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RESUMO

O filo Labyrinthulomycota esta classificado no Reino Straminipila e € composto por trés
grupos distintos de organismos denominados “fungi-like”, os labirintulideos, as traustoquitridias e
as aplanoquitridias. Estes organismos, em sua maioria produtores de zo6sporos, estdo presentes em
aguas marinhas e salobras, onde atuam como saprobios e/ou parasitas. Nos Gltimos anos tem havido
um maior interesse no grupo devido a capacidade, de muitas de suas espécies, em produzir grandes
quantidades de lipidios, destacando-se, dentre eles, os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs). No
entanto, apesar da importancia do grupo, apenas quatro espécies foram relatadas no Brasil nas
décadas de 60 e 70. Assim, diante da importancia ecoldgica e da potencialidade econémica destes
organismos, bem como do escasso conhecimento da diversidade do grupo no pais, o presente estudo
teve por objetivos, realizar a identificagdo morfologica e molecular de espécimes coletados no
Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC), importante fragmento preservado da Mata Atlantica do
estado de S8o Paulo; e quantificar os diferentes acidos graxos produzidos por alguns isolados
brasileiros. De seis coletas realizadas, entre os anos de 2012 e 2015, 167 espécimes provenientes de
amostras de agua e folhedo foram identificados, por meio de andlises das caracteristicas
morfologicas e/ou andlise filogenética da regido SSU do rDNA, como: Aurantiochytrium (111
espécimes), Labyrinthula (21 espécimes), Parietichytrium sarkarianum (31 espécimes) e
Thraustochytrium (4 espécimes). Os géneros Aurantiochytrium e Labyrinthula, bem como a espécie
Parietichytrium sarkarianum sdo primeira citacdo para o Brasil, e cinco espécimes de
Aurantiochytrium considerados espécie nova para a ciéncia. Alguns dos espécimes representativos
de cada um dos géneros/espécie foram descritos, preservados e documentados, com vinte deles
incorporados no acervo do Instituto de Boténica de S&o Paulo (Cole¢do de Culturas de Algas,
Fungos e Cianobactérias — CCIBt) e do Instituto Bioldgico de Sdo Paulo (Micoteca Méario Barreto
Figueiredo — MMBF). Vinte e seis sequéncias da regido SSU do rDNA de isolados brasileiros

provenientes deste estudo foram depositadas no GenBank. Dos taxons identificados, 25 deles foram



vii
analisados quanto ao perfil de producéo de acidos graxos (12 isolados de Aurantiochytrium sp.,
cinco de Aurantiochytrium sp. nov. e oito de P. sarkarianum), com 15 dias de cultivo a 25 °C. Os
resultados evidenciaram que os isolados brasileiros coletados no PEIC sintetizam quantidades
significativas de acido docosahexaenoico (DHA) e &cido palmitico (PA), chegando a 105,57 mg de
DHA /g de biomassa e 56,89 mg de PA /g de biomassa. Os melhores produtores dos principais
acidos graxos, dois espécimes de Auratiochytrium sp., um de Auratiochytrium sp. nov. e dois de P.
sarkarianum, foram submetidos a diferentes condi¢cdes de cultivo, como menor tempo de
crescimento (5 dias) e diferentes temperaturas finais de cultivo (10 °C e 25 °C). Os espécimes
cultivados por cinco dias a 25 °C apresentaram queda na producdo (mg/g de biomassa) da maioria
dos acidos graxos, comparado a quantidade produzida com 15 dias de crescimento, exceto de DHA
nos isolados 1C97 de Auratiochytrium sp. nov. e IC12 de P. sarkarianum, e DHA e PA no isolado
IC83 de P. sarkarianum. O teste com diferentes temperaturas finais de cultivo mostrou que o0s
isolados apresentaram um aumento na producdo de alguns dos acidos graxos quando a temperatura
final foi de 10 °C, exceto o isolado IC83 de P. sarkarianum. Este estudo contribui para a ampliacdo
do conhecimento do grupo no Brasil, para a inclusdo de sequéncias de espécimes brasileiros no
Genbank, para a obtencdo e preservacdo de isolados em culturas puras para futuros estudos no pais,
bem como para o conhecimento do perfil de producdo de &cidos graxos por representantes

brasileiros de Labyrinthulomycota.

Palavras chave: Mata Atlantica, Thraustochytriales, Labyrinthulales, organismos zoosporicos,

acidos graxos poli-insaturados, acido docosahexaenoico
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ABSTRACT

The phylum Labyrinthulomycota is classified into Straminipila Kingdom and is composed
of three distinct groups of the fungus-like organisms, the labyrinthulids, the thraustochytrids and the
aplanochytrids. These organisms, mostly zoospore producers, are present in marine and brackish
waters as saprobes and/or parasites. In recent years, there was an increase interest in studying these
organisms, due to the ability that some have to produce large amounts of lipids, among them the
polyunsaturated fatty acids (PUFAS). However, in spite of the importance of the group, only four
species were reported in Brazil in the 60’s and 70’s. Thus, considering the ecological importance
and the economic potential of these organisms, as well as the limited knowledge about the diversity
of this group in the country, the present study had as objectives to perform the morphological and
molecular identification of the specimens collected in the “Parque Estadual da Ilha do Cardoso
(PEIC)”, an important preserved fragment of the Atlantic rainforest on the S&o Paulo state; and to
quantify the different fatty acids produced by some Brazilian isolates. From six collections, between
the years of 2012 and 2015, 167 specimens from water and leaf samples were identified, by means
of morphological characteristics and/or phylogenetic analysis of the SSU rDNA region, as
Aurantiochytrium (111 specimens), Labyrinthula (21 specimens), Parietichytrium sarkarianum (31
specimens) e Thraustochytrium (4 specimens). The genera Aurantiochytrium and Labyrinthula, as
well as the species Parietichytrium sarkarianum are new records for Brazil, and five species of
Aurantiochytrium considered new species for science. Some of the representative specimens of each
genera/species were described, preserved and documented. Twenty specimens were incorporated
into the culture collection of the “Instituto de Botanica de Sdo Paulo” (“Colecdo de Culturas de
Algas, Fungos e Cianobactérias — CCIBt”) and culture collection of the “Instituto Biol6gico de Sao
Paulo” (“Micoteca Mario Barreto Figueiredo — MMBF”). Twenty-six sequences of the SSU rDNA
region of Brazilian isolates from this study were deposited in the GenBank. From the identified

taxa, 25 of them were analyzed for the production profile of fatty acids (12 isolates of
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Aurantiochytrium sp., five of Aurantiochytrium sp. nov. and eight of P. sarkarianum), with 15 days
of cultivation at 25 °C. The results evidenced that the Brazilian isolates collected of the PEIC
synthesize significant amounts of docosahexaenoic acid (DHA) and palmitic acid (PA), reaching
105.57 mg of DHA /g of biomass and 56.89 mg of PA /g of biomass. The best producers of the
main fatty acids, two specimens of Auratiochytrium sp., one of Auratiochytrium sp. nov. and two of
P. sarkarianum, were submitted to different growing conditions, such as lower growth time (5 days)
and different final cultivation temperatures (10 °C and 25 °C). Specimens cultivated for five days at
25 °C showed a decrease in the production (mg/g of biomass) of most fatty acids, compared to the
amount produced with 15 days of growth, except for DHA in the isolates IC97 of Auratiochytrium
sp. nov. and IC12 of P. sarkarianum, and DHA and PA in the isolate IC83 of P. sarkarianum. The
test with different final temperatures of cultivation showed that the isolates presented increase in the
production of some fatty acids when the final temperature was 10 °C, except for the isolate 1C83 of
P. sarkarianum. This study contributes to the knowledge of this group in Brazil, for inclusion of
sequences of Brazilian specimens in Genbank, for obtaining and preserving of the isolates in pure
cultures for future studies in the country, as well as for knowledge of the production profile of fatty

acids by Brazilian isolates of Labyrinthulomycota.

Key words: Atlantic Rainforest, Thraustochytriales, Labyrinthulales, zoosporic organisms,

polyunsaturated fatty acids, docosahexaenoic acid
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas gerais do filo Labyrinthulomycota

Labyrinthulomycota ¢ um grupo de organismos “like-fungi” classificados no Reino
Straminipila, supergrupo SAR, juntamente com Alveolata e Rhizaria (Adl et al. 2012), possuindo
como principais caracteristicas a nutricdo por absorcdo e a produgdo de zodsporos biflagelados
heterocontes (Bennett et al. 2017). Por serem organismos ndo fotossintéticos (heterotréficos), como
os fungos, e produtores de zo6sporos, como as algas, foram por diversas vezes transferidos de um
reino para outro (Leafio & Damare 2012), sendo ainda chamados de microalgas por muitos
pesquisadores do setor industrial (Chen et al. 2010, Fan et al. 2007, Li et al. 2007, Manikan et al.
2015, Topuz 2016, Yang et al. 2010).

