
estes variaram de 8 e 16 por locus, com uma média de 11,7 alelos, e a maior
frequéncia alélica encontrada foi de 0,82 para o locus amplificado pelo iniciador
AF28. Os valores de PIC também foram calculados, e estes variaram de 0,308
(AF28) a 0,903 (AF10), com uma média de 0,768. Segundo a classificagédo de
Botstein et al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores a 0,5 sao
considerados muito informativos, com valores entre 0,25 e 0,50 mediamente
informativos, e com valores inferiores a 0,25, pouco informativos. Os valores
encontrados de PIC para os marcadores SSR utilizados neste estudo sé&o
relativamente elevados, mostrando que estes foram polimorficamente
informativos. Na tabela 5 pode-se observar as frequéncias alélicas, o numero

de alelos e os valores de PIC encontrados para cada locus analisado.

Tabela 5

Numero de alelos (N) e conteudo de informacé&o polimorfica (PIC) estimado
para locus microssatélites, obtidos de informacfes genéticas de 86 amostras
de A. flavus.

Marcador N PIC Marcador N PIC

AFO08 8 0,734 AF28 7 0,308
AF10 15 0,903 AF34 12 0,865
AF11 12 0,77 AF42 13 0,853
AF13 13 0,84 AF48 16 0,864

AF17 6 0,703 AF64 15 0,873
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O alto polimorfismo dos loci analisados neste estudo também pode
ser evidenciado quando se compara os dados dos mesmos loci no trabalho
realizado no desenvolvimento dos iniciadores (Grubisha e Cotty, 2009). Os
autores deste trabalho encontraram 3-10 alelos para o locus AF08, 8-19 alelos
para AF10, 4-11 alelos para AF11, 1-7 alelos para AF13, 2-5 alelos para AF17,
2-4 alelos para AF28, 1-5 alelos para AF34, 5-11 alelos para AF42, 4-11 alelos
para AF48 e 2-14 alelos para AF64, nos VCGs (Grupos de Compatibilidade
Vegetativa) com menor e maior nimero de alelos respectivamente. Na
populacdo da Amazbnia avaliada um numero maximo de 16 alelos foi
detectado para o marcador AF48. Uma variacdo deste nivel pode significar que
este locus se encontra em uma regido de elevada taxa de mutacdo. O loci
AF17 foi o que apresentou o menor polimorfismo, com somente 6 alelos.
Embora Grubisha e Cotty (2009), tenham analisado um numero maior de
isolados (221) que o presente trabalho, a variabilidade genética encontrada
para os isolados da regido amazonica foi maior que a dos isolados americanos
estudados. Este resultado pode estar relacionado a localizacdo geografica,
onde fatores ambientais encontrados na floresta, como umidade e temperatura,
sdo propicios para o desenvolvimento do fungo e consequente aumento da
diversidade populacional.

Tran-Dihn e colaboradores (2009) também encontraram um elevado
grau de diversidade genética entre estirpes de A. flavus isolados do milho,
amendoim e solo no Vietnd analisadas por microssatélites, regido também com
umidade e temperatura similares aos encontrados na Amazénia. Entretanto, de

acordo com 0s mesmo autores, a alta diversidade genética pode ser indicativa
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de uma populagdo que esta presente em uma regido a tempo suficiente para
adquirir variacéo evolutiva, pode ser devido a uma Unica introducéo de estirpes
altamente diversas ou multiplas introducdes independentes.

