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S6 um lembrete do Quintana...
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Agora é tarde demais para ser reprovado.

Se me fosse dado, um dia, outra oportunidade, eu nem olhava o reldgio.

Seguiria sempre em frente e iria jogando, pelo caminho, a casca dourada e inutil das
horas.

Desta forma, eu digo: Nao deixe de fazer algo que gosta devido a falta de tempo,
a unica falta que teréa sera desse tempo que infelizmente ndo voltara mais. '
Mario Quintana



RESUMO

O mercado cosmético investe continuamente em novas formulacbes adequando a
velocidade dos langcamentos as exigéncias de qualidade e seguranca. Neste sentido
nota-se o interesse em formulacdes que utilizem uma quantidade menor de
conservantes dada a relagédo destes com a ocorréncia de reacOes adversas. A
diminuicao da atividade de agua pode vir a contribuir para a seguranca
microbiologica de um produto que utilize menos conservantes. No entanto, fungos
filamentosos apresentam resisténcia em ambientes com pouca agua disponivel,
como por exemplo, talcos cosméticos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
isolar fungos filamentosos de diferentes talcos comerciais e realizar a identificacédo
morfolégica e molecular destes micro-organismos. Foram isolados sete fungos
filamentosos, obtidos a partir de cinquenta amostras de talcos cosméticos oriundas
de trés marcas diferentes, apresentando atividade de agua variando entre 0,458 —
0,491. Em relacéo as caracteristicas macroscopicas, a determinacéo da velocidade
de crescimento radial foi semelhante em cinco fungos dos sete isolados. Ainda na
identificacdo morfoldgica macroscopica foram observados cor, aspecto e formacéo
de exsudato das col6nias. Dentre os fungos isolados, cinco apresentaram
caracteristicas de cor e aspecto semelhantes entre si, um fungo filamentoso
apresentou aspecto diferente e outro se diferenciou pela coloracdo da colbnia. Na
analise microscopica observando-se as estruturas reprodutivas foi possivel
diferenciar os micro-organismos em trés géneros, Penicillium, Cladosporium e
Aspergillus. A identificagdo molecular foi realizada pelo sequenciamento da regido
ITS do DNA ribossomal. Os resultados permitiram classificar um dos fungos
filamentosos isolados como Aspergillus fumigatus, outro como pertencente ao
género Cladosporium sp. e os demais como pertencentes ao género Penicillium sp.

palavras-chave: Fungos filamentosos. Talcos cosméticos. Identificagdo morfoldgica.
Regido ITS.



ABSTRACT

The cosmetic market continually invests in new formulations combining product
launch to quality and security requirements. In this sense, there is interest in
formulations with less preservative content due to its potential to cause adverse
reactions. The reduction of water activity can contribute to microbiology security of
products with less preservative. On the other hand, filamentous fungi present high
resistance to environments with small amount of available water, for example, in
cosmetics powders. Therefore, this study aimed to isolate filamentous fungi of
different commercial cosmetic powders and perform morphological and molecular
identification. Seven fungi were isolated from fifty samples of cosmetic powders of
three different brands, with water activity ranging from 0.458 to 0.491. According to
macroscopic evaluation, radial velocity determination was similar in five out of the
seven fungi analyzed. Aspect, color and exudates formation were also included
regarding morphological macroscopic analysis. Among the isolated fungi, five
presented similar color and aspect, one presented different aspect and the other had
a different colony coloration. In microscopic analysis, the observation of the
reproductive structures made feasible the differentiation of the microorganisms in
three genera, Penicillium, Cladosporium e Aspergillus. Molecular identification was
performed through sequence analysis of ribosomal DNA ITS region. The results
allowed the classification of one of the isolated filamentous fungi as Aspergillus
fumigatus, another one belonging to genus Cladosporium sp., and the remaining
belonging to genus Penicillium sp.

key words: Filamentous fungi. Macroscopic and microscopic identification. ITS
region.
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1 INTRODUCAO

A industria de cosméticos exige frequentes lancamentos para garantir a
competitividade da empresa. Acompanhar tendéncias e necessidades dos
consumidores implica em agilidade no desenvolvimento de novos produtos com
qualidade (BONTORIM, 2009). E grande o investimento em novas formulacées que
possuam menor quantidade de conservantes, dada a frequéncia com que estes sao
relacionados a ocorréncia de reagfes adversas (LUNDOV, MICHALE DYRGAARD
et al., 2009). Um dos meios de reduzir o uso destas matérias-primas, e ainda assim
manter o produto pouco suscetivel a contaminacdes microbianas implica na
diminuicdo da atividade de agua da formulacdo. Entretanto, fungos filamentosos
possuem grande resisténcia a ambientes com pouca atividade de &gua
(DITCHFIELD, 2000). Nas éareas de cosméticos e alimentos, por exemplo, a
contaminacgao por fungos filamentosos e valores de atividade de agua é relacionada
havendo, ainda hoje, a busca de alternativas para evitar a contaminacdo dos
produtos.

O uso pelo consumidor de produtos cosméticos sem considerar as orientacdes
do fabricante pode causar contaminacdes e danos a propria saude, mesmo se 0
produto sair da fabrica dentro dos limites de aceitacdo microbiolégica preconizados
pelo 6rgédo regulador (BRANNAN; DILLE, 1990). Os danos que um produto
contaminado pode causar, tanto em pessoas sadias, quanto em pessoas debilitadas,
podem ser sérios. Em 2005, foi relatado um incidente com o bacilus Burkholderia
cenocepacia, proveniente de um enxaguatorio bucal contaminado que foi aplicado a
116 pacientes com doencas no trato respiratério, causando duas mortes. Foi
relatado que tal produto ndo possuia a concentracdo do conservante declarado
(KUTTY et al., 2007). Percebe-se, desta forma, que é importante a qualidade dos
produtos e a identificacdo dos micro-organismos nos casos de contaminacfes por
patogénicos ou nao, a fim de certificar-se dos riscos e precaucdes necessarios para
evitar outras contaminacoes.

A identificagdo de fungos filamentosos por caracteristicas morfologicas
macroscopicas ou microscépicas é muito utilizada, requer experiéncia por parte do
pesquisador, principalmente devido ao fato de que as caracteristicas dos fungos em

desenvolvimento podem mudar consideravelmente dependendo do meio e das
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condicdes a que estdo expostos. As caracteristicas macroscépicas e microscopicas
podem ser muito semelhantes entre as espécies, podendo levar a resultados
errbneos de identificacdo. (FISHER; DOTT, 2002).

A aplicacdo de técnicas moleculares na identificacdo de fungos filamentosos é
cada vez mais acessivel e visa, principalmente, a analise do gene que codifica para
o DNA ribossomal. Nesta regido, a sequéncia de interesse correspondente aos
Espacadores Internos Transcritos (ITS), devido ao seu alto grau de variabilidade
entre espécies e, em alguns casos, entre cepas de mesma espécie (ANDERSON;
PARKIN, 2007).

O fato de produtos cosméticos contaminados estarem em circulacdo no
mercado, e que produtos com pouca atividade de agua, entre eles os talcos
comerciais cosméticos, serem produtos de uso pela populacdo de todas as faixas
etarias, o presente trabalho visa a identificagdo morfoldégica e molecular de fungos
filamentosos isolados de talcos cosméticos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Identificar fungos filamentosos isolados de talcos comerciais cosméticos por
caracteristicas morfolégicas e sequenciamento da regidao ITS, que flanqueia o rDNA
5.8S e se encontra entre os rDNA 18S e 28S.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar fungos filamentosos de talcos comerciais cosméticos selecionados no
mercado;

Determinar as caracteristicas morfolégicas macroscopicas e microscopicas
dos fungos filamentosos isolados;

Determinar o crescimento radial dos fungos filamentosos isolados;

Realizar a identificacdo molecular dos fungos filamentosos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SETOR DE COSMETICOS NO BRASIL

Segundo Minamoto, (2010) cosméticos sdo produtos com acéo leve no corpo,
aplicado por esfregaco ou aspersao do produto, com o objetivo de limpar,
embelezar, alterar a aparéncia ou manter a pele e o cabelo em boas condigdes.

A Industria Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosmeéticos
(ABIHPEC) exibiu um crescimento médio de 10,6% em 13 anos, de 1996 a 2008.
Apresentou um faturamento ex-factory (preco do produto na saida da fabrica, sem
impostos) de R$ 4,9 bilh6es em 1996 para R$ 21,7 bilh6es em 2008. Os fatores que
contribuiram para este aumento séo a participacao crescente da mulher no mercado
de trabalho, a utilizacdo de novas tecnologias com o aumento da produtividade,
lancamentos constantes de novos e atrativos produtos e o aumento da expectativa
de vida, o que traz a necessidade de “conservar a juventude”. Em 2008 produtos de
banho, onde estdo incluidos os talcos cosméticos, representaram 9,7% do
faturamento dos produtos cosméticos vendidos no Brasil, s6 sendo menores do que
produtos descartaveis (11,8%), fragrancias (14,8%) e cabelos (24,9%) (ABIHPEC,
2009).

Em 2009, o faturamento de higiene e beleza no Brasil cresceu 14,75% com
relacdo a 2008, chegando a R$ 24,970 bilhdes ex-factory, confirmando que a crise
econdbmica mundial de 2008, ndo atingiu este setor no Brasil (ABIHPEC, 2009).

Os talcos sdo produtos cosméticos que contém no minimo 80% da matéria-
prima silicato (talco), podendo ser colorido ou perfumado. Para criangas, os talcos
sdo destinados a proteger a pele, especialmente contra irritacbes e assaduras,
podem ser levemente perfumados, mas ndo podem conter corantes ou particulas
palpaveis, matérias estranhas ou sujidades (BRASIL, Brasilia, 1977).

A resolugdo 481 de 23 de setembro de 1999, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, € a legislagdo vigente para o controle microbioldgico de
cosmeéticos no Brasil. Esta resolucdo estabelece que os produtos cosméticos sejam
classificados em duas classes: Classe | que engloba produtos infantis, produtos para

a area dos olhos e para mucosas; e Classe I, qgue engloba os demais produtos
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cosmeéticos. Esta legislacéo estabelece para os produtos da classe I, um maximo de
100 UFC.mL™" ou g de produto, de micro-organismos meséfilos aerdbios totais, que
engloba bactérias, fungos filamentosos e leveduras. A classe Il exige o0 maximo de
1.000 UFC.mL™ ou g de produto. Para ambas as classes de produtos é obrigatéria a
auséncia das bactérias patogénicas Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus e de coliformes fecais e totais em 1 g ou ml de produto. Também sé&o
realizadas, exclusivamente para talcos, as analises do micro-organismo Clostridium
sulfito redutores, onde também € obrigatoria a auséncia em 1 g ou ml de produto
(BRASIL, 1999).

Poucas matérias-primas utilizadas na fabricacdo de produtos farmacéuticos
sao estéreis quando fornecidas, e um tratamento especial pode ser necessario antes
do uso. Fatores como controle do meio ambiente e sanitizacdo, limpeza de
equipamentos e boas praticas pessoais de higiene sao vitais na manufatura
farmacéutica para minimizar as contaminagfes microbioldgicas. A natureza e a
frequéncia de testes microbioldgicos variam conforme o produto (USP, 2002).

Por mais de 20 anos os microbiologistas focaram seus estudos ha
microbiologia bacteriana de alimentos e ndo deram importancia necessaria ao
crescimento de fungos filamentosos. H& varios modelos que permitem o estudo de
crescimentos microbianos, como o modelo cardinal descrito por Rosso et al. (1993 e
1995 apud NEVAREZ et al., 2009), utilizado no estudo de Nevarez, et al., 2009 do
fungo filamentoso Penicillium glabrum, comum em contaminagdes de alimentos.

Nos anos 60 e 70 houve uma preocupacdo com a contaminagao de
cosméticos que continham grande quantidade de &agua na formulagéo.
Regulamentacdes e legislacdes comecaram a serem criadas nos Estados Unidos e
na Europa para a aplicacdo de conservantes em cosméticos. Além disso, a
implementacdo das boas praticas de fabricacdo, ja utilizada anteriormente pela
industria farmacéutica, comecou a ser aplicada na industria cosmética (LUNDOV,
MICHALE DYRGAARD et al., 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, divulga periodicamente
a lista de conservantes permitidos e os limites de utilizacdo de cada um deles. No
entanto, ainda n&o caracterizou legalmente a necessidade da realizacdo do
challenge test durante o desenvolvimento do produto e nem mesmo o controle lote a
lote do teor de conservantes dos produtos. Durante o desenvolvimento de uma nova

formulacdo utiliza-se o challenge test para assegurar que o sistema conservante
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utilizado é eficiente para garantir a qualidade microbiologica do produto. O principal
fundamento do challenge test € baseado no conceito de medir a habilidade de
sobrevivéncia de determinados micro-organismos que Sao propositalmente
introduzidos em um sistema de conservantes. A duracdo dos testes varia entre 28
dias para cosméticos a 12 semanas para produtos farmacéuticos (YABLONSKI,
MANCUSO, 2007).

Teores de conservantes acima dos valores permitidos podem aumentar o
namero de reacOes adversas como alergias, irritacdes dérmicas, entre outras que o
produto pode causar durante o uso pelos consumidores. Enquanto baixos teores
podem permitir a contaminacdo microbioldgica do produto podendo vir a ocasionar
doencas. A correta utilizacdo de conservantes pode evitar a contaminacdo dos
cosmeéticos durante todo o processo de fabricacdo, armazenamento, distribuicdo e
uso durante seu prazo de validade. Mesmo durante sua vida de prateleira (shelf life)
a contaminacdo do produto cosmético pode danifica-lo e ainda representar um risco
iminente ao usuario devido ao contato direto do produto com a pele (LUNDOV,
MICHALE DYRGAARD et al., 2009). Pack et al, (2008) verificaram a contaminacao
de maéscara para cilios por micro-organismos presentes no préprio cilio das
mulheres. Foi detectada a presenca de bactérias e fungos em 36,4% dos cosméticos
analisados. Este estudo confirma a necessidade de realizacdo de testes antes e
apos o lancamento do produto, a fim de assegurar a concentracdo minima de
conservantes necessarios para a integridade do produto durante o uso pelo
consumidor.

As reacdes adversas causadas pelos produtos cosméticos sdo um problema
conhecido. E relatado que aproximadamente 6% da populacdo possui reacdes
adversas a cosmeéticos, principalmente produzidas por conservantes ou fragrancias
e € dependente da concentracao dos mesmos. No entanto, as alergias causadas por
produtos cosmeéticos, ndo sdo exclusivamente produzidas pelos conservantes, ou
pela falta de qualidade do produto, e sim pela predisposicdo do usuario em
desenvolver tal quadro clinico, como tipo de pele, sensibilidade, doencas, entre
outros (LUNDOV, MICHALE DYRGAARD et al., 2009).

Outra preocupacéao do consumidor e da industria cosmética é a contaminacao
microbiolégica dos produtos disposniveis para serem testados pelo consumidor nas
lojas, os testers. O fato de varias pessoas utilizarem esses produtos propicia a

contaminacdo dos mesmos e 0 uso, apos a contaminacdo, pode causar problemas
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com outros consumidores. Mislivec et al. estudaram 3027 produtos cosméticos
recolhidos de 171 estabelecimentos de vendas nos Estados Unidos, quanto a sua
contaminacéo por fungos. Foi detectado que cerca de 14% dos produtos estavam
contaminados com fungos e cerca de 32% dos isolados eram fungos patogénicos.
Tran e Hitchins (1994), realizaram o mesmo estudo, mas pesquisando bactérias. Foi
detectado que 50% dos produtos de teste analisados apresentavam contaminacao
com estes micro-organismos, sendo 60% dos isolados bactérias da flora da pele. No
entanto houve a deteccédo de Pseudomonas aeruginosa em 0,07% dos isolados.

O conservante ideal para produtos cosméticos é solivel em &gua, atoxico,
inodoro, incolor, nao irritante, efetivo em uma ampla faixa de pH e capaz de inibir o
crescimento e o desenvolvimento de grande numero de bactérias e fungos. No
entanto, ndo h& preservante que cumpra com todos estes requisitos. Parabenos
(metilparabeno, propilparabeno, butilparabeno e etilparabeno), derivados de
formaldeido e metilcloroisotiazolinona/metilisotiazolinona foram os conservantes
mais utilizados nos ultimos 20 anos (LUNDOV, MICHALE DYRGAARD et al., 2009).
Atualmente muitos destes conservantes estdo proibidos ou somente é permitido o
uso em minimas quantidades. A resolucdo 162 de 11 de setembro de 2001
estabelece a lista de substancias de ag¢ao conservante permitidas para produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumes. Sessenta substancias sdo listadas como
permitidas, assim como a concentracdo maxima autorizada, limitacdes e condicdes
de uso e adverténcias. O alcool benzilico (1%), 2-fenoxietanol (1%), parabenos
(0,4% expresso como éster para 1 éster ou 0,8% para misturas dos sais e ésteres),
triclosana (0,3%), imidozolidiluréia (0,6%), metilcloroisotiazolinona/metilisotiazolinona
(0,0015%) séo alguns conservantes e limites descritos na resolu¢do (BRASIL, 2001).