O filo € composto basicamente por trés grupos distintos, segregados por meio de
caracteristicas morfoldgicas e moleculares: os Labirintulideos, as Traustoquitridias e as
Aplanoquitridias (Leander et al. 2004). Porém, recentes estudos taxondmicos, utilizando filogenia
(regido SSU do rDNA), mostram que a subdivisdo taxonémica do grupo ainda estd em andamento,
com diversas linhagens adicionais sendo descobertas (Pan et al. 2017).

Além da presenca de zoosporos biflagelados, sendo um deles mastigonematico, estes
organismos possuem como importantes caracteristicas a parede celular composta por escamas
provenientes do aparelho de Golgi, acumulacdo de B 1-3 e B 1-6 glucanos como substéncia de
reserva e a presenca de uma rede ectoplasmatica, que € uma extensdo da membrana plasmatica,
produzida por organelas especializadas denominadas “botrossomos” (Alexoupoulos et al. 1996,
Perkins 1972) (Figuras 1 e 2). Esta rede ectoplasmatica adere as células as superficies e contém
enzimas hidroliticas que sdo liberadas no meio para a degradacdo da matéria organica e, assim,
absorcdo dos compostos resultantes (Coleman & Vestal 1987). No entanto, nem todos 0s

representantes do grupo produzem zo0sporos ou possuem “botrossomo” (Dick 2001).
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A reproducdo do grupo € basicamente assexuada e caracteriza-se pela formagdo de
zoosporos e liberagdo a partir da dissolucéo (total ou parcial) da parede da célula vegetativa, que se
diferencia em zoosporéangio, como nos representantes do género Thraustochytrium (Figura 3A) e
Labyrinthula (Figura 3B). Em outros casos pode ocorrer a formacdo de zoGsporos, ou novos
zoosporéngios, a partir da divisdo da célula vegetativa como nos representantes do género
Schizochytrium sensu lato (Figura 3C). Os zo6sporos liberados nadam até encontrar um substrato
adequado, sobre o qual se fixam e, posteriormente, se diferenciam em uma nova célula vegetativa
que dara origem a um novo zoosporangio (Porter 1989).

Os labirintulideos apresentam células em forma de fuso que deslizam livremente dentro da
rede ectosplasmatica (bem desenvolvida no grupo) que os envolve completamente (Figura 4A) e é
por meio dela que estes absorvem os nutrientes. Sdo principalmente marinhos, vivendo, em sua
maior parte, em gramineas marinhas e algas marinhas onde atuam como parasitas, comensalistas ou
mutualistas. Suas células crescem em forma de col6nia, durante a fase vegetativa, e sdo ligadas
umas as outras por meio do liquido ectoplasméatico. O zoosporo biflagelado, presente na fase
reprodutiva, pode ndo estar presente em algumas espécies do género (Porter 1989).

Os grupos das traustoquitridias e aplanoquitridias possuem esporangios globosos ou
subglobosos, a rede ectoplasmética € bem menos desenvolvida que nos labirintulideos e os seus
representantes se multiplicam por meio de zodsporos biflagelados e aplandsporos, respectivamente.
As traustoquitridias utilizam delicados filamentos das extensfes ectoplasmaticas para fixacdo no
substrato e absorcao de nutrientes (Figura 4B) e as aplanoquitridias utilizam a rede ectoplasmatica
para se mover de forma ameboide (Figura 4C), porém esta ndo os envolve completamente

(Leander 2001, Leafio & Damare 2012, Moss 1986, Rosa et al. 2006).
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Figura 1. Botrossomo liberando a rede ectoplasméatica (Ultraestrutura) (Imagem:

http://www.botany.uga.edu/zoosporicfungi/labyrint.htm)

B

Figura 2. A — Rede ectoplasmatica de um representante do género Thraustochytrium liberada por
um Unico botrossomo; B — Rede ectoplasmatica de um representante do género Labyrinthula e
detalhe de um dos botrossomos presentes na parede celular que possui mais de uma desta organela

(Imagem: Porter 1989)
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Figura 3. A — Ciclo de vida de um representante do género Thraustochytrium, onde a liberagé&o dos
zo0sporos ocorre por meio da dissolucéo da parede do zoosporéngio; B — Ciclo de um representante
do género Labyrinthula, no qual podem ser vistas as células interligadas pela rede ectoplasmatica,
que sdo liberadas, apds maturacdo, na forma de zodsporos, por meio da dissolucdo da parede do
zoosporangio; C — Ciclo de um representante do género Schizochytrium sensu lato, no qual os
zoosporos sdo liberados por meio da dissolucdo da parede do zoosporangio que é formado a partir

de divis@es celulares binarias continuas da célula vegetativa (Imagem: Porter 1989)

Figura 4. Utilizac&o da rede ectoplasmatica pelos trés diferentes grupos. A — Labirintulideos, onde
a rede ectoplasmatica envolve toda a célula e € utilizada para locomocdo; B — Traustoquitridias,
onde a rede ectoplasmatica é utilizada somente para fixacdo; C — Aplanoquitridias, onde a rede
ectoplasmatica também € utilizada para locomocdo, porém nédo envolve totalmente a célula

(Imagem: Leander 2001)
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1.2. Distribuicéo e papel ecoldgico dos representantes do filo Labyrinthulomycota

Representantes do filo Labyrinthulomycota estdo presentes em uma grande diversidade de
ecossistemas e habitats ao redor do mundo, como aguas marinhas, salobras e em ambientes
terrestres, e tém uma ampla distribuicdo geogréfica, incluindo regido tropical, subtropical,
temperada e até mesmo regides do Artico/Antartico (Anderson & Cavalier-Smith 2012, Damare &
Raghukumar 2010, Leafio & Damare 2012, Liu et al. 2014, Sullivan et al. 2016). Sdo considerados
importantes componentes da comunidade microbiana marinha, atuando principalmente como
decompositores de detritos organicos (Leafio & Damare 2012, Raghukumar 2002). Devido a este
papel, sdo em sua grande maioria encontrados associados a material vegetal em decomposicao,
especialmente algas e folhas de mangue, no entanto, podem também ser encontrados como
componentes do filme microbiano marinho, sendo importantes transportadores de nutrientes para
niveis mais profundos do mar (Raghukumar & Raghukumar 1998, Raghukumar et al. 2000). Além
disso, estudos demonstram que a associacdo destes organismos com a matéria organica morta
incrementa a qualidade nutricional desta, aumentando o consumo, principalmente, de acidos graxos
poli-insaturados por outros organismos ao longo da cadeia alimentar (Harrison 1990, Mann 1988).

Algumas espécies também sdo relatadas como parasitas de algas, plantas ou invertebrados,
ou associadas a organismos marinhos vivos (Bigelow et al. 2005, Bower 1987, Damare 2015,
McLean & Porter 1982, Muehlstein & Porter 1991, Muehlstein et al. 1988, Raghukumar 2002,
Schérer et al. 2007, Whyte et al. 1994), as quais podem causar danos ecoldgicos ou até mesmo
econdémicos. No grupo das traustoquitridias, Schérer et al. (2007) relataram uma espécie de
Thraustochytrium denominada por eles de Thraustochytrium caudivorum, como parasita do
platelminto marinho de vida livre, Macrostomum lignano (Ladurner et al. 2008). Dentre o0s
labirintulideos, relata-se 0 caso de uma espécie de Labyrinthula, demominada por Muehlstein &
Porter (1991) de Labyrinthula zosterae, que parasita Zostera marina, uma planta vascular marinha,

causando lesdes necrdticas pretas em suas folhas (Muehlstein et al. 1988). Esta doenca tem, ao



29
longo do tempo, causado picos de prejuizos econdbmicos e ecoldgicos (com os maiores problemas
registrados em 1930 e 1980), devido a esta planta marinha ser um componente importante das zonas
costeiras e funcionar como bercario para estagios larvais de camardes, ostras, crustaceos e outros
organismos. Sendo assim, a infeccdo por Labyrinthula zosterae ocasionou diminuicdo dréstica do
abrigo fornecido por ela e, consequentemente, a diminuigdo e/ou extin¢do de organismos que se
abrigavam nela (Carlton et al. 1991, Milanez 1999). Ainda no grupo dos labirintulideos, outro
grande dano econdmico causado por uma espécie de Labyrinthula, denominada por Bigelow et al.
(2005) de Labyrinthula terrestris, ocorreu durante os anos de 1995 e 2005, onde campos de golfe
tiveram seus gramados devastados por imensas manchas marrons causadas por este patégeno, sendo
a primeira observacao deste tipo de organismo atacando plantas terrestres. Esta espécie é a Unica do
grupo conhecida por ocorrer em ambiente terrestre, sendo que todas as outras ocorrem em

ambientes salinos (Bigelow et al. 2005, Kerrigan et al. 2012, Stowell et al. 2005).