A alta diversidade pode também estar relacionada com a
recombinacdo sexual. A. flavus era considerado um organismo assexual, mas a
andlise genética de populagbes encontrou evidéncias de recombinacéo entre
isolados desta espécie (Geiser et al., 1998). Realmente, Horn e colaboradores
(2009) demonstraram que a reproducao sexual ocorre entre cepas de A. flavus
sexualmente compativeis e pertencentes a diferentes VCGs. Olarte et al.
(2012) fizeram uma importante contribuicdo e apresentaram a primeira
evidéncia genética que a recombinacdo sexual estd ocorrendo em A. flavus
através dos processos de meiose (crossing over). Além disso, foi demonstrado
neste estudo que a capacidade de produzir aflatoxinas (AF) por A. flavus é
altamente hereditaria e estirpes AF- pode-se tornar AF+ caso ocorra crossing
over durante a meiose. Também foi descoberto um ciclo sexual de A. fumigatus
(O’Gorman et al., 2008), e mais recentemente em A. nomius (Horn et al., 2011),
e € provavel que ocorra a reproducdo sexual em outras espécies de Aspergillus
spp. Estes resultados indicam que a recombinacdo sexual € responsavel pela
elevada variabilidade genética encontrada em populacdes de A. flavus.

A Tabela 6 apresenta os resultados das estatisticas de G (Nei, 1987)
para o estudo da diversidade dos grupos subdivididos de A. flavus analisados.
Observa-se que a o valor médio da diversidade génica total (Hy), que é
essencialmente a heterozigozidade esperada entre os loci analisados, foi de
0,798 e o coeficiente de diferenciagdo génica (Gsr) foi de 0,099, o que

representa baixa proporcdo relativa da variacdo genética entre 0s grupos
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estudados. Isso pode ser devido ao grupo F ser proveniente de castanhas
originarias de feira, tendo possibilidade de ser de mesma origem dos outros
grupos. Por sua vez a diversidade génica dentro das populacbes (Hs = 0,719)
foi responsavel por 85,9% da diversidade génica total, indicando a existéncia

de uma maior variabilidade dentro das popula¢gdes que entre as mesmas.

Tabela 6

Analise estatistica G (Nei,1987), para cada locus analisado.

Heterozigosidade estimada de Nei
Locus Hs Ht Dst Dst' Ht' Gst Gst'
AF0O8 0.663 0.776 0.114 0.171 0.833 0.147 0.205
AF10 0828 0921 0.093 0.139 0.967 0.101 0.144
AF11 0.682 0.779 0.098 0.146 0.828 0.125 0.177
AF13 0824 0879 0.055 0.083 0.907 0.063 0.092
AF17 0.662 0.750 0.088 0.132 0.794 0.117 0.166
AF28 0.322 0.326 0.003 0.005 0.328 0.010 0.015
AF34 0827 0891 0.063 0.095 0.922 0.0712 0.103
AF42 0.793 0.875 0.083 0.124 0.917 0.094 0.135
Af48 0.825 0.887 0.062 0.092 0.918 0.069 0.101
Af64 0.764 0.892 0.129 0.193 0.957 0.144 0.202
Média 0.719 0.798 0.079 0.118 0.837 0.099 0.141
Hs = diversidade génica dentro das amostras; Hy = diversidade génica total;
Dst = diversidade génica entre as amostras, dependente do numero de
amostras; Dst — diversidade génica entre as amostras, independente do
namero de amostras; Hy' = diversidade génica total, independente do numero
de amostras; Gsr = estimador do parametro de Fst, sendo Gst’ 0 estimador
equivalente, independente do nimero de amostras.

Para a analise do grau de diferenciacdo genética entre as
populacdes, foi calculado o indice Fst definido por Wright e elaborado por Nei
(1987), este é estimado a partir do coeficiente Gsr utilizando as frequéncias
alélicas encontradas para cada locus estudado. O indice Rst de Slatkin (1995)
também é uma das medidas usadas para analise genética com o uso de
marcadores moleculares microssatélites. Ele utiliza a varidncia dos numeros

