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FERRACIN, Lara Munique. Analise Estrutural de Genes Policetideos Sintases (pks) de
Aspergillus niger. 2011. 83f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina. 2011.

RESUMO

Os genes que codificam proteinas envolvidas no metabolismo secundario geralmente
encontram-se agrupados um ao lado do outro, ditos em clusters. Estes clusters génicos
comumente contém genes que codificam hidrolases, oxidases, metilases, proteinas
reguladoras e proteinas de transporte que estdo adjacentes a genes que codificam para
policetideos sintases (PKS) e peptideos nao-ribossomais sintases (NRPS). Devido os genes
pks e nrps serem caracteristicos de metabolismo secundario, um procedimento apropriado
para encontrar clusters associados a um dado processo, é primeiramente buscar estes genes
tipicos e depois examinar as adjacéncias. Embora Aspergillus niger seja um fungo ha muitos
anos utilizado para obtencdo de produtos destinados a industria de alimentos, mais
recentemente foi descrita a habilidade de algumas linhagens desta espécie em produzir
micotoxinas, tais como ocratoxina A e fumonisina (FB, ¢ FB4). Nesta tese, analises de
bioinformatica foram aplicadas para inventariar genes pks de dois genomas de A. niger (CBS
513.88 ¢ ATCC 1015) visando a identificagdo de clusters relacionados ao metabolismo
secundario que sejam linhagem-especificos. A comparagao in silico de 34 genes pks preditos
na linhagem CBS 513.88 com os genes presentes no genoma da linhagem ATCC 1015 desta
mesma espécie, revelou alta identidade de sequéncias de nucleotideos para 31 deles (91%).
No entanto, a linhagem CBS 513.88 possui trés genes pks (An01g01130, An11g05940 e
Anl15g07920) em que homologos ndo sdo encontrados em ATCC 1015. Baseando-se em
sequéncias de nucleotideos de CBS 513.88 depositada no banco de dados do NCBI, pares de
primers de PCR foram idealizados e usados na investigacdo destes genes unicos em 119
linhagens de A. niger coletadas de diferentes substratos e regides geograficas. Amplicons dos
genes pks An01g01130, An11g05940 ¢ An15g07920 foram detectados, respectivamente, em
97%, 71% e 26% das linhagens. A identidade destes amplicons foi confirmada por
sequenciamento. Devido um dos genes pks linhagem-especifico (Anl15g07920) estar
localizado em um cluster possivelmente envolvido na biossintese de ocratoxina A,
investigacdes adicionais acerca deste gene foram conduzidas. A capacidade de producdo de
ocratoxina A das 119 linhagens de A. niger foi avaliada. Um total de trinta e um isolados
(26%) foi produtor desta micotoxina. Uma associagdo positiva entre a presenca de amplicons
correspondente ao gene Anl5g07920 e a capacidade das linhagens produzirem a referida
toxina, foi claramente demonstrada. Dados de Southern blot confirmaram a associacio entre a
presenga do gene An15g07920 e produgdo da ocratoxina A.

Palavras-chave: Aspergillus niger. Policetideos sintases linhagem-especificas. Ocratoxina A.
Metabolitos secundarios. Micotoxinas.



FERRACIN, Lara Munique. Structural Analysis of polyketide synthase genes (pks) of
Aspergillus niger. 2011. 83f. Thesis (Doctoral Degree in Microbiology) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2011.

ABSTRACT

Genes associated with secondary metabolite biosynthesis are often clustered in filamentous
fungi. These clusters generally harbor genes encoding for polyketide synthases (PKS) and
nonribosomal peptide synthetases (NRPS) neighboring to ones encoding for hydrolases,
oxidases, methylases, transporters, and regulatory proteins. As PKS and NRPS are
characteristically related to with secondary metabolism, an appropriate approach to find a
novel biosynthetic pathway is to explore genome sequences for those genes first and then
investigating adjacent regions. Aspergillus niger is one of the most important microorganisms
used for biotechnological purposes, however mycotoxin, (such as ochratoxin A and
fumonisina FB, e FB4) production in some strains from this species has been recently
described. In this thesis, bioinformatic approaches were applied to the pks gene inventory of
two A. niger genome (CBS 513.88 and ATCC 1015) aiming the identification of strain-
specific gene clusters for secondary metabolism pathways. In silico comparison of 34 putative
pks genes in Aspergillus niger CBS 513.88 versus A. niger ATCC 1015 genome reveled
significant nucleotide identity for 31 of them (91%). A. niger CBS 513.88 harbors three
putative pks genes (An01g01130, Anl11g05940 and Anl15g07920) for which nucleotide
identity were not found in A. niger ATCC 1015. Based on the nucleotide sequence from A.
niger CBS 513.88 deposited in the NCBI database primer pairs were designed and used in an
attempt to amplify regions of the An15g07920 gene from 119 wild type A. niger strains
obtained from different substrates and geographical regions. PCR amplification signal for the
An01g01130, An11g05940 and An15g07920 pks genes were detected in only, respectively,
97%, 71% and 26% of the strains. The identities of these amplicons were confirmed by
nucleotide sequencing. Because the cluster in which An15g07920 pks is located was
annotated as a putative ochratoxin cluster, we concentrated our investigation on it. The
ochratoxin A production capability by each of the strains here studied were assessed. In our
sample, 26% (31/119) of the strains evaluated were able to produce OTA. A positive
association between amplicon detection and the strains capability of ochratoxin producing
were found. The realities of the PCR data were confirmed by Southern blot analyses,
supporting a clear association between the An15g07920 pks gene and OTA phenotype.

Keywords: Aspergillus niger. Strain-specific polyketide synthase. Ochratoxin A. Secondary
metabolites. Mycotoxin.
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1 INTRODUCAO

Aspergillus niger ¢ fungo pertencente a se¢do Nigri que ha muitos anos ¢é
utilizado para obtencio de produtos destinados & indistria de alimentos. Acido citrico,
amilases, celulases, lipases e proteases sdo exemplos de produtos com status GRAS
(Generally Recognized as Safe) obtidos de A. niger.

Os caracteres morfologicos nem sempre sao suficientes para discriminar A.
niger das outras espécies pertencentes a esta se¢do. Por apresentarem diferengas muito sutis,
A. niger ndo se distingue morfologicamente de A. tubingensis, A. brasiliensis e A. foetidus,
constituindo um grupo conhecido como ‘“agregado A. niger”. Analises de sequéncias de
nucleotideos e de perfil de extrolitos, aliadas aos dados morfoldgicos, tornam-se importantes
ferramentas para discriminagdo destas espécies. Apesar da semelhanga morfologica, as
espécies do agregado A. niger diferem com relagdao a producdo de metabodlitos secundarios,
dentre os quais, destacam-se as micotoxinas. Este termo refere-se a um grupo de moléculas
toxicas naturais, de baixo peso molecular e de diferentes estruturas quimicas. Sabe-se
atualmente que dentre os “taxa” do agregado A. niger, a espécie Aspergillus niger sensu
stricto, mas ndo outras, possui a habilidade de produzir a micotoxina denominada ocratoxina
A (OTA). Mais recentemente também foi descrita a capacidade de A. niger sensu stricto
produzir micotoxinas da classe das fumonisinas (FB; e FB4). O potencial de outras espécies
da seg@o Nigri para produzir fumonisinas ainda esta em fase de investigacdo por diferentes
grupos de pesquisadores.

A producao de metabolitos secundarios ¢ um processo complexo que requer
varias etapas enzimaticas. Os genes que codificam proteinas envolvidas no metabolismo
secundario ndo sdo expressos constitutivamente e geralmente encontram-se organizados um
ao lado do outro, ou seja, em clusters. Este agrupamento génico comumente contém genes
que codificam hidrolases, oxidases, metilases, proteinas reguladoras e proteinas de transporte
que estdo adjacentes a genes que codificam para policetideos sintases (PKS) e peptideos nao-
ribossomais sintases (NRPS). Devido os genes pks e nrps serem caracteristicos de
metabolismo secundario, um método conveniente para encontrar clusters associados a este
processo, € primeiramente buscar estes genes tipicos e depois examinar as adjacéncias.

O marcante desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento e
compara¢do de genomas inteiros tém permitido elucidar peculiaridades do metabolismo
secundario de espécies fingicas, inclusive de A. niger. Os projetos genomas de diferentes

espécies de Aspergillus ja revelaram que estes micro-organismos possuem um grande nimero
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de genes caracteristicos da biossintese de metabolitos secundarios, muitos deles ainda por
serem desvendados. Dentre os fungos filamentosos, A. niger ¢ uma das poucas espécies que ja
teve o genoma completo sequenciado para mais de uma linhagem. Até o momento, foram
sequenciadas trés linhagens desta espécie, e as sequéncias obtidas para duas delas foram
disponibilizadas aos pesquisadores por meio do deposito das sequéncias de nucleotideos em
banco de dados publicos. Este fato tem permitido a realizagao de estudos comparativos in
silico com vistas a melhor compreensdo da biossintese de metabolitos secundarios em A.
niger. Apesar disso, dados experimentais in Vivo estabelecendo associagdes entre genes
preditos do metabolismo secunddrio e fendtipos, ainda sdo limitados.

Em A. niger, a capacidade de produzir a ocratoxina A ¢ variavel entre os
isolados. Estima-se que somente de 2-10% dos isolados desta espécie apresentam o fenotipo
ocratoxina A positivo, mas até o momento, ndo se conhece a causa genética desta variagao
fenotipica.

Neste trabalho procedeu-se a analise comparativa in silico dos genes que
codificam para PKSs presentes nas linhagens CBS 513.88 ¢ ATCC 1015. Trés genes putativos
para a codificagdo de PKSs foram encontrados exclusivamente na linhagem CBS 513.88, ¢

defende-se a tese de que um deles esta associado com a producao de ocratoxina A.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPERGILLUS NIGER

Aspergillus pertencentes a segdo Nigri (Aspergillus negros) sdo fungos de
ampla distribuicao na natureza e considerados comuns em alimentos deteriorados. No ambito
da biotecnologia microbiana, estes micro-organismos se configuram como um dos mais
importantes, uma vez que contemplam linhagens domesticadas aptas a produgdo de
metabolitos relevantes para a industria, especialmente do segmento alimenticio. Acido citrico,
amilases, celulases, lipases e proteases, sao exemplos de produtos obtidos em escala industrial
a partir desta classe de fungos, que sdo geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) pelo
United States Food and Drug Administration (FDA — Coédigo 21 da Resolugdo Federal
173.120).

A importancia biotecnoldgica destes fungos data do ano de 1913, quando
Zahorsky descreveu sua notavel capacidade de produzir acido citrico (citado por BENNETT e
LASURE, 1985). O acido citrico ¢ o principal acidulante utilizado na industria de alimentos e
bebidas como, por exemplo, em refrigerantes, sucos de frutas, geléias, doces e vinhos sendo
também empregado nas industrias farmacéuticas, de cosméticos e de higiene pessoal. Embora
este acido possa ser produzido por outras espécies fungicas, A. niger, no sentido amplo, é
genericamente aceito como o produtor mais rentavel e com pouca formacdo de produtos
secundarios indesejaveis (SCHUSTER et al., 2002).

Os fungos pertencentes a se¢do Nigri se caracterizam por apresentar
conidios de coloragdo marrom-escuro a negra medindo de 3,5 a 5,0 um de diametro,
conididforos uniseriados ou bisseriados, vesiculas esféricas e hifas hialinas ou levemente
pigmentadas no apice (KLICH e PITT, 1998). A taxonomia desta secdo ¢ complexa e
dindmica, de forma que mudancas de nomenclaturas t€ém ocorrido com frequéncia. Os
primeiros estudos relacionados a secdo Nigri descreviam um nimero de 12 espécies e duas
variedades (RAPER e FENNELL, 1965). Anos depois, Al-Musallam (1980), revisou a
taxonomia deste grupo baseando-se em caracteres morfoldgicos, tendo reconhecido apenas 5
espécies. Dentre elas, A. niger ¢ descrito como um agregado constituido de sete variedades e
duas formas. Em seguida, Kozakiewicz (1989), sugeriu 16 “taxa” para esta secdo. Estas
revisoes citadas estdo em desuso atualmente.

Aliada aos dados de morfologia, a sistematica atual destes Aspergillus é

enormemente influenciada por dados de sequéncias de nucleotideos e de perfil de extrolitos
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(FRISVAD e SAMSON, 2004). O uso conjunto destes trés tipos de dados para resolucao de
problemas taxonomicos tem sido designado de “taxonomia polifasica”. Atualmente, 17
espécies sdo reconhecidas na segdo Nigri: A. aculeatus, A. brasiliensis, A. carbonarius, A.
costaricaensis, A. ellipticus, A. foetidus, A. japonicus, A. heteromorphus, A. homomorphus, A.
lacticoffeatus, A. niger, A. piperis, A. sclerotioniger, A. tubingensis (revisado por SAMSON
et al., 2004) e A. vadensis, A. ibericus e A. uvarum (de VRIES et al., 2005; SERRA et al.,
2006; PERRONE et al., 2008, respectivamente).