1.3. Taxonomia do filo Labyrinthulomycota

A taxonomia do filo, tradicionalmente baseada em morfologia, tem sido historicamente
confusa, tendo os representantes deste filo ja sido considerados fungos, protozoarios e/ou protistas
(Alexopoulos et al. 1996, Dick 1973, 2001, Olive 1975, Patterson & Sogin 1992, Sparrow 1976). A
revisdo taxondmica, baseada em caracteres morfoldgicos, mais recente foi realizada por Dick
(2001), no entanto, como a identificagdo morfoldgica destes organismos € bastante dificil, devido a
simplicidade em estruturas de muitos de seus representantes (Leander 2001, Yokoyama & Honda
2007), trabalhos posteriores tém sugerido modificagGes taxonémicas baseando-se principalmente na
combinacéo de estudos morfoldgicos, filogenéticos e bioquimicos (Burja et al. 2006, Chang et al.
2012, 2014, Gupta et al. 2017, Leander et al. 2004, Yokoyama & Honda 2007, Yokoyama et al.

2007).
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Alguns autores, como Cavalier-Smith & Chao (2006) e Anderson & Cavalier-Smith (2012),
amparados em estudos moleculares, chegaram a propor para o0 grupo uma nomenclatura relacionada
ao “Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoologica” (ICZN — “International Code of Zoological
Nomenclature”) e ndo ao “Codigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas”
(ICN — “International Code of Nomenclature for Algae, Fungi, and Plants™). Eles propuseram que
uma Unica classe, Labyrinthulea, pertenceria ao Filo Bigyra, Subfilo Sagenista, com duas ordens,
Thraustochytrida e Labyrinthulida, e uma superfamilia, Amphifiloidea, onde estariam distribuidas
oito familias, Amphifilidae, Aplanochytriidae, Althorniidae, Diplophryidae, Labyrinthulidae,
Oblongichytriidae, Sorodiplophryidae e Thraustochytriidae, porém esta nomenclatura ndo foi bem
aceita pelos especialistas no grupo.

Atualmente, uma Unica classe dentro do filo é reconhecida, Labyrinthulea, esta composta
por duas ordens, Labyrinthulales e Thraustochytriales, e duas familias bem aceitas,
Labyrinthulaceae e Thraustochytriaceae. Labyrinthulaceae esta representada por trés géneros e 18
espécies, com duas espécies em insertae sedis; e Thraustochytriaceae por 12 géneros e 40 espécies,

com oito especies em insertae sedis (Mycobank 2017).
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Reino: Straminipila
Phylum: Labyrinthulomycota
Classe: Labyrinthulea
Ordem: Labyrinthulales
Familia: Labyrinthulaceae

Géneros: Labyrinthomyxa (3 espécies)
Labyrinthula (sensu stricto, 14 espécies)
Pseudoplasmodium (1 espécie)

Ordem: Thraustochytriales
Familia: Thraustochytriaceae

Géneros: Althornia (1 espécie)
Aplanochytrium (8 espécies)
Aurantiochytrium (2 espécies)
Botryochytrium (1 espécie)
Elina (2 espécies)
Japonochytrium (1 espécie)
Oblongichytrium (3 espécies)
Parietichytrium (1 espécie)
Schizochytrium (sensu stricto, 1 espécie)
Sicyoidochytrium (1 espécie)
Thraustochytrium (sensu stricto, 16 espécies)

Ulkenia (sensu stricto, 3 espécies)

*QOs géneros indicados como sensu stricto correspondem a géneros classicos dentro do filo que

tiveram algumas de suas espécies transferidas para outros géneros.
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1.4. Importancia biotecnolédgica do grupo

Atualmente hd um interesse maior em se estudar as traustoquitridias (Thraustochytriales) por
seu reconhecido potencial biotecnoldgico, evidenciado pela capacidade de seus representantes em
produzir grandes quantidades de lipidios, destacando-se os &cidos graxos poli-insaturados (PUFAs
— polyunsaturated fatty acids), especialmente o &cido docosahexaenoico (DHA — docosahexaenoic
acid, C22:6 ®3) (Aasen et al. 2016, Bowles et al. 1999, Burja et al. 2006, Byreddy 2016, Chang et
al. 2011, 2012, 2014, Fan et al. 2001, 2007, Gupta et al. 2012, 2017, Huang et al. 2003, Jiang et al.
2004, Lewis et al. 1999, Marchan et al. 2017, Ou et al. 2016, Pandey & Bhatena 2014, Raghukumar
2008, Unagul et al. 2017, Yaguchi et al. 1997, Yang et al. 2010, Yokochi et al. 1998).

Os PUFAs apresentam uma estrutura de cadeia reta de 18 ou mais carbonos com duas ou
mais ligacdes duplas, tendo em uma terminagdo um grupo carboxila (COO") e na outra um grupo
metila (CH3). A presenca destas ligagdes duplas na estrutura do &cido graxo, chamadas de
insaturagdes, faz com que este tenha menor temperatura de fusdo do que os &cidos graxos saturados
com o mesmo numero de carbonos, razdo pela qual sdo liquidos em temperatura ambiente. Dentre
0s PUFAs existem o0s compostos chamados 6megas, cuja nomenclatura se da devido a primeira
dupla ligacdo ocorrer na posi¢do 3, 6 ou 9 mais préxima ao grupo metila, sendo assim classificados
como 6mega 3, 6 ou 9, respectivamente (Anderson & Wynn 2001).

Os efeitos benéficos dos PUFAS sobre a saide humana tém sido demonstrados em inimeros
estudos e incluem a prevencdo ou tratamento de uma variedade de enfermidades, como
arteriosclerose, trombose, artrite e alguns tipos de cancer (Braden & Carroll 1986, Kremer et al.
1985, Mehta et al. 1987, Norday & Hansen 1994). Adicionalmente, os PUFAs de cadeia muito
longa (VLC — very long chain), ou seja, com mais de 20 carbonos, contendo mais de duas ligagoes
duplas, sdo considerados importantes nutrientes bioativos que regulam muitas condicOes
fisiolégicas. O DHA é um importante dmega 3, pois € um componente estrutural essencial para o

desenvolvimento do sistema nervoso infantil e fotorreceptores da retina, sendo que, 0 aumento do
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seu consumo em idade adulta reduz o risco de doengas cronicas cardiovasculares e do sistema
nervoso central, artrites e doencas hepaticas (Lauritzen et al. 2001, Salem et al. 2001, Simopoulos
1991).

A énfase dada aos PUFAs deve-se ao fato do organismo humano ndo poder sintetiza-los, por
ndo possuirem as enzimas delta-12 e delta-15 desnaturase, identificadas em eucariotos superiores,
plantas e animais, exceto mamiferos. Estas enzimas sdo responsaveis pela biossintese dos acidos
linoléico (LA — linoleic acid, C18:2 ®6) e a-linolénico (ALA — a-linolenic acid, C18:3 ®3), que sdo
os precursores dos PUFAs VLC O0mega 6 e 3, respectivamente. Devido a este fato, o LA e 0 ALA
sdo considerados acidos graxos essenciais na dieta dos seres humanos (Anderson & Wynn 2001,
Lee et al. 2016, Meyer et al. 1999).

As dietas das sociedades ocidentais sdo extremamente desbalanceadas com relacdo as
proporcdes de PUFAs essenciais, contendo altas concentracdes de acidos graxos Omega 6 e
baixissimas de dmega 3, em torno de uma proporcdo de 20:1, bastante diferente do consumo
recomendado pela Organizacdo das NacGes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO —
Food and Agriculture Organization of the United Nations), que é de uma proporcdo de 5:1 a 10:1
(FAO 1994, Mataix 2002). Por tal motivo, 0s governos e principais 6rgdos responsaveis pela
nutricdo recomendam a utilizacdo de PUFAs VLC Omega 3, especialmente o DHA, como
suplemento dietético, principalmente em formulagdes infantis (Ward & Singh 2005).