A criacdo de cosméticos que ndo possuem conservantes em sua formulacéo
(preservative free) ou produtos que possuem matérias-primas com habilidades
antimicrobianas, porém néo sdo declaradas como conservantes (self-preservatives),
sdo, sem duvida, de interesse para muitas industrias cosméticas. Estes produtos
possuem um forte apelo de marketing por reduzirem a incidéncia de reacdes
adversas aos consumidores devido a auséncia dos conservantes (VARVARESOU et
al., 2009). A habilidade de um produto cosmético ser mais susceptivel ou nao a
contaminagao depende de alguns fatores como: a embalagem (quanto menor o
contato do produto com o ar e com o consumidor, menor é a chance de

contaminacgao); o pH da formulacdo (um produto com valores de pH maior ou menor
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dificulta a possibilidade de contaminagdo microbiana, porém € inviavel a utilizacéo
de produtos cosméticos com valores extremos de pH); a implementacdo das boas
praticas de fabricacdo; a forma da emulséo (teoricamente uma emulsao 6leo/agua é
mais susceptivel a contaminacdo do que uma formulacdo agua/oleo); presenca de
ingredientes anti-microbianos multifuncionais (6leos essenciais, extratos, alcool,
surfactantes e quelantes, que podem possuir atividades anti-microbianas, porém néo
sdo considerados conservantes) e a atividade de agua do produto (MISLIVEC;
BANDLER; ALLEN, 1993; VARVARESOU et al., 2009).

Produtos com pouca atividade de agua tém sido formulados e estudados
pelas industrias cosméticas (LINTNER; GENET, 1999) e alimenticia (LAROCHE;
FINE; GERVAIS, 2005) para minimizar a utilizacdo de conservantes e a
possibilidade de contaminacdo microbiolégica. A existéncia de contaminacao
microbiolégica em produtos com pouca atividade de agua, como talcos, pos faciais,
blushs, sombras, entre outros foi relatada por Mislivec et al (1993).

As bactérias requerem maior quantidade de agua disponivel para seu
desenvolvimento, seguido das leveduras e depois dos fungos filamentosos. A
atividade de agua de um produto pode ser reduzida com a adicdo de algumas
substancias com capacidade de se ligar a agua, como polidis, amino-acidos,
hidrolisados de proteinas e hidrocoloides (VARVARESOU et al., 2009). Foi relatado
por Fine e Gervais (2003) a deteccéo de esporos e células vegetativas em produtos
alimenticios em p06, com pouca atividade agua. Desta forma pode-se verificar que
produtos com pouca atividade adgua podem possuir esporos e células vegetativas, e
que quando em ambiente propicio para seu desenvolvimento podem causar danos
aos produtos.

Relatos de recalls de produtos cosméticos e alimentos contaminados no
mercado sao frequentes. Anelich e Korsten (1996), estudaram cremes para as maos
e corpo e creme facial contaminados na Africa do Sul. Os géneros mais frequentes
encontrados foram Pseudomonas (30%), seguido de Enterobacter (17%), Aspegillus
(13%) e Staphylococcus (9%). Alvarez-Lerma, et al., (2008), relataram a
contaminacao de pessoas debilitadas pelo uso de um hidratante corporal que estava
contaminado por Burkholderia cepacia, bacilo Gram negativo, resistente a varios
medicamentos e de grande incidéncia em ambientes hospitalares. Este estudo

demonstra a importancia da auséncia de micro-organismos em produtos quando
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utilizados por pessoas debilitadas, pois o hidratante corporal estava de acordo com
os limites para contaminacéo microbiolégica estabelecidos pela legislagdo européia.

Na Europa, a RAPEX, Rapid alert system for non-food consumer, contabilizou
173 recalls de diferentes produtos cosméticos durante trés anos, dentre estes 24
produtos foram constatados como contaminados por micro-organismos. Dentre 0s
produtos contaminados, dois eram estojos de maquiagem, contendo produtos em
po, porém 0s micro-organismos isolados destes pds nao foram identificados. O
micro-organismo de maior incidéncia dentre as contaminagdes foi Pseudomonas
aeruginosa e o0s demais micro-organismos identificados foram Candida albicans,
Burkhodelia cepacea, Enterobacteriacea, Klebsiella oxytoca, entre outros (LUNDOV,
M. D.; ZACHARIAE, 2008).

No Brasil, em 1993, foi publicado um projeto para a criagdo de um talco
cosmético grau farmacéutico para uso infanti com qualidade microbiol6gica
(SAMPAIO; OLIVEIRA, 1993).

A contaminacdo dos produtos cosméticos é evidenciada pelo descuido do
consumidor com o produto. Desta forma as industrias investem em embalagens para
evitar ao maximo o contato do consumidor com o produto. Um estudo realizado em
1990 pela empresa Procter & Gamble, em Ohio, Estados Unidos, analisou trés
diferentes tipos de fechamento de embalagens para xampus e trés diferentes tipos
de fechamento de embalagens para locdo corporal, em trés e duas semanas de
estudo, respectivamente. Foi detectado que a contaminacdo microbiol6gica
realizada apdés o uso pelos consumidores foi maior nas embalagens de maior
exposicdo dos produtos com o ar e com o0 consumidor. Os pesquisadores
concluiram que mesmo o0 produto menos protegido quimicamente (por
conservantes), tem menor possibilidade de contaminacdo armazenada em
embalagem com maior protecdo, do que o produto mais protegido quimicamente em
embalagens com menor protecdo (BRANNAN; DILLE, 1990).

O Guia de estudo de estabilidade de produtos cosméticos da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, (2004b), recomenda para talcos e outros pos
cosmeticos, um ambiente livre de umidade, principal fator de danos causados a
estes produtos. A umidade pode causar alteracbes nas caracteristicas fisico-
quimicas dos produtos, como alteracdo de cor, odor, sensagdo tatil e também o
surgimento de um ambiente propicio para o desenvolvimento de micro-organismos.

Desta forma, o consumidor necessita ter a consciéncia de armazenar bem seus
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produtos, pois as industrias vém cada vez mais fazendo seu papel pela qualidade e
o consumidor deve manter os produtos em boas condicfes de uso até a expiracao

do seu prazo de validade.

3.2 DESENVOLVIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

As unidades de reproducéo dos fungos filamentosos sé&o os conidios capazes
de resistir a condi¢cbes adversas tanto ambientais quanto quimicas e podem variar
morfologicamente de acordo com a espécie. Variam em tamanho, em cor e em
forma e alguns podem apresentar mais de um tipo de conidios sendo caracteristico
da espécie (LACAZ et al., 1998).

Em um meio favoravel, os conidios absorvem &gua e nutrientes e entdo
germinam, formando um ou mais tubos germinativos. Este tubo germinativo alonga-
se na fracdo apical formando longos filamentos que podem se ramificar (FUNDER,
1968). Tais filamentos sdo denominados hifas que sao estruturas alongadas,
cilindricas ou tubulares, cobertas por uma membrana, que contém o protoplasma, e
fora dela, pela parede celular (HERRERA; ULLOA, 1990). As hifas podem formar
uma corrente de células pela formacdo de uma parede transversal caracterizando as
hifas septadas que podem conter um, dois ou mais nucleos. Quando ndo ocorre a
separacao, ou esta ocorre apenas na base das estruturas reprodutivas, em hifas
com pouca nutricdo, velhas ou com danos, elas sdo denominadas de hifas
cenociticas ou nao septadas. A ocorréncia de divisdo das hifas, assim como a
frequéncia com que ocorrem, é espécie-especifica. Enquanto umas hifas séo
simples e outras complexas, todos os septos se formam de forma centripeta, de fora
para dentro através da parede da hifa. Em muitos casos, um septo ja desenvolvido,
possui um poro unico central no qual o protoplasma da hifa adjacente se faz
continuo e por onde pode ocorrer a passagem de elementos através deste poro, até
mesmo nucleos. Pelo formato dos poros e septos das hifas serem considerados
conservados pela evolucdo das espécies, dados obtidos por estudos de ultra-
estruturas sdo importantes em classificacbes taxonémicas (ALEXOPOULOS; MIMS;
BLACKWELL, 1996).
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Embora o micélio vegetativo (aquele que se desenvolve no interior do
substrato - meio de cultura - que também tem a funcdo de sustentacdo e de
absorcdo dos nutrientes) ndo tenha especificamente funcdes de reproducao, alguns
fragmentos de hifas podem se desprender deste e cumprir funcfes de propagacao e
sdo denominados de taloconidios. O micélio que se desenvolve acima da superficie
do meio de cultivo é chamado de micélio aéreo onde normalmente ocorre a
reproducdo (HERRERA; ULLOA, 1990).

Os fungos filamentosos se reproduzem de duas formas, sexuada e
assexuada. Os esporos assexuados provém de corpos frutiferos que podem ser
enddgenos, concentrados no interior de um esporangio, ou exdgenos que Sao 0s
conidios e artroconidios. Os esporos sexuados séo originados da divisdo meiética de
um zigoto, seguido de uma ou mais divisdes mitoticas (LOPEZ, 1998).

A reproducdo assexuada possui a seguinte sequéncia: 1) a célula mae da
origem a um novo artroconidio; 2) fissdo das células sométicas em novas células
filhas; 3) producdo de células somaticas, com producdo de um novo individuo, e
4) producdo de esporos assexuados onde cada um geralmente germina para a
formacdo do tubo germinativo que da origem ao micélio. Os fungos geralmente
empregam a fragmentacdo como maneira de propagacdo, o que também é
frequente na natureza e no meio laboratorial, onde forcas externas podem agir sobre
estes micro-organismos, como vento, chuva, forca mecanica, entre outros,
proporcionando a ruptura do micélio. Quando esta fracdo atinge um ambiente
adequado com condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento, forma-se um novo
individuo (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Na reproducdo sexuada em fungos filamentosos, ocorre um processo de
fusdo de duas células sexuais, em trés passos. O primeiro passo denomina-se
plasmogamia, o segundo cariogamia e o terceiro, meiose. Estes passos ocorrem
nesta sequéncia em épocas especificas da vida do fungo filamentoso. Na
plasmogamia, ocorre a unido de dois protoplastos, resultando dois nucleos em uma
Gnica célula; na cariogamia ocorre a fusdo dos dois nucleos, resultando em uma
Unica célula dipldide e na fase da meiose, ocorre a divisdo da célula diploide
(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Aspergillus fumigatus € um fungo oportunista presente na atmosfera, sendo
considerado de risco para pessoas imunosuprimidas. Podem causar doengas

invasivas, e € associado com asma severa e sinusite. Este micro-organismo possui
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um ciclo sexual heterotalico reprodutivo completo, o que leva a formacdo de
ascosporos e cleistotécio, assim como seu teleomorfo Neosartorya fumigata
(O’GORMAN; FULLER; DYER, 2009). Outras espécies de Aspegillus, importantes
na economia e na medicina, tiveram seus ciclos sexuais recentemente descobertos:
Aspergillus flavus e A. parasiticus. Estes fungos possuem uma fertilidade reduzida,
exigem condi¢cdes especificas para a reproducdo sexuada, quando comparada a
outros micro-organismos do mesmo ¢género, sendo eles heterotalicos ou
homotélicos. (KWON-CHUNG; SUGUI, 2009). A reproducédo sexuada de Aspergillus,
nao diferencia a hifa que se forma em elemento feminino ou masculino (GEISER,
2009).

Um estudo genético realizado em 2008 sugeriu a existéncia de um ciclo
reprodutivo sexuado para Penicillium chrysogenum. O género Penicillium, possui
muitas espécies que se reproduzem assexuadamente. As andlises genéticas
realizadas permitiram a deteccédo de genes associados com a reproducdo sexual e
produgédo e deteccdo de feromdnios em Penicillium chrysogenum, sendo este o
primeiro fungo de interesse industrial (producdo do antibidtico penicilina) a ter estes
genes de reproducao descobertos (HOFF; POGGELER; KUCK, 2008).

3.3 ATIVIDADE DE AGUA

O crescimento e o metabolismo dos micro-organismos demandam a presenca
de agua em forma disponivel. A medida mais comumente empregada para
expressar a disponibilidade de dgua em produtos, como alimentos, cosméticos ou
farmacéuticos, é a atividade agua que é baseada na Lei de Raoult’s para solucdes
ideais e ndo leva em consideracao interacdes com o soluto e outros componentes
gue ndo a agua (GRANT, 2004).

Os fungos filamentosos podem ser classificados em dois grupos em termos
de necessidade de agua para seu crescimento e desenvolvimento, podendo ser
xerofilos ou nao-xerofilos. Fungos xerofilos possuem a capacidade de crescimento
em ambientes secos ou em ambientes com grande gquantidade de solutos como o
sal e 0 acUcar. Pitt (1975 apud HUANG et al., 2009), definiu fungos xerdéfilos como

micro-organismos que crescem em ambientes com atividade de agua abaixo de
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0,85. No entanto, Pelhate (1968 apud HUANG et al., 2009), definiu os fungos
xero6filos como tendo um crescimento em ambientes com no méximo 0,95 de
atividade de 4gua (HUANG et al., 2009).

A influéncia da atividade de agua em micro-organismos € complexa,
combinando fatores intrinsecos (potencial nutritivo, pH e compostos anti-
microbianos, como diéxido de enxofre, nitratos e nitritos) e ambientais (temperatura,
oxigénio, tratamentos quimicos e irradiacdo), os quais variam em funcéo do tipo de
produtos e do micro-organismo (LAROCHE; FINE; GERVAIS, 2005).

Murrel e Scott, (1966), relataram que esporos e células vegetativas sdo mais
resistentes a temperaturas em ambiente, ou produtos secos do que em meios
liquidos. Estudos séo realizados na area alimenticia, demonstrando a resisténcia de
esporos e células vegetativas em alimentos em pd, mas pouco € relatado em
produtos cosméticos. A dificuldade de descontaminacdo de alimentos em pé é
relacionada com a presenca de microflora especifica adaptada ao desenvolvimento
em ambiente com pouca atividade de agua. Ambos, esporos e células vegetativas,
sdo encontrados em produtos secos e desidratados (FINE; GERVAIS, 2003).

Em alimentos, os fungos sdo considerados 0S organismos Vvivos mais
resistentes a pouca atividade de agua, sendo 0s principais responsaveis pela
deterioracdo dos mesmos na faixa entre 0,60 e 0,71. Isto se deve ao fato de ndo
haver competicdo com as bactérias nesta faixa de atividade de agua (DITCHFIELD,
2000). Porém, para os fungos dos géneros Aspergillus e Penicilium a atividade de
agua entre 0,980 e 0,994 é considerada 6tima para o crescimento (HUANG et al.,
2009).

A Tabela 1 indica a atividade de &agua minima necesséria para o

desenvolvimento de alguns fungos filamentosos.
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TABELA 1 — LIMITES INFERIORES DE ATIVIDADE DE AGUA
PARA O CRESCIMENTO MICROBIANO

Micro-organismo Atividade de agua
Aspergillus clavatus 0,85
A. flavus 0,78
A. ochraceus 0,77
A. ochraceus 0,76
A. parasiticus 0,82
Byssochlamys nivea 0,84
Penicilliumm cyclopium 0,82
P. expansum 0,83
P. isladicum 0,83
P. martensii 0,79
P. patulum 0,81
P. veridicatum 0,83

Fonte: DITCHFIELD, 2000

A presenca de fungos filamentosos em alimentos é fortemente dependente de
fatores ambientais. A temperatura, atividade de agua e composi¢ao do substrato sédo
fatores criticos no crescimento de fungos e na producdo de toxinas. Um estudo
realizado em 1998 analisou o crescimento do Penicillium citrinum e a producéo de
citrinina (metabdlito secundario neurotdxico), variando atividade de agua do meio
(0,760; 0,775; 0,790; 0,800; 0,810; 0,825 e 0,885) a 30°C por dois meses. Foi
verificado que a producéo da toxina foi detectada nos meios com atividade de agua
maior que 0,800 e que o micro-organismo Peniciillium citrinum sé ndo apresentou
crescimento no meio com atividade agua de 0,760 (COMERIO; PINTO;
VAAMONDE, 1998).

Uma investigagcédo realizada com amostras de farelo de trigo na Eslovaquia
detectou 65 diferentes espécies de fungos filamentosos pertencentes a 23 diferentes
géneros. A atividade de agua desses farelos de trigo foram medidas e seus valores
variaram de 0,45 a 0,64 e as contaminagdes encontradas foram de 1,82 x 10" a

3,42 x 10*UFC.g* sendo que o aceitdvel para farelos de trigo destinados a
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alimentacdo segundo o autor é de 1,0 x 10* UFC.g™. Espécies produtoras de toxinas
foram encontradas, sendo que 0S micro-organismos com maior incidéncia foram do
género Aspergillus, Penicillium e Cladosporium, com 100%, 89% e 72% de
frequéncia, respectivamente, seguidas de Alternaria, Fusarium e Eurotium
(TANCINOVA; LABUDA, 2009).

O conhecimento do valor de atividade de agua colabora com o
desenvolvimento de produtos auto preservantes possibilitando a diminuicdo de
testes microbiolégicos, concentracdo de anti-microbianos e o0s custos finais dos
produtos (DECAGON, 2008).

A velocidade de crescimento radial € uma medida intrinseca de cada espécie
de fungo filamentoso, em determinadas condi¢des. Ocorre a formacdo do micélio
vegetativo em condi¢des favoraveis para tal, seguido do desenvolvimento de hifas
pelo alongamento apical, caracterizando o crescimento do fungo. Alguns parametros
importantes que influenciam o crescimento dos fungos filamentosos sao a
qguantidade de agua disponivel, fonte de nutrientes (carbono e nitrogénio),
temperatura e presenca de oxigénio.

A velocidade de crescimento radial permite a observagdo das estruturas
diferenciadas formadas durante o processo que evoluem do centro até a periferia da

colbnia (Figura 1).

Zona de envelhecimento, onde as hifas  possuem
vaclolos ou s&o0 vazZiss devido a mobilizagdo do
citoplasma no zentido dos esporos ou no zentido das
partes maiz jovers da coldnia

Zona de fruificaggo onde ndo hd aumerto de biomaza e
az formas reprodutivas sexuadas e assexuadas
comecam a s formar

Zona produtivs, onde ocore & maior producdo de
hiomaszsa

Zona de extenséo

FIGURA 1 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DE UMA COLONIA DE FUNGO FILAMENTOSO EM

SEUS DIFERENTES ESTAGIOS DE DIFERENCIACAO DURANTE O CRESCIMENTO RADIAL
FONTE: LOPEZ, 1998
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Dantigny, et al., (2005), pesquisaram o efeito do etanol no crescimento de
fungos filamentosos Aspergillus candidus, A. flavus, A. niger, Cladosporium
cladosporioides, Eurotium herbariorum, Mucor circinelloides, M. racemosus,
Paecilomyces variotii, Penicillium chrysogenum, P. digitatum, Rhizopus oryzae e
Trichoderma harzianum, utilizando a velocidade de crescimento radial, em meio de
cultura Agar Dextrose Batata com atividade de agua de 0,99, a 25 °C. O perfil de
distribuicdo das velocidades variou muito entre 0s micro-organismos, em torno de
0,42 mm.h™* (M. Circinelloides) a 0,04 mm.h™ (C. cladosporoides) para 0 meio sem
adicdo de etanol, podendo-se observar que h& variagdes significativas de velocidade
de crescimento radial em espécies distintas. Dentro de um mesmo género, como por
exemplo, para o género Aspergillus, ocorreu uma variacdo de 0,08 a 0,17 mm.h™ no
meio sem etanol; para o género Penicillum, ocorreu uma variacdo de
aproximadamente 0,13 & 0,30 mm.h™* no meio sem etanol; e para o género Mucor,
ocorreu uma variacdo de 0,38 a 0,42 mm.h™ no meio sem etanol. A velocidade de
crescimento radial foi importante para o estudo da tolerancia ao etanol para cada
micro-organismo, sendo uma caracteristica especifica de cada espécie,
possibilitando a comparagédo entre géneros e espécies. Esta medicdo depende de
varios fatores, como temperatura de cultivo, meio de cultura, atividade de agua do
meio, espécie do micro-organismo, entre outros (DANTIGNY et al., 2005).

Outra pesquisa realizada na Argentina em 2003, verificou o crescimento e
producdo de toxina por Aspergillus secéo Flavi, utilizando os antioxidantes 2—3—terc-
butil-4-hidroxianisol (BHA), 2,6-diterc-butil-p-cresol (BHT), trihidroxibutirofenona (THB)
e propilparabeno em diferentes condi¢cdes de pH e de atividade de agua. O Meio
extrato de malte modificado com glicerol foi utilizado para alterar a atividade de agua.
O meio modificado foi inoculado com Aspergillus parasiticus e A. flavus e foi medida a
velocidade de crescimento radial dos micro-organismos. Foi determinado que tanto
para o A. flavus quanto para o A. parasiticus, a melhor inibicdo de crescimento foi
para o BHA a uma atividade de agua de 0.982 variando de aproximadamente 0,33
mm.h* sem o antioxidante (controle) a 0,20 mm.h™* com THB a 1 mmol.L™, sendo que
ndo houve crescimento na concentracdo de 10 mmol.L™ (NESCI; RODRIGUEZ;
ETCHEVERRY, 2003).

Alternaria alternata € um fungo toxigénico, predominantemente responsavel
pelo desenvolvimento de fungos pretos em frutos de tomate maduro, doengca que

causa perdas substanciais na agricultura do tomate, especialmente aqueles



30

utilizados para a industria de conservas. Cinco cepas de A. alternata isoladas de
frutos do tomateiro afetadas por esta doenca foram utilizadas por Pose et al. (2009)
para determinar o efeito da atividade de agua (0,904, 0,922, 0,954, 0,982) e
temperatura (6, 15, 21 e 35 °C) na germinacao e na taxa de crescimento micelial. O
menor tempo de germinagdo, de um dia e meio, foi observado em atividade de agua
de 0,982 a 21°C e 35°C. A taxa de crescimento mais rapida (0,35 mm.h™),
mensurada pela velocidade de crescimento radial, foi registrado em atividade de
agua de 0,982 a 21 °C. As taxas de crescimento foram maiores aumentando a
atividade de agua do meio. O conhecimento sobre as taxas de crescimento das
cepas de A. alternata neste substrato € necessario para a elaboracdo de estratégias
futuras para a agricultura a fim de evitar o desenvolvimento destas cepas e avaliar
0S riscos para a saude do consumidor.

O crescimento dos fungos filamentosos Penicillium expansum e Aspergillus
niger, isolados de ambiente de producédo de iogurte, foi investigada em agar extrato
de malte com pH 4,2 e atividade de agua de 0,997, em condicdes isotérmicas
variando de -1,3°C a 35°C e de 5°C a 42,3 °C. A taxa de crescimento, medida
pela velocidade de crescimento radial, foi estudada utilizando o modelo cardinal com
infleccdo (CMI). P. expansum possui uma velocidade de crescimento radial de
aproximadamente 0,025 mm.h™® a 0°C e a 30 °C e um crescimento maximo de
0,25 mm.h™" a aproximadamente 23°C e A. niger apresentou velocidade de
crescimento radial de 0,1 mm.h™ a 13 °C e 43 °C e um crescimento maximo de 1,0
mm.h™ a aproximadamente 30 °C nas condi¢bes decritas acima. O estudo forneceu
dados Uteis para a compreensdo do comportamento de P. expansum e A. niger em
condi¢cBes de temperatura dindmica, enquanto os modelos desenvolvidos podem ser
utilizados como ferramentas eficazes na avaliacdo do risco de deterioracdo por
fungos e previsdo de vida uatil dos alimentos (GOUGOULIA; KOUTSOUMANIS,
2010).

Trés diferentes fungos filamentosos isolados de ovelhas no Brasil de
Conidiobolus lamprauges, causador de zigomicose subcutanea, foram estudados
segundo suas caracteristicas morfolégicas e identificados molecularmente. A
velocidade de crescimento radial em dois diferentes meios de cultura (Agar
Sabouraud Dextrose e Agar Dextrose Batata), assim como as caracteristicas das

coldénias nestes meios, foram relatadas. As caracteristicas microscopicas dos trés
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isolados foram estudadas em Agar Dextrose Batata. A regido ITS (ITS1, 5.8S e
ITS2) foi estudada para a identificacdo molecular (VILELA et al., 2010).

3.4 RECONHECIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

O reconhecimento de fungos filamentosos pode ser realizado pela
observagdo das caracteristicas morfolégicas macroscopicas, microscopicas e por
técnicas de biologia molecular. A verificacdo das caracteristicas macroscopicas
como cor, aspecto, presenca de exsudatos, difusdo de pigmentos, odor, quantidade
de micélio aéreo é realizada pelo estudo da col6nia do fungo filamentoso crescido
em diferentes meios de cultura. No estudo das caracteristicas microscopicas utiliza-
se a técnica de micro-cultivo para visualizacdo das estruturas reprodutivas, as quais
auxiliam na distincdo taxonémica em nivel de género. (LARONE, 2002; WATANABE,
2002; ANVISA, 2004a).

As caracteristicas morfolégicas e as técnicas moleculares para a identificacéo
de fungos filamentosos sdo o0s instrumentos de investigacdo de muitos
pesquisadores. Os fungos isolados destas pesquisas possuem origens variadas,
como fungos filamentosos causadores de doencas em animais e no homem (CANO;
GUARRO; GENE, 2004; BOSCO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010; VILELA et al.,
2010), estudos de pragas e doencas em plantacbes (CASTLE et al., 1998; KISS,
2002; CHOI et al., 2010), de micorrizas em florestas (AMICUCCI et al.,, 2001,
NOUHRA et al., 2005; HONTI et al., 2008), de espécies de fungos filamentosos
produtores de enzimas (CARDOSO et al.,, 2007), em uma estacdo espacial
(MAKIMURA et al.,, 2001) e estudo de fungos filamentosos contaminantes de
sistemas de agua na Noruega, (HAGESKAL et al., 2006) a fim de avaliar os riscos
para a populacao, séo citadas.

Os métodos moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD), sequenciamento genético, entre
outros, sdo utilizados nos estudos de identificacdo (GUIMARAES et al., 2006;
GODET; MUNAUT, 2009).

A PCR é uma técnica baseada na amplificacdo de uma regido especifica do

DNA delimitada pela sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores. Esta reacao
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consiste em trés passos chave: fase de desnaturacdo da dupla fita de DNA em alta
temperatura, geralmente em temperaturas de 94 °C a 96 °C; fase de anelamento,
onde o par de oligonucleotideos iniciadores se liga a sequéncia complementar na fita
de DNA,; e, finalmente, a fase de extenséo da fita de DNA (CHEN; JANES, 2002).

O uso de técnicas moleculares que exploram as variagfes na sequéncia de
nucleotideos no gene que codifica 0 RNA ribossomal e 0s espacos intergénicos, fez
com que ocorresse, na Ultima década, progresso no estudo da ecologia de fungos
(PINHEIRO, 2004; ANDERSON; PARKIN, 2007). Duas regibes que flanqueiam os
genes rDNA apresentam sequéncia de nucleotideos que permite a distincdo entre
micro-organismos. Denominados Espacadores Internos Transcirtos, ou no inglés
Internal Transcribed Spacer, ITS1 e ITS 2, estas regides permaneceram pouco
conservadas no curso da evolugao (Figura 02) (LARENA et al., 1999). Aregido ITS 1
foi descrita por possuir uma rapida evolucdo e a regido ITS 2 uma evolugédo
moderada rapida a rapida (OLIVEIRA et al., 2010).

ME3 ITSIF ITS5 1TS) [TS3
r = T ITS1 —— ITS2
188 i 1588 ; 28 S
- -— -—
N54 ITs2 ITS2  ITS4B
ITS4A

FIGURA 2 - MAPA DAS REGIOES DE rDNA DE FUNGOS
FONTE: LARENA, et al., 1999

Devido ao seu alto grau de variabilidade, a sequéncia correspondente ao ITS
€ a regido de escolha para a identificagdo de micro-organismos em nivel especifico
(ANDERSON; CAIRNEY, 2004; PINHEIRO, 2004; ANDERSON; PARKIN, 2007).
Estudos tém revelado que até mesmo espécies de fungos estreitamente
relacionadas, contém sequéncias distintas nessas regides que podem ser
exploradas para a identificagcdo destes micro-organismos usando uma sequéncia
especifica de oligonucleotideos iniciadores (HAUGLAND; HECKMAN; WYMER,
1999). Esta regido com cerca de 600 pb a 800 pb pode ser amplificada usando

oligonucleotideos iniciadores universais. Por estar presente como multiplas cépias
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no genoma, € uma regido relativamente facil de amplificar, mesmo o material
genético sendo diluido ou degradado (LARENA et al., 1999).

Uma das mais importantes bases de dados para a classificacdo de fungos é o
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy), do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) em colaboracdo com laboratérios internacionais que reune
sequéncias de mais de 100.000 organismos distintos. Além do GenBank, outras
bases de dados fornecem informacdes relativas a sequéncias de micro-organismos,
como o Tree of Life Web Project (tolweb.org/tree), a série on-line Myconet
(www.fieldmuseum.org/myconet), o Index Fungorum (www.indexfungorum.org), o

MycoBank (www.mycobank.org), entre outras (HIBBETT et al., 2007).


http://www.fieldmuseum.org/myconet
http://www.indexfungorum.org/
http://www.mycobank.org/
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

Relacdo de materiais utilizados nos experimentos e sua procedéncia

a) As amostras de talcos comerciais utilizados foram adquiridas em trés
diferentes redes de supermercados e quatro farmacias distintas da cidade de
Curitiba no estado do Parana. As amostras dos talcos foram escolhidas ao
acaso de trés diferentes marcas. Foram analisadas quinze diferentes
embalagens da marca A e B e 20 diferentes embalagens da marca C. Todas
as amostras estavam dentro do prazo de validade, alguns sendo do mesmo
lote e outras néo.

b) Os meios de cultura utilizados foram das marcas Merck, Difco, Biobras, EEL,
Synth, Reagen e Biotec;

c) Os oligonucleotideos iniciadores ITS-4 e ITS-1F foram sintetizados pela
Bioneer;

d) Marcador de tamanho molecular 1 kb Plus DNA Ladder da Invitrogen;

e) A agarose utilizada nas corridas eletroforéticas foi adquirida da Invitrogen.

4.2 METODOS GERAIS

a) As pesagens foram realizadas em balanca digital analitica Bioprecisa modelo
FA 2104N e em balanca Shimadzu BL 3200H (Departamento de Farméacia,
UFPR);

b) As medidas de pH foram realizadas em aparelho WTW, modelo pH330i
(Departamento de Farmacia, UFPR);

c) As esterilizagbes dos meios de cultura foram realizadas a presséo de 1 atm a

121 °C durante 20 minutos e os materiais foram esterilizados por 40 minutos
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a 1 atm de pressdo a 121 °C em autoclave Phoenix (Departamento de
Farmacia, UFPR);

d) Todos os procedimentos de semeaduras dos micro-organismos, e
experimentos de biologia molecular foram realizados em fluxo laminar TROX
do Brasil, modelo FLV classe | (Departamento de Farmécia, UFPR);

e) As contagens de esporos foram realizadas em camara de Neubauer
(CARVALHO, 1994).

f) Os cultivos em meio solido foram realizados em estufa microbiol6gica Fabbe,
BOD Tecnal modelo TE-391 e os cultivos em meio liquido em incubadora
com agitagao orbital refrigerada Tecnal modelo TE 421 (Departamento de
Farmacia, UFPR);

g) As observacbes macroscopicas foram realizadas em lupa Olympus SZ-ST
(Departamento de Farmacia, UFPR);

h) A microscopia foi realizada em microscépios éticos modelo Olympus CX 41 e
modelo Olympus CH30RF100 (Departamento de Farmécia, UFPR);

i) As fotos da microscopia foram feitas com camara digital SONY Cyber-Shot
DSC P-92 e as fotos para a macroscopia foram realizadas com camara digital
CANON- IXUS (Departamento de Farmacia, UFPR);

j) O tratamento das fotos de microscopia foi realizado com o auxilio do software
COREL PHOTO PAINT (Departamento de Farmacia, UFPR);

k) As filtracdes a vacuo foram realizadas com o auxilio de bomba de vacuo
Brasil modelo 56-RC-6334 (Departamento de Farmacia, UFPR);

[) As secagens de biomassa celular foram realizadas em estufa DeLeo modelo
495 a 60 °C (Departamento de Farmacia, UFPR);

m) As centrifugacdes foram realizadas em centrifuga Incibras, modelo Spin 1 a
14.000 rpm (Departamento de Farmacia, UFPR);

n) As solucgdes utilizadas nos ensaios de biologia molecular foram preparadas
como descrito por SAMBROOK; FRITSCH; MANIATTIS (1989) e XUFRE, et.
al., (2000).

0) As reacdes de PCR e de sequenciamento foram realizadas em aparelho
termociclador Applied Biosystems- Veriti 96 Well e em Termociclador
Biocycler — Peltier Thermal Cycler (Departamento de Patologia Médica,
UFPR);
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p) As reacdes de sequenciamento foram realizadas em sequenciador automatico
modelo ABI Prism 377 (Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
UFPR)

g) O material genético e os produtos das reacdes de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, observado
em detector de luz ultravioleta e fotografados no equipamento U.V.P.
Bioimaging Systems EC3 (Departamento de Patologia Médica, UFPR);

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE AGUA DE TALCOS COMERCIAIS
COSMETICOS

A atividade de &gua dos talcos foi avaliada em equipamento Acqua-Lab CX-2
da Decagon, utilizando uma solucdo aquosa padrao de Cloreto de Sddio 6,0 M com
atividade de agua de 0,760 e de agua destilada a qual tem atividade de agua 1,00
como referéncia. A medicdo da atividade de &gua dos talcos foi realizada em
duplicata a 27 °C.

4.4 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura empregados apresentam as seguintes composi¢oes:

4.4.1 Caldo nutriente

Peptona bacteriolégica 50¢9
Extrato de levedura 25¢g
Dextrose 10,0 g
Caldo tioglicolato 10g
Tiossulfato de sodio 6,09

Bissulfito de sédio 25¢g
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Polissorbato 80 10,09
Lecitina de soja 7049
Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

4.4.2. Meio Sabouraud Dextrose 4%

Peptona de caseina 50¢g
Peptona de carne 50409
Glucose 40,0 g
Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

4.4.3 Meio Extrato de Malte

Extrato de malte 50¢g
Peptona universal 109
Glucose 20,09
Agua destilada g.s.p. 1.000 m

4.4.4 Meio Czapeck

Sacarose 20,09
Cloreto de sédio 0,59
Sulfato de Magnésio 059
Cloreto de ferro 0,001 g
Nitrato de sédio 20g
Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

Os meios extrato de malte e czapeck foram acrescidos de 2 g% de agar para

serem utilizados na forma sélida.
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45 DETERMINACAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA E
ISOLAMENTO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

Dez gramas de talco comercial foram acrescentados a 90 ml de caldo
nutriente e homogeneizado por inversao. Um mililitro da suspenséo contendo talco
foi transferido assepticamente para a placa de Petri, adicionado o meio de cultura
Sabouraud Dextrose 4% e homogeneizado em oito, para melhor contato da
suspensao com o meio. Apos a solidificacdo, as placas foram mantidas em estufa a
26 °Cx2 °C durante 5 dias e realizada a contagem de unidades formadoras de
colénia por grama de talco cosmético (UFC.g™t). Posteriormente, com auxilio de
agulha estéril as colénias dos fungos filamentosos isoladas foram semeadas em
meio sélido extrato de malte e mantidos a 26 °C+2 °C por 5 dias. O experimento foi
realizado em duplicata e para cada amostra de talco foram empregadas duas placas
de Petri, totalizando quatro placas. (TORTORA; FUNKE; CASE, 2002).

4.6 CONSERVACAO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS

Os fungos filamentosos isolados apds crescimento em meio sélido inclinado
extrato de malte a 26 °C+2 °C durante 5 dias foram conservados a temperatura de
- 20 °C (SMITH, 1991).

4.7 PREPARO DA SUSPENSAO DE ESPOROS ASSEXUADOS (CONIDIOS)

Em tubos de ensaio contendo os fungos filamentosos recém crescidos foi
adicionado 5 ml de solucéo estéril de Tween 80 a 0,1% p.v' em agua destilada e
com auxilio de alga estéril os conidios foram removidos e a suspensao transferida
para um frasco Erlenmeyer contendo barra magnética previamente esterilizados. Em

seguida, a suspensdo de conidios foi submetida & agitagdo por no minimo 15
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minutos para a desagregacdo e realizado a contagem do numero de esporos
assexuados por mililitro de suspenséo utilizando camara de Neubauer segundo
Carvalho (1994).

4.8 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E DETERMINACAO DO CRESCIMENTO
RADIAL DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

4.8.1 Caracteristicas macroscoépicas e determinacdo do crescimento radial

A identificacdo das caracteristicas morfolégicas macroscopicas e
determinacdo do crescimento radial de cada fungo filamentoso isolado, foram
realizadas pela inoculacdo de 10 ul de suspenséo de conidios (item 4.7) no centro
de placas de Petri contendo 20 ml de meio de cultura sélido extrato de malte e
czapeck e placas foram mantidas em estufa a 26 °C £2 °C. Durante o crescimento
os fungos filamentosos foram observados em relacdo as caracteristicas de cor,
tamanho, textura da colénia e presenca de exsudato, macroscopicamente com
auxilio de lupa e fotografados.

A determinacdo do crescimento radial foi realizada pela leitura nos sentidos
horizontal, vertical e diagonal da colénia formada, com o auxilio de um paguimetro.
As medicbes foram realizadas de 12 em 12 horas aproximadamente até o
crescimento do fungo atingir uma das bordas da placa de Petri e o resultado foi
expresso em mm/h (BRAND, 2006). Cada fungo filamentoso foi inoculado em
quintuplicata para cada meio empregado no experimento e calculado o desvio

padrao.
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4.8.2 Caracteristicas microscopicas

Os fungos filamentosos também foram cultivados entre lamina e laminula
para a verificagdo de suas caracteristicas microscopicas. Sessenta microlitros de
meio soélido extrato de malte liquefeito foram adicionados sobre uma lamina estéril e
0 micro-organismo foi inoculado com auxilio de uma agulha estéril e uma laminula foi
colocada sobre o meio inoculado. Em seguida, as laminas inoculadas foram
colocadas em placa de Petri imida e mantidas em estufa a 26 °C+2 °C por até 5
dias. As estruturas morfologicas microscopicas foram observadas diariamente em
microscopio 6tico em fator de aumento de 100x, 400x e 1.000x e fotografadas. Os
micro-organismos foram identificados com base em literatura cientifica (SMITH,
1991).

4.9 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS

4.9.1 Extracdo de DNA dos fungos filamentosos isolados

4.9.1.1 Cultivo dos fungos filamentosos isolados

Os fungos filamentosos isolados foram cultivados em meio soélido inclinado
extrato de malte e colocados em estufa a 26 °C durante cinco dias. Apos o periodo
de crescimento, foi preparada uma suspensao de esporos de cada fungo isolado
conforme item 4.7. Foi inoculado 1 ml de cada suspensdo de esporos, com
concentracdo de 10° esporos por ml, em 50 ml de meio liquido extrato de malte,
previamente preparado e esterilizado em frasco Erlenmeyer de 250 ml capacidade.
Os cultivos dos fungos filamentosos foram mantidos a 26 °C e 170 rpm por tempo
determinado previamente por meio de curva de crescimento. Os pellets (biomassa
celular) utilizados na extracdo do DNA foram obtidos na fase logaritmica de

crescimento.
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4.9.1.2 Extracdo do DNA

A metodologia de extracdo do DNA foi adaptada de Ausubel, et al. 1999.

Cerca de 250 mg da biomassa celular dos fungos filamentosos (item 4.9.1.1),
foi recolhida com o auxilio de uma espatula, colocada em tubos tipo eppendorf e
centrifugados a 14.000 rpm. O meio de cultura liquido excedente foi retirado com
auxilio de uma pipeta. Um mililitro de tampéo Tris-EDTA (1 mM EDTA; 10 mM Tris
HCI) foi adicionado a biomassa celular (sem o meio de cultura liquido), submetidas a
agitacdo por 30 segundos em vortex para lavagem da biomassa. Estas foram
centrifugadas por 5 minutos a 14.000 rpm e o tampédo Tris-EDTA removido com
auxilio de uma pipeta. Quinhentos microlitros de tampéo de lise (200 mM Tris HCI;
250 mM NaCl; 25 mM EDTA) e 10 pl de Dodecil Sulfato de Sdédio 10% foram
adicionados e a biomassa celular mantida a 10 minutos em temperatura ambiente e
em seguida a 60 °C por mais 10 minutos. Duzentos e cinquenta microlitros de
solucéo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) foram adicionados as células
assim como pérolas de vidro (de 5 a 7). A biomassa foi posteriormente submetida a
agitacdo mecanica por 1 a 2 minutos e centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo tipo eppendorf e 1 ml de etanol puro
foi adicionado. A mistura foi homogeneizada e mantida por 10 minutos a temperatura
ambiente e entdo centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e adicionado 1 ml de etanol 80% ao residuo homogeneizado por
inversao com posterior centrifugacédo por 5 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e os tubos tipo eppendorf foram incubados a 40 °C para evaporacgao
do alcool e secagem do material. Trinta microlitros de agua ultrapura estéril foram
adicionados ao tubo para solubilizar o DNA, que foi adicionado de 5 ul de RNAse,
mantido a 37 °C por 4 horas a fim de eliminar o RNA presente. Apés esse periodo o
DNA foi armazenado a 4 °C até o momento da utilizacdo (AUSUBEL et al., 1999).
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4.9.1.3 Extracdo do DNA com o emprego de kit comercial

A extracdo do DNA dos fungos filamentosos 4 e 10, foi também foi realizada
com o kit de extracao Kit Ultra Clean Microbial Kit - MO BIO® (KARAKOUSIS et al.,

2006). O procedimento de extracdo foi seguido conforme o protocolo do fabricante.

4.9.2 Analise do DNA purificado

A qualidade do DNA purificado foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1% em TBE (Tris- Borato EDTA) 1X. A corrida eletroforética foi realizada a
60V por 1 hora e meia, e o gel foi corado com brometo de etidio 0,5 ug.ml™,
visualizado em detector de luz ultravioleta e fotografado no equipamento U.V.P.
Bioimaging Systems EC3. A quantificacdo do DNA foi realizada pela comparagéo
com o marcador A Hindlll (Fermentas) (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989).

4.9.3 Amplificacdo da regiao ITS pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacfBes de amplificacdo foram realizadas em volume final de 25 pl,
contendo 10 pmol de cada um dos iniciadores, 1,5 pul de MgCl; (25 mM), 1,0 ul de
dNTP (5 mM) 2,5 pl de tampéo da Taq 10X, 1U de Taq DNA Polimerase e 20 ng de
DNA (Fermentas). Foram empregados os oligonucleotideos iniciadores ITS-1F e
ITS-4. Estes oligonucleotideos sdo complementares as regiées do rDNA 18S e 28S
e permitem amplificar parcialmente o rDNA 18S, completamente as regides ITS1,
rDNA 5.8S e ITS2 e o inicio do rDNA 28S. A sequéncia dos iniciadores esta indicada

na Tabela 2.



43

TABELA 2 - OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS PARA A
AMPLIFICACAO DA REGIAO ITS

Oligonucleotideo iniciador Sequéncia do iniciador
ITS-4 5°TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3
ITS- 1F 5 CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTAA 3

Fonte: (ANDERSON; CAIRNEY, 2004)

As reagbes de PCR foram realizadas em termociclador Applied Biosystems
programado da seguinte forma: um ciclo a 94 °C durante quatro minutos, seguido de
30 ciclos de um minuto a 94°C (desnaturacdo), rampa de 40°C a 55°C
aumentando 0,5 °C a cada segundo (totalizando 30 segundos) (anelamento), e um
minuto a 72 °C (extensao), e um ciclo a 72 °C por cinco minutos.

Os produtos da reacdo de amplificacdo foram detectados utilizando
eletroforese em gel de agarose a 1% em tampdo TBE (Tris- Borato EDTA) 1X
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989), e a corrida eletroforética realizada a
36 V durante duas horas. Foi utilizado o marcador de tamanho molecular 1 Kb Plus
DNA Ladder (Fermentas). O gel foi corado com solugdo de brometo de etidio
0,5 pg/ml durante 15 minutos, visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e

fotografado no equipamento U.V.P. Bioimaging Systems EC3.

4.10. Sequenciamento dos produtos da Reacdo em Cadeia da Polimerase

Os produtos de PCR (6 ul) foram tratados com as enzimas Exonuclease |
(USB, 3,3 U) e SAP (Fosfatase alcalina de camarao, USB, 0,66 U) com o objetivo de
eliminar os residuos de oligonucleotideos iniciadores e dNTP. Os tubos contendo a
mistura foram mantidos a 37 °C durante 45 minutos e entdo a 80 °C por 15 minutos.
O produto foi utilizado na reacdo de sequenciamento, baseado no método de
SANGER (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) maodificado utilizando
dideoxinucleotideos fluorescentes utilizando sequenciador automatico modelo ABI
Prism 377. As reacOes foram realizadas em volume final de 10 ul contendo 0,5 pl

dos oligonucleotideos iniciadores separadamente, 6 ul do produto de PCR tratado,
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como descrito acima, e 4 pl do reagente DYEnamic ET Sequence Premix Terminator
(DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham Bioscience). Foi
utilizado o seguinte programa em termociclador Applied Biosystems- Veriti 96 Well:
30 ciclos de 96 °C por 30 segundos, 40 °C por 30 segundos, 60 °C por 1 minuto.
Vinte microlitros da reacdo de sequenciamento foram transferidos para um tubo
estéril e acrescentado de 20 pl de agua miliQ, e 60 pl de isopropanol. A mistura foi
homogeneizada em vortex, mantida a temperatura ambiente por 20 minutos e entao
centrifugada. O sobrenadante foi removido e o precipitado lavado duas vezes com
250 pl de etanol a 70% e seco a estufa a 37 °C. O DNA foi dissolvido em 4 pul de
Formamide Loading Dye e submetido a eletroforese em sequenciador automatico
ABI PRISM 377 (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando os programas BioEdit
Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), Basic Local Alignment Search Tool
(BLASTnN) (ALTSCHUL et al., 1997) e CLUSTAL W (http://ebi.ac.uk/Tools/clustalw/).

As tabelas 6 a 12 mostram os resultados do alinhamento das sequéncias obtidas.


http://ebi.ac.uk/Tools/clustalw/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE DE AGUA

N&o existe uma legislacdo no Brasil que determine o valor de atividade de
agua ideal para talcos comerciais. Nos talcos comerciais cosméticos em estudo nao
houve desenvolvimento de micélio visivel, no entanto foi determinada a atividade de

agua e os resultados estdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 - VALORES DE ATIVIDADE DE AGUA DOS TALCOS
COSMETICOS A 27 °C

Talco Atividade de 4gua
A-14 0,491 + 0,004
B-2 0,481 + 0,005
C-10 0,480 + 0,003
C-18 0,458 + 0,008

Gock, et al.,, (2003), relataram o crescimento de sete fungos xerofilos
importantes na industria de alimentos responsaveis pela contaminacao de alimentos.
Verificaram que os fungos xerdéfilos Chrysosporium xerophilum e Xeromyces
bisporus, foram os que se desenvolveram nos meios com atividade de agua testada
de 0,70

Os efeitos da atividade de agua para esporulacdo e germinacdo sobre a
distribuicAo da taxa de crescimento dos tubos germinativos e o tempo de
germinacdo de conidios de Penicillium chrysogenum foram determinados pelo
acompanhamento do comprimento do tubo germinativo. Neste trabalho os valores de
atividade de agua utilizados variaram de 0,95 a 0,99, sendo que a taxa de
crescimento dos tubos greminativos foi maior a uma atividade de agua de 0,99 do
que em 0,95 (JUDET et al., 2008).

Huang, et al, (2009), estudaram a velocidade de crescimento radial de fungos

xerofilos e ndo xerdfilos, variando a atividade de agua do meio de cultura de 0,90 a
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0,95. Estes micro-organismos se desenvolveram nos meios empregados e o
crescimento variou de acordo com a atividade de &gua. O micro-organismo
Aspergillus flavus cresceu 45% a mais no meio com atividade de agua de 0,95 do
gue no meio com 0,90 e para os fungos Aspergillus niger e Penicillium roqueforti
esta diferenca foi de 40% e 65% nos mesmos meios, respectivamente (HUANG et
al., 2009).

NEVAREZ, et al.,, (2009), utilizaram o meio sélido czapeck e avaliaram
diferentes atividades de agua, temperatura e pH a fim de conhecer as condicdes e
caracteristicas de crescimento do fungo filamentoso Penicillium glabrum visando
encontrar medidas de prevencdo de contaminacdes de alimentos por esta espécie
de Penicillium.

Percebe-se que o fator de atividade de agua tem influéncia no crescimento de
micro-organismos. Todos os fungos filamentosos isolados foram originados de
amostras de talco comercial com valores de atividade de agua menores do que
0,491.

5.2 DETERMINACAO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA E
ISOLAMENTO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

As 50 amostras de talco comercial em pdé foram semeadas para a
determinacdo das unidades formadoras de colénias por grama (UFC.g™) e foram
isolados sete fungos filamentosos. O ndmero de unidades formadoras de coldnias
por grama, bem como, a denominacao que cada fungo recebeu apds o isolamento,

estao relacionadas na Tabela 4.
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TABELA 4 — NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS POR GRAMA E A
RELAGCAO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DE DIFERENTES TALCOS
COMERCIAIS COSMETICOS

Talco Comercial UFC.g'l de Talco Denominacao dos fungos
A-14 10 Fungo Filamentoso 04
B-2 10 Fungo Filamentoso 05

Fungo Filamentoso 09
C-10 30 Fungo Filamentoso 10

Fungo Filamentoso 11

Fungo Filamentoso 12
C-18 20 )
Fungo Filamentoso 13

Os talcos comerciais em estudo conttm o numero de micro-organismos
(UFC.g* de talco) inferior ao nimero méximo estabelecido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1999). Porém, a utilizacdo destes talcos e a
armazenagem dos mesmos em condicdes favoraveis ao desenvolvimento dos micro-
organismos, podem permitir o crescimento dos fungos filamentosos, como relatado
no estudo realizado em 2003 onde foi detectado a presenca de esporos e células
vegetativas em alimentos em pd com pouca atividade de agua (FINE; GERVAIS,
2003). A possibilidade de desenvolvimento desses micro-organismos pode trazer
consequéncias indesejaveis ao consumidor mesmo dentro dos limites estabelecido
pela legislacdo principalmente por pessoas debilitadas, como pacientes com baixa
imunidade, bebés com assaduras e feridas em diabéticos (ALVAREZ-LERMA et al.,
2008).

5.3 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E DETERMINACAO DO CRESCIMENTO
RADIAL DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

5.3.1 Caracteristicas macroscopicas
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Foram realizadas a observacdo das caracteristicas macroscopicas e
determinacdo de velocidade de crescimento radial utilizando os meios de cultura
sélido extrato de malte e czapeck.

De acordo com a Tabela 4 o fungo filamentoso 4 foi isolado da amostra de
talco comercial cosmético A-14. Apos crescimento em meio sélido czapeck e extrato
de malte verificou-se a presenca de coldnias de coloracdo marrom e acinzentada,
respectivamente, aspecto aveludado e sem a formacéo de exsudatos como pode ser

observado nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

FIGURA 3 - CRESCIMENTO DO
FUNGO FILAMENTOSO 4 EM MEIO
SOLIDO CZAPECK

FIGURA 4 - CRESCIMENTO DO
FUNGO FILAMENTOSO 4 EM MEIO
SOLIDO EXTRATO DE MALTE

O fungo filamentoso 5 apresentou, em meio solido czapeck (Figura 5) e meio
sélido extrato de malte (Figura 6), col6nia de coloracdo esverdeada e aspecto

aveludado, sem a formacao de exsudatos.
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FIGURA 5 - CRESCIMENTO DO FIGURA 6 - CRESCIMENTO DO
FUNGO FILAMENTOSO 5 EM MEIO FUNGO FILAMENTOSO 5 EM MEIO
SOLIDO CZAPECK SOLIDO EXTRATO DE MALTE

Nas Figuras 7 e 8 observam-se caracteristicas morfolégicas macroscopicas
do fungo filamentoso 9. Verifica-se colénia de coloracdo verde em meio sélido
extrato de malte, e de aspecto aveludado nos meios de cultura solido extrato de

malte e czapeck. Nao houve a formag&o de exsudatos.

FIGURA 7- CRESCIMENTO DO FIGURA 8 - CRESCIMENTO DO
FUNGO FILAMENTOSO 9 EM MEIO FUNGO FILAMENTOSO 9 EM MEIO
SOLIDO CZAPECK SOLIDO EXTRATO DE MALTE

O fungo filamentoso 10 apresentou colonias de coloracdo verde e aspecto
pulverulento para os meios de cultura sélidos czapeck (Figura 9) e extrato de malte
(Figura 10), sem a formacao de exsudatos em ambos 0s meios estudados.
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FIGURA 9 - CRESCIMENTO DO FIGURA 10 - CRESCIMENTO DO
FUNGO FILAMENTOSO 10 EM MEIO FUNGO FILAMENTOSO 10 EM MEIO
SOLIDO CZAPECK SOLIDO EXTRATO DE MALTE

Nas Figuras 11 e 12 estdo demonstradas as caracteristicas morfologicas

macroscopicas do fungo filamentoso 11. Verifica-se colonia de coloracdo verde em

meio sélido extrato de malte e de aspecto aveludado em meio czapeck e extrato de

malte. Nao houve a formacgao de exsudatos em nenhum dos meios.

FIGURA 12 - CRESCIMENTO DO

IEISNUGRS 1|}|LAMCEIT\EI-SOCSIgEN;LO El\(z FUNGO FILAMENTOSO 11 EM MEIO
SOLIDO EXTRATO DE MALTE

MEIO SOLIDO CZAPECK.

O fungo filamentoso 12, em meio solido czapeck (Figura 13) e extrato de

malte (Figura 14), apresentou coldnia de coloragdo verde e aspecto aveludado. Nao

houve desenvolvimento de exsudatos em nenhum dos meios.
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FIGURA 13 - CRESCIMENTO DO FIGURA 14 - CRESCIMENTO DO
FUNGO FILAMENTOSO 12 EM MEIO FUNGO FILAMENTOSO 12 EM MEIO
SOLIDO CZAPECK SOLIDO EXTRATO DE MALTE

A colénia do fungo filamentoso 13 em meio solido czapeck, apresenta
coloracdo esverdeada e aspecto aveludado (Figura 15). Ja o crescimento em meio
sélido extrato de malte apresenta-se com coloracédo verde, com o centro branco, e
de aspecto aveludado (Figura 16). Nao houve desenvolvimento de exsudatos em

nenhum dos meios.

FIGURA 15 - CRESCIMENTO DO FIGURA 16 - CRESCIMENTO DO
FUNGO FILAMENTOSO 13 EM FUNGO FILAMENTOSO 13 EM
MEIO SOLIDO CZAPECK MEIO SOLIDO EXTRATO DE MALTE

5.3.2 Determinacéo do crescimento radial

Os resultados da determinacdo da velocidade de crescimento radial dos
fungos filamentosos isolados de talcos comerciais cosméticos estdo apresentados

na Tabela 5.
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TABELA 5 - VELOCIDADE DE CRESCIMENTO RADIAL (mm.h™)
DOS FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS CULTIVADOS NOS
MEIOS SOLIDOS EXTRATO DE MALTE E CZAPECK

Fungo filamentoso Extrato de malte Czapeck
(mm.h™") (mm.h™")

04 0,16 = 0,04 0,09 +£ 0,03

05 0,23 + 0,05 0,16 + 0,00

09 0,28 + 0,03 0,19 + 0,02

10 0,59 +0,03 0,41 + 0,06

11 0,22 + 0,02 0,16 = 0,00

12 0,29 £ 0,04 0,22 + 0,02

13 0,24 + 0,05 0,18 + 0,01

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5, os valores de velocidade
de crescimento radial para o fungo filamentoso 10 s&o cerca de duas vezes maior do
que as velocidades apresentadas pelos fungos filamentosos 5, 9, 11, 12 e 13 para
0S meios de cultura extrato de malte e czapeck. J4 o fungo filamentoso 4 possui
velocidade de crescimento radial inferior quando comparado aos fungos
filamentosos 5, 9, 11, 12 e 13 em cerca de duas vezes.

Samapundoa, et al., (2007), estudaram o crescimento dos fungos
filamentosos Aspergillus flavus e A. parasiticus em milho, através da velocidade de
crescimento radial, variando a atividade de agua do meio de cultura de 0,801 a
0,982 e temperatura (16, 22, 25, 30 e 37 °C). Nao foi observado crescimento de
ambos os fungos filamentosos em atividade de agua de 0,801. Houve crescimento

de ambos a 25 °C e 30 °C em uma atividade de agua de 0,822.

5.3.3 Caracteristicas microscépicas

Pela observacdo das caracteristicas morfoloégicas microscopicas, o fungo
filamentoso 4 apresenta conidios elipticos, e hifas septadas (Figura 17). A Figura 18
demonstra o micélio vegetativo e aéreo deste fungo filamentoso, onde pode ser

visualizado o micélio vegetativo do tipo rizéide (LACAZ et al., 1998).
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FIGURA 18 -  FOTOGRAFIA
REPRESENTATIVA DO MICELIO

 CARACTERISTICAS

FIGURA 17 -

MORFOLOGICAS MICROSCOPICAS DO
FUNGO FILAMENTOSO 4 EM MEIO
SOLIDO EXTRATO DE MALTE COM 36
HORAS DE CULTIVO, AUMENTO DE
400X

VEGETATIVO E AEREO DO FUNGO
FILAMENTOSO 4 COM 24 HORAS DE
CRESCIMENTO EM MEIO SOLIDO
EXTRATO DE MALTE, AUMENTO DE
100X.

O fungo filamentoso 5 (Figura 19) isolado da amostra do talco comercial B-2,
os fungos 9 (Figura 20) e 11 (Figura 21) isolados da amostra C-10, e o fungo 12
(Figura 22) isolado da amostra C-18, apresentam-se na forma de monoverticilado,

hifas septadas e com conidios esféricos e lisos, estruturas caracteristicas do género

Penicillium sp (LACAZ et al., 1998).



FIGURA 19 - CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS MICROSCOPICAS DO
FUNGO FILAMENTOSO 5 EM MEIO
SOLIDO EXTRATO DE MALTE COM 96
HORAS DE CULTIVO, AUMENTO DE
400X.

FIGURA

rd
CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS MICROSCOPICAS DO
FUNGO FILAMENTOSO 11 EM MEIO
SOLIDO EXTRATO DE MALTE COM 72
HORAS DE CULTIVO, AUMENTO 1000X

a A
21 -
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FIGURA 20 - CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS MICROSCOPICAS DO
FUNGO FILAMENTOSO 9 EM MEIO
SOLIDO EXTRATO DE MALTE COM 72
HORAS DE CULTIVO, AUMENTO DE
400X.

: / - i
FIGURA 22 - CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS MICROSCOPICAS DO
FUNGO FILAMENTOSO 12 EM MEIO
SOLIDO EXTRATO DE MALTE COM 72
HORAS DE CULTIVO, AUMENTO DE
400X.
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O fungo filamentoso 10 apresenta hifa hialina, septada e conidiéforo globoso,
caracteristicas do género Aspergillus sp. de acordo com a Figura 23 (LACAZ et al.,
1998).
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FIGURA - CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS MICROSCOPICAS DO
FUNGO FILAMENTOSO 10 EM MEIO
SOLIDO EXTRATO DE MALTE COM 72
HORAS DE CULTIVO. AUMENTO DE 400X

As caracteristicas morfologicas microscopicas do fungo filamentoso 13 (Figura
24) sugerem que este micro-organismo seja do género Penicillium sp. por apresentar
conidios cilindricos, lisos, hifas septadas, e apresenta-se de forma biverticilada

(LACAZ et al., 1998).

", { \
FIGURA 24 - CARACTERISTICAS

MORFOLOGICAS MICROSCOPICAS DO
FUNGO FILAMENTOSO 13 EM MEIO
SOLIDO EXTRATO DE MALTE COM 72
HORAS DE CULTIVO

De acordo com o observado nas estruturas reprodutivas por microscopia
optica os fungos filamentosos 5, 9, 11, 12 e 13 apresentam estruturas reprodutivas
distintas dos fungos filamentosos 4 e 10. Pode-se sugerir, pela avaliagdo conjunta

das caracteristicas morfoldégicas macroscopicas e microscopicas, que os fungos
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filamentosos 5, 9, 11, 12 e 13 sé@o do género Penicillium sp., o fungo filamentoso 4 é

do género Cladosporium sp e o fungo filamentoso 10 é do género Aspergillus sp.

5.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS

5.4.1 Extracdo de DNA dos fungos filamentosos isolados

A extracdo do DNA de todos os fungos em estudo foi realizada conforme
descrito no item 4.9.1. A Figura 25 representa um gel de agarose a 1% contendo o

DNA extraido dos fungos filamentosos.
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1 2 3 4 5 6

FIGURA 25 - ELETROFORESE DE DNA EXTRAIDO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

Gel A - 1. DNA extraido do fungo filamentoso 13 2. DNA extraido do fungo filamentoso 12 3. DNA extraido do
fungo filamentoso 11 4. DNA extraido do fungo filamentoso 9 5. DNA extraido do fungo filamentoso 5 6. DNA
extraido do fungo filamentoso 4 Gel B- 7. DNA extraido do fungo filamentoso 4 8. DNA do fungo filamentoso 10

extraido com o kit 9. DNA do fungo filamentoso 10 10. DNA do fungo filamentoso 4 extraido com o kit

Pode-se observar que em algumas amostras ha quebras no DNA (fungos
filamentosos 13, 9 e 5), enquanto nas demais ha apenas a presenca de uma banda
bem definida. Também se pode observar nas amostras que tiveram o DNA extraido
pelo método de Ausubel, et al., 1999, a presenca de RNA, razéo pela qual o produto
da extracdo foi posteriormente tratado com a enzima RNase conforme descrito no
item 4.9.3. O processo utilizado pelo kit comercial elimina o RNA durante a extracao
de DNA. Isto pode ser verificado no gel B posicdes 8 e 10 onde se observa apenas a
presenca de banda de DNA.
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O DNA foi entdo quantificado conforme descrito no item 4.9.2 e
aproximadamente 20 ng foram utilizados nas reacdes de PCR, realizadas como

descrito no item 4.9.3.

5.4.2 Amplificacao da regido ITS pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Figura 26 mostra as bandas de amplificacdo de DNA da regido ITS dos

fungos filamentosos.

<4— 700pb
700pb <4~ 600pb

600pb

FIGURA 26 - ELETROFORESE DOS PRODUTOS DE PCR
Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produtos de PCR da regido ITS dos diferentes fungos. Gel A: 1 e 6.

Marcador 1Kb plus DNA Ladder 2. Amostra 9 3. Amostra 4 4. Amostra5 5. Amostra 11 Gel B: 7. Amostra
10 8. Amostra12 9. Amostra 13 10. Branco 11. Marcador 1Kb plus DNA Ladder

Observa-se que os fragmentos de DNA obtidos na PCR, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores para amplificar a regido ITS dos fungos diferem quanto
ao tamanho, que variou entre 650 pares de bases e 700 pares (pb), 0 que sugere

gue existem fungos distintos entre os isolados.
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5.4.3 Sequenciamento dos produtos da Reacdo em Cadeia da Polimerase

Os produtos de PCR foram sequenciados, e as sequéncias obtidas foram
analisadas com os programas BioEdit, BLAST e ClustalWw. O BLAST compara as
sequéncias obtidas com aquelas depositadas no GenBank e fornece informagdes
guanto a homologia entre elas. As Figuras 27 a 33 e as Tabelas 6 a 12 mostram os
resultados das analises das sequéncias. Estdo indicados os organismos com 0sS
quais foi encontrada homologia na regido do respectivo nimero de acesso entre
parénteses, o score e o0 valor de e.

O score da um indicativo de quanto o alinhamento é bom. Quanto maior o
valor do score, melhor o alinhamento. Em termos gerais, o0 score é calculado a partir
de uma férmula que leva em conta o alinhamento de residuos semelhantes ou
idénticos, bem como as eventuais lacunas introduzidas para alinhar as sequéncias.
O valor de e € um parametro que descreve a similaridade que se espera encontrar
ao acaso entre sequéncias. Diminui exponencialmente com o valor de score. Por
exemplo, um valor de e igual a 1 pode significar que em um banco de dados de
determinado tamanho espera-se encontrar alguma homologia com score similar
simplesmente pelo acaso. Isto significa que quanto menor for o valor de e, ou mais
proximo de zero, maior € o significado da similaridade. No entanto, € importante
notar que sequéncias curtas podem ser praticamente idénticas e ter valor de e
relativamente alto. Isso ocorre porque o calculo de e também leva em conta o
comprimento da sequéncia em analise. E a similaridade entre sequéncias mais
curtas tem uma elevada probabilidade de ocorrer puramente por acaso (GENBANK,
2010).

5.4.3.1 Fungo filamentoso 4

A sequéncia do fungo filamentoso 4 foi analisada pelo BLAST e os resultados

gue apresentaram maior homologia estédo indicados na Tabela 6.



TABELA 6 - SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS
SIGNIFICATIVOS COM A REGIAO SEQUENCIADA DO FUNGO FILAMENTOSO 4

Fungo Homologia Score Valor de e | Identidade
Filamentoso 4
Cladosporium coralloides | 1003 0.0 100
(AF393695)
N° de nucleotideos
556 pb Cladosporium 1003 0.0 100
tenuissimum
(AJ300331)
Fungo 4 ATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATT 60
AJ300331 ATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATT 60
AF393695 ATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATT 60
khkhkhkkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhhkkhhhkhrhkhhhhhhrhkhhbhkhkdhkhrhkhhkhkhkkhhkhhk ok hkhrhkhkhhkxkxtk
Fungo 4 ACAAGTGACCCCGGTCTAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTG 120
AJ300331 ACAAGTGACCCCGGTCTAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTG 120
AF393695 ACAAGTGACCCCGGTCTAACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTG 120
khkkhkkhkhkhkhkkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkkhhkhkhhkhkhkhhhkkhhkhkhhkkhhkhrhhkkhhkhrrhkkhkhkhrhkhkkhkhkhrrhkkhhhhkhkh*k
Fungo 4 CCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGT 180
AJ300331 CCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGT 180
AF393695 CCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGT 180
Ak hkhkkhkhhkhkhkdhhhhkhhkhhkkhhhkhkrkhkhhkhkhhhrhkhhkhkhkdhhkhhk ok hhkhhkhkhk ok hkhhkhkkhhrxkxxk
Fungo 4 AACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTG 240
AJ300331 AACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTG 240
AF393695 AACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTG 240
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhrhhkkhhkhhrhkkhhkhrhhkkhkhkhkrhkkhkhkrhkhkkhkhkhrrhkkhhhxhkhk*k
Fungo 4 GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA 300
AJ300331 GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA 300
AF393695 GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA 300
khkkhkkhkhkhkhkkhkhhkhkhhkhhkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhrhhkkhhkhhrhkhhkhrhhkkhkhkhrrhkkhkhkhrhkhkkhkkhkhrhkkhhhxhkhkh*k
Fungo 4 GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG 360
AJ300331 GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG 360
AF393695 GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG 360
Ak hkhkkhkhhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhhhkhkrhkhhkhhhkhkr kb hkhkhhkrhkhhkhkhkkhkhhkhk ok hkrhkhhkhkxkxtk
Fungo 4 TTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCATCGCGGTCCGCCGCGT 420
AJ300331 TTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCATCGCGGTCCGCCGCGT 420
AF393695 TTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCATCGCGGTCCGCCGCGT 420
khkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhhkhrhkhkhhkhkhhkkhhkhrhhkkhkhhrhhkkhhkhrhhkkhkhkhrrhkkhhkrhkhkkhkhhrhkhkhdhxkk*x
Fungo 4 GCCTCARATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTARA 480
AJ300331 GCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTARA 480
AF393695 GCCTCAARATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAA 480
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhhhkhhhhhkhkhkhkhhkhhkhhrhkkhhkhrhkhkkhdhhkhrhkkhkhkhhhkh*k
Fungo 4 GGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGG 540
AJ300331 GGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGG 540
AF393695 GGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGG 540
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Fungo 4 TAGGGATACCCGCTGA 556
AJ300331 TAGGGATACCCGCTGA 556
AF393695 TAGGGATACCCGCTGA 556

* ok ok ok ok kkkokkkkkkokk

FIGURA 27 — ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DA REGIAO ITS DO FUNGO FILAMENTOSO 4
COM AS DUAS SEQUENCIAS DE MAIOR HOMOLOGIA DEPOSITADAS NO GENBANK

AJ300331 e AF393695 sdo os numeros de acesso do GenBank as sequéncias de Cladosporium
tenuissimum e Cladosporium coralloides respectivamente, que apresentaram maior homologia com a
regido sequenciada do fungo filamentoso 4. Os asteriscos indicam nucleotideos idénticos em todas as
sequéncias.

5.4.3.2. Fungo filamentoso 5

Os resultados da sequéncia do fungo filamentoso 5, analisados pelo BLAST,

estao indicados na Tabela 7.

TABELA 7 - SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS
SIGNIFICATIVOS COM A REGIAO SEQUENCIADA DO FUNGO FILAMENTOSO 5

Fungo Homologia Score Valor de e | Identidade
Filamentoso 5 (%)
Penicillium griseofulvum 978 0.0 99
(GQ241285)
N° de nucleotideos
522 pb Penicillium citrinum 978 0.0 99
(EU645714)
Fungo 5 TCGTAACAAGGTT-CCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCCTC 59
EU645714 TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCCTC 60
GQ241285 TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCCTC 60
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhkhk ,hhkhkkhkhhhkhhkhkhkhkhhkhkhhhhkhhkhhhkhhhhrhkkhhkhrhkhkkhkhkhhrhkkhkhkhhhkh*k
Fungo 5 GGGGCCCAACCTCCCACCCGTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCC 119
EU645714 GGGGCCCAACCTCCCACCCGTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCC 120
GQ241285 GGGGCCCAACCTCCCACCCGTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCC 120
khkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhhhkkhhkhrhkhkhkhkhkhhkhhkhrhhkhkhkhhhkkhhkrhhkkhkhkhrrhkkhhkrhkhkhkkhhrhkhkhdhxkxk*x
Fungo 5 GCCGACGGCCCCCCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGT 179
EU645714 GCCGACGGCCCCCCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGT 180

G0241285 GCCGACGGCCCCCCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGT 180

hhkhkkhkrkhhkhhkhkhhhkhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkdkhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkrkkxk*x



Fungo 5
EU645714
GQ241285

Fungo 5
EU645714
GQ241285

Fungo 5
EU645714
GQ241285

Fungo 5
EU645714
G0241285

Fungo 5
EU645714
GQ241285

Fungo 5
EU645714
G0241285

TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG

Ak hkhk A hkhk A hhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkkhkxkhkkkk

ATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCC
ATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCC
ATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCC

kA hkk Ak hkrhkhkhkhhkhkhk A hhkhhkhkhhkhkhkhdAhkhkrhhhhhkrhkhkhkhkrhkkrhkkhkhkhhkrkhxhkkhkxkkxk*x

CTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTG
CTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTG
CTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTG

KA A KA AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR A I A A I A A KNI A A A A A AR AR AR A A AR A AR A Xk K

TGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCALCCGL
TGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCALCCGC
TGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCALCCGL

kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkdrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhhkrkrhkkxkkxk*x

GTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAG
GTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAG
GTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A I A A AR AR A AR AR A AR AR A A A A AR A A kA Ak kK

CCGACCCCCAACCTTTAATTATCTCAGGTTGACCTCGGATCAG 522
CCGACCCCCAACCTTTAATTATCTCAGGTTGACCTCGGATCAG 523
CCGACCCCCAACCTTTAATTATCTCAGGTTGACCTCGGATCAG 523

kA hkkhkrhkhkrhkhkhkhhAhkkrhkhkrkhkkhkrhkhkhkhkrhkkrhkkhkrkhkhkrkkxkkhkxx*
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300
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FIGURA 28 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA ITS DO FUNGO FILAMENTOSO 5 COM AS DUAS
SEQUENCIAS DE MAIOR HOMOLOGIA DEPOSITADAS NO GENBANK

GQ241285 e EU645714 sdo os numeros de acesso do GenBank as sequéncias de Penicillium
griseofulvum e Penicillium citrinum respectivamente, que apresentaram maior homologia com a regido
sequenciada do fungo filamentoso 5. Os asteriscos indicam nucleotideos idénticos em todas as

sequéncias.

5.4.3.3. Fungo fi

lamentoso 9

A sequéncia do fungo filamentoso 9 foi analisada pelo BLAST e os resultados

gue apresentaram maior homologia estéo indicados na Tabela 8.

TABELA 8 - SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS
SIGNIFICATIVOS COM A REGIAO SEQUENCIADA DO FUNGO FILAMENTOSO 09

Fungo Homologia Score Valor de e | Identidade
Filamentoso 9
Penicillium sp. 975 0.0 100
DQ861286
N° de nucleotideos (OQ )
540 pb Penicillium sumatrense 975 0.0 100
(AY213678)




Fungo 9
AY213678
DQ861286

Fungo 9
AY213678
DQ861286

Fungo 9
AY213678
DO861286

Fungo 9
AY213678
DQ861286

Fungo 9
AY213678
D0861286

Fungo 9
AY213678
DQ861286

Fungo 9
AY213678
DQ861286

Fungo 9
AY213678
D0861286

Fungo 9
AY213678
DQ861286

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGAGGGCCCCTCGGGGTCCAACCTC
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGAGGGCCCCTCGGGGTCCAACCTC
TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGAGGGCCCCTCGGGGTCCAACCTC

Ak hkk Ak hkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkhhhkhkhdAhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkrkxkkrxkkxk*x

CCACCCGTGTTTAACGAACCTTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACGGCCGCCGGGGGEG
CCACCCGTGTTTAACGAACCTTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACGGCCGCCGGGGGEE
CCACCCGTGTTTAACGAACCTTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTCACGGCCGCCGGGGGG

kA hkk Ak hkrhkhkhkhhkhkhk A hhkhhkhkhhkhkhkhdAhkhkrhhhhhkrhkhkhkhkrhkkrhkkhkhkhhkrkhxhkkhkxkkxk*x

CTCCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCCCCCCCTTGAACGCTGTCTGAAGTTTGCA
CTCCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCCCCCCCTTGAACGCTGTCTGAAGTTTGCA
CTCCTGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCCCCCCCTTGAACGCTGTCTGAAGTTTGCA

KA A KA AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR AR A I A A I A A KNI A A A A A AR AR AR A A AR A AR A Xk K

GTCTGAGAAACTAGCTAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCAT
GTCTGAGAAACTAGCTAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCAT
GTCTGAGAAACTAGCTAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCAT

kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkdrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhhkrkrhkkxkkxk*x

CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR A A AR A Xk *

GAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
GAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
GAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC

kA hkkhkhkhkhhkhkhkhhkhhkrhhkhhkhkrhkhkhkhkdkhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhhkrkrhkxkkxk*x

ATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCCCTCTGCCGGGGGGA
ATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCCCTCTGCCGGGGGGA
ATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCCCTCTGCCGGGGGGA

kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkrhkhkhkhkdAhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

CGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCAC
CGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCAC
CGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTCAC

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A A A AR A AR A A A A AR AR A A A kA kA Xk k

CCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCAACCCTAAATTTTTTTCAGGTTGA
CCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCAACCCTAAATTTTTTTCAGGTTGA
CCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCAACCCTAAATTTTTTTCAGGTTGA

Ak hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkrhkkxkkxk

60
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FIGURA 29 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA ITS DO FUNGO FILAMENTOSO 9 COM AS DUAS
SEQUENCIAS DE MAIOR HOMOLOGIA DEPOSITADAS NO GENBANK

DQ861286 e AY213678 sdo os numeros de acesso do GenBank as sequéncias de Penicillium sp e
Penicillium sumatrense respectivamente, que apresentaram maior homologia com a regiao
sequenciada do fungo filamentoso 9. Os asteriscos indicam nucleotideos idénticos em todas as

sequéncias.

5.4.3.4. Fungo filamentoso 10

Os resultados da sequéncia do fungo filamentoso 10, analisados pelo BLAST,

estao indicados na Tabela 9.



TABELA 9 - - SEQUENCIA DO GENBANK QUE PRODUZIU ALINHAMENTO SIGNIFICATIVO

COM A REGIAO SEQUENCIDA DO FUNGO FILAMENTOSO 10

Fungo Homologia Score Valor de e | Identidade
Filamentoso 10
N° de nucleotideos | Aspergillus fumigatus 969 0.0 100%
537 pb (FJ810502)
Fungo 10 ACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTCT 60
FJ810502 ACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTCT 60
Ak hkhkkhkhkhkhkhkdh kA hkhhAhhhhkhkhhdkhhkhkhdhhhkhdhkhkdkhkhdhkrkhkhkhkhkhkhhkrhkhkrhkhkkhkxkxt*k
Fungo 10 ATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTCGACGGCCGCCGGGGAGGCCTTGCGC 120
FJ810502 ATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTCGACGGCCGCCGGGGAGGCCTTGCGC 120
khkhkhkkhkhkhkhkhkdhhhhkhhkhkhkhhhkhhhkhhhhhhrhkhhbhkhkdhhkrhkhhkhkhkkhhkh ok rhhkhhkxkxtk
Fungo 10 CCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCAACATGAACGCTGTTCTGARAGTATGCAGTCT 180
FJ810502 CCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCAACATGAACGCTGTTCTGARAGTATGCAGTCT 180
khkhkhkkhkhhkhkhkdhhkhhkhhkhkhhhhkhrkhkhhkhkhdhrkhhhkhkhkdhhkhhkrkhkhkhkhhkhhkrkhkhkhhkhkkhhxkxkk
Fungo 10 GAGTTGATTATCGTAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA 240
FJ810502 GAGTTGATTATCGTAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA 240
khkhkhkkhkhkhkhkhkhhhhkhhkhhkhhhkhh kb hkhdhrhkhhkhkhkdhkhhkrkhkhkhkhhkhhkrkhkhkhhkhkdhkxkxxk
Fungo 10 TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAG 300
FJ810502 TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAG 300
khkkhkkhkhkhkhkkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkkhhkhkhhkhkhkhhhkkhhhkhhkkhhkhrhhkhkkhhkrhkkhkhkhhkhhkkhhkrhkhkkhhhxhkh*k
Fungo 10 TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATT 360
FJ810502 TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATT 360
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhhhkhhkhrhhkhkhhhhkhhkhrhkhkhkhhhhkhhkrhkhkhkhhrhkhkkhkhkrhkkhkkhkhkhrhhkkhkhhrxkhk*k
Fungo 10 GCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCTCTCCCGGGGGACGGGCC 420
FJ810502 GCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCTCTCCCGGGGGACGGGCC 420
khkkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhrhkhkkhhhkrhhkhhkhrhhkkhkhkhkrhkkhkhkrhkhkkhkhkhrrhkkhhhxhhk*k
Fungo 10 CGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCTGCTC 480
FJ810502 CGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCTGCTC 480
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkhhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhrhhkkhhkhkhhkkhhkhrhhkhkhkhkrhkkhhkrhkhkkhkhkhrhkkhhhxhkhkh*x
Fungo 10 TGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACACCCAACTTTATTTTTCTAAGGTTGACCTCG 537
FJ810502 TGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACACCCAACTTTATTTTTCTAAGGTTGACCTCG 537

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A A A A A AR A AR A AR AR A Ak Kk kK
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FIGURA 30 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DA REGIAO ITS DO FUNGO FILAMENTOSO 10 COM
UMA DAS SEQUENCIAS DE MAIOR HOMOLOGIA DEPOSITADA NO GENBANK

FJ810502 é o numero de acesso do GenBank a sequéncia de Aspergillus fumigatus que apresentou
maior homologia com a regido sequenciada do fungo filamentoso 10. Os asteriscos indicam nucleotideos
idénticos em todas as sequéncias.
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5.4.3.5. Fungo filamentoso 11

Os resultados da sequéncia do fungo filamentoso 11, analisados pelo BLAST,

estao indicados na Tabela 10.

TABELA 10 - SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS COM A
REGIAO SEQUENCIADADA DO FUNGO FILAMENTOSO 11

Fungo Homologia Score Valor de e | Identidade
Filamentoso 11
Penicillium sp. 646 0.0 97
(DQ861286)
0 . Penicillium sumatrense 646 0.0 97
N~ de nucleotideos
AY213678
377 pb ( )
Penicillium meleagrinum 646 0.0 97
(EF198531)
DQ861286 AAGTTTGCAGTCTGAGAAACTAGCTAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG 60
AY213678 AAGTTTGCAGTCTGAGAAACTAGCTAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG 60
EF198531 AAGTTTGCAGTCTGAGAAACTAGCTAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG 60
Fungo 11 AAGTTTGCAGTCTGAGAAACTAGCTAAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG 60
Ak h kA hhhhkhkhkhh kA rhkhkhk kA hkhkhkdhhkhk kA rhkhkhkrhhhkhkhkhhkhkhkrhkhhkkhkhhhkhkxkx*k*k
DQ861286 TTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAG 120
AY213678 TTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAG 120
EF198531 TTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAG 120
Fungo 11 TTCCGGNATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAG 120
* Kk Kk kK K R i i e I I i I I I b I I b I I b I I b I I b b I e b b b b b b b b b b b b b b i 4
DQ861286 TGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGT 180
AY213678 TGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGT 180
EF198531 TGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGT 180
Fungo 11 TGAATCATCGAGTNTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCNTGT 180
Kk hkkkkkkkkkkxk R S b i I I I i b b i i I b b b i b b b b b I b b b I b b b I b b b i 4 * * K
DQ861286 CCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCCCTCTG 240
AY213678 CCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCCCTCTG 240
EF198531 CCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCCCTCTG 240
Fungo 11 CNGAGCGTCATTGATGCCNTCAAGCACGGNTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCCCTNTG 240
* Kk Kk hkkkkkkk kK * * k x K* ok Kk k ok kK kkk PR B e B I I I I I e b b b * %
DQ861286 CCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGG 300
AY213678 CCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGG 300
EF198531 CCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGG 300

Fungo 11 CCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCNTCGAGCGTATGGGG 300

KA A A A AR AR A AR A AT AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR AR A Ak Ak hkhk kA kA hkhkkhkkxhx k%



DO861286
AY213678
EF198531
Fungo 11

DO861286
AY213678
EF198531
Fungo 11

CTTCGTCACCCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCAACCCTAAATTTTTT
CTTCGTCACCCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCAACCCTAAATTTTTT
CTTCGTCACCCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCAACCCTAAATTTTTT
CTTCGTCACCCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCAACCCTAAATTTTTT

KA A A A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR A A A IR A I A AR A I A A A A AR AR AR A A AR A AR A A XKk

TCAGGTTGACCTCGGAT 377
TCAGGTTGACCTCGGAT 377
TCAGGTTGACCTCGGAT 377
TCAGGTTGACCTCGGAT 377

Kk kkkhkkkkkokkkkhkkkkxk
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360
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FIGURA 31 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DA REGIAO ITS DO FUNGO FILAMENTOSO 11
COM AS TRES SEQUENCIAS DE MAIOR HOMOLOGIA DEPOSITADAS NO GENBANK

DQ861286, AY213678 e EF198531 sdo os numeros de acesso do GenBank as sequéncias de
Penicillium sp, Penicillium sumatrense e Penicillium meleagrinum respectivamente, que apresentaram
maior homologia com a regi@o sequenciada do fungo filamentoso 11. Os asteriscos indicam
nucleotideos idénticos em todas as sequéncias.

5.4.3.6. Fungo filamentoso 12

Os resultados da sequéncia do fungo filamentoso 12, analisados pelo BLAST,

estao indicados

na Tabela 11.

TABELA 11 - SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS COM A
REGIAO SEQUENCIADA DO FUNGO FILAMENTOSO 12

Fungo Homologia Score Valor de e | Identidade

Filamentoso 12
Penicillium griseofulvum 985 0.0 100
(GQ241285)

N° de nucleotideos | Penicillium citrinum 985 0.0 100

522 pb (EU645714)

Penicillium sp. 985 0.0 100
(EU069417)




Fungo 12
GQ241285
EU645714
EU069417

Fungo 12
G0241285
EU645714
EU069417

Fungo 12
G0241285
EU645714
EU069417

Fungo 12
G0241285
EU645714
EU069417

Fungo 12
G0241285
EU645714
EU069417

Fungo 12
G0241285
EU645714
EU069417

Fungo 12
G0241285
EU645714
EU069417

Fungo 12
G0241285
EU645714
EU069417

Fungo 12
G0241285
EU645714
EU069417

TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCCTCGGGGCCCAACCT
TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCCTCGGGGCCCAACCT
TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCCTCGGGGCCCAACCT
TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGCCCCTCGGGGCCCAACCT

Ak hkk Ak hkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkhhhkhkhdAhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkrkxkkrxkkxk*x

CCCACCCGTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGALCGGLCCC
CCCACCCGTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGALCGGLCCC
CCCACCCGTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGALCGGLCCC
CCCACCCGTGTTGCCCGAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGCGCCCGCCGALCGGLCCC

KA A A A A A AR A A A A A A AR AR A A A A AR A KA IR A A A AR A I A A A A AR AR AR A A A A A AR A X kK

CCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGTTAAAACTTTCAA
CCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGTTAAAACTTTCAA
CCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGTTAAAACTTTCAA
CCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACGAAATTAGTTAAAACTTTCAA

KA A A A AR AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A A A A KA AR AR A AN A I A A A AR A A A A AR AR K kK

CAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTG
CAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTG
CAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTG
CAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAATGTG

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A AR AR A AR AR A AR AR A A A A AR A A A Ak A X kK

AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCC
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCC
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCC
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCC

KA AR A AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A A A I A A AR AR A A A AR A AR AR A A AR AR A A A kA A X kK

GGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCC
GGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCC
GGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCC
GGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCC

kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkrhkhkhkhkdAhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

CGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCG
CGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCG
CGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCG
CGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCG

khkhkhkhkhkhkrhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkhhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

AGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCAAC
AGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCAAC
AGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCAAC
AGCGTATGGGGCTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCAAC

kA hkhkhkhhkhhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkxhkxkkxk*x

CTTTAATTATCTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC 522
CTTTAATTATCTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC 522
CTTTAATTATCTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC 522
CTTTAATTATCTCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACC 522

Ak hkhkrhkkhkrhkhkhkhhkhkhkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkhkhkhkrhkhkxhkxkkxx
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FIGURA 32 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DA REGIAO ITS DO FUNGO FILAMENTOSO 12
COM AS TRES SEQUENCIAS DE MAIOR HOMOLOGIA DEPOSITADAS NO GENBANK

GQ241285, EU645714 e EU069417 sdo os numeros de acesso do GenBank as sequéncias de
Penicillium griseofulvum, Penicillium citrinum e Penicillium sp., respectivamente, que apresentaram
maior homologia com a regido sequenciada do fungo filamentoso 12. Os asteriscos indicam
nucleotideos idénticos em todas as sequéncias.



5.4.3.7. Fungo fi

lamentoso 13

68

Os resultados da sequéncia do fungo filamentoso 13, analisados pelo BLAST,

estao indicados

na Tabela 12.

TABELA 12 - SEQUENCIAS DO GENBANK QUE PRODUZIRAM ALINHAMENTOS COM A REGIAO
SEQUENCIADA DO FUNGO FILAMENTOSO 13

Fungo Homologia Score Valor de e | Identidade
Filamentoso 13
Penicillium sp. 993 0.0 100
(FJ770066)
. Penicillium granulatun 993 0.0 100
N° de nucleotideos 9
DQ681334
550 pb (OQ )
Penicillium chrysogenum 993 0.0 100
(AB479305)
Fungo 13 CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCA 60
FJ770066 CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCA 60
AB479305 CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCA 60
DQ681334 CGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCA 60
R i I I I e I I I I e b I I I I e b e b b b I b b b I b b b I b b b I b b b b b b b b b b b4
Fungo 13 CCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCT 120
FJ770066 CCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCT 120
AB479305 CCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCT 120
DQ681334 CCCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCT 120
Ak h kA hhhhkhkhkhhhkhkrhhhk kA hkhkhkhkdhhhkhkhkhkhkhkhkrhhkhkkhkrkhhkhkhkrhkhhkkhkhhhkhkhkxkxxk*
Fungo 13 TACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTC 180
FJ770066 TACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTC 180
AB479305 TACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTC 180
DQ681334 TACGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTC 180
Ak hkhk kA hhkhhkhkhkhh kA rhhkhk kA hkhkhkhkdhhkhk kA hkhkhkhkrhhkhkkhkrArhkhkhkrhkhhkkhkhhhkhkxkxxk*
Fungo 13 TGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA 240
FJ770066 TGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA 240
AB479305 TGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA 240
DQ681334 TGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA 240
R i b i b b b b i b b i b b b b b b b I b b b b b b S I b b b I b b b I b b b b b b b 2 b b I b b b db 2 b b b 2 b b 4
Fungo 13 TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGT 300
FJ770066 TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGT 300
AB479305 TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGT 300
DQ681334 TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGT 300

Ak hkrkhhkhhkhkhhhkhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkdkhkhkrhhkrkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkrkkxk*x
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Fungo 13 CTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTG 360
FJ770066 CTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTG 360
AB479305 CTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTG 360
DO681334 CTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTG 360
Kok kkk kA kA Kk hhkhhk kA KKKk ok hkhhk kA KKKk khhh kA Ak khhkhkh kA KKk kkhkhkhk*k & & K %%
Fungo 13 CTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCG 420
FJ770066 CTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCG 420
AB479305 CTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCG 420
DQ681334 CTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCG 420
KA AR A A A A AR A A A A A A AR A AR A A A AR A KA I AA A A A KRNI A A AN AR A A A AR A A A A A A A ARk kK
Fungo 13 AAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTG 480
FJ770066 AAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTG 480
AB479305 AAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTG 480
DQ681334 AAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTG 480
KA A A A AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR A A A IR A I A AR A A A A A A AR A A AR A A AR A A AR A X kK
Fungo 13 TAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCAG 540
FJ770066 TAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCAG 540
AB479305 TAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCAG 540
DQO681334 TAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGTTGACCTCGGATCAG 540
KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A AR AR A AR AR A AR AR A A A A AR A A A Ak A X kK
Fungo 13 GTAGGGATAC 550
FJ770066 GTAGGGATAC 550
AB479305 GTAGGGATAC 550
DQO681334 GTAGGGATAC 550

Ak kk Kk kK Kk Kk Kk

FIGURA 33 - ALINHAMENTO DA SEQUENQIA DA REGIAO ITS DO FUNGO
FILAMENTOSO 13 COM AS TRES SEQUENCIAS DE MAIOR HOMOLOGIA
DEPOSITADAS NO GENBANK

FJ770066, AB479305 e DQ681334 sdo os numeros de acesso do GenBank as sequéncias de
Penicillium sp, Penicillium chrysogenum e Penicillium granulatum, respectivamente, que
apresentaram maior homologia com a regido sequenciada do fungo 13. Os asteriscos indicam
nucleotideos idénticos em todas as sequéncias.

O tamanho dos produtos de PCR dos diferentes fungos filamentosos isolados
variou de 650 pb a 700 pb. Para os fungos 5 e 12 o fragmento amplificado foi de
aproximadamente 650 pb, para os fungos filamentosos 9, 11, 13 e 10 foi de
aproximadamente 680 pb e para o fungo filamentoso 4 foi de aproximadamente
700 pb.

O fungo filamentoso isolado 4 apresentou produto de PCR de
aproximadamente 700 pb. O fragmento foi sequenciado e a analise da sequéncia
pelas ferramentas de bioinformatica indicou que a maior similaridade foi observada
com espécies de Cladosporium. Esses resultados confirmam as andlises fenotipicas.
De acordo com o sequenciamento o fungo filamentoso 4 pode pertencer as espécies

Cladosporium tenuissimum ou Cladosporium coralloides. Para realizar a
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diferenciacdo destas espécies seria necessario repetir o sequenciamento para obter
maior cobertura da regido sequenciada.

Entre os quatro fungos isolados que apresentaram produtos da reacdo de
PCR de aproximadamente a 680 pb, trés foram identificados como Penicillium com
base no sequenciamento, e um como Aspergillus fumigatus. Os dois fungos isolados
que apresentaram produtos de PCR de aproximadamente 650 pb também foram
identificados como Penicillium.

Portanto, dos sete fungos isolados, cinco pertencem ao género Penicillium
como definido pelo método fenotipico e sequenciamento da regido ITS. As andlises
fenotipicas realizadas ndo permitiram a diferenciagdo morfolégica entre as espécies.
Os dados do sequenciamento indicam que os fungos 5 e 12 pertencem as espécies
P. griseofulvum ou P. citrinum; os fungos 11 e 9 as espécies P. meleagrinum ou P.
sumatrense; o fungo 13 as espécies P. chrysogenum ou P. granulatum; o fungo 4
Cladosporium tenuissimum ou Cladosporium coralloides. O fungo filamentoso 10 foi
identificado como Aspergillus fumigatus.

Nenhuma das técnicas utilizadas permitiu a identificacdo em nivel de espécie
de todos os fungos filamentosos isolados.

Muitos estudos sobre a contaminacdo de alimentos por fungos filamentosos
sdo encontrados na literatura (COMERIO; PINTO; VAAMONDE, 1998; XUFRE et al.,
2000; GOCK et al., 2003; PLAZA et al., 2004; DANTIGNY et al., 2005; GUIMARAES,
2005; LAROCHE; FINE; GERVAIS, 2005; ASTORECA et al., 2007; FLOREZ et al.,
2007; GIORNI et al., 2007; SAMAPUNDOA et al.,, 2007; VALERO et al., 2007,
JUDET et al., 2008; SELMA; MARTINEZ-CULEBRAS; AZNAR, 2008; BARBERIS et
al., 2009; HAGESKAL; LIMA; SKAAR, 2009; HUANG et al., 2009; NEVAREZ et al.,
2009; POSE et al.,, 2009; GOUGOULIA; KOUTSOUMANIS, 2010), mas poucos
envolvendo a contaminacdo de produtos cosméticos (MISLIVEC; BANDLER,;
ALLEN, 1993; TRAN; HITCHINS, 1994; ANELICH; KORSTEN, 1996; ALVAREZ-
LERMA et al., 2008; LUNDOV, M. D.; ZACHARIAE, 2008).

Neste trabalho foram isolados diferentes fungos filamentosos de talco
comercial cosmético, cinco fungos do género Penicillium sp., um do género
Cladosporium sp. e o Aspergillus fumigatus, 0s quais possuem entre suas espécies
micro-organismos patogénicos. A identificacdo de fungos filamentosos presentes
como contaminantes em talcos comerciais cosméticos € uma ferramenta eficaz na

avaliacao do risco de deterioracéo por fungos e previsao de vida util dos cosméticos.
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Os fabricantes e os consumidores de talcos comerciais cosméticos devem estar
cientes dos riscos e cuidados com a produgéo, armazenamento e o uso de talcos

amplamente utilizados pela populacéo brasileira.
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6. CONCLUSAO

Foram isolados 7 fungos filamentosos de 50 amostras de talcos comerciais
cosmeéticos com pouca atividade de agua.

A identificacdo morfolégica macroscopica e microscopica sugere que o fungo
filamentoso 10 é do género Aspergillus sp., o fungo filamentoso 4 € do género
Cladosporium sp e os fungos filamentosos 5, 9, 11, 12 e 13 s&o do género
Penicillium sp.,

Nos meios de cultura extrato de malte e czapeck o fungo filamentoso 10
apresentou valores de velocidade de crescimento radial de 0,59 mm.h* e
0,41mm.h™ e o fungo filamentoso 4 valores de 0,16 mm.h e 0,09 mm.h™,
respectivamente, e os fungos filamentosos 5, 9, 11, 12 e 13 apresentaram valores
proximos entre si.

O sequenciamento da regiao ITS do DNA ribossomal permitiu identificar o
fungo filamentoso 10 como Aspergillus fumigatus, o fungo filamentoso 4 no género
Cladosporium sp. e os fungos filamentosos 5, 9, 11, 12 e 13 no género Penicillium

sp..
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GenBank: GU270579.1

Cladosporium sp. FPClad04 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and

28S ribosomal RNA gene, partial sequence
LOCUS GU270579 556 bp DNA linear
PLN 20-JAN-2010
DEFINITION Cladosporium sp. FPClad04 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence;

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and

internal transcribed spacer 2, complete sequence;
and 28S ribosomal

RNA gene, partial sequence.
ACCESSION GU270579

VERSION GU270579.1 GI:283975961
KEYWORDS
SOURCE Cladosporium sp. FPClad04

ORGANISM Cladosporium sp. FPCladO4
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota;
Saccharomyceta;
Pezizomycotina; Leotiomyceta; Dothideomyceta;
Dothideomycetes;
Dothideomycetidae; Capnodiales; Davidiellaceae;

mitosporic
Davidiellaceae; Cladosporium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 556)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.
TITLE Identification of filamentous fungi isolated from
commercial talc
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 556)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (07-DEC-2009) Pharmacy, Universidade
Federal do Parana,
Av. Lothario Meissner 632, Curitiba, Parana
80.210-170, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..556
/organism="Cladosporium sp. FPClad04"
/mol type="genomic DNA"
/strain="FPClad04"
/isolation source="talc"
/db_xref="taxon:707014"


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707014

/note="PCR primers=fwd name: ITS1F,
rev_name: ITS4"
rRNA <1l..9
/product="18S ribosomal RNA"

10..158

/product="internal transcribed spacer 1"
159..316

/product="5.8S ribosomal RNA"

317..471

/product="internal transcribed spacer 2"
472..>556

/product="28S ribosomal RNA"

misc RNA
TRNA
misc RNA
TRNA

ORIGIN

//

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

atttagagga
acaagtgacc
cctccggggce
aactttgcag
gttctggcat
gtgaatcatc
ttcgagcgtc
gcctcaaatc

gggtgttcgg
tagggatacc

agtaaaagtc
ccggtctaac
gaccctgect
tctgagtaaa
cgatgaagaa
gaatctttga
atttcaccac
gaccggctgg
gaggctacgc
cgctga

gtaacaaggt

caccgggatg

tcgggegggg
cttaattaat

cgcagcgaaa
acgcacattg
tcaagcctcg
gtcttctgtc
cgtaaaacaa

ctccgtaggt
ttcataaccc
gctccgggtg
aaattaaaac
tgcgataagt
cgcccectgg
cttggtattg
ccctaagcgt
ccccatttcet

gaacctgcgg
tttgttgtcc
gacacttcaa
ttttaacaac
aatgtgaatt
tattccgggg
ggcatcgcgg
tgtggaaact
aaggttgacc

agggatcatt
gactctgttg
actcttgcgt
ggatctcttg
gcagaattca
ggcatgcctg
tccgeecgegt
attcgctaaa
tcggatcagg


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975961?from=1&to=9&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975961?from=10&to=158&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975961?from=159&to=316&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975961?from=317&to=471&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975961?from=472&to=556&report=gbwithparts
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GenBank: GU270574.1

Penicillium sp. FPPen05 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and

28S ribosomal RNA gene, partial sequence
LOCUS GU270574 522 bp DNA linear
PLN 20-JAN-2010
DEFINITION Penicillium sp. FPPen0O5 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence;

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and

internal transcribed spacer 2, complete sequence;
and 28S ribosomal

RNA gene, partial sequence.
ACCESSION GU270574

VERSION GU270574.1 GI:283975956
KEYWORDS
SOURCE Penicillium sp. FPPen05

ORGANISM Penicillium sp. FPPen0b5
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota;
Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales;
Trichocomaceae;
mitosporic Trichocomaceae; Penicillium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 522)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.
TITLE Identification of filamentous fungi isolated from
commercial talc
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 522)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-DEC-2009) Pharmacy, Universidade
Federal do Parana,
Av. Lothario Meissner 632, Curitiba, Parana
80.210-170, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..522
/organism="Penicillium sp. FPPen(O5"
/mol type="genomic DNA"
/strain="FPPen(05"
/isolation source="talc"
/db_xref="taxon:707015"
/note="PCR primers=fwd name: ITS1F,

rev_name: ITS4"


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707015

<1..43

/product="18S ribosomal RNA"

44..183

/product="internal transcribed spacer 1"
184..340

/product="5.8S ribosomal RNA"

341..507

/product="internal transcribed spacer 2"
508..>522

/product="28S ribosomal RNA"

rRNA

misc RNA

rRNA

misc RNA

rRNA

ORIGIN

//

1
61
121
181
241
301
361
421
481

tcgtaacaag
gggcccaacc
ccgacggccce
aaaactttca
taactaatgt
tctggtattc
gtgttgggcc
tccggtectce
cgacccccaa

gttccgtagg
tcccaccegt
ccctgaacgce
acaacggatc
gaattgcaga
cggagggcat
ccgtcccecccce
gagcgtatgg
cctttaatta

tgaacctgcg
gttgcccgaa
tgtctgaagt
tcttggttcc
attcagtgaa
gcctgtccga
c¢gccgggggg
ggcttcgtca
tctcaggttg

gaaggatcat
cctatgttgce
tgcagtctga
ggcatcgatg
tcatcgagtc
gcgtcattgce
acgggcccga
cccgctctag
acctcggatc

taccgagtgc
ctcggcgggce
gacctataac
aagaacgcag
tttgaacgca
tgccctcaag
aaggcagcgg
taggcccggce
ag

gggccccteg
cccgcgeccg
gaaattagtt
cgaaatgcga
cattgcgccc
cccggcettgt
cggcaccgcg
cggcgccagce


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975956?from=1&to=43&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975956?from=44&to=183&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975956?from=184&to=340&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975956?from=341&to=507&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975956?from=508&to=522&report=gbwithparts
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GenBank: GU270576.1

Penicillium sp. FPPen09 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and

28S ribosomal RNA gene, partial sequence
LOCUS GU270576 540 bp DNA linear
PLN 20-JAN-2010
DEFINITION Penicillium sp. FPPen09 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence;

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and

internal transcribed spacer 2, complete sequence;
and 28S ribosomal

RNA gene, partial sequence.
ACCESSION GU270576

VERSION GU270576.1 GI:283975958
KEYWORDS
SOURCE Penicillium sp. FPPen09
ORGANISM Penicillium sp. FPPen09
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota;
Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales;
Trichocomaceae;

mitosporic Trichocomaceae; Penicillium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 540)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.
TITLE Identification of filamentous fungi isolated from
commercial talc
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 540)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-DEC-2009) Pharmacy, Universidade
Federal do Parana,
Av. Lothario Meissner 632, Curitiba, Parana
80.210-170, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..540

/organism="Penicillium sp. FPPen(O9"

/mol type="genomic DNA"

/strain="FPPen(Q9"

/isolation source="talc"

/db xref="taxon:707016"

/note="PCR primers=fwd name: ITS1F,
rev_name: ITS4"


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707016

<1..30

/product="18S ribosomal RNA"

31..206

/product="internal transcribed spacer 1"
207..363

/product="5.8S ribosomal RNA"

364..536

/product="internal transcribed spacer 2"
537..>540

/product="28S ribosomal RNA"

rRNA

misc RNA

rRNA

misc RNA

rRNA

ORIGIN

//

1
61
121
181
241
301
361
421
481

tccgtaggtg
ccacccgtgt
ctcctgceccce
gtctgagaaa
cgatgaagaa
gagtctttga
attgctgccc

cgggcccgaa
ccgctcecttgt

aacctgcgga
ttaacgaacc
cgggcccgeg
ctagctaaat
cgcagcgaaa
acgcacattg
tcaagcacgg
aggcagcgge
aggcccggcece

aggatcatta
tttgttgctt
cccgccgaag
tagttaaaac
tgcgataact
cgccctctgg
cttgtgtgtt
ggcaccgcgt
ggcgccagcec

ctgagtgagg
cggcgggcecc
ccccececcecttg
tttcaacaac
aatgtgaatt
tattccggag
gggccccecgt
ccggtcctcg
gaccccaacc

gcccctcecggg
gcctcacggce
aacgctgtct
ggatctcttg
gcagaattca
ggcatgcctg
cccccecectcet
agcgtatggg
ctaaattttt

gtccaacctc
cgccgggggg
gaagtttgca
gttccggcat
gtgaatcatc
tccgagegtce
gccgggggga
gcttcgtcac
ttcaggttga


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975958?from=1&to=30&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975958?from=31&to=206&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975958?from=207&to=363&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975958?from=364&to=536&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975958?from=537&to=540&report=gbwithparts
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GenBank: GQ499183.1

Aspergillus fumigatus strain FPAf10 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence;

and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
LOCUS GQ499183 537 bp DNA linear
PLN 30-SEP-2009
DEFINITION Aspergillus fumigatus strain FPAf10 18S ribosomal
RNA gene, partial

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene,

and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S

ribosomal RNA gene, partial sequence.
ACCESSION GQ499183

VERSION GQ499183.1 GI:259563642
KEYWORDS
SOURCE Aspergillus fumigatus

ORGANISM Aspergillus fumigatus
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota;
Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales;
Trichocomaceae;
mitosporic Trichocomaceae; Aspergillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 537)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B., Bonfim,T.B.,
Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.
TITLE Identification of filamentous fungi isolated from
commercial talc
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 537)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B., Bonfim,T.B.,
Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (20-AUG-2009) Pharmacy, Universidade
Federal do Parana,
Av. Lothario Meissner 632, Curitiba, Parana
80.210-170, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..537
/organism="Aspergillus fumigatus"
/mol type="genomic DNA"
/strain="FPAf10"
/isolation source="talc"
/db_xref="taxon:5085"
/note="PCR primers=fwd name: ITS1F,

rev_name: ITS4"


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5085

<1..19

/product="18S ribosomal RNA"

20..204

/product="internal transcribed spacer 1"
205..360

/product="5.8S ribosomal RNA"

361..528

/product="internal transcribed spacer 2"
529..>537

/product="28S ribosomal RNA"

rRNA

misc RNA

rRNA

misc RNA

rRNA

ORIGIN

//

1
61
121
181
241
301
361
421
481

acctgcggaa
atcgtacctt
ccccgggcecce
gagttgatta
tgaagaacgc
tctttgaacg
gctgccctca
cgaaaggcag
tgtaggcccg

ggatcattac
gttgcttcgg
gcgcccgcecg
tcgtaatcag
agcgaaatgc
cacattgcgc
agcacggctt

cggcggcacc
gccggcgceca

cgagtgaggg
cgggcccgcec
aagaccccaa
ttaaaacttt
gataagtaat
cccctggtat
gtgtgttggg
gcgtccggtce
gccgacaccc

ccctctgggt
gtttcgacgg
catgaacgct
caacaacgga
gtgaattgca
tccggggggce
cccecegtecce
ctcgagcgta
aactttattt

ccaacctccc
ccgeccgggga
gttctgaaag
tctcttggtt
gaattcagtg
atgcctgtcc
cctctcececgg

tggggctttg
ttctaaggtt

acccgtgtcet
ggccttgcgce
tatgcagtct
ccggcatcga
aatcatcgag
gagcgtcatt
gggacgggcc
tcacctgctc
gacctcg


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/259563642?from=1&to=19&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/259563642?from=20&to=204&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/259563642?from=205&to=360&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/259563642?from=361&to=528&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/259563642?from=529&to=537&report=gbwithparts
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GenBank: GU270575.1

Penicillium sp. FPPen1l internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene,
partial sequence

LOCUS GU270575 377 bp DNA linear
PLN 20-JAN-2010
DEFINITION Penicillium sp. FPPenll internal transcribed

spacer 1, partial

sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer

2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene,
partial sequence.
ACCESSION GU270575

VERSION GU270575.1 GI:283975957
KEYWORDS
SOURCE Penicillium sp. FPPenll
ORGANISM Penicillium sp. FPPenll
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota;
Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales;
Trichocomaceae;

mitosporic Trichocomaceae; Penicillium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 377)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.
TITLE Identification of filamentous fungi isolated from
commercial talc
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 377)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-DEC-2009) Pharmacy, Universidade
Federal do Parana,
Av. Lothario Meissner 632, Curitiba, Parana
80.210-170, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..377

/organism="Penicillium sp. FPPenll"
/mol type="genomic DNA"
/strain="FPPenll"
/isolation source="talc"
/db xref="taxon:707017"
/note="PCR_primers=fwd name: ITS1F,
rev _name: ITS4"
misc RNA <1l..34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975957?from=1&to=34&report=gbwithparts

/product="internal transcribed spacer 1"
35..191

/product="5.8S ribosomal RNA"
192..363

/product="internal transcribed spacer 2"
364..>377

/product="28S ribosomal RNA"

rRNA

misc RNA
rRNA

ORIGIN

//

1
61
121
181
241
301
361

aagtttgcag
ttccggnatc
tgaatcatcg
cngagcgtca
ccggggggac
cttcgtcacc
tcaggttgac

tctgagaaac
gatgaagaac
agtntttgaa
ttgatgcent
gggcccgaaa
cgctcttgta
ctcggat

tagctaaatt
gcagcgaaat
cgcacattgc
caagcacggn
ggcagcggcg
ggcccggcecg

agttaaaact
gcgataacta
gccctctggt
ttgtgtgttg
gcaccgcgte
gcgccagccg

ttcaacaacg
atgtgaattg
attccggagg
ggccccegte
cggtcntcga
accccaaccc

gatctcttgg
cagaattcag
gcatgcntgt
ccccectntg

gcgtatgggg
taaatttttt


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975957?from=35&to=191&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975957?from=192&to=363&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975957?from=364&to=377&report=gbwithparts
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GenBank: GU270577.1

Penicillium sp. FPPen12 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and

28S ribosomal RNA gene, partial sequence
LOCUS GU270577 522 bp DNA linear
PLN 20-JAN-2010
DEFINITION Penicillium sp. FPPenl2 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence;

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and

internal transcribed spacer 2, complete sequence;
and 28S ribosomal

RNA gene, partial sequence.
ACCESSION GU270577

VERSION GU270577.1 GI:283975959
KEYWORDS
SOURCE Penicillium sp. FPPenl2
ORGANISM Penicillium sp. FPPenl?2
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota;
Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales;
Trichocomaceae;

mitosporic Trichocomaceae; Penicillium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 522)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.
TITLE Identification of filamentous fungi isolated from
commercial talc
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 522)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-DEC-2009) Pharmacy, Universidade
Federal do Parana,
Av. Lothario Meissner 632, Curitiba, Parana
80.210-170, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..522

/organism="Penicillium sp. FPPenl2"

/mol type="genomic DNA"

/strain="FPPenl2"

/isolation source="talc"

/db xref="taxon:707018"

/note="PCR primers=fwd name: ITS1F,
rev_name: ITS4"


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707018

<1..31

/product="18S ribosomal RNA"

32..171

/product="internal transcribed spacer 1"
172..328

/product="5.8S ribosomal RNA"

329..496

/product="internal transcribed spacer 2"
497..>522

/product="28S ribosomal RNA"

rRNA

misc RNA

rRNA

misc RNA

rRNA

ORIGIN

//

1
61
121
181
241
301
361
421
481

ttccgtaggt
cccaccecgtg
cctgaacgct
caacggatct
aattgcagaa
ggagggcatg
cgtcccceccece
agcgtatggg
ctttaattat

gaacctgcgg
ttgcccgaac
gtctgaagtt
cttggttccg
ttcagtgaat
cctgtccgag
gccgggggga
gcttcgtcac
ctcaggttga

aaggatcatt
ctatgttgcc
gcagtctgag
gcatcgatga
catcgagtct
cgtcattgct
cgggcccgaa
ccgctctagt
cctcggatca

accgagtgcg
tcggcgggece
acctataacg
agaacgcagc
ttgaacgcac
gccctcaagce
aggcagcggce
aggcccggcec
ggtagggata

ggcccctegg
ccgcgcccgce
aaattagtta
gaaatgcgat
attgcgccct
ccggcttgtg
ggcaccgcgt
ggcgccagcce
cc

ggcccaacct
cgacggcccc
aaactttcaa
aactaatgtg
ctggtattcc
tgttgggccc
ccggtccteg
gacccccaac


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975959?from=1&to=31&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975959?from=32&to=171&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975959?from=172&to=328&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975959?from=329&to=496&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975959?from=497&to=522&report=gbwithparts
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GenBank: GU270578.1

Penicillium sp. FPPen13 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and

28S ribosomal RNA gene, partial sequence
LOCUS GU270578 550 bp DNA linear
PLN 01-FEB-2010
DEFINITION Penicillium sp. FPPenl3 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence;

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and

internal transcribed spacer 2, complete sequence;
and 28S ribosomal

RNA gene, partial sequence.
ACCESSION GU270578

VERSION GU270578.1 GI:283975960
KEYWORDS
SOURCE Penicillium sp. FPPenl3
ORGANISM Penicillium sp. FPPenl3
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota;
Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales;
Trichocomaceae;

mitosporic Trichocomaceae; Penicillium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 550)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.
TITLE Identification of filamentous fungi isolated from
commercial talc
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 550)
AUTHORS Jastale Pinto,F.C., Dallagassa,C.B.,
Bonfim,T.M.B., Brand,D. and
Fadel-Picheth,C.M.T.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-DEC-2009) Pharmacy, Universidade
Federal do Parana,
Av. Lothario Meissner 632, Curitiba, Parana
80.210-170, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..550

/organism="Penicillium sp. FPPenl3"

/mol type="genomic DNA"

/strain="FPPenl3"

/isolation source="talc"

/db xref="taxon:707019"

/note="PCR primers=fwd name: ITS1F,
rev_name: ITS4"


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=707019

<1l..27

/product="18S ribosomal RNA"

28..201

/product="internal transcribed spacer 1"
202..358

/product="5.8S ribosomal RNA"

359..524

/product="internal transcribed spacer 2"
525..>550

/product="28S ribosomal RNA"

rRNA

misc RNA

rRNA

misc RNA

rRNA

ORIGIN

/7

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

cgtaggtgaa
cccgtgttta
tacgcccceccecg
tgagtgaaaa
tgaagaacgc
ctttgaacgc
ctgccctcaa
aaaggcagcg
taggcccggce
gtagggatac

cctgcggaag
ttttaccttg
ggcccgcgcece
tataaattat
agcgaaatgc
acattgcgcc
gcacggcttg
gcggcaccgc
cggcgcttgce

gatcattacc
ttgcttcggce
cgccgaagac
ttaaaacttt
gatacgtaat
ccctggtatt
tgtgttgggc
gtccggtcecct
cgatcaaccc

gagtgagggc
gggcccgcect
accctcgaac
caacaacgga
gtgaattgca
ccggggggca
cccgtcectece
cgagcgtatg
aaatttttat

cctctgggtce
taactggccg
tctgtctgaa
tctcttggtt
aattcagtga
tgcctgtccg
gatcccgggg
gggctttgtc
ccaggttgac

caacctccca
ccggggggcet
gattgtagtc
ccggcatcga
atcatcgagt
agcgtcattg
gacgggcccg
acccgctctg
ctcggatcag


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975960?from=1&to=27&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975960?from=28&to=201&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975960?from=202&to=358&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975960?from=359&to=524&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/283975960?from=525&to=550&report=gbwithparts