As diferencas entre algumas espécies desta se¢do sdo extremamente sutis e
sua discriminagdo requer a analise molecular. Aspergillus niger sensu stricto, A. tubingensis,
A. foetidus e A. brasiliensis sdo morfologicamente idénticos e coletivamente sdo chamados de
“agregado A. niger” (PARENICOVA et al., 2001). Embora os “taxa” incluidos no agregado
A. niger sejam morfologicamente indistinguiveis, estes podem diferir com relagdo a
capacidade de produgdo de alguns metabolitos secundarios, inclusive de uma micotoxina
denominada ocratoxina A (OTA). A titulo de exemplo, dentre as espécies do agregado,
somente a espécie A. niger sensu stricto é reconhecida como produtora desta micotoxina.

Considerando que a correta identificacdo destes fungos ¢ de fundamental
relevancia para fins diversos, varios pesquisadores dedicaram esforcos em descrever
metodologias moleculares para facil e rapida identificagdo de alguns membros da segdo Nigri
(FUNGARO et al., 2004; PERRONE et al., 2004; SCHIMIDT et al., 2004; SARTORI et al.,
2006).

A longa trajetoria do uso seguro de A. niger na industria induziu a utilizagdo
desta espécie como hospedeiro de expressdao de proteinas heterdlogas. Segundo dados da
AMFEP (2009), algumas enzimas como aminopeptidase, arabinanase, arabinofuranosidade,
catalase, glicose-oxidase, entre outras, sio comumente expressas nesta espécie.

A descoberta de que A. niger ¢é capaz de produzir a micotoxina OTA ocorreu
em 1994 (ABARCA et al., 1994), e despertou certa surpresa e apreensao aos pesquisadores.
Infelizmente, varios trabalhos posteriores vieram para confirmar a capacidade desta espécie
em produzir este metabolito secundario (ACCENSI et al., 2001; TANIWAKI et al., 2003;
FRISVAD et al., 2007). Em A. niger, a capacidade de produzir a OTA ¢ variavel entre os
isolados. Estima-se que somente entre 2 e 10% dos isolados apresentam o fendtipo OTA
positivo. Apesar disso, ha de se reconhecer A. niger como importante fonte de OTA em
funcdo da alta frequéncia com que esta espécie ¢ encontrada na natureza. Contudo, até o
momento, ndo se conhece a causa genética desta intrigante variagao fenotipica.

Igualmente preocupante, Frisvad et al. (2007) relataram a produgdo de
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fumonisina por esta espécie. Apesar de ser uma descoberta recente e existir um nimero
relativamente pequeno de publicagdes a respeito, ha indicios de que a frequéncia de linhagens
de A. niger produtoras de fumonisina seja maior do que a descrita para a produgdo de OTA
(MOGENSEN et al., 2010a). De tal modo, a presenga desta micotoxina, assim como a
ocratoxina A em produtos consumiveis, apresenta impactos relevantes para a saide e para a

economia mundial.

2.2 GENOMICA DE ASPERGILLUS NIGER

Apesar da importancia biotecnologica dos fungos filamentosos, at¢ muito
recentemente pouco se conhecia sobre a estrutura, fungdo e expressao dos genes destes micro-
organismos. O sequenciamento do genoma de Neurospora crassa, descrito em 2003 por
Galagan e colaboradores, se configurou como marco inicial nos estudos genémicos de fungos
filamentosos (GALAGAN et al., 2003). Poucos anos depois, foram sequenciados os primeiros
genomas de espécies do género Aspergillus. Em 2005, foram publicados os dados do
sequenciamento dos genomas de A. nidulans, A. fumigatus e A. oryzae (GALAGAN et al.,
2005a; NIERMAN et al., 2005; MACHIDA et al., 2005, respectivamente), € no ano seguinte,
o de A. flavus. (PAYNE et al., 2006). Desde entdo, o numero de projetos com o objetivo de
sequenciar genomas fingicos cresceu, porém incremento significativo foi observado somente
nos anos mais recentes, ou seja, apoés o advento das técnicas de sequenciamento ditas de
segunda e terceira geragdo. No Quadro 1, apresenta-se uma lista de espécies de Aspergillus

para as quais o sequenciamento completo dos genomas ja foi realizado.

Quadro 1 - Espécies e linhagens de Aspergillus que possuem o genoma sequenciado.

Espécie Linhagem Banco de Dados Disponivel
A. aculeatus | ATCC 16873 -
A. IMI 388653 -

carbonarius

A. clavatus NRRL 1 J. Craig Venter Institute; NCBI
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Quadro 1 -Espécies ¢ linhagens de Aspergillus que possuem o genoma
sequenciado(conclusdo)

A. fischeri NRRL 181 -
A. flavus NRRL3357 -

A. fumigatus Af293 NCBI; Integr8; Sanger Institute; GeneDB; Institut
Pasteur
A. fumigatus A1163 J. Craig Venter Institute
A. nidulans FGSC A4 NCBI; Broad Institute
A. niger CBS 513.88 NCBI; Integr8
A. niger NRRL3 -

A. niger ATCC 1015 -

A. oryzae RIB40 NCBI; NITE

A. parasiticus - Univ. de Oklahoma; NCBI
A. terreus ATCC 20542 NCBI
A. terreus NIH2624 NCBI; Broad Institute

Fonte: Genome OnLine Database (GOLD): http://www.genomesonline.org/
(-) dados ndo informados pelo programa GOLD.

Considerando a importancia industrial de A. niger, torna-se de alta
relevancia o conhecimento de seu genoma, tanto em nivel estrutural como funcional, para que
se possa aprofundar o conhecimento de seu potencial metabodlico e aplicar modernas
tecnologias para aproveitamento e/ou melhoramento de propriedades desejadas (SUN et al.,
2007). E provavelmente decorrente deste fato que A. niger ¢ uma das poucas espécies de
fungos filamentosos que ja teve o genoma de trés linhagens sequenciado.

A linhagem CBS 513.88 foi a primeira delas, por iniciativa da empresa
holandesa DSM em colaboragdo com a Gene Alliance (PEL et al., 2007). Aspergillus niger
CBS 513.88 ¢ um mutante derivado da linhagem NRRL 3122 (também catalogada como
ATCC 22343 e CBS 115989), desenvolvido através do processo de mutagdo-selecao
recorrente para a producdo comercial de glicoamilase.

O genoma da linhagem NRRL 3 (também cadastrada como ATCC 9029,
CBS 120.49 ¢ N400) foi sequenciado pela Integrated Genomics, mas, conforme citado por
Sun et al. (2007), ndo apresenta suas sequéncias disponibilizadas em banco de dados publicos.

Uma terceira linhagem de A. niger, a ATCC 1015 (também catalogada

como NRRL 328 ¢ CBS 113.46) teve seu genoma sequenciado através da colaboracdo entre
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U.S. Department of Energy (DOE) e Joint Genome Institute (JGI). O inicio da anotagdo do
genoma desta linhagem ocorreu em 2006 e as sequéncias obtidas (ainda que incompletas)

foram disponibilizadas no site http://www.jgi.doe.gov/aspergillus (segundo BAKER, 2006).

Muito recentemente, em maio de 2011, Andersen e colaboradores obtiveram uma versdo mais
completa do genoma de ATCC 1015 e a disponibilizagdo dos novos dados no NCBI esta
prestes a ocorrer. E importante ressaltar que as sequéncias adicionais da linhagem ATCC
1015 também foram utilizados para melhorar as informagdes do genoma da linhagem CBS
513.88 (ANDERSEN et al., 2011).

No trabalho de Pel e colaboradores (2007), se apresenta o sequenciamento
de 33,9 megabases (Mb) do genoma de A. niger CBS 513.88, organizadas em 8 cromossomos.
Um total de 14.165 ORFs foi identificado, dentre as quais 6.506 com fungdes preditas.
Segundo a analise destes pesquisadores, 8.695 ORFs sdo ortdlogas a A. nidulans, A. fumigatus
ou A. oryzae, e dentre estas 78% (6.755), apresentam sintenia em pelo menos uma destas trés
espécies. Além disso, 48% (4.189) das ORFs sdo sinténicas nestas quatro espécies de
Aspergillus, evidenciando que grande parte do genoma de A. niger apresenta conservagao
génica em relagdo as demais espécies deste género até o0 momento sequenciadas. Apds recente
revisdo do genoma da linhagem CBS 513.88 (ANDERSEN et al., 2011), o tamanho do
genoma sequenciado passou para 34,02 Mb e o numero de ORFs para 14.042. Isso significa
que na primeira anotacdo, houve uma superestimava do nimero de ORFs.

Conforme j& mencionado, dados do sequenciamento do genoma da

linhagem ATCC 1015 estdo disponibilizados no site www.jgi.doe.gov/Aspergillus. Embora

nao haja uma divulgagdo formal do sequenciamento do genoma da linhagem ATCC 1015, a
publicacdo de Baker (2006), se caracterizou como o primeiro relato que apresenta e discute
aspectos do sequenciamento desta linhagem. Para esta linhagem tem-se 34,85 Mb
sequenciados, com 11.200 ORFs, distribuidas em 8 cromossomos (BAKER, 2006;
ANDERSEN et al., 2011). Segundo Baker (2006), uma das descobertas mais intrigantes deste
genoma, ¢ a presenga de genes relacionados ao cluster da biossintese de uma classe de
micotoxinas denominadas fumonisinas.

Ferramentas de bioinformatica ja estdo disponiveis para a reconstrugdo e
comparagdo de genomas entre espécies relacionadas, a fim de elucidar suas peculiaridades
metabolicas (SUN et al., 2007). De acordo com estes autores, a comparacdo do genoma de A.
niger com o genoma de outras espécies fungicas revelou que mais de 4.000 CDSs sdo
exclusivos desta espécie. No mesmo estudo, discute-se que A. niger possui uma elevada

especificidade metabolica, visto que foram identificados mais de 1.100 genes (codificadores
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de enzimas) caracteristicos da espécie. Muitos destes genes podem ser cOpias adicionais de
genes comuns aos fungos, trazendo a hipotese que a multiplicidade genética seja uma
estratégia de A. niger para manter sua versatilidade metabélica e sua capacidade de adaptagdo
em ambientes adversos. Ressalta-se que 9 genes que codificam enzimas que participam da
biossintese de metabolitos secundarios ¢ da degradacdo de compostos aromaticos foram
encontrados exclusivamente nesta espécie.

O sequenciamento de genomas de diversas espécies de Aspergillus promete,
cada vez mais, contribuir para a identificacdo de elementos que definam cada uma das
espécies, colaborando com a elucidacdo de mecanismos de patogenicidade, potencial
biotecnoldgico e particularidades da fisiologia deste importante género fungico (ANDERSEN
e NIELSEN, 2009).

O fato de existir pelo menos trés genomas completos de A. niger possibilita
a realizagdo de estudos com vistas a melhor compreensdo sobre a biologia da espécie.
Considerando que as sequéncias destes genomas sdo provenientes de linhagens distintas, ¢
possivel, através da realizagdo de andlises comparativas entre genomas (Gendmica
Comparativa), desvendar alguma diversidade intra-especifica.

O sequenciamento de genomas tem se tornado cada vez mais facil e
acessivel. Para organismos procarioticos estudos que relatam a comparacao de genomas de
diferentes linhagens de uma mesma espécie sdo cada vez mais frequentes. E decorrente desta
possibilidade que surgiu, recentemente, o termo pan-genoma. Este termo refere-se a soma de
todos os genes encontrados em um dado “taxa”. Dentro deste contexto, uma espécie pode ser
descrita pelo seu pan-genoma, que ¢ composto de um “genoma core” contendo os genes
presentes em todas as linhagens da referida espécie e um “genoma dispensavel” que contém
genes presentes em duas ou mais linhagens, bem como genes unicos a uma linhagem.
Considerando que o numero de genes dispensaveis ¢ grande, o pan-genoma de uma espécie
pode ser em vérias ordens de magnitude, maior que qualquer genoma tnico (TETTELIN et
al., 2008).