O oleo de peixe tem sido a fonte comercial tradicional de PUFAs 6mega 3, mas apresentam
inimeros inconvenientes, como sua instabilidade frente a oxidagdo, odor e gosto pouco agradaveis,
variacdes de qualidade devido ao ambiente e a época do ano e altos custos de purificagdo devido a
alta concentracdo de PUFAs relacionados estruturalmente entre si (Tacon 1995, Varela et al. 1990).
Considerando estes inconvenientes mencionados, alem do aumento da contaminacdo de ambientes
marinhos, a producdo de PUFAs a partir de microorganismos em condi¢fes confinadas e
controladas aparece como uma forte alternativa, especialmente se o intuito for manter um produto

de qualidade constante (Ratledge 2004).
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Nos ultimos anos, as traustoquitridias tém se estabelecido como uma das fontes microbianas
mais promissoras de producdo de PUFAs, devido a sua alta taxa de crescimento, seu alto
rendimento de biomassa, a alta proporcéo de lipidios na biomassa e a alta proporcdo de PUFAs
entre os lipidios totais obtidos por determinados isolados. Os PUFAs provenientes das
traustoquitridias apresentam menor odor e o DHA presente nestes organismos é facilmente
purificavel, devido a baixa concentragdo de outros PUFAS relacionados estruturalmente com este
(Lewis et al. 1999). Segundo Gupta et al. (2017), a presenca de &cidos graxos Omega 3,
particularmente o DHA, no perfil de &cidos graxos dos microrganismos, é um marcador de
Thraustochytriales.

Além dos PUFAs, as traustoquitridias também estdo sendo exploradas, de maneira menor,
pela producdo de 4&cidos graxos saturados (SFAs — saturated fatty acids) e &cidos graxos
monoinsaturados (MUFAs — monounsaturated fatty acids), principalmente o SFA &cido palmitico
(PA — palmitic acid, C16:0), sendo este, juntamente com o PUFA DHA, um dos acidos graxos
principais presentes no perfil de Thraustochytriales, constituindo de 70 a 90% dos acidos graxos
totais (TFAs — total fatty acids) (Chang et al. 2014, Fan et al. 2001, Gupta et al. 2012, 2017, Ou et
al. 2016). A produgdo destes SFAs e MUFAs podem ser importantes por serem utilizados na
industria de biocombustivel (Gomes 2009, Nakahara et al. 1996), sendo a producdo deste pelos
Thraustochytriales barata e favoravel ao meio ambiente (Arafiles et al. 2011).

Em seus estudos, Jiang et al. (2004) e Chang et al. (2013) verificaram que o contetdo de
SFAs, nos isolados testados por eles, foi maior nos primeiros dias de crescimento, ao contrario do
que aconteceu com os PUFAs, os quais foram aumentando proporcionalmente a diminuicdo dos
SFAs, ocorrendo assim uma “inversdo"” na producao.

A nomenclatura dos acidos graxos mais comuns presentes em Thraustochytriales (nome
comum, nome sistematico e designacdo numérica) estdo demonstrados na tabela 1.

Dentre alguns estudos de producdo de PUFASs realizados com traustoquitridias, podemos

citar as pesquisas com o isolado de Aurantiochytrium limacinum SR21 (Nakahara et al. 1996) que


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/palmitic_acid
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foi proposto como um modelo para a producdo comercial de DHA por Raghukumar (2008), devido
aos altos valores obtidos em diversos trabalhos, tanto no crescimento em frascos sob agitacdo onde
obtiveram uma proporcéao de até 33% do TFAs de DHA (Yokochi et al. 1998) como no crescimento
em fermentadores, com uma proporcao de até 36% (Yaguchi et al. 1997). Estes e outros resultados
provenientes de pesquisas de produgdo de DHA e PA pelas traustoquitridias estdo relacionados na
tabela 2.

Em estudo mais recente de Gupta et al. (2017) foi investigado o perfil de &cidos graxos de
isolados provenientes de dois diferentes ambientes, um de clima tropical (India) e um de clima
temperado (Australia), levando-se em consideracdo que os fatores fisico-quimicos destes ambientes
(precipitacdo, salinidade, niveis de oxigénio dissolvido, temperatura, pH, niveis de nutrientes e teor
de carbono) sdo diferentes e influenciam a fisiologia dos microrganismos como relatado
anteriormente por Pereira et al. (2011). Este estudo comparativo mostrou que os isolados que
produziram maior biomassa foram o0s identificados como pertencentes aos géneros
Aurantiochytrium ou Schizochytrium, independentemente do local de isolamento, o que corrobora
trabalhos anteriores (Burja et al. 2006, Chang et al. 2012, Yang et al. 2010). Os isolados coletados
em habitats indianos demonstraram ser ricos em SFAs e MUFAs, constituindo em conjunto entre 51
a 76% dos &cidos graxos totais (TFAS), ja a proporcdo de DHA foi modesta, variando de 6 a 25%
do TFAs. No entanto, os isolados de habitats australianos apresentaram em meédia uma maior
proporcao de DHA (17 a 31% do TFAS), sendo que, a produgdo em conjunto de SFAs e MUFAs foi
de até 79%. Os autores concluiram que a diferenca no perfil de acidos graxos, especialmente do
DHA, entre os isolados indianos e australianos pode ser atribuida ao habitat e, principalmente, as
condi¢cbes ambientais de onde esses foram isolados, sendo que, no momento da coleta, a
temperatura maxima na regido indiana e australiana foi de 35 °C e 18 °C, respectivamente. Sabe-se,
por meio de outros estudos (Lewis et al. 2001, Rosa et al. 2011) que as traustoquitridias que
crescem em regides mais frias tendem a ter mais PUFAs do que as que crescem em regides

tropicais, que por sua vez, ttm maior conteido de SFAs e MUFAs.
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Diversos estudos também tém sido realizados visando a otimizacdo das condi¢des de
crescimento, producdo de lipidios e de &cidos graxos, através da manipulacdo dos componentes do
meio de cultura, temperatura, salinidade, tempo de cultivo e outros fatores que sdo importantes
principalmente na promocdo da producdo de DHA em condicdes laboratoriais (Arafiles et al. 2011,
Chodchoey & Verduyn 2012, Furlan et al. 2017, lida et al. 1996, Kim et al. 2013, Liu et al. 2014,
Ludeverse-Pascual et al. 2016, Manikan & Hamid 2013, Manikan et al. 2014, 2015, Nagano et al.
2009, Perveen et al. 2006, Pino et al. 2015, Singh & Ward 1997, Taoka et al. 2009, Vazhappilly &
Chen 1998a, b, Yokochi et al. 1998).

Atualmente, o DHA proveniente de células de algumas espécies de Schizochytrium sensu
lato j& é utilizado em preparacbes comerciais de alto valor agregado, sendo estes produtos
comercializados como suplementos dietéticos apds estudos demonstrarem sua eficacia no mercado
de alimentos e bebidas (Ward & Singh 2005), em dieta de peixes na aquicultura (Barclay & Zeller
1996, Carter et al. 2003, Estudillo-del Castillo et al. 2009, Langdon & Onal 1999, Sarker et al.
2016, Somatawin et al. 1997, Song et al. 2007, Sprague et al. 2016), como alimentacdo de animais
na pecuaria (Franklin et al. 1999, Mooney et al. 1998, Papadopoulos et al. 2002, Sim et al. 2000) e,
também, como suplementacdo direta na nutricdo humana (Martins et al. 2013, Raghukumar 2008,
Topuz 2016), porém seu custo ainda ndo é competitivo frente ao 6leo de peixe.