das repeticdes e € analogo ao Fst, que como dito anteriormente é baseado na
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variancia das frequéncias alélicas. De acordo com Wright (1978) Rst estimado
inferior a 0,05 indica pouca diferenciacdo genética, entre 0,05 e 0,15 a
diferenciacdo € moderada e entre 0,15 e 0,25 a diferenciacdo é considerada
grande, enquanto um valor superior a 0,25 a diferenciagdo genética é muito
grande. No entanto, € importante ressaltar que, mesmo baixa a estimativa de
Rst pode refletir uma importante diferenciacdo genética entre 0s grupos
(Matsumoto e Hilsdorf 2009). O valor de Rst estimado foi de 0,145 e o de Fst
igual a 0,141. Estas estimativas foram congruentes e significativamente
diferentes de zero. O indice de divergéncia genética entre os grupos, baseado
no valor de Rst demonstra que ocorreu uma variagédo da ordem de 14,5% entre
0s grupos e de 85,5% dentro dos grupos.A distancia de Nei (1987) foi calculada
para os individuos dos trés grupos. Os resultados da matriz de similaridade
genética e dendograma podem ser visto na Figura 9. O coeficiente de
similaridade usado para calcular a distancia genética entre os 86 isolados
avaliados a partir dos locus SSR variou de 0,7 a 1,0 com uma média de 0,96.

E possivel visualizar dois grupos maiores, com individuos divergindo de
1 a 0,7. O maior grupo esté constituido de 67 individuos pertencentes aos trés
grupos de isolados. Varios deles foram agrupados com a mesma distancia
genética. Como por exemplo, podemos citar F1, F5, H12, H25 e AC23
agruparam com uma distancia de 0,94. O individuo identificado como F14 que
tem como origem de castanhas-do-brasil coletadas em feira apresentou a
menor distancia, 0,79. Entretanto, de acordo com resultados por Tran-Dinh et
al. (2009), os agrupamentos formados pela anélise da variabilidade genética
utilizando marcadores moleculares SSRs, ndo apresentou correlagdo com a

origem geografica dos isolados.
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Também foi calculada as distancias genéticas de Nei (1987) entre as
populacbes que variaram de 0,5622 a 0,7287. O respectivo dendograma esta
apresentado na Figura 10. Pela estruturacdo visualizada no dendograma,
evidencia-se a formag&o de dois grupos distintos, sendo um grupo composto
por AC (Acre) com a distancia aproximada de 0,24 e H (Humaitd) com 0,36. O
outro grupo formado por F (feira) possui distancia dos outros na ordem de O.
Podendo assim observar que o grupo F (feira) tem isolados da mesma origem
que dos outros dois grupos e, como dito anteriormente, muito provavelmente

devido a origem das castanhas utilizadas para o isolamento dos fungos.
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Figura 12 Dendograma construido a partir da matriz de distancia genética
(Cavalli-Sforza, 1994), com base no método UPGMA (Sokal e Michener, 1958).
A reconstrucéo filogenética foi realizada com Dambe 5.0.86 (Xia, 2001; Xia e
Xie, 2001).
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Figura 13 Dendograma construido a partir da distancia genética dos grupos de
isolados de A. flavus de acordo com a origem da castanha (F = feira, H =
Humaita, AC = Acre).



57

5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que os
marcadores moleculares SSRs utilizados no presente trabalho mostraram ser
uma ferramenta eficaz no estudo da variabilidade genética de A. flavus.

Os isolados analisados apresentaram grande polimorfismo entre
eles. A maior variabilidade genética ocorreu dentro do grupo de isolados
(85,5%), enquanto que a diversidade entre os grupos estudados foi de 14,5%,
sendo considerada uma divergéncia moderada. Tal diferenca se deve ao fato
dos individuos do grupo F serem provenientes de castanhas-do-Brasil
coletadas em feiras, existindo entdo a possibilidade de serem individuos da
mesma regido. Desta forma, no intuito de garantir um resultado real que
represente a populacdo de uma determinada regido, recomenda-se que para o
estudo da variabilidade genética de populacbes de fungos isolados de
alimentos, as amostras devem ser preferencialmente coletadas em éareas de
producdo e ndo em armazéns ou feiras.

Entretanto, de acordo com os resultados encontrados o0s
agrupamentos formados pela andalise da variabilidade genética de A. flavus
utilizando marcadores moleculares SSRs, ndo apresentou correlagdo com a

origem geografica dos isolados.
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