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Retrospective analysis of natural products provides
insights for future discovery trends
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M¢étodo “Neighbor-Joining” obtido para a linhagem Aspergillus sp CBMAI 1926 (SDC 2.8)
baseada na anélise filogenética dos dados da sequéncia de B-tubulina. Os nimeros das ramificagdes
acima sao valores de bootstrap e a frente dos nomes estdo os nimeros de acesso no GenBank.
Apenas valores acima de 50% sao indicados. 6



Objetivo

Caracterizacdo  morfologica, = molecular ¢
bioquimica do Aspergillus sp CBMAI 1926
utilizando ferramentas fenotipicas € moleculares.



y N
, , o Spore suspension
available online at www.studiesinmycology.org Stuoies N MycoLoay 78: 141-173. .30 % giyﬂeml +0.05% agar + 0.05 % Tween 80
(store at -80 °C)
Phylogeny, identification and nomenclature of the genus Aspergillus C 0.2 % agar + 0.05 % Tween80 (store at 4°C)
J
I‘ Micropipette (0.5-1 pl/spot)
R.A. Samson'’, C.M. Visagie', J. Houbraken', S.-B. Hong®, V. Hubka®, C.H.W. Klaassen®, G. Perrone”, K.A. Seifert®, A. Susca®, ) N
J.B. Tanney®, J. Varga’, S. Kocsubé’, G. Szigeti’, T. Yaguchi®, and J.C. Frisvad” Media
» Recommended: CYA & MEA
« Optional: CZ, YES, DG18, OA, CREA, MEADI,
CY205, ME20S
» 90 mm polystyrene Petn dish
= 20 ml media per plate
I J
(w f
Morphological characterisation Incubate
. anarptmlngy - 7 days, 25°C
production of sclerotia or cﬁemtnﬂlecm, colours of mycelia, » Plates unwrapped
Mﬂsﬁmmmmnrmm * In the dark
~Miéraniarshol : \‘- Allow for sufficient aeration
* Preparations made from MEA
+ Mounting fluid: 60 % lactic acid l,
* Wash excess conidia m',r\\m 70 % EtOH -
-mmﬁmammmdmm ) n )
between vesicle and phialides (i.e. uniseriate or biseriate), colour of Maolecular identification
stipes, and the dimensions_ shapes and textures of stipes, vesicles, » Sequencing
metulas {when present), phialides, conidia, Hille-cells (when « Genes for identification: ITS, CaM

\ present), cleistothecia, asci and ascospores  Genes for phylogeny: Bend, RPE2

» Compare ITS/CaM to reference database
* BLAST (t unrefiable sequences)
= Refoeg-BLAST (Verfied TS sequences)
* Local BLAST (ICPA reference sequences)
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Adaptado de: SAMSON, 2014.



Resultados parciais - Microscopia
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Figura 9. A e B. Conidioforo
em formacao com 3 dias. C e
D. Conidioforo com 5 dias ja
apresenta vesicula bisseriada.
E e F. Conidioforo com
formacao de vesicula
bisseriada  hemisfeérica (7
dias). G. Hifas hialinas. H.
Hifa imagem MEV. 1 e J.
Conidios com ornamentagao
verrugosa. K e L. Conidios
em formagdo. As imagens em
microscopio optico estdo com
um aumento de 400X ¢ foram
realizadas  utilizando 0
corante azul de algodao
(Lactofenol).






|dentificacao por técnicas
moleculares

M. Marcador molecular GD 1Kb plus DNA Ladder RTU,
GeneDirex. A. gene RPB2 ~1200pb. B. gene CaM ~580pb. C.
regiao do ITS1 ~250pb. D. regiao do ITS2 ~280pb. E. oligos
ITS1 e ITS4 para amplificar a regiao interna do ITS ~550pb. F.
oligos ITS1 e ITS5 para amplificar a regiao interna do ITS

~550pb.

Extracdo de DNA: protocolo do kit de extracdo de DNA de
Microrganismos, NucleoSpin® Microbial DNA- MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG. E a quantificacao do DNA foi realizada utilizando
o espectrofotometro UV-VIS Nanovue (GE Healthcare).
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Morfologia das col6nias
em diferentes pH

Incubadas em BOD a 25°C por 7,14 e
21 dias.




Morfologia das colonias
em diferentes pH

As aguas do Rio Jodo Rodrigues que passam
pela Gruta do Catdao, habitat natural da
linhagem, apresentavam pH 7,4 + 0,03 no
momento da coleta do substrato. Essa caverna
é formada por rochas carbonaticas que, em
contato com a agua, libera bicarbonato de
calcio, um sal com caracteristicas basicas
(PAULA, 2014)

Colonias com 7 dias.
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Caracterizagcdao macroscopica

15°C: 4 mm, anverso composto apenas por hifas
brancas, borda da colbénia com aspecto
gelatinoso e centro elevado com hifas que
lembram aspecto penugento e reverso branco.

25°C: 16 mm, ha difusao de pigmentos
amarelos no meio . O anverso apresenta
coloracdo levemente alaranjada, bodas
regulares brancas e centro verde, caracterizando
a formacdo de esporos e reverso amarelo
escuro.

35°C: 6 mm, anverso com bordas pouco
gelatinosas, mas com maior volume de hifas
quando comparadas as colénias que cresceram
a 15°C. A colbnia possui aspecto algodonoso e
ndao apresenta formacao de  esporos,
caracterizadas pela existéncia apenas de hifas
brancas, possui reverso branco, porém
levemente bege




Producao de acidos organicos e aflatoxinas

A. Aspergillus sp CMBAI 1926. B. Aspergillus niger.



Producao de
acido
aspergilico e
acido
neoaspergilico

A. Aspergillus sp CBMAI 1926. B. Aspergillus flavus.

* Alinhagem nao é produtora de acido aspergilico ou
acido neoaspergilico.



Producao de urease

* Como essa linhagem foi isolada de um ambiente extremo,
acreditamos que a producao de urease esta relacionada com
o processo de obtencao de energia, uma vez que nao ha
indicios desse isolado ser patogénico.
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Conclusao

e confirmar que essa linhagem pertence a um novo clado de
Aspergillus, e, este clado pode ou nao estar na secao Versicolores por
diferir das outras espécies.

 Apresentou resultados instigantes quanto a sua capacidade de
crescimento e obtencao de energia. A hidrolise da ureia utilizando a
enzima urease e a utilizacao da creatina como Uunica fonte de
nitrogénio indica a presenca de um regulador genético complexo do
metabolismo do nitrogénio (MARZLUF, 1997).



Caracterizacdao morfoldgica (MEA-Difco e CYA) em um
amplo gradiente de temperatura de incubacao (10, 15,
20, 25, 30, 33, 37, e 42°C) por um periodo de 5, 7, 10,

/e o 14 e 21 dias de crescimento.
Proximas

etapas

Purificacao dos produtos de PCR e enviar para ser
sequenciado.

Avaliar as caracteristicas macroscopicas das colonias
de Aspergillus sp CBMAI 1926 incubadas no escuro, na
luz e em fotoperiodo 12/12h claro/escuro
(Experimento em finalizacao)
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