Além dos &cidos graxos, alguns estudos também tém demonstrado que as traustoquitridias
podem ainda sintetizar um composto bioativo chamado esqualeno (Aasen et al. 2016, Chen et al.
2010, Fan et al. 2010, Jiang et al. 2004, Leafo et al. 2003, Lewis et al. 2001, Li et al. 20009,
Nakazawa et al. 2014, Shene et al. 2010, Unagul et al. 2005), um importante triterpeno
intermediario da sintese de colesterol, que atua como um antioxidante natural efetivo em reduzir a
incidéncia de diferentes tipos de cancer e de doencas coronarias pelo seu consumo diario (Chen et
al. 2010, Jiang et al. 2004). Este composto, que é extraido principalmente do 6leo de figado de
tubardo, foi primeiramente relatado como um composto extraido de Thraustochytrium sp. por

Weete et al. (1997), que observaram altos niveis de producdo em uma das linhagens estudadas.
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A atividade antioxidante das traustoquitridias também foi evidenciada por Kalidasan et al.
(2015), os quais testaram o extrato de cinco isolados, provenientes de folhas de mangue, que
haviam demonstrado atividade antimicrobiana. Os resultados obtidos neste estudo mostraram que
todos apresentaram atividade antioxidante significativa, sendo que, quanto maior a concentragéo do
extrato, maior a atividade. O composto produzido ndo foi identificado neste estudo, porém o0s
autores concluiram que as traustoquitridias podem ser uma fonte rica de compostos naturais com
atividade antioxidante e alto potencial de sequestro de radicais livres, podendo isto estar relacionado
com a alta producdo de derivados de &cidos graxos poli-insaturados, reportados como responsaveis
por atividade antioxidante na remog&o de radicais livres toxicos (Plaza et al. 2009).

As traustoquitridias também sdo conhecidas por produzirem pigmentos carotenoides, que
podem ser Uteis como suplementos alimentares (Aasen et al. 2016, Aki et al. 2003, Atienza et al.
2012, Gupta et al. 2012, 2013, Pino et al. 2015, Raghukumar 2008, Shimidzu et al. 1996),
proteases, amilases, lipases e quitinases (Arafiles et al. 2011, Damare & Raghukumar 2006, Gupta
et al. 2012) e polissacarideos extracelulares (EPSs - extracellular polysaccharides), que estdo sendo
explorados em diversas aplicacBes biotecnoldgicas como agentes antitumorais, anticoagulantes e

curativo de feridas (Chang et al. 2014, Gupta et al. 2012, Jain et al. 2005).
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Tabela 1. Nomenclatura dos acidos graxos™ (saturados, monoinsaturados e poli-insaturados) mais

comuns presentes em Thraustochytriales

Nome comum

Nome sistematico

Designagdo numérica

Acido pentadecilico Acido pentadecanoico C15:0

Acido palmitico (PA) Acido hexadecanoico C16:0 }é;

Acido margarico Acido heptadecanoico C17:0 %

Acido estearico Acido octadecanoico C18:0

Acido palmitoléico cis-9-hexadecanoico Cl6:1 S %
e g
S 3

Acido oléico cis-9-octadecanoico C18:1 = §

Acido linoléico (LA) cis-9,12-octadecadienoico C18:2 w6

Acido alfa-linolénico (ALA) cis-9,12,15-octadecatrienoico C18:3 o3

Acido gama-linolénico (GLA) cis-6-9-12-octadecatrienoico C18:3 w6

Acido araquiddnico (ARA) cis-5,8,11,14-eicosatetraenoico C20:4 w6 é

Acido eicosapentaenoico (EPA) cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico C20:5 03 g

Acido docosatetraenoico (DTA) cis-7,10,13,16-docosatetraenoico C22:4 w6 é

Acido docosapentaenoico (DPA ©6) cis-4,7,10,13,16-docosapentaenoico C22:5 w6

Acido docosapentaenoico (DPA ®3) cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoico C22:5 w3

Acido docosahexaenoico (DHA) cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico  C22:6 3

*Baseado em Dupont et al. 1996 e Rosa 2010



Tabela 2. Resultados provenientes de diversos estudos cientificos sobre a producdo de &cido

docosahexaenoico (DHA) e acido palmitico (PA) por representantes de Thraustochytriales

Isolado Idade* Local Clima (0/[3 I.I:Ilf‘ A) (%ﬁé A) Referéncia
Thraustochytrium . 35,00 Singh et al.
sp. ATCC 20892 2 dias - (2530 mglg) 2000 1996

Schizochytrium . 4,70 Singh et al.
sp. ATCC 20888 2 dias - @20mglg) 20 1996
Aurantiochytrium . Micronésia . Yokochi et
limacinum SR21 5 dias (Yap) Tropical 32,50 49,40 al. 1998

SW4/4 3 dias . Te(’:lﬁirtzdo 45,73 19,28 BO""l'ggget al.

HSED/14 3 dias : Temperado 1360 seg oSt

MBEW/2 3 dias ; Subtropical 23,79 17,71 BO""l'ggget al.

Aurantiochytrium Hong Kong . 41,10 Fan et al.
mangrovei KF6 22 "% (mangue)  SuPtoPicdl o0 a0 mgrg) 3880 2001
Aurantiochytrium Hong Kong . 31,10 Fan et al.
mangrovei KF7 52 horas (mangue) Subtropical (118,10 mg/g) 48,10 2001
Thraustochytrium Hong Kong . 36,60 Fan et al.
striatum KF9 52 horas (mangue) Subtropical (16,00 mg/g) 6,70 2001

. Hong Kong . 4,00 Fan et al.
Ulkenia sp. KF13 52 horas (mangue) Subtropical (5,50 mglg) 22,80 2001

Schizochytrium Hong Kong . 28,10 Fan et al.

sp. KF1 52 horas (mangue) Subtropical (37,00 mg/g) 10,50 2001

S. aggregatum . Japéao . Huang et al.

KK17-3 3 dias (Iriomote) Subtropical 52,10 4,50 2001
Aurantiochytrium . Japdo i Huang et al.
limacinum A5-20 4 dias (Nagasaki) Temperado 34,10 2003
Aurantiochytrium 3eb Hong Kong . 42,17 ¢ Jiang et al.

mangrovei FB1 dias (mangue) Subtropical 37,80 € 39,14 40,36 2004
Aurantiochytrium 3eb Hong Kong . 48,25 ¢ Jiang et al.

mangrovei FB3 dias (mangue) Subtropical 32,29 e 34,90 45,08 2004
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DHA

PA

Isolado Idade* Local Clima (%TFA) (%TFA) Referéncia
ey 55 KO ol s2sec2rs s B
Aurantiochytrium ... Hong Kong Subtropical 29,71 50.36 Fan et al.

mangrovei FB3 (mangue) (201,50 mg/g) 2007
Aurir;)t'i%cm/gium 15 dias (;2%32) Subtropical 47,00 - Yaggf(t) al.
Schsi;(.)(_i_rg(t)rlium 7 dias ("Ii“aussr;rgrlliizo Temperado 26,40 13,20 Cha;glit al.
ThraSL;Js.t(_?%ngium 7 dias (?aussr:;rlliiz) Temperado 31,10 9,30 Cha;glit al
A“rasgtli‘}%‘%’gi“m 7 dias (Qﬁgzmgz g Tropical 51,70 2230  Chnoctal
A“rigfi‘}%‘gtlri“m 7 dias (Qﬁﬁiﬁf‘ugﬁ g  Tropica 49,40 22,70 Chaznglezt al.
Ulkenia sp. TC10 7 dias (TAa“SSr;r;r']iiz) Temperado 37,50 2360 N9 ctel
Aurasr;t.igl)_c(r;%/;rium 7 dias ('?\aussr;r;rlliiZ) Temperado 60,80 6,90 Chaznglgt al.
A”i’;“}%‘%’gi“m 9 dias (Qﬁg:’:jgﬁ g Tropical 46,70 3080  Chmgetal
Schsirz)(.)glz_rg(t)rzium 9 dias ('?\ausir;rlfiZ) Temperado 4,20 18,10 Chaznglit al.
Ulkenia sp. TC10 9 dias (TAa‘fr’H;‘r']iiz) Temperado 13,70 2760 P9 ctal
Thriﬁ“{%&’;{rium 9 dias ('?aussr;[:;rlfizo Temperado 2,70 34,80 Cha;glit al.
SCh;g_)CSh\X;;ium 96 horas Malésia Equatorial 50,10 36,30 M;Ir_“zkgf;t
?;ranh'[/:%gétr%rg 7 dias (Ir\n/I:r!ZSuiZ) Equatorial 7,50 69,40 O;;i: !
?;rﬁn,\t,:oAcgét%T 7 dias (Ir\n/I:rI%sng) Equatorial 38,40 40,50 Og(;a;éa .
Szagﬁz';%yg'ff_% 7 dias (Ir\n/I:r!ZSuiZ) Equatorial 0 67,40 O;;i: !
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DHA