Ao contrario das bactérias, este tipo de abordagem ¢ incipiente para fungos
filamentosos, fruto de que ainda sdo raras as sequéncias de genomas de diferentes linhagens
de uma mesma espécie. Apesar disso, acredita-se que as tecnologias de sequenciamento de
genomas de terceira geragao (“FLX 4547, “Illumina” e “SOLID”) aliadas ao desenvolvimento
de métodos computacionais para a comparacao de genomas, permitirdo, em futuro muito
préximo, o estabelecimento de pan-genomas para espécies fungicas. Assim sendo, comparado

a outras espécies de fungos, até o momento, A. niger ocupa um panorama privilegiado uma
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vez que trés genomas desta espécie ja foram sequenciados.

Uma analise comparativa dos genomas das linhagens CBS 513.88 e ATCC
9029 realizada por Sun e colaboradores (2007), demonstrou que aproximadamente 600 genes
sdo particulares de cada linhagem.

A comparacdo do genoma da linhagem ATCC 1015 com o genoma da
linhagem CBS 513.88, realizada por Andersen et al. (2011), revelou que cerca de 400-500
genes sdo Unicos a uma ou outra linhagem. Estes genes tnicos estdo distribuidos ao longo dos
oito cromossomos de A. niger indicando um processo evolutivo com alta frequéncia de perdas
ou aquisi¢oes de fragmentos génicos.

Uma analise do numero de genes provavelmente envolvidos com a
biossintese de metabolitos secunddrios, permitiu a identificacdo de genes codificadores de 33
policetideos sintases (PKS), 15 peptideos ndo-ribossomais sintases (NRPS) e 9 hibridos de
PKS e NRPS (HPN), distribuidos no genoma da linhagem ATCC 1015 de A. niger (FISCH et
al., 2009), contrapondo-se ao genoma da linhagem CBS 513.88 de A. niger (PEL et al., 2007),
para o qual foram identificados genes codificadores de 34 PKS, 17 NRPS e 7 HPN. Por meio
do uso da ferramenta BLASTP, Fisch et al. (2009), detectaram que genes codificadores de 4
PKSs, 1 NRPS e 2 HPNs sdo exclusivos da linhagem ATCC 1015. Em contrapartida, segundo
os autores, a linhagem CBS 513.88 possui 7 genes que codificam PKSs para os quais nao
foram identificados homologos em ATCC 1015. E de nosso entendimento que dados
experimentais in Vvivo, utilizando-se de um numero consideravel de linhagens nao
domesticadas, sdo necessarios para que se possam caracterizar estes genes como

“dispensaveis” e estabelecer associagcdes com fendtipos.

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS E POLICETIDEOS FUNGICOS

Metabolitos secundarios sao compostos que ndo apresentam fungdo
essencial para a sobrevivéncia e crescimento dos organismos que os produzem (BETINA,
1994), mas que podem estar associados a atividades relevantes, como por exemplo, na
competitividade com outros seres vivos e na sobrevivéncia em ambientes indspitos. Enquanto
o metabolismo primario ¢ comum a todas as espécies, visto que € necessario para a sintese e
catabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, o metabolismo secundario ¢ especifico para
uma determinada espécie ou linhagem. Apesar de ndo ser associada ao crescimento das
células, a biossintese dos metabolitos secundérios ¢ influenciada por sinais do ambiente

(STEYN, 1998).



25

De acordo com Galagan et al. (2005b), os projetos genomas de diferentes
espécies de Aspergillus, revelaram que estes micro-organismos possuem um grande nimero
de genes caracteristicos da biossintese de metabodlitos secundarios, muitos deles ainda por
serem desvendados. Antibioticos, fitotoxinas, pigmentos e micotoxinas, sdo alguns destes
produtos naturais sintetizados por fungos filamentosos. Tais como muitos dos produtos
provenientes do metabolismo primario, alguns metabolitos secundarios de fungos sao
explorados industrialmente.

A produgdo destes metabolitos € um processo complexo que requer varias
etapas enzimaticas. Normalmente estd associada ao desenvolvimento morfologico do fungo,
ao processo de esporulacdo, e com a fase estaciondria de crescimento (BENNETT, 1995;
CALVO et al., 2002).

Conforme revisto por Turner (2010), os genes que codificam proteinas
envolvidas no metabolismo secundario ndo sdo expressos constitutivamente e geralmente
encontram-se agrupados um ao lado do outro, ou seja, em clusters. Supde-se que este
agrupamento fisico permita que os genes sejam co-regulados por meio da alteragdo da
cromatina e que, além disso, facilite a transferéncia horizontal entre espécies. Estes clusters
génicos do metabolismo secundario usualmente contém genes que codificam hidrolases,
oxidases, metilases, proteinas reguladoras e proteinas de transporte que estdo adjacentes a
genes que codificam para policetideos sintases (PKS) e peptideos nao-ribossomais sintases
(NRPS). Pelo fato dos genes pks e nrps estarem associados somente com o metabolismo
secundario, um método conveniente para encontrar clusters associados a este processo, ¢
primeiramente buscar estes genes tipicos e depois examinar as adjacéncias.

Os metabolitos secundarios sao classificados de muitas maneiras, de acordo
com suas caracteristicas quimicas ou propriedades fisiologicas. Keller et al. (2005),
classificaram estes compostos baseando-se nas classes de enzimas envolvidas na sua
biossintese. Sao quatro grupos descritos: “peptideos ndo ribossomais”, “alcaldides indolicos”,
“terpenos” e “policetideos”. Dentre estes grupos de metabodlitos secundarios de fungos, os
policetideos sdo os mais abundantes e diversos com relagdo a estrutura quimica (O'HAGAN,
1991). Alguns policetideos possuem propriedades agroquimicas e importancia farmacoldgica
por apresentarem atividades antimicrobianas, antiparasitaria e antitumoral, despertando o
interesse da industria em sua exploracdo. Por outro lado, alguns policetideos se caracterizam
como toxinas que contaminam produtos destinados a alimentagdo humana. A diversidade e
importancia dos policetideos promovem, cada vez mais, o interesse de grupos de

pesquisadores em descobrirem novas estruturas de moléculas, novas fungdes, regulacao
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genética da producgao, dentre outros.

Os policetideos (PK) sdo sintetizados através da intervengdo das enzimas
policetideos sintases (PKSs). Estas enzimas sao divididas em tipos I, II e III, de acordo com a
quantidade de subunidades estruturais e com o modo de sintese dos policetideos. As PKSs
tipo I sdo proteinas multifuncionais, formadas por dominios funcionais individuais e sdo
encontradas em bactérias e fungos. Esse tipo de PKS sintetiza os policetideos mediante via
modular ou interativa. Na via modular, a proteina ¢ dividida em modulos consecutivos que
sdo utilizados uma unica vez. Na via interativa, a enzima ¢ multifuncional constituida de uma
unica copia de dominios que sdo utilizados repetidamente para a sintese do policetideo. As
PKSs tipo II consistem de proteinas individuais e sdo restritas a bactérias ao passo que as
PKSs tipo III sdo mais simples estruturalmente e sdo encontradas em plantas, bactérias e
fungos (COX, 2007).

Os policetideos fungicos sdo sintetizados por PKSs tipo I interativa as quais
sdo compostas por pelo menos trés dominios essenciais: [-cetoacilsintase (KS), proteina
carreadora de acil (ACP) e acil transferase (AT). A sintese de policetideos fingicos ¢ iniciada
quando uma unidade de acetil-CoA ou malonil-CoA na forma de tioéster ¢ transportada pelo
dominio AT para a 4’-fosfopantoteina do dominio ACP (KELLER et al., 2005). Este conjunto
protéico denominado de 4’-fosfopantoteina presente no dominio ACP, funciona como um
“guindaste” utilizado no transporte de substratos e outros produtos intermediarios dos
diferentes sitios ativos presentes neste tipo de PKS (NELSON e COX, 2005). Em seguida,
ocorre a condensagdo de outro tioéster vinculado ao dominio KS e a descarboxilagdo do
dominio ACP (KELLER et al., 2005). Esse processo ocorre repetidas vezes e a cadeia
policetidica formada é entdo liberada mediante catdlise realizada pela tioesterase (dominio
TE) (HENDRICKSON et al., 1999). Outros dominios ou enzimas podem estar acoplados aos
j4 mencionados para executarem modificacdes especificas da molécula policetidica.

Neste contexto, a presenca e/ou auséncia de dominios redutores
(cetoredutase (KR), desidratase (DH) e enoil redutase (ER)) na PKS, permite subdividir os
policetideos que dela se originam em: policetideos nao reduzidos (NR-PK), policetideos
parcialmente reduzidos (PR-PK) e policetideos altamente reduzidos (HR-PK). O primeiro ¢
decorrente da auséncia, na PKS, dos dominios redutores, enquanto o segundo ¢ decorrente de
apenas dois dominios redutores (KR e DH) e o terceiro se caracteriza pela presenca de todos
os dominios redutores (KR, DH e ER) e processadores PB-cetonicos (SCHUMANN e
HERTWECK, 2006). Algumas PKS apresentam ainda dominios de modifica¢do, tais como de
metiltransferase (C-MeT), de adenilagdo (AMP) e de condensagdo (CON) (KROKEN et al.,



27

2003; AMNUAYKANJANASIN et al., 2005). A titulo de ilustragdo, a Figura 1 mostra uma
organizagdo geral dos dominios das PKSs nao redutora, parcialmente redutora e altamente

redutora (HUFFMAN, et al., 2010).

Figura 1 - Organizagdo geral dos dominios de: (A) NR-PKS; (B) PR-PKS ¢ (C) HR-PKS

. 90000
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Fonte: HUFFMAN et al. (2010), adaptagao.

SAT: unidade de partida; ACP transaciclase; KS: B-cetoacilsintase; AT: aciltransferase; PT: modelo de produto
(product template); ACP: proteina carreadora de acil; TE/CLC: tioesterase/Claisen ciclase; DH: desidratase;
Core: domino central de PR-PKS; KR: cetoredutase; C-MeT: C-metiltransferase; ER: enoilredutase.

O envolvimento de PKS na produgdo de micotoxinas tem sido relatado por
varios autores (FENG e LEONARD, 1995; PROCTOR et al. 1999; O’CALLAGHAN et al.,
2003; KIM et al, 2005). No contexto desta tese, apresentam-se nos proximos itens
consideragdes gerais sobre a ocratoxina A e fumonisina, bem como alguns processos
envolvidos na biossintese destas micotoxinas. Na discussdo da biossintese da OTA e

fumonisina, as PKS e os genes a elas associadas, serdo analisados.

2.4 MICOTOXINAS

Micotoxina ¢ uma denominacdo genérica designada a um grande grupo de
moléculas toxicas naturais de baixo peso molecular, de diferentes estruturas quimicas, e
provenientes do metabolismo secundario de algumas espécies fungicas. S3o compostos que

podem se acumular em esporos fungicos, em fragmentos celulares, ou serem excretados no
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substrato no qual o fungo estd em crescimento, de modo que a sua ingestdo, inalacdo ou
absor¢ao podem acarretar em prejuizo a saide humana e animal.

Conforme revisto por Brase et al. (2009), as funcdes das micotoxinas nao
sdo conhecidas, mas acredita-se que estas desempenham papel importante na eliminagdo de
outros micro-organismos concorrentes em um determinado ambiente. Dependendo de sua
natureza quimica, as micotoxinas podem ser carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas,
estrogénicas, neurotoxicas e imunotoxicas (YIANNIKOURIS e JOUANY, 2002).

As micotoxinas t€m sido detectadas em varios produtos alimentares, porém
sua presenga em cereais se constitui em um dos maiores agravos a saude humana e a
economia mundial. Este fato ¢ decorrente da quantidade com que estes produtos sdo ingeridos
pelo homem e também pelos animais. Uma estimativa feita hd alguns anos atras revelou que
de 25 a 40% dos cereais produzidos no mundo sdo contaminados por micotoxinas (PITTET,
1998; PFOHL-LESZKOWICZ, 2000). Além dos cereais, micotoxinas também vem sendo
detectadas em graos de café (LEVI et al., 1980, BOKHARI ¢ ALY, 2009), em especiarias
(FLANNINGAN e LLEWELLYN, 1986; VRABCHEVA, 2000; ZINEDINE et al., 2006), em
frutas in natura (SWANSON, 1987; DRUSCH e RAGAB, 2003; MOSS, 2008; CRUZ-
FERNANDEZ et al., 2010), em frutas secas (ZOHRI e ABDEL-GAWAD, 1993; DRUSCH e
RAGAB, 2003), dentre outros produtos primdarios. Além disso, micotoxinas nao sao
totalmente decompostas durante os estagios de processamento (lavagem, moagem, cozimento,
fermentacdo, dentre outros) dos produtos in natura, ¢ consequentemente, podem ser
detectadas em alimentos processados, tais como paes (SCUDAMORE et al., 2009), cervejas
(SCOTT, 1996), vinhos (DELAGE et al., 2003), chocolate (KUMAGALI et al., 2008), entre
outros.

A literatura aponta que mais de 300 compostos sdo reconhecidos como
pertencentes a classe das micotoxinas (COLE e COX, 1981), a qual estd sub-dividida em
grupos relacionados quimicamente. At¢é o momento, as micotoxinas reconhecidas por
apresentarem maiores danos a saiide humana e animal pertencem a classe das aflatoxinas, dos
tricotecenos, das fumonisinas, das zearalenonas, dos alcaldides do Ergot, e das ocratoxinas
(CAST, 2003). Ja as outras micotoxinas descritas, de acordo com Serra et al. (2005), sao
consideradas de menor importancia devido a sua ocorréncia limitada ou pela falta de
evidéncia da sua toxicidade em humanos. De uma maneira geral, uma ampla gama de
espécies fungicas podem produzir micotoxinas, porém, as de maior relevancia sao produzidas
principalmente por espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (CAST, 2003).

A presenca de fungos em alimentos, ndo indica necessariamente a presenga de micotoxinas,
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pois a producdo das mesmas depende de condigdes ambientais favoraveis, podendo ser
formadas em varias fases da producdo vegetal, como cultivo, colheita, secagem e
armazenamento (CAST, 2003). Uma tunica espécie de fungo pode sintetizar mais de uma
micotoxina. Por outro lado, uma espécie toxigénica nem sempre possui a totalidade dos
isolados capaz de produzir uma toxina em questdo. Abarca (2000), refor¢a que a producao de
um determinado metabolito secundario depende do gendtipo do fungo e de um conjunto de
fatores ambientais que irdo influenciar no crescimento e metabolismo da cepa.

Dependendo das condigdes de crescimento, A. niger pode produzir uma
série de micotoxinas que variam com relagdo ao grau de toxicidade. No entanto, até o
momento, somente as ocratoxinas € fumonisinas tém sido consideradas de relevancia para a
satde publica dada as suas potencialidades toxicas. Diante deste contexto, nos proximos itens

desta revisdo, serdo enfatizados apenas estas duas classes de micotoxinas.

2.5 OCRATOXINA A

A ocratoxina A (OTA) foi isolada e descrita inicialmente como um
metabolito secundario de A. ochraceus (van der MERWE et al., 1965a). Depois de sua
descoberta em 1965, a producao desta micotoxina também tem sido associada a varias outras
espécies, como por exemplo, espécies de Penicillium, que sdo as principais responsaveis pela
contaminagdo de OTA em cereais e outros produtos vegetais em regides de clima temperado,
e Aspergillus spp. que tém maior ocorréncia em regides de clima tropical.

A OTA ¢ classificada pela International Agency for Research on Cancer
(IARC), como um possivel carcinégeno humano do grupo 2B (IARC, 1993). Mais tarde, a
European Food Safety Authority (EFSA), elaborou um parecer com o objetivo de atualizar a
avalia¢do de risco da OTA, considerando novos dados cientificos. Consta neste parecer, que
esta micotoxina ¢ nefrotoxica a todas as espécies de animais estudadas e ainda exerce efeitos
imunotdxicos, neurotdxicos e teratogénicos em doses elevadas (EFSA, 2006).

Segundo Ringot et al. (2006), a toxicidade da OTA esta provavelmente
relacionada com a sua capacidade de interagir com certas macromoléculas para formar
espécies reativas, inibindo a respiragdo mitocondrial e para formar aductos com o DNA.
Virias nefropatias afetando animais foram atribuidas a OTA, sendo que os suinos sdo os mais
sensiveis a toxicidade desta micotoxina (EFSA, 2006). Em humanos, este metabolito
secundario de fungos ¢ associado a doencas renais, ao desenvolvimento de tumores no trato

urinario e frequentemente citado como possivel agente causador da Nefropatia Endémica dos
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Balcas (BEN), uma sindrome que ocorreu em algumas areas do sudeste da Europa e que se
caracteriza pela contragdo dos rins devido a degeneracdo tubular, fibrose intersticial e
hialiniza¢do dos glomérulos (KROGH et al., 1977; CASTEGNARO et al., 1991).

A exposi¢do humana a OTA vem da contamina¢do de uma grande variedade
de produtos alimenticios. H4 uma lista imensa de trabalhos que relatam a presenca de OTA
em produtos destinados a alimentagdo humana. A titulo de exemplo destacam-se os seguintes
produtos: graos de café¢ (MICCO et al., 1989; STUDER-ROHR et al., 1995; TANIWAKI et
al., 2003; PARDO et al., 2004), figos (OZAY et al., 1995), uvas (MAJERUS e
OTTENEDER, 1996, ZIMMERLI e DICK, 1996; MAFF, 1997, BURDASPAL e
LEGARDA, 1999; BATTILANI e PETRI, 2002; BELLI et al., 2004a; 2004b; SERRA et al.,
2005; BATTILANI et al., 2006; VARGA ¢ KOZAKIEWICZ, 2006; LASRAM et al., 2007),
frutas secas (MACDONALD et al.,, 1999; OSTRY et al., 2002; ABARCA et al., 2003;
STEFANAKI et al., 2003; LOMBAERT et al., 2004; MAGNOLI et al., 2004; IAMANAKA
et al., 2005; ZINEDINE et al., 2007), cereais, como trigo, milho e cevada (JORGENSEN et
al.,, 1996; PUNTARIC et al., 2001; YAZDANPANAH et al., 2001; RIZZO et al., 2002),
feijdo (DOMIJAN et al., 2005), cacau (MATISSEK e RATERS, 2000; BONVEHI, 2004;
AMEZQUETA et al., 2005; MOUNJOUENPOU et al., 2008), amendoim (SANGARE-
TIGORI et al., 2006; ZINEDINE et al., 2007), especiarias (THIRUMALA-DEVI et al., 2001,
FAZEKAS et al., 2005) e legumes (JORGENSEN, 1998). Além disso, esta toxina também
tem sido detectada em produtos derivados de fontes vegetal e animal. Dentre os quais estdo:
leite (BOUDRA et al., 2007), vinho (BATTILANI e PIETRI, 2002; CHULZE et al., 2006),
cerveja (SCOTT e KANHERE, 1995; VISCONTI et al., 2000), chocolate (TURCOTTE e
SCOTT, 2011), salsicha e chourico (GAREIS e SCHEUER, 2000) e vinagre (MAJERUS et
al., 2000).

Frente ao conhecimento dos danos que a OTA pode causar a saide humana
e animal, alguns paises estabeleceram limites méaximos de tolerancia a OTA. A Unido
Européia, por exemplo, estabeleceu limite maximo de tolerancia a esta micotoxina em alguns
géneros alimenticios: 5 pg/kg para grios de cereais; 3 ng/kg para cereais destinados ao
consumo humano e cereais processados; 10 pg/kg para frutas secas como groselhas e uvas
passas; 2 ug/L para vinhos e outras bebidas a base de uvas; 5 ug/kg para café torrado; 10
ug/kg para café soluvel; 0,5 ng/kg para alimentos destinados a fins medicinais especificos ¢
para alimentos para bebés; e 30 ug/kg para especiarias como por exemplo, pimenta, noz-

moscada e gengibre (COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2006).



31

No Brasil, somente em fevereiro de 2011 a ANVISA publicou no diério
oficial, um Regulamento Técnico sobre Limites Maximos Tolerados (LMT) para ocratoxina
A em alimentos prontos para oferta ao consumidor e em matérias primas. Ficaram
estabelecidos para atendimento imediato, limites que variam de 2 a 30 pg/kg, dependendo do
produto: 10 pg/kg para cereais e derivados; 10 pg/kg para café torrado, moido ou em grao, ¢
café soluvel; 2ug/kg para sucos de uva, vinhos e derivados; 5 pg/kg para cacau e chocolate;
10 pg/kg para frutas secas e desidratadas e 30 pg/kg para especiarias (D.O.U., 2011).

E consagrado na literatura que algumas espécies de Aspergillus segdo Nigri
sdo produtoras de OTA. Ueno e colaboradores (1991), foram os pioneiros em descrever uma
linhagem de Aspergillus negro (A. foetidus CBS 618.78) como ocratoxigénica. Logo em
seguida, Abarca et al. (1994), descreveram a habilidade de A. niger produzir esta micotoxina.
Essa informacdo provocou preocupagdo na comunidade cientifica uma vez que esta espécie ¢
amplamente utilizada na industria e seus produtos sdo geralmente reconhecidos como seguros
para a saude. Curiosamente, atualmente sabe-se que a linhagem CBS 618.78 erroneamente
identificada por Ueno et al. (1991), como A. foetidus, pertence a espécie A. niger (SAMSON
et al., 2004). Embora a espécie A. niger se caracterize como produtora de OTA, é importante
mencionar que para esta espécie, no maximo 10% de isolados sdo produtores da micotoxina
(ABARCA et al., 1994; TEREN et al., 1996).

Em contrapartida, A. carbonarius, também membro da se¢ao Nigri, se
caracteriza como potente produtor de OTA e cerca de 90-100% dos isolados desta espécie sao
ocratoxigénicos positivos (ABARCA et al., 2003; PERRONE et al., 2006). Esta espécie
descrita como produtora de OTA, em 1995 por Horie et al. (1995), tem sido apontada como
uma das principais fontes desta micotoxina em alimentos derivados da uva (BATTILANI et
al., 2003a; PERRONE et al., 2006). Aspergillus sclerotioniger e A. lacticoffeatus sdo outras
espécies que compdem a se¢do Nigri e que foram descritas como ocratoxigénicas (SAMSON
et al., 2004).

A capacidade de A. tubingensis em produzir OTA (MEDINA et al., 2005;
PERRONE et al., 2006), assim como as espécies uniseriadas da se¢do Nigri, A. japonicus e A.
aculeatus (DALCERO et al., 2002; BATTILANI et al., 2003b; PONSONE et al., 2007), foi
mencionada na literatura, embora haja controvérsia entre pesquisadores. Dados gerados pelo
nosso grupo de pesquisa, ndo evidenciaram A. tubingensis como uma espécie produtora de

OTA (FERRACIN et al., 2009).
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2.6 ASPECTOS GENETICOS DA BIOSSINTESE DE OCRATOXINA A

Os compostos pertencentes a classe das ocratoxinas diferem ligeiramente
uns dos outros em suas estruturas quimicas, resultando em seus respectivos potenciais toxicos
(van der MERWE et al., 1965a). Dentre esta classe de micotoxinas, a ocratoxina A (OTA) ¢ a
mais toxica e frequente sendo, portanto, considerada a mais importante dentre as demais
moléculas da familia das ocratoxinas. A OTA ¢ composta de um 7-carboxi-5-cloro-8-hidroxi-
3.,4-dihidro-3-R-metilisocumarina e de uma molécula de L-B-fenilalanina, unidas pelo grupo

7-carboxi, mediante uma ligagdo amida (citado por STOEV, 2008) (Figura 2).

Figura 2 - Formula estrutural da OTA. (A) policetideo diidroisocumarina; (B) grupo
carboxila; (C) molécula de cloro; (D) fenilalanina
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Fonte: FARBER e GEISEN, 2004.

As demais ocratoxinas (Figura 3), com exce¢do das ocratoxinas a e [, que
nao apresentam a molécula de fenilalanina (COLE e COX, 1981), também sdo pentacetideos
ciclicos, consistindo de uma diidroisocumarina ligada a uma molécula de L-fenilalanina (van
der MERWE et al., 1965b). A ocratoxina B (OTB) ¢ o analogo decloro da OTA, ou seja,
apresenta em sua estrutura quimica a substitui¢do da molécula de cloro por um atomo de
hidrogénio. A ocratoxina C (OTC) se constitui em um éster etilico da OTA. A ocratoxina o
(OTa), € um derivado isocumadrico da OTA e seu analogo declorado ¢ a ocratoxina  (OTp).
Outros compostos como, por exemplo, as (4-R) e (4-S) hidroxi-ocratoxina A (4-(R/S)OH
OTA) e as 10-hidroxi-ocratoxina A (10-OH OTA) também sao descritos como pertencentes a
classe das ocratoxinas, conforme apresentado no Quadro 2 (ABRUNHOSA et al., 2010; EL
KHOURY e ATOUIL, 2010).
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Figura 3 - Estrutura geral das ocratoxinas
O OH O

Fonte: EL KHOURY e ATOUI, 2010.

Quadro 2 - Composicdo caracteristica de ocratoxina A ¢ metabolitos derivados:

Composto R1 R2 |R3| R4 |R5
Ocratoxina A (OTA) Fenilalanina Cl H H H
Ocratoxina B (OTB) Fenilalanina H H H H
Ocratoxina C (OTC) Etil-éster, fenilalanina Cl H H H
Ocratoxina a (OTa) OH Cl | H H H
Ocratoxina 3 (OTB) OH H H H H

Quadro 2 - Composicdo caracteristica de ocratoxina A e metabdlitos derivados: conclusio

4-S-hidroxi-ocratoxina A (4S-OH OTA) Fenilalanina Cl |[OH| H H
4-R-hidroxi-ocratoxina A (4R-OH OTA) Fenilalanina Cl H | OH | H
10-hidroxi-ocratoxina A (10-OH OTA) Fenilalanina Cl H H | OH

Fonte: ABRUNHOSA et al., 2010; EL KHOURY e ATOUI, 2010.

A via biossintética da OTA ainda ndo foi completamente estabelecida.
Baseando-se em sua estrutura, Huff e Hamilton (1979), propuseram o primeiro modelo de
biossintese desta micotoxina. No referido modelo, a biossintese da OTA ocorreria em 3
passos, sendo que no primeiro deles haveria o envolvimento de meleina como um dos
precursores da OTA. O modelo proposto por estes autores passou a nao ser aceito, na medida
em que experimentos realizados por Harris e Mantle (2001), através da utilizagdo de
precursores marcados com '*C, ndo suportaram o papel da meleina como intermediario na
biossintese de OTA. Ainda baseando-se na estrutura quimica da OTA, Férber e Geisen

(2004), postularam que o requisito genético minimo necessario para a biossintese de OTA ¢ a
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presenca de genes que codificam para as seguintes enzimas: policetideo sintase, necessaria
para a sintese do policetideo diidroisocumarina; metilase, requerida para a formagao do grupo
carboxila; peptideo sintase, responsavel pela ligacdo do aminodcido fenilalanina ao
policetideo; e uma cloroperoxidase ou halogenase, necessaria para a introducdo do atomo de
cloro a molécula.

A hipdtese mais atual para a biossintese de OTA ¢ apresentada na revisao de
Huffman et al. (2010), a qual estd em concordancia com o que postulam Farber e Geisen
(2004). Essa hipdtese inclui uma PKS para a sintese do PK diidroisocumarina, uma
metiltransferase (ou um dominio C-MeT na PKS), uma enzima oxidativa do tipo P450 para a
formagdo do grupo carboxil C7, uma NRPS para catalisar a ligacdo da fenilalanina com o PK,
e uma halogenase (cloroperoxidase) para incorporar o dtomo de cloro (Figura 4). Conforme
mencionam os autores, apesar dos varios anos de estudo das ocratoxinas, nenhum destes

passos foram geneticamente ou bioquimicamente estabelecidos (HUFFMAN et al., 2010).

Figura 4 - Representagdo esquematica da via biossintética de OTA
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Figura 4 - Representagio esquemdhca da wia biossintftca de OTA, proposta por Huffman etal (2010),

Conforme ja descrito em itens anteriores, frequentemente os genes
envolvidos na biossintese de uma dada toxina estdo dispostos em clusters. Especialmente na
ultima década, quando foram sequenciados os primeiros genomas fungicos, este fato tem

contribuido nas estratégias de investigagdo de genes que codificam proteinas envolvidas na
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biossintese de micotoxinas. O nimero de genes que se organiza em um cluster ¢ variavel
entre as micotoxinas. Sabe-se que o cluster de biossintese de aflatoxina em A. flavus, ocupa
uma regido genomica de 70 Kb que estd proxima ao telomero do cromossomo 3 (YU et al.,
2004). Outros exemplos s3o encontrados nas enzimas envolvidas na biossintese da
esterigmatocistina em A. nidulans formando um cluster génico de 60 Kb (BROWN et al.,
1996), ¢ os clusters génicos de 26 Kb para a biossintese de tricoteceno em Fusarium
sporotrichioides e F. graminearum (BROWN et al., 2002; KIMURA et al., 2003).

As analises genomicas comparativas de espécies de Aspergillus indicam que
as regides telomero-proximais apresentam alta diversidade de rearranjos ndo somente entre
espécies de Aspergillus, mas também entre diferentes linhagens de uma mesma espécie
(NIERMAN et al., 2005; RONNING et al., 2005), fato este que poderia explicar diferencas
que fazem com que determinada linhagem de uma espécie seja produtora de uma referida
micotoxina, enquanto outra nao a produz.

O conhecimento de regides codificadoras de proteinas envolvidas na
biossintese de ocratoxinas estd muito aquém daqueles ja obtidos para fumonisinas e
aflatoxinas. O’Callaghan et al. (2003), foram os primeiros a identificar uma por¢do de um
gene codificador de uma PKS (pks) envolvida na biossintese de OTA. Apesar do pioneirismo,
os dados obtidos pelo grupo de O’Callaghan sdo até hoje dos mais completos. Para chegar a
esta descricdo, os autores realizaram experimentos de hibrida¢do subtrativa (SSH). Foi
detectada uma sequéncia de 1,4 Kb incorporando um dominio AT de uma PKS, que era
expressa em condigdes permissivas a producdo de OTA (meios de cultura YES ou MC
contendo extrato de levedura e acido casamino), mas ndo em condi¢des ditas restritivas
(meios de cultura PDA ou ME). Apds o nocaute deste gene, a linhagem mutante de A.
ochraceus se tornou incapaz de produzir a OTA. Anos apds, os autores quantificaram a
expressdo do gene pks de A. ochraceus, sob diferentes condigdes nutricionais ¢ observaram
estreita correlacdo com a quantidade de OTA produzida (O’CALLAGHAN et al., 2006).

O sequenciamento do genoma de A. niger CBS 513.88 (PEL et al., 2007)
revelou que o gene Anl5g07920, que codifica uma enzima PKS, apresenta alto grau de
similaridade com a sequéncia do gene pks envolvido com a biossintese de OTA em A.
ochraceus. Em vista disso, o gene Anl15g07920 foi hipoteticamente relacionado com a
biossintese de OTA em A. niger, entretanto, nenhuma evidéncia experimental desta relagdo
foi obtida até o momento.

Logo apods a publicagdo pioneira de O’Callaghan e colaboradores, um

trabalho realizado com Penicillium nordicum permitiu a identificagdo, através de expressao
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diferencial, de um conjunto de fragmentos de DNA homologos a genes codificadores de
enzimas potencialmente envolvidas na biossintese de OTA. Dentre estas se destacam PKS,
NRPS, halogenase, fenilalanina t-RNA sintetase, metilase e transportador do tipo ABC
(FARBER e GEISEN, 2004). Posteriormente, este grupo sequenciou um fragmento de 10 Kb
de P. nordicum contendo 3 ORFs: uma sequéncia parcial de pks (otapksPN), sequéncia
completa de uma NRPS (npsPN) e a sequéncia completa de uma serino-protease alcalina
(aspPN). Um mutante com o gene otapksPN interrompido por nocaute deixou de produzir a
OTA. Além disso, os autores demonstraram que o nivel de expressdo deste gene em P.
nordicum ¢ correlacionado com a quantidade de OTA produzida (KAROLEWIEZ e GEISEN
2005; GEISEN et al., 2006).

Em 2009, foi identificado um gene pks (aoksl) de A. westerdijkiae. A
obten¢do de uma linhagem mutante para este gene demonstrou o envolvimento da proteina
codificada por aoksl na biossintese de OTA em A. westerdijkiae (BACHA et al., 2009).
Considerando que A. westerdijkiae e A. ochraceus sao espécies altamente relacionadas e que
os genes pks identificados como envolvidos na biossintese desta micotoxina, ndo eram o0s
mesmos, Bacha e colaboradores ousaram sugerir que duas PKSs estdo envolvidas na
biossintese de OTA.

Para A. carbonarius também ja foi relatado um gene que codifica para PKS
(denominado como ACpks) que demonstra niveis de expressdo génica correlacionados com
niveis de biossintese de OTA (GALLO et al.,, 2009). O envolvimento deste gene na
biossintese de OTA ndo estd absolutamente provado uma vez que os autores nao realizaram o
nocaute génico. Pesquisa semelhante também foi realizada por Atoui et al. (2006).

Genes que expressam outras enzimas que nao policetideos sintases e que
participam da biossintese da OTA, também ja foram descritos. O’Callaghan et al. (2006), por
exemplo, identificaram dois genes distintos que expressam monooxigenases P450 em A.
ochraceus. Em P. nordicum, foi identificada uma peptideo ndo-ribossomal sintase
(otanpsPN), previamente caracterizada por Karolewiez e Geisen (2005), juntamente com dois
genes que possivelmente codificam uma proteina de transporte (otatraPN) e uma
cloroperoxidase (otachIPN) (GEISEN et al., 2006).

Esta revisao bibliografica demonstra que a comprovagdo, via nocaute
génico, do envolvimento de uma dada PKS na biossintese de OTA ¢ realidade apenas para A.
ochraceus, A. westerdijkiae e P. nordicum. Para as espécies A. niger e A. carbonarius, a
associagdo entre genes nocauteados e fendtipo negativo para ocratoxina ainda ndo foi descrita.

Conclui-se que o conhecimento dos genes que codificam enzimas envolvidas na biossintese
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da OTA ¢ ainda bastante limitado, especialmente para A. niger, em que as predi¢des sdo

baseadas apenas em resultados obtidos in silico.

2.7 FUMONISINA

As fumonisinas se constituem em um grupo de micotoxinas estruturalmente
relacionadas, derivadas de policetideos, que se caracterizam quimicamente por apresentarem
um aminopolihidroxialquil de cadeia longa (com 19 ou 20 carbonos), diesterificado no Cj4 €
Cys, com dois grupos de acidos tricarboxilicos (NELSON et al., 1993; SEO e LEE, 1999).

Nao faz muito tempo que a primeira fumonisina foi descoberta
(GELDERBLOM et al., 1988), mas conforme revisto por Huffman et al. (2010), atualmente
pelo menos 28 fumonisinas ja foram isoladas de fungos.

Em fung¢do de que sdo produzidas principalmente por algumas espécies do
complexo Gibberella fujikuroi, (Gibberella ¢ a forma teleomorfica do género Fusarium)
tradicionalmente as fumonisinas s3o denominadas como familia das micotoxinas dos
Fusarium. Algumas destas espécies, com destaque para F. verticillioides, sdo contaminantes
muito comuns de produtos da agricultura, principalmente do milho (Zea mays) e perdas
econdmicas imensas tém sido relatadas devido a presenca de fumonisinas. Provavelmente este
tenha sido um fator marcante que desencadeou um grande volume de pesquisas no sentido de
compreender suas estruturas, ocorréncias, vias de biossinteses, mecanismos pelos quais
causam dados a saude humana e animal, e evidentemente, pesquisas visando o
desenvolvimento de estratégias de controle da contaminagao dos produtos agricolas.

Frente as diferencas estruturais das moléculas, as fumonisinas sao
categorizadas em 4 principais séries: séries A, B, C e P (RHEEDER et al., 2002). A série A ¢
estruturalmente semelhante a série B, com excecdo da presenga de um grupamento C, amino
acetilado. A série P tem uma molécula de 3-hidroxipiridina na posi¢do C, em contraste ao
grupo amino livre encontrado nas séries B e C. Segundo Huffman et al. (2010), a série C de
fumonisina, difere das séries A, B e P por terem um esqueleto Cjo resultante da condensagao
de uma cadeia de acil com glicina em oposi¢do a um residuo de alanina presente nas outras
séries.

Logo apdés a descoberta da produgdo da fumonisina por Fusarium
moniliforme, esta toxina foi isolada por Gelderblom e colaborados (1988), e quimicamente
caracterizada por Bezuidenhout et al. (1988). A fumonisina B; juntamente com B;, B3, B4, Bs

e Bg compreendem a série B. Esta série de micotoxinas ¢ considerada a mais importante em
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funcdo da alta toxicidade e ocorréncia (MARASAS, 1996). Em produtos naturalmente
contaminados com fumonisinas, a tipo B, por exemplo, representa cerca de 70 a 80% do total
de fumonisinas presentes (KRSKA et al., 2007). A fumonisina B; ¢ um diéster de propano-
1,2,3-acido tricarboxilico e 2S-amino-12S,16R-dimetilo-3S, 5R, 10R, 14S, 15R-
pentahidroxieicoisano, em que os grupos hidroxilas em Cj4 e C;s sdo esterificados com um
grupo carboxila terminal do acido tricarboxilico (Figura 5). As demais fumonisinas da série B
apresentam padrdes diferentes de hidroxilagdo (SYDENHAM et al., 1995; BEZUIDENHOUT
et al., 1998; KIM et al, 2003). Apesar deste conhecimento acumulado acerca das
fumonisinas, de acordo com Proctor et al. (2008), as bases genéticas dessas diferencas

estruturais ainda estdo por serem elucidadas.

Figura 5 - Estrutura quimica da Fumonisina B,
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Fonte: IPCS: INCHEM, 2000.

As fumonisinas afetam plantas, causando danos fisiologicos, inibicao do
crescimento e morte (ABBAS e OCAMB, 1995), assim como animais, principalmente suinos,
aves e cavalos, de diversas maneiras. Normalmente, causam lesdes profundas no figado, trato
gastrintestinal, sistema nervoso ¢ pulmdes. Doses agudas desta micotoxina podem inibir a
atividade de macrofagos responsaveis pela eliminacdo de patogenos, provocando edema
pulmonar em suinos. Os equinos sdo os mais sensiveis a toxicidade das fumonisinas. Elas
causam a doenga chamada leucoencefalomalacia equina (ELEM) que se caracteriza por danos
ao sistema nervoso central. Os primeiros sintomas s3o a reducdo de ingestdo de alimentos,
seguida de letargia e convulsdes até¢ a morte (RILEY, 1998). Em seres humanos, ha uma
provavel associagdo com cancer de esofago (SYDENHAM et al, 1991) e problemas
neurolégicos (HENDRICKS, 1999). E proposto que um dos mecanismos de toxicidade da
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fumonisina deva-se a inibicao da esfinganina N-acetiltransferase, resultando na destruicao de
esfingolipidios € na ruptura das membranas bioldgicas (RILEY et al., 1994). A FB; ¢
considerada pela IARC como um possivel carcindogeno do grupo 2B em humanos (IARC,
2002).

Devido a ocorréncia de fumonisinas em produtos a base de milho ser
predominante, a Unido Européia estabeleceu um limite regulatorio que estabelece como
maximo de tolerancia valores entre 0,2-2 ppm em produtos de milho. Nos Estados Unidos ha
uma recomenda¢do do FDA que o milho ndo deva ser usado para consumo humano quando
niveis acima de 2-4 ppm de fumonisinas total forem detectados na amostra. No Brasil, o
recente Regulamento Técnico sobre Limites Maximos Tolerados (LMT) para fumonisinas
(FB;+FB;), determinou para atendimento imediato limite de 2 ppm para milho pipoca e 0,2
ppm para alimentos a base de milho destinados a alimentag@o infantil. Para milho em grdo, o
limite méximo de tolerancia serd na ordem de 5 ppm, porém a contar de 2014 para que o setor
produtivo tenha tempo de fazer as adequacgdes necessarias. Ressalta-se que outros produtos
além do milho e derivados, também podem se apresentar contaminados com fumonisinas,
como por exemplo café, uvas, vinhos, e uvas passas, conforme citado por Frisvad et al.
(2007).

Outras espécies fungicas, além daquelas do género Fusarium, foram mais
recentemente descritas como capazes de produzir fumonisinas. Dentre os relatos que mais nos
surpreendem sdo aqueles relacionados a espécie Aspergillus niger (FRISVAD et al., 2007) e
Tolypocladium inflatum (MOGENSEN et al.,, 2010b), ambas de grande importancia
biotecnoldgica. T. inflatum tem importancia industrial pela capacidade de produzir
ciclosporinas, que sdo utilizadas mundialmente como droga imunossupressora em receptores
de 6rgdos transplantados.

Durante 2006 ¢ 2007, um total de 64 amostras de grdos de café (Coffea
arabica ¢ Coffea canephora) obtidos da Tailandia foi investigado quanto a contaminag¢do com
fumonisina proveniente de A. niger. Os autores demonstraram que 67% dos isolados de A.
niger foram capazes de produzir FB, e FB4 quando crescido em meio de cultura apropriado. A
analise das amostras de café quanto a presenga de fumonisina, permitiu aos autores
reportarem pela primeira vez na literatura a ocorréncia de FB, e FB4 nesta commodity,
decorrente da presenga de A. niger. As quantidades de FB, obtidas variaram de 1-9,7 ng/g
(NOONIM et al., 2009).

De 86 Aspergillus negros analisados por Mogensen ¢ colaboradores

(2010a), obtidos de uvas (in natura ou passas), 66 foram identificados como A. niger. Dentre
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estes, segundo os autores, 77% dos isolados produziram fumonisina. Nesse mesmo estudo, os
autores avaliaram a porcentagem de isolados de A. niger capazes de produzir a ocratoxina A.
Considerando que esta ultima porcentagem foi significativamente menor, os autores alertam
que a capacidade de A. niger produzir fumonisina é um problema de seguranga alimentar
ainda maior do que aqueles decorrentes da capacidade de produzir ocratoxina A.
Recentemente, Palumbo et al. (2011), analisaram 197 isolados de A. niger coletados em
vinhedos da California e detectaram que dentre estes, 131 produziram FB, com concentragdes
variando de 1,2 a 27 pg/ml da toxina em cultura. Os autores sugerem uma avaliagcdo urgente
da presencga de FB; nos referidos vinhedos. Abrunhosa et al. (2011), avaliaram 681 isolados
de Aspergillus negros coletados de vinhedos de Portugal quanto a capacidade de produzir FB,.
Os resultados obtidos demonstraram que 29% dos isolados pertencentes ao agregado A. niger
foram produtores de FB,, variando de 0,003 a 6,0 mg/kg. Para os isolados de A. carbonarius

(n=75) e A. ibericus (n=9) ndo foram detectadas produg¢io da referida micotoxina.

2.8 ASPECTOS GENETICOS DA BIOSSINTESE DE FUMONISINA

Durante esta ultima década, significativos avangos ocorreram na
compreensdo da genética e bioquimica da sintese de fumonisinas. Inicialmente, Proctor e
colaboradores (1999), propuseram que as fumonisinas sdo produtos de policetideos, baseados
na redugdo da produgdo de fumonisinas por G. fujikuroi (F. verticillioides) em virtude do
bloqueio de um gene, denominado FUMS5, que codifica para uma policetideo sintase (PKS).
Posteriormente, Seo et al. (2001), identificaram mais quatro genes (FUM6, FUM7, FUMS8 ¢
FUM9) relacionados com a produgdo de fumonisinas, sugerindo um cluster de biossintese
desta micotoxina.

Apds o mapeamento e caracterizagdo destes genes, Proctor et al. (2003),
identificaram outros dez genes co-expressos (FUM10-FUM19), propondo a constituicdo de
uma complexa via biossintética de quinze genes correlacionados e envolvidos com a producao
de fumonisinas. Posteriormente, mais dois genes (FUM20 ¢ FUM21) foram identificados
como pertencentes ao cluster da fumonisina em F. verticillioides (BROWN et al., 2005;
2007). Segundo revisao de Huffman et al. (2010), os genes envolvidos na biossintese desta
micotoxina estdo agrupados em uma regido de 75 Kb do genoma de F. verticillioides.

Embora a sequéncia dos eventos bioquimicos da sintese da fumonisina nao
seja totalmente conhecida, sabe-se que o cluster génico de biossintese desta micotoxina inclui

genes que codificam para policetideo sintase, citrocromo P450 monooxigenase,
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aminotransferase, desidrogenase, dioxigenase, acidos graxos sintase, peptideo sintase, dentre
outros. Na Figura 6, apresenta-se uma representagdo esquematica do cluster génico de
fumonisina e seus genes flanqueadores descrito para F. verticillioides (KHALDI e WOLFE,
2011). Destaca-se que ha um grande niimero de genes no cluster FUM (FUM15, FUM16,
FUM17, FUM18, FUM19 e FUM20) em que a funcdo permanece desconhecida. Apesar
disso, supode-se que tenham alguma funcao relacionada a produgdo de fumonisina devido

estarem alocados no cluster e serem co-regulados com os genes ja descritos como essenciais.

Figura 6 - Representagdo esquematica do cluster génico de fumonisina e seus genes
flanqueadores descrito para F. verticillioides

) e o ) o o

Fonte: KHALDI ¢ WOLFE, 2011, adaptagao.

A recente revisdo de Huffman et al. (2010), apresenta o que se conhece até o
momento sobre o mecanismo biossintético da fumonisina (Figura 7). Resumidamente, o gene
denominado FUML1 codifica uma enzima PKS que contém os dominios KS, AT, DH, C-MeT,
ER, KR, caracteristicos das enzimas envolvidas na formacao de policetideos altamente
reduzidos. Evidéncias suportam que o produto deste gene ¢ responsdvel por montar uma
cadeia de 18 carbonos (C;0) da fumonisina a partir de uma molécula de acetil-CoA, oito
moléculas de malonil-CoA e duas moléculas de S-adenosil metionina. Interessantemente,
Fumlp nao contém o dominio TE que normalmente ¢ requerido para a liberagao da cadeia de
acil do brago fosfopantoteinico do dominio ACP da PKS. O proximo gene do cluster ¢ FUMS,
que codifica uma aminotransferase que catalisa a condensacdo descarboxilativa entre
aminoacidos e substratos tioésteres de acil-CoA. A disrupg¢do deste gene elimina a capacidade
de uma linhagem produzir fumonisinas, indicando sua essencialidade no processo de
biossintese. Atribui-se a Fum8p a fungdo de “desligar” a cadeia de acil do dominio ACP e
nela incorporar dois carbonos e um grupo amino para dar origem a um intermedidrio da
fumonisina, denominado 3-ceto fumonisina. O gene FUM13 codifica uma cetoredutase
dependente de NADPH. A disrupgdo deste gene leva a produgdo da forma 3-ceto de FB; e
FB4. O gene FUMG codifica uma monooxigenase do tipo P450 responsavel pela hidroxilagao
de Ci4 e Ci5. Mutantes com disrup¢do de FUM6 nao produzem quantidades de fumonisinas
detectaveis. As fumonisinas possuem dois ésteres tricarbalilicos em Ci4 € Cis. Supde-se que

os genes FUM11, FUM10, FUM14 e FUM7 estejam envolvidos na esterificagdo de C4 € Cjs
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produzindo FB4. Ressalta-se que FUM14, codifica uma enzima com dominios carreadores de
pepitidil e de condensagdo, assemelhando-se as NRPS, porém ausentes de dominos de

adenilagdo. Por fim, FB4 ¢ oxidada através de oxigenases (codificadas por FUM12 e FUM3) a
FB,, FB; e FB,.

Figura7 -  Representagdo esquematica da via biossintética de fumonisina B1
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Baseando-se em analises de gendmica comparativa, um cluster de
biossintese de fumonisina em A. niger foi sugerido (PEL et al., 2007), como apresentado na
Figura 8. Considerando que A. niger e F. verticillioides (G. moniliformis) sdao espécies
filogeneticamente distantes, ¢ possivel que a regulagdo génica e o perfil de producido de
fumonisinas ocorram de forma distintas. Dentre os 15 ortdlogos encontrados em A. niger,

estao FUM1 que codifica uma PKS e FUM14 que codifica uma proteina similar 8 NRPS.
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Figura 8 - Genes do cluster da biossintese de fumonisina em G. moniliformis que séo ortdlogos a um
conjunto de genes em A. niger
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Fonte: Pel et al. 2007.

Embora este cluster de A. niger ainda ndo tenha sido alvo de experimentacdo
in vivo para definicdo de sua funcdo, dados experimentais de toxicidade e transcriptoma
sugerem que este cluster ndo é expresso em niveis significantes em A. niger CBS 513.88
(PEL et al., 2007). No entanto, conforme ja comentado no item anterior desta revisdo, a
capacidade de A. niger CBS 513.88 ¢ varias outras linhagens desta espécie produzirem FB; e
FB4 ¢ concreta (FRISVAD et al., 2007, NOONIM et al., 2009, PALUMBO et al., 2011,
ABRUNHOSA et al., 2011). Muito recentemente, Khaldi e Wolfe (2011), propuseram que o
cluster FUM em A. niger seja decorrente da transferéncia horizontal de espécies de
Sordariomicetos.

Os trabalhos apresentados, nestes dois ultimos itens da revisdo, demonstram
que esta suficientemente provada a capacidade de A. niger produzir fumonisina. Tem-se para
0s proximos anos um novo desafio a ser enfrentado para minimizar danos econdmicos e a

saude publica decorrente desta recente descoberta.
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3 OBJETIVOS

Considerando que os trabalhos de sequenciamento de genomas de trés
linhagens de Aspergillus niger ja revelaram que esta espécie possui um grande nimero de
genes caracteristicos da biossintese de metabdlitos secundarios (pks) e que dados
experimentais estabelecendo associacdes entre genes preditos e fenotipos ainda sdo muito

limitados, o presente trabalho teve por objetivo:

e Realizar uma analise comparativa in silico de genes pks presentes nos
genomas das linhagens CBS 513.88 ¢ ATCC 1015 de Aspergillus niger, visando a

identificagdo de clusters génicos de metabolismo secundario linhagem-especificos;

e Analisar in vivo a presenca dos genes pks, detectados unicamente na
linhagem CBS 513.88, em um grande numero de isolados de A. niger provenientes de

diferentes substratos e localidades;

e Buscar associagdo entre a presenga do gene pks Anl15g07920 e

producdo da ocratoxina A (OTA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo deste trabalho serdo apresentados na forma de

artigo cientifico.

5.1 ARTIGO: STRAIN-SPECIFIC POLYKETIDE SYNTHASE GENES (PKS) OF ASPERGILLUS

NIGER STRICTO SENSU

Artigo cientifico submetido ao periodico International Journal of Food

Microbiology.

ABSTRACT

In silico comparison of 34 putative pks genes in Aspergillus niger CBS 513.88 versus A. niger
ATCC 1015 genome revealed significant nucleotide identity (> 95% covering a minimum of
99% of the gene sequence) for 31 of the genes (approximately 91%). A. niger CBS 513.88
harbors three putative pks genes (An01g01130, An11g05940, and An15g07920), for which
nucleotide identity was not found in A. niger ATCC 1015. To compare the results of the in
silico analysis with the in vivo situation, experimental data were obtained for a large number
of A. niger strains obtained from different substrates and geographical regions. Three putative
pks genes that were found to be variable between the two A. niger strains using bioinformatics
tools were in fact strain-specific genes based on experimental data. The PCR amplification
signal for the An01g01130, An11g05940, and An15g07920 pks genes were detected in only
97%, 71%, and 26% of the strains, respectively. Southern blot analyses confirmed the PCR
data. Because one of the strain-specific pks genes (An15g07920) is located in a putative
ochratoxin cluster, we focused our investigation on that region. We assessed the ochratoxin
production capability of the 119 A. niger strains and found a positive association between the
presence of this pks gene and the capability of the respective strain to produce ochratoxin.

Keywords: A. niger. Strain-specific polyketide synthase. Ochratoxin. Secondary
metabolites. Mycotoxin.

1 INTRODUCTION

Filamentous fungi are a well-known source of several small molecules
derived from secondary metabolism. These small molecules range from beneficial antibiotics
to harmful toxins (Palmer and Keller, 2010). Genes associated with secondary metabolite
biosynthesis are often found physically linked or clustered within a given region of a genome,
and most of the time they are near telomeric regions. These clusters usually harbor genes
encoding polyketide synthases (PKS) and nonribosomal peptide synthetases (NRPS), which

are adjacent to genes encoding hydrolases, oxidases, methylases, transporters, and regulatory
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proteins. Because PKS and NRPS are typically associated with secondary metabolism, a
convenient approach to find a new biosynthetic pathway is to search genome sequences for
those genes first, and subsequently examine adjacent regions (Turner, 2010). The recent
availability of the complete sequences of several genomes from filamentous fungi has
revealed a surprisingly large number of PKS and NRPS genes, indicating there are a number
of secondary metabolites that have yet to be discovered and structurally elucidated (von
Ddohren, 2009).

Aspergillus niger is one of the most important microorganisms used for
biotechnological purposes. For many decades, it has been used to produce citric acid as well
as for a source of extracellular enzymes and in the traditional process of oriental food
manufacturing. This species has been labeled with generally recognized as safe (GRAS) status
from the US Food and Drug Administration; however, it may also produce metabolites that
are harmful to humans (as reviewed by Gautam et al., 2011). Some isolates of A. niger are
able to produce ochratoxin A and/or fumonisin, and the current general consensus within the
research community is that new and unknown isolates of fungi should be carefully checked
for mycotoxin production before their use in industrial applications (Abarca et al., 1994;
Frisvad et al., 2007).

Analysis of multiple genome sequences from a single species is an exciting
field of biological research, which provides new ways to understand evolution, adaptation,
and population structure. In addition, these studies can be used for more applied research,
such as the discovery of new gene products. This type of analysis is currently available for
several bacteria, but is very limited for fungi, since few strains within the same species have
had their genomes completely sequenced.

To date, only three strains of A. niger (CBS 513.88, ATCC 1015, and
ATCC 9029) have had their genome sequences determined; however, public genome websites
are only available for CBS 513.88 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomeprj/19263) and
ATCC 1015 (http://genome.jgi-psf.org/Aspni5/Aspni5.home.html) strains. The ATCC 1015

strain is used for industrial production of citric acid, and CBS 513.88 is an early ancestor of
ATCC 1015. A total of 33 PKS, 15 NRPS, and 9 hybrid PKS/NRPS genes have been
identified throughout the genome of A. niger ATCC 1015 (Fisch et al., 2009). In the CBS
513.88 strain, 34 PKS, 14 NRPS, and 7 hybrid PKS/NRPS genes have been found, and most
of them are located in clusters (Pel et al., 2007). Although comparative analyses among
genomes of Aspergillus species have suggested that some secondary metabolism gene clusters

are species-specific (i.e. no orthologs in other species (as reviewed by Fedorova and Nierman,
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2010)), studies that aim to identify intraspecific variation in the context of genes involved in
secondary metabolism have only just begun (Sun et al., 2007; Fedorova et al., 2008; Fisch et
al., 2009; Andersen et al., 2011).

In this study, bioinformatics approaches were applied to the pks gene
inventory of two A. niger genomes (CBS 513.88 and ATCC 1015) in order to identify strain-
specific gene clusters for secondary metabolism pathways. To compare results of the in silico
analysis with the in vivo situation, experimental data were collected from a large number of A.

niger strains obtained from different substrates and geographical regions.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 STRAINS

We analyzed a total of 119 Aspergillus niger isolates. The isolates were
provided by two Brazilian institutions: 87 from Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL,
Campinas) and 32 from Universidade Estadual de Londrina (UEL, Londrina). Of them, 35
were collected from dry fruits (black sultanas, dates, prunes, and dried figs), 22 were collected

from Brazil nuts, and 62 were isolated from coffee beans.

2.2 OCHRATOXIN A PRODUCTION

The ochratoxin A (OTA) production of each isolate was assessed using the
method described by Filtenborg et al. (1983). Briefly, isolates were three-point inoculated into
Yeast Extract Sucrose Agar (YES Agar) and incubated at 25°C for 7 d. Three agar plugs were
removed from the central area of the colony, weighed, and introduced into a small vial.
Methanol (0.5 mL) was then added to the vial. After 60 min, the extracts were filtered
(Millex-Millipore) and injected into a high performance liquid chromatography (HPLC)
system (Shimadzu 10VP). This system has a fluorescence detector that was operated at an
excitation wavelength of 333 nm and an emission wavelength of 477 nm. The HPLC was
fitted with a Shimadzu CLC G-ODS (4 x 10 mm) guard column and a Shimadzu Shimpack
CLC-ODS (4.6 x 250 mm) column. The mobile phase was methanol:acetonitrile:water:acetic
acid (35:35:29:1), and the flow rate was 0.8 mL min™', according to Vargas et al. (1995). An
OTA standard (Sigma) was used for the construction of a five-point calibration curve, peak

area versus mass (ng). The OTA concentration in the sample extract was determined by
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interpolation of the resulting peak areas from the calibration graph.

2.3 DNA EXTRACTION AND RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA (RAPD) ANALYSIS

Conidia of each isolate were inoculated into liquid minimal medium
(Pontecorvo et al., 1953) and incubated at 28°C for 24 h at 180 rpm. Genomic DNA was
extracted according to Azevedo et al. (2000) and quantified using a fluorimetric method
(Dyna Quant, Phamarcia). RAPD analysis was performed as described by Fungaro et al.
(1996). In brief, fungal DNA sequences were amplified with the primer OPX-7 (Qiagen
Operon). PCR reactions were prepared in a final volume of 25 uL and contained 0.25 uM
primer, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM KCI, 3.5 mM MgCl,, 2 U of native Taq DNA
polymerase (Invitrogen Life Tecnhologies), 0.25 mM of each dNTP, and 25 ng of template
DNA. The amplifications were carried out in a PTC 100 thermal cycler (MJ Research Inc.)
using the following parameters: 3 min at 92°C, followed by 40 cycles of 40 s at 92°C, 1 min
30 s at 40°C, and 2 min at 72°C, with a final cycle for 5 min at 72°C. The amplification
products were resolved by electrophoresis on 1.4% agarose gels and visualized under an

ultraviolet light source after ethidium bromide staining.

2.4 PARTIAL B-TUBULIN GENE SEQUENCE ANALYSES

Amplification of a B-tubulin gene region was performed using the following
primer pair: Bt2a (5> GGT AAC CAA ATC GGT GCT TTC 3’) and Bt2b (5> ACC CTC
AGT GTA GTG ACC CTT GGC 3°), as described by Glass and Donaldson (1995). Standard
amplification reactions and cycling protocols were adopted, and amplicons submitted to direct
sequencing in both directions (forward and reverse) in a MegaBaceTM 1000 Molecular
Dynamics system (Amersham, Pharmacia Biotech). The quality of the sequences was
examined using the software package Phred/Phrap/Consed. Phylogenetic analysis was
performed by using CLUSTAL W multiple-sequence alignment program version 1.6
(Thompson et al. 1994).

2.5 SURVEY OF POLYKETIDE SYNTHASE GENES BY PCR

Based on the nucleotide sequence from A. niger CBS 513.88 deposited in

the NCBI database (www.ncbi.nlm.nih.gov/), six primer pairs (Table 1) were designed and
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used in an attempt to amplify regions of the polyketide synthase genes (pks) from 119 wild-
type strains. Amplifications were performed in a PTC 100 thermal cycler (MJ Research Inc.)
using a 25 uL reaction volume containing 5 ng of DNA template, 1X PCR buffer, 1.5 mM
MgCl,, 0.2 mM of each ANTP, 0.4 uM of each PCR primer, and 1 U of Taq DNA polymerase
(Invitrogen Life Technologies). To confirm the presence of PCR-compatible DNA,

amplification of the Bt2 region of the B-tubulin gene was carried out using the primer pair

described by Glass and Donaldson (1995).

2.6 CLONING AND SEQUENCING

PCR products were cloned using the TOPO TA Cloning Kit for sequencing
(Invitrogen Life Technologies). The recombinant plasmids were purified using the PureLink
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen Life Technologies). The inserts and PCR products
were sequenced as described by Sanger et al. (1977) using the DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech) on a MegaBACE 1000 (Amersham
Biosciences). The quality of the sequences was examined using the Phred/Phrap/Consed

package.

2.7 SOUTHERN BLOT ANALYSIS

For each strain, 4 ug of genomic DNA was digested with HindIII,
electrophoresed, and transferred to a nylon membrane, as described by Sambrook and Russell
(2001). A 556 bp fragment of the CMeT domain from the pks gene was obtained by PCR
from genomic DNA using the sequences S5 TCCTACGACTTCACCGACAT and
S'CATTTCGTTGATCCCATCG as forward and reverse primers, respectively. The fragment
was radioactively labelled by random priming with the Random-Priming DNA Labelling
System Kit (Invitrogen Life Technologies) and used as a probe. Blots were hybridized at
65°C. Two high stringency washes were done at 65°C with 0.5X SSC and 0.1% (w/v) SDS
each for 30 min, followed by two washes with 0.1X SSC and 0.1% (w/v) SDS each for 30

min. The results were visualized by autoradiography.
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2.8 BIOINFORMATIC ANALYSES

The secondary metabolite gene clusters, in which most of the pks genes are
contained (Pel et al., 2007), were annotated using the Secondary Metabolite Unique Regions
Finder (SMURF) tool. This web-based software systematically predicts clustered secondary

metabolite genes based on their genomic context and domain content (www.jcvi.org/smurf/).

The sequences of 34 pks genes identified in the genome of the CBS 513.88 strain of A. niger
(Pel et al., 2007) were confronted with the genome of the ATCC 1015 strain of A. niger and
A. carbonarius ITEM 5010 v3 by searches (BlastN) within the JGI database
(http://genome.jgi-psf.org/Aspni5/AspniS.home.html).

The pks gene distribution along A. niger chromosomes and distances to
either centromere or telomere were accessed using Ensembl Genome Browser

(http://fungi.ensembl.org/index.html). Conserved domains were identified using the

InterProScan sequence search tool (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/). In addition,

proteins within clusters were functionally annotated by searches in public databases, including

UniProt and GenBank.

3 RESULTS

3.1 SCREENING OF PKS GENES

Using SMURF, 67 putative clusters involved in secondary metabolite
biosynthesis were predicted in A. niger CBS 513.88. At least 34 of these clusters harbor one
or two putative pks genes. Among these, one gene (3%) is located at the end of the
chromosome (< 3Kb), two (6%) are subtelomeric (< 90 kb), and thirty-one (91%) are located
away from subtelomeric regions.

In silico comparison of the 34 DNA sequences of A. niger CBS 513.88 to
the A. niger ATCC 1015 genome revealed significant nucleotide identity (> 95% covering a
minimum of 99% of the gene sequences) for 31 of the sequences (approximately 91%). Three
putative pks genes (An01g01130, An11g05940, and An15g07920) were unique to A. niger
CBS 513.88 (Table 2). The upstream and downstream regions of the three unique pks genes in
the ATCC 1015 and CBS 513.88 strains were compared. An01g01130 was found to be
located in a 22 Kb cluster positioned in a region on chromosome II that was far from the

telomeric region (~1.2 Mb from the chromosome end). This CBS 513.88 cluster contains five
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putative ORFs. Of these, only An01g01130 is missing in ATCC 1015, which is a gene
annotated similar to a pks gene from Gibberella moniliformis. This missing region is 9 Kb in
size.

The second missing pks gene (Anl1g05940) is located in a cluster
positioned on the middle of the left arm of chromosome VII. The predicted cluster has a size
of 48 Kb and harbors 14 putative ORFs, of which three are missing in ATCC 1015:
An11g05940, An11g05950, and An11g05960. This missing region is 20 Kb long. The third
unique pks gene (An15g07920) is located on the extremity of chromosome III of A. niger in a
31 Kb cluster that harbors 10 putative genes, which has been annotated as a putative
ochratoxin cluster by Pel et al. (2007). Five missing ORFs were detected in ATCC 1015:
Anl15g07880, a putative FAD-binding oxidoreductase; An15g07890, a putative transcription
factor; Anl15g07900, a putative cytochrome P450; Anl15g07910, a putative NRPS, and
Anl15g07920, which is evidently a PKS. This missing region is approximately 22 Kb in size.
Very recently, the genome sequences of the CBS 513.88 strain were improved and a re-
annotation is in progress. Therefore, we re-analyzed this region containing the ORF
Anl15g07920 based on the NCBI annotation updated on 31-May-2011 (Figure 1). The most
significant difference between the first and the last version was the abolishment of ORF
Anl15g07890. Because A. carbonarius is an important OTA-producer and belongs to section
Nigri, we also included in our analysis an equivalent genomic region in our studies (Figure 1).

We also attempted to compare the strain-specific pks gene with others that
have been previously described and are possibly involved in known pathways. As shown in
Figure 2, we found that the putative Anl15g07920 product grouped together with an A.
ochraceus PKS previously described as involved in the biosynthesis of OTA (O’Callaghan et
al., 2003, Dao et al., 2005) and with an A. carbonarius putative product (scaffold 12)
(http://genome.jgi-psf.org, as of 31-May-2011).

3.2 SURVEY OF PKS GENES IN VIVO

To compare the results of the in silico analyses with the in vivo situation,
PCR was conducted on a large number of A. niger strains obtained from different substrates
and geographical regions. Firstly, because of the taxonomy of A. niger aggregate is not very
clear and species identification remains problematic, we confirmed the taxonomic status of
each strain by morphological and molecular data. Evidence of morphology and A-tub2

sequences were complementary and indicated that all strains were in fact A. niger sensu
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stricto. For instance, A. lacticoffeatus and A. niger sensu stricto could not be separated based
on the B-tub2 sequences; however, there are clear differences in their colony color (Samson et
al., 2004). As expected for a unique species, the strains shared a significant number of RAPD
bands, and some variability was found, which confirmed that they were not clones (Figure 3).
When we investigated a large number of wild-type A. niger using PCR
tools, we detected the pks genes (An01g01130, An11g05940, and An15g07920) that were
absent in ATCC 1015 were in fact strain-specific genes. Amplification signals for
An01g01130, An11g05940, and An15g07920 genes were detected in only 97%, 71%, and
26% of the strains, respectively (data not shown). These results suggest that differences in pks
gene content of the two fully sequenced genomes of A. niger can not be merely attributed to

the classical strain improvement programs they were submitted in the past.

33 ASSOCIATION BETWEEN AN15G07920 AND STRAIN CAPABILITY OF OTA PRODUCTION

Because the cluster in which An15g07920 pks is located was annotated as a
putative ochratoxin cluster, we focused our investigation on assessing the OTA production
capability of each of the strains in this study. In our sample, 26% (31/119) of the strains were
able to produce OTA. Our goal was to examine the possible association between the presence
of the pks locus and the capability of the respective strain to produce OTA. The predicted
domains of [-ketoacyl synthase (KS), acyl transferase (AT), dehydratase (DH),
methyltransferase (CMeT), enoylreductase (ER), ketoreductase (KR), and acyl carrier protein
(ACP) were found in the hypothetical protein encoded by An15g07920 (Figure 4). When a
primer pair (PKS15CMeT) was used to amplify a DNA fragment corresponding to the
methyltransferase PKS domain, a single 998 bp band was detected in all strains that produced
OTA (31); this band was not detected in any of the non-producing strains (88). Equally, when
a primer pair (PKS15KS) was used to amplify a DNA fragment corresponding to the -
ketoacyl synthase domain, which is another PKS domain, a single 766 bp band was only
detected in the OTA producing strains (Figure 5). Sequencing analysis of both amplicons
confirmed their pks identity.

Finally, to prove that the An15g07920 is a strain-specific locus, a DNA
segment of the corresponding methyltransferase domain (556 bp) was used as a probe in a
Southern blot analysis. In agreement with the abovementioned PCR data, hybridization

signals were only detected in OTA producing strains (Figure 6).
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4 DISCUSSION

The in silico analysis in this study showed that the CBS 513.88 genome
harbors three putative pks genes (An01g01130, An11g05940, and An15g07920), which are
not present in ATCC 1015. These differences cannot be associated with low-coverage genome
sequencing, since the ATCC 1015 genome was sequenced with a higher coverage than that of
CBS 513.88. Although the studies that have sought to identify variation in gene content
within fungal species are very restricted, some interesting information is already available in
the literature. In A. niger, it has been previously demonstrated that the nucleotide sequence
identity between strains CBS 513.88 and ATCC 1015 is 99.3% (Rokas et al., 2007).
Similarly, the comparative genomic analysis of A. niger ATCC 9029 and CBS 513.88 showed
that approximately 600 CDSs of CBS 513.88 have no orthologs in ATCC 9029 (Sun et al.,
2007). Among these CBS 513.88 unique genes, some encode enzymes of secondary
metabolism.

According to Turner (2010), some secondary metabolite gene clusters are
located near chromosome ends, which are sites of the most frequent rearrangements in many
eukaryotic genomes. This is the case for the pks gene An15g07920, which has no orthologs in
ATCC 1015 and was found positioned in a subtelomeric region (< 3 Kb). However, the two
other pks missing genes in ATCC 1015 (An01g01130 and An11g05940) are distant from the
telomere (> 1 Mb), meaning that the deletion cannot only be explained by subtelomeric
rearrangements. Rokas et al. (2007) stated that variable loci are randomly distributed along
the chromosomes of A. fumigatus, although they display a clear subtelomeric bias.

When annotating the A. niger CBS 513.88 genome, Pel et al. (2007) did not
suggest any function for the clusters that harbor the genes An01g01130 and Anl1g05940.
However, for the cluster where An15g07920 is located, an ochratoxin biosynthesis putative
function was predicted. When comparing the three CBS 513.88 pks products, which do not
have orthologs in ATCC 1015, to others products previously reported to be involved in
known pathways, we observed that the products of the An01g01130 and An11g05940 genes
were not sufficiently related in phylogenetic terms to those with functions already specified.
In contrast, the Anl15g07920 product is closely related to the PKS involved in OTA
biosynthesis described by O’Callaghan et al. (2003) and with a PKS from A. carbonarius.

Chemically, OTA is a 2-(5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-isochroman-
7-yl) carbonylamino-3-phenyl-propanoic acid that was classified by the International Agency

for Research on Cancer (IARC, 1993) as a possible human carcinogen (group 2B). It was
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isolated in 1965 from a culture of A. ochraceus (van der Merwe et al., 1965), but subsequent
studies have revealed that some other fungal species, including A. niger sensu stricto, are able
to produce this toxin as well (reviewed by EL Khoury and Atoui, 2010).

Very recently, Huffman et al. (2010) proposed a biosynthetic pathway for
OTA. Their hypothesis includes a PKS involved in the synthesis of the PK
dihydroisocoumarin, a methyltransferase (or a C-MeT domain within the PKS), and a P450-
type oxidation enzyme for the formation of the carboxyl group at C7. In addition, they
hypothesize that an NRPS catalyzes the ligation of phenylalanine with the PK, and a
halogenase (chloroperoxidase) incorporates the chlorine atom. However, none of the
biosynthetic steps have been genetically or biochemically established. In our study, we found
that all of the genes included in the 22 Kb region, which is present in CBS 513.88 and absent
in ATCCI1015, have a predicted function that is expected in the OTA synthesis mechanism:
PKS (An15g07920), NRPS (Anl15g07910), cytochrome P450 (Anl15g07900), and FAD-
binding oxidoreductase (An15g07880). However, a gene encoding the enzyme responsible for
the chlorination of OTA was not identified in this cluster.

The predicted PKS enzymatic domains: B-ketoacyl synthase (KS), acyl
transferase (AT), dehydratase (DH), methyltransferase (CMeT), enoylreductase (ER),
ketoreductase (KR), and acyl carrier protein (ACP) were found in the hypothetical protein
encoded by Anl5g07920 suggesting that it yields products that are highly reduced.
Interestingly, a C-MeT domain is within the putative PKS encoded by An15g07920, which is
important for OTA biosynthesis. A. carbonarius is an important ochratoxigenic species that is
closely related to A. niger. In general, this species produces larger amounts of OTA than A.
niger, and most A. carbonarius strains have the ability to produce the toxin. A comparison of
the gene cluster that contains the PKS An15g07920 in A. niger CBS 513.88 against the strain
ITEM 5010 of A. carbonarius revealed the same organization of ORFs, high sequence
similarity, but in a different genomic context.

It is important to note that when the annotation of the CBS 513.88 genome
was completed, descriptions of gene involvement in OTA biosynthesis were only available for
A. ochraceus and Penicillium nordicum (Karolewiez and Geisen, 2005; O’Callaghan et al.,
2003). Based on the sequence identity of An15g07920 with the A. ochraceus pks gene product
reported by O’Callaghan et al. (2003), a putative ochratoxin biosynthesis function was
predicted for this ORF. Additional evidence of the involvement of certain genes involved in
OTA biosynthesis was later discovered. Bacha et al. (2009) reported that a disruption of the
gene awksl (GeneBank Accession Number: AY583209) inhibited the biosynthesis of OTA in
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A. westerdijkiae (a recently dismembered species of A. ochraceus). Given that awksl is
different from the pks gene described by O’Callaghan et al. (2003), the authors concluded that
two PKS proteins may be involved in OTA biosynthesis in A. westerdijkiae. In fact, two
groups of PKS enzymes that are hypothesized to be involved in OTA biosynthesis can be
observed in our phylogenetic analyses (Figure 2).

The Blast comparisons showed that among all pks predicted for the A. niger
CBS 513.88 genome, the best match (54% identity at the deduced amino acid level) to that
described by Bacha et al. (2009) was the putative product of pks gene An04g04340. This gene
was detected in silico in both A. niger genomes (CBS 513.88 and ATCC 1015), and was
detected in 96% of the strains analyzed in the present study. Moreover, an association
between the PCR profile and OTA production was not detected (data not shown). In A.
carbonarius, a correlation between the expression of the ACpks gene and OTA production
was reported by Gallo et al. (2009), suggesting that this gene product is involved in OTA
biosynthesis. The Blast comparisons showed that among all the predicted pks genes in the A.
niger CBS 513.88 genome, the best match (86% identity at the deduced amino acid level) to
that described by Gallo et al. was the putative pks gene An18g00520. Similarly, this gene was
detected in silico in both A. niger genomes (CBS 513.88 and ATCC 1015), and was detected
in 100% of the strains analyzed in the present study (data not shown).

Additional data showed that one A. ochraceus putative P450-type
monooxygenase gene (P450-B03) has an expression profile that is very similar to that of the
pks involved in OTA biosynthesis (O’Callaghan et al., 2006), suggesting that these genes may
be clustered in the A. ochraceus genome. Based on the Blast analysis, we observed that
among all P450 genes predicted in