PA

Isolado Idade* Local Clima (%TFA) (%TFA) Referéncia
M g S s am O
e SRV CTL SR T
P. Sa;gg;ig‘”“m 7 dias (T,ﬁ!,?gﬁ's Tropical 13,01 24,49 U”agg'lst al.
P. S%gkl%rg;num 7 dias 2;22233;1 Tropical 15,80 20,39 Unagzggllgt al
Sczgfcj‘;hlyggg’m 7 dias (Tni‘gﬁggg‘ Tropical 2233 20,29 U”agg'lgt al
chgzagqyltggm 7 dias (Tr;‘!r"’]‘gs;‘ Tropical 22,71 23,99 U”agg'l;’t al
AgganDtg)_?rg)tcr:lLém 4dias  India (Goa) Tropical 25,00 27,00 Gugtgle; al.
Asgraggﬁrgg'fg“ adias  india(Goa)  Tropical 12,00 a000 ~ CPReral
SChiSZp‘ng%i“m 4 dias (TAa”SSrH;‘r']iiZ) Temperado 31,00 30,00 G“gtgle; al.
SChsi;?g’%’tlgum 4 dias (fa‘ﬂ]r;']iii) Temperado 20,00 so00 ~ CuPeeral

*Q crescimento dos isolados foi feito em frascos Erlenmayer com meio liquido utilizando glicose como fonte de
carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogénio. A temperatura de crescimento variou de 20 a 30 °C,
dependendo do clima do local de coleta.

1.5. Labyrinthulomycota no Brasil

Apesar da importancia do grupo, o conhecimento destes no pais € extremamente escasso.

Somente alguns estudos foram realizados no Brasil, nos quais foram citadas quatro espécies

pertencentes ao Filo Labyrinthulomycota: Schizochytrium aggregatum Goldstein & Belsky,

Oblongichytrium multirudimentale (S. Goldst.) R. Yokoy. & D. Honda (=Thraustochytrium

multirudimentale S. Goldst.), Thraustochytrium pachydermum Erh. Scholz e Thraustochytrium
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proliferum Sparrow, todas provenientes como resultado de um levantamento da biodiversidade em

area de manguezal do municipio de Cananéia, Sdo Paulo (Booth 1979, Ulken 1966, 1970).

1.6. Preservacao de Labyrinthulomycota

Devido ao potencial biotecnoldgico encontrado nos Thraustochytriales, um método de
preservacdo eficaz se torna necessario para posteriores estudos, exploracdo biotecnoldgica e
desenvolvimento comercial de seus produtos.

Sabe-se que para o crescimento destes isolados ndo é necessaria luz, sendo a temperatura
6tima de crescimento para a maioria em torno de 25 °C (Burja et al. 2006, Fan et al. 2002, Rosa
2010, Yokochi et al. 1998). Porém, os isolados de regides polares, apresentam uma temperatura
6tima de crescimento entre 0 e 9 °C, ndo proliferando em temperaturas maiores que 17 °C
(Bahnweg & Sparrow 1974). Estudos também mostram que os niveis de salinidade 6timos para o
crescimento variam de 50 a 100% da concentragdo da dgua do mar (15 a 35 g L) (Fan et al. 2002),
no entanto, alguns isolados podem crescer em salinidades bem baixas (2 g L) (Burja et al. 2006),
como os isolados provenientes de manguezal que mostram niveis 6timos de salinidade mais baixos
e, em geral, uma tolerancia mais ampla (Raghukumar 2008).

Atualmente, a maioria das grandes colec¢Ges de culturas mundiais de microrganismos utiliza
a técnica de criopreservacdo ou congelamento a -80 °C. Alguns organismos pertencentes ao grupo
Labyrinthulomycota s&o encontrados na colecdo da “American Type Culture Collection” (ATCC),
onde sdo preservados pelo método de congelamento a -80 °C ou liofilizacdo (2 a 8 °C), juntamente
com um agente crioprotetor ndo divulgado.

Sabe-se que uma das premissas mais importantes na criopreservacdo de um microrganismo €
a composicdo do meio usado para suspender este durante o congelamento, sendo que a presenca de
uma substancia crioprotetora apropriada reduz o dano celular e aumenta consideravelmente as

chances de sobrevivéncia (Caflavate & Lubian 1995). Nos eucariotos, um dos aditivos
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crioprotetores mais utilizado é o glicerol, mas também podem ser utilizados soros sanguineos e
dimetilsulfoxido (Me2SO) (Hubélek 2003). O processo de congelamento e descongelamento
também € muito importante para o sucesso do protocolo, sendo que o congelamento lento (1 °C por
minuto) e o descongelamento rapido (banho-maria a 50 °C) minimizam as injurias que ocorrem
durante os dois processos (Cafiavate & Lubian 1997, Day & Brand 2005).

Cox et al. (2009) testaram a viabilidade de trés isolados marinhos de Thraustochytrium sp.,
depois de congelados por um més em nitrogénio liquido juntamente com cinco combinacbes
diferentes de trés crioprotetores (glicerol, soro de cavalo e dimetilsulféxido). Os isolados foram
avaliados pela contagem de células ao longo de 10 dias, logo ap6s a retirada do nitrogénio liquido
(descongelados rapidamente a 50 °C, transferidos para meio liquido fresco e incubados a 20 °C). O
melhor resultado foi obtido com a combinacgédo de 10% de dimetilsulféxido e 30% de soro de cavalo
como crioprotetores. Os autores também concluiram que o congelamento através de fases
controladas e o descongelamento por aquecimento, diminuiram os efeitos danosos da crioprotecdo
dos isolados. Unagul et al. (2017) também testaram a utilizacdo de diferentes agentes crioprotetores
(dimetilsulféxido; glicerol; “skim milk” + glicerol; soro de cavalo + dimetilsulfoxido; trealose +
glicerol) na preservacgdo, através de congelamento a -80 °C, de quatro traustoquitridias. Apds seis
meses de preservacao, os isolados foram descongelados por imersdo em agua a 30 °C por 3 minutos
e plaqueados em meio sélido PYGs (1,25 g de peptona de carne, 1,25 g de extrato de levedura, 3 ¢
de glicose, 12 g de agar, 500 mL de agua do mar filtrada e 500 mL de &gua destilada). Os resultados
mostraram que a viabilidade, com cada um dos agentes crioprotetores, variou conforme a espécie
preservada. Para o espécime de Parietichytrium sarkarianum o melhor agente crioprotetor foi o
glicerol (10%), proporcionando uma viabilidade de 61%, para 0s espécimes de Aurantiochytrium
sp., Thraustochytrium sp. e Schizochytrium sp. o melhor crioprotetor foi a mistura de trealose (5%)

e glicerol (10%), proporcionando uma viabilidade de 29%, 21% e 60%, respectivamente.
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Estudos na area de preservacdo com organismos do filo Labyrinthulomycota precisam ser
continuados e sdo sempre necessarios para futuras pesquisas com o grupo, sendo que, no caso dos
Thraustochytriales, a potencialidade biotecnoldgica crescente faz com que a preservacao seja uma

questdo essencial.
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2. OBJETIVO GERAL

Devido & importancia ecoldgica, potencialidade econdmica e o escasso conhecimento dos
representantes do filo Labyrinthulomycota no pais, o presente estudo teve como objetivo geral
realizar a identificacdo morfoldgica e molecular de espécimes coletados em um fragmento
preservado de Mata Atlantica do estado de Sdo Paulo, bem como quantificar os diferentes &cidos

graxos produzidos por alguns dos espécimes brasileiros isolados.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Levantamento de espécimes de Labyrinthulomycota do Parque Estadual da Ilha do Cardoso
(SP);

(i) Ampliagéo do conhecimento do grupo no estado de S&o Paulo e no Brasil, com énfase em Mata
Atlantica;

(iii) Identificagdo morfoldgica e molecular (regido SSU do rDNA) dos espécimes;

(iv) Anélise do perfil de producéo e quantificacdo de acidos graxos de alguns dos espécimes;

(v) Avaliacdo de diferentes métodos de preservagdo dos espécimes obtidos;

(vi) Ampliacdo do acervo da CCIBt (Colecdo de Culturas de Algas, Fungos e Cianobactérias do

Instituto de Botéanica) por meio da inclusdo de espécimes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacao da &rea de estudo

O estudo foi realizado no Parque Estadual da Ilha do Cardoso — PEIC (25°03°05” -
25°18’18” S e 47°53°48” - 48°05°42” W), fragmento preservado de Mata Atlantica administrado
pela Instituto Florestal (Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sdo Paulo). O parque ocupa
uma area de aproximadamente 22.500 ha (Ab'Saber 1977, Negreiros et al. 1974) dentro da llha do
Cardoso, a qual esté localizada no extremo sul do litoral de S&o Paulo, no municipio de Cananéia

(Figura5).
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Figura 5. Localizacgdo da Ilha do Cardoso (Imagem: Gomes et al. 2007)

A ilha possui predominantemente topografia montanhosa, podendo ser divida em dois
diferentes compartimentos: planicies costeiras que margeiam a ilha e relevo montanhoso visto nas
partes centrais e norte (Campos 2009). O clima da regido € classificado como megatérmico
superamido, sem estacédo seca definida e com temperatura media anual de 21,2 °C. A ilha faz parte

do complexo estuarino lagunar de Iguape-Cananéia-Paranagua, com 600 km? de manguezal, sendo
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considerado o terceiro estuario do mundo em relagdo a produtividade primaria (Barros et al. 1991,
Bernardi et al. 2005, Funari et al. 1987). A vegetacdo da ilha é extremante diversa, ocorrendo em
sua extensdo praticamente todas as formas de fisionomias vegetais caracteristicas da faixa costeira
de Mata Atléantica, como: 1) vegetacdo de mangue, 2) vegetacao de restinga, 3) vegetacdo pioneira
de dunas, 4) floresta tropical pluvial de planicie litordnea e 5) floresta pluvial da Serra do Mar. Em
adicdo a estas formacOes, ha ainda a formacdo arbustiva de topos e as decorrentes da agdo do
homem, que podem ser tratadas conjuntamente como “vegetagdo secundaria” (Barros et al. 1991).
O sistema de drenagem local é do tipo radial, com rios que desaguam diretamente no mar, sendo um
dos principais rios o Perequé (Barros et al. 1991), um rio de grande extensdo que corta todo o PEIC.
O manguezal da regido classifica-se como Mangue Vermelho de Franja pela dominancia das
arvores de Rhizophora mangle L. (mangue vermelho), que é seguida por Laguncularia racemosa
(L.) Gaertn. (mangue branco) e Avicennia schaueriana Stapf & Leechm. ex Moldenke (mangue
preto) (Souza et al. 2006).

O PEIC é banhado pelo Oceano Atlantico e pelo Canal do Ararapira e participa de quatro
projetos governamentais distintos de protecdo ambiental, Projeto de Preservacdo da Mata Atlantica,
Reserva da Biosfera, Plano Estadual de Gerenciamento Costeiro e APA (area de protecdo
ambiental) Cananéia- Iguape- Peruibe. Dois nucleos localizados dentro do PEIC foram escolhidos
para o presente estudo, Nucleo Perequé e Nucleo Maruja. No Ndcleo Perequé (Figura 6) foram
realizadas a grande maioria das coletas, onde a facilidade de acesso, a existéncia de um centro de
pesquisa cientifica e o controle de visitacdo, foram os principais norteadores. Por outro lado, o
Nucleo Maruja (Figura 6), localizado mais ao sul da llha, diferentemente do Nucleo Perequé, é

mais povoado e o principal destino de ecoturistas.
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Cananéia 1lha Comprida

Baia de Trapandé¢

ITha do Cardoso

Oceano Atlantico

Nucleo Perequé

@ Nucleo Maruja

Figura 6. Localizacdo dos Nucleos Perequé e Nucleo Maruja no Parque Estadual da Ilha do

Cardoso (PEIC)
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4.2. Coletas

Para o estudo foi utilizado material proveniente de seis coletas, as quais foram realizadas em
agosto/novembro de 2012, fevereiro/junho de 2013 e marco/setembro de 2015, com amostragem em
area de manguezal e éreas litordneas (praia) do Nucleo Perequé, em uma lagoa salina proxima ao
Rio Perequé e em éreas pertencentes ao Nlcleo Maruja, visando uma ampla amostragem e a
obtencdo de uma maior diversidade em espécies (Figura 7).

Os locais de amostragem foram selecionados a partir da mensuracdo da salinidade, a qual foi
realizada com o auxilio de um equipamento multiparametros U10/U51 da Horiba, considerando-se
salinidades variadas, desde agua praticamente doce (0,05% de salinidade) até &gua marinha (3% de
salinidade). Também foi mensurada, em cada local escolhido para coleta, a temperatura (°C) da
agua, por meio do mesmo equipamento.

Em cada um dos locais de amostragem foram coletadas amostras de &gua e de folhedo
submerso de Rhizophora mangle (mangue vermelho), Laguncularia racemosa (mangue branco) e,
quando presente, de Avicennia schaueriana (mangue preto) (Figura 8). Estas espécies vegetais
foram selecionadas por serem as mais frequentes nesta area de manguezal (Souza et al. 2006) e
estarem bem representadas no folhedo submerso, além de conterem diferentes composicdes
quimicas (Oliveira 2009).

As amostras de agua coletadas foram acondicionadas em frascos de polietileno de 500 mL, e
as de folhedo em sacos pléasticos tipo “ziplock™ (aproximadamente 400 g) e umedecidas com agua
do local (Figura 9). Todas as amostras coletadas foram transportadas para o laboratorio numa caixa

térmica para evitar a dessecacdo e 0 aumento excessivo da temperatura.
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Figura 7. Locais de amostragem no Parque Estadual da llha do Cardoso (PEIC). A — Inicio do rio
Perequé; B — Manguezal do rio Perequé; C — Praia do Nucleo Perequé; D — Caminho até o Ndcleo

Maruja

Figura 8. Espécies vegetais de mangue coletadas no Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC). A
— Rhizophora mangle L.; B — Laguncularia racemosa (L.) Gaertn.; C — Avicennia schaueriana

Stapf & Leechm. ex Moldenke
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Figura 9. Coleta de amostras no Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC). A — Coleta de folhedo

submerso; B — Acondicionamento do folhedo submerso; C — Coleta de agua

4.3. Iscagem e isolamento dos representantes de Labyrinthulomycota

No laboratério, aliquotas de 30 mL das amostras de agua, de cada um dos locais de coleta,
foram colocadas em placas de Petri e iscadas, separadamente, com sementes de Sorghum spp.
(sorgo), discos (0,5 cm de diametro) de epiderme de Allium cepa (cebola), discos (0,5 cm de
diametro) de ecdise de cobra e grdos de polen de Pinus sp., sequindo a metodologia de Sparrow
(1960) e de Milanez (1989), sendo que para cada local de coleta foram preparadas triplicatas de

placas com as diferentes iscas.
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As folhas coletadas em cada local foram triadas considerando cada espécie vegetal, e
cortadas em discos de 0,5 cm de didmetro com furador de rolha. Apds o corte, as folhas foram
lavadas por cinco vezes com &gua do mar filtrada estéril diluida a 50% com &gua destilada
(salinidade aproximada de 1,5%), para retirar o sedimento depositado nas mesmas (Figura 10).
Cinco discos de cada espécie vegetal foram colocados em placas de Petri com 30 mL de agua do
mar filtrada estéril diluida a 50% com &gua destilada estéril (salinidade aproximada de 1,5%), e
iscados da mesma forma e com os mesmos substratos utilizados nas amostras de agua. Outros cinco
discos de cada espécie vegetal foram colocados na superficie de meio de cultura sélido PYGs (1,25
g de peptona de carne, 1,25 g de extrato de levedura, 3 g de glicose, 12 g de agar, 500 mL de &gua
do mar filtrada e 500 mL de 4gua destilada - salinidade aproximada de 1,5%) com os antibidticos
penicilina G e sulfato de estreptomicina (0,4 g L de cada antibidtico), adicionados apés a
autoclavagem do meio (Fuller & Jaworski 1987) (Figura 10). Todas as placas foram incubadas em
sala climatizada com temperatura de aproximadamente 21 °C.

Apds a incubacdo das amostras por sete a 15 dias, ldminas foram preparadas das iscas e das
coldnias crescidas em meio de cultura, e observadas sob microscopio dptico. As iscas e as coldnias
que apresentaram a presenca de organismos pertencentes ao filo Labyrinthulomycota foram
transferidas para novas placas com agua do mar filtrada estéril diluida a 50% com &gua destilada
estéril (salinidade aproximada de 1,5%) e novas iscas e/ou para novas placas com meio de cultura
solido PYGs. Apds crescimento, os organismos foram purificados através de repicagens periodicas
e preservados, no mesmo meio, em ambiente climatizado com temperatura de aproximadamente 21

°C até identificacdo.



53

Figura 10. Processamento das amostras coletadas no Parque Estadual da Ilha do Cardoso (PEIC). A
— Triagem das folhas; B — Corte das folhas; C e D — Lavagem das folhas; E — Iscagem; F —

Isolamento direto em meio de cultura PYGs
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4.4. ldentificacdo morfoldgica dos espécimes

A identificacdo dos espécimes foi conduzida com base no preparo de Iaminas de culturas
puras, observacdo de caracteristicas morfoldgicas microscépicas de valor taxondmico (tamanho e
forma das células vegetativas; divisdo e arranjo celular; tamanho e forma dos zoosporangios;
producdo, quantidade e forma de liberacdo de zodsporos) sob microscépio Optico e consulta de
literatura especifica e descricdo original das espécies (Bongiorni et al. 2005, Cienkowski 1867,
Gaertner 1972, 1977, Goldstein 1963, Goldstein & Belsky 1964, Honda et al. 1998, Johnson &
Sparrow 1961; Karling 1981, Kobayashi & Ookubo 1953, Konno 1972, Leander 2001, Leander &
Porter 2000, Leander et al. 2004, Leafio & Damare 2012, Porter 1989, Raghukumar 1988, Rosa et
al. 2006, Schneider 1967, Scholz 1958, Sparrow 1936, 1960, Ulken 1990), além da forma de
crescimento e coloracdo das culturas no meio de cultura sélido utilizado. Os tdxons obtidos foram
mensurados e documentados por meio de equipamento e software de captura de imagem Leica
Qwin V3 (Leica Microsystems). As fotografias foram expostas em formato de pranchas

confeccionadas por meio do programa Photolmpact® XL SE (Ulead®).

4.5.  ldentificacdo molecular dos espécimes

Para corroborar com a caracterizacdo morfolégica dos taxons e para a inclusdo de
sequéncias no banco de genes (GenBank), foi realizada a caracterizagdo molecular da regido SSU
(18S) do rDNA. Esta regido foi escolhida por ser a mais frequentemente analisada por especialistas
no grupo (Anderson & Cavalier-Smith 2012, Bongiorni et al. 2005, Burja et al. 2006, Craven et al.
2005, Damare 2015, Fan et al. 2009, Kobayashi et al. 2011, Leander 2001, Leander & Porter 2001,
Leander et al. 2004, Li et al. 2009, Pan et al. 2017, Sullivan et al. 2016, Yang et al. 2010,
Yokoyama & Honda 2007, Yokoyama et al. 2007) e, consequentemente, possuir um maior numero

de sequéncias disponiveis no GenBank para comparagéo.
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4.5.1. Producéo de biomassa

A producdo de biomassa para obtencdo de DNA gendmico foi realizada por meio do
crescimento do isolado na superficie do meio de cultura sélido PYGs com os antibioticos, ja citados
anteriormente, durante 5 a 7 dias, a aproximadamente 21 °C, e posterior raspagem das col6nias com
0 auxilio de uma alca de platina. Deste modo, de forma asséptica, as coldnias foram inseridas em

microtubos Eppendorf® para dar inicio as etapas de extracio do DNA gendmico.

4.5.2. Extracdo de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico dos espécimes foi realizada com o “PureLink Genomic DNA
Kit” (Invitrogen®) da seguinte forma: para a lise de células e tecidos foram adicionados 180 pL de
tampdo de digestdo e 20 pL de proteinase K aos microtubos contendo os pellets de biomassa. O
material de cada microtubo foi macerado com um pistilo e incubado em um termobloco (Kasvi®) a
55 °C durante 1 h para a completa lise das células e liberacdo do DNA. Apos este procedimento
foram realizadas as etapas consecutivas para a ligacédo, lavagem e a eluicdo do DNA com 50 pL de
tampado de eluicdo através das colunas de purificagdo do kit (“PureLink Spin Columns”) para a
obtencdo de DNA gendmico purificado. A quantificacdo e/ou qualidade do DNA extraido foi
realizada com o auxilio do aparelho e software quantificador I-Quant v.2.0.0 (Loccus
Biotecnologia®) ou através de eletroforese em 75 mL de gel de agarose a 1% (p/v), corado com 3,5
uL de “GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10.000x in water” (Biotium®), submerso em tampao TBE
1x. No gel de agarose foi aplicado 10 pL de “E-Gel® Low Range Quantitative DNA Ladder”
(Invitrogen®) no primeiro pogo e 2 pL de DNA extraido + 2 pL de “Gel Loading solution, Type 1,
6x” (Sigma®) nos pocos seguintes. A eletroforese foi realizada em “Sub-Cell GT Agarose Gel
Eletrophoresis System” (Bio-Rad) acoplado a uma fonte “PowerPac Basic Power Supply” (Bio-

Rad) ajustada para 100 V durante 40 minutos e a visualizacdo do gel foi realizada em um
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transiluminador UV (Kasvi®). Apos a extracdo, o DNA gendmico foi armazenado em freezer

comum (aproximadamente -20 °C) para posterior realizagdo das etapas seguintes.

4.5.3. Amplificacéo e purificagdo da regido SSU do rDNA

A regido SSU (18S) do rDNA foi amplificada por PCR utilizando-se 0 “PCR Supermix kit”
(Invitrogen®) ou o “Ready Mix Taq PCR Reaction Mix” com MgCl, (Sigma-Aldrich®), sempre para
um volume final de 25 ul em microtubos de 200 pL, sendo: 22,5 puL do “mix” utilizado, 0,75 pL de
cada primer na concentragdo de 10 umol L e 1 uL de DNA gendmico. Os microtubos foram
incubados em um termociclador “C1000 Touch™ Thermal Cycler” (Bio-Rad) onde foram
utilizados os seguintes programas, indicado na literatura para cada primer listado a seguir:

1) Primer forward QPX-F e primer reverse QPX-R2 (Liu et al. 2009, Qian et al. 2007). O
programa do termociclador para a amplificacdo destes primers por PCR consistiu de uma
desnaturacdo inicial de 95 °C durante 10 minutos, seguida de 35 ciclos de 94 °C durante 30
segundos, 50 °C durante 1 minuto, 72 °C durante 2 minutos, e extensao final de 72 °C durante 10
minutos (Qian et al. 2007), sendo a manutencao a 12 °C (o).

2) Primer forward 16S1N e primer reverse 16S2N (Chodchoey & Verduyn 2012). O
programa do termociclador consistiu de uma desnaturagdo inicial de 94 °C durante 5 minutos,
seguida de 40 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 54 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 2
minutos, e extensdo final de 72 °C durante 5 minutos (Chodchoey & Verduyn 2012), sendo a
manutengdo a 12 °C (o).

3) Primer forward 16S1N (Chodchoey & Verduyn 2012) e primer reverse NS4 (Craven et
al. 2005, White et al. 1990). Para os primers citados o programa do termociclador utilizado
consistiu de uma desnaturacéo inicial de 95 °C durante 10 minutos, seguida de 30 ciclos de 95 °C
durante 1 minuto, 55 °C durante 1 minuto, 72 °C durante 1 minutos, e extensdo final de 72 °C

durante 5 minutos (Craven et al. 2005), sendo a manutengédo a 12 °C ().
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4) Primers forward NSF370F e LAB83F e primer reverse LAB1017R (Chang et al. 2012,
Siboni et al. 2010). O programa do termociclador para a amplificagdo por PCR consistiu de uma
desnaturacao inicial de 95 °C durante 4 minutos, seguida de 30 ciclos de 94 °C durante 30 segundos,
52 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 2 minutos, e extensao final de 72 °C durante 20 minutos
(Siboni et al. 2010), sendo a manutengéo a 12 °C (o).
Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese como descrita no topico 4.5.2. O
material amplificado foi armazenado em geladeira (5-8 °C) e posteriormente purificado com o
“AxyPrep PCR Clean-up Kit” (Axygen®) utilizando-se 30 pL de tampéo eluente e finalmente

armazenado em freezer a -20 °C.

4.5.4. Sequenciamento da regido SSU do rDNA

As primeiras amostras purificadas e amplificadas com os dois primeiros conjuntos de
primers foram sequenciadas em sequenciador ABI 3730 DNA Analyser (Life Technologies™)
instalado no CEGH-USP, Centro de Estudos do Genoma Humano, Instituto de Biociéncias, USP
(http://genoma.ib.usp.br). Neste caso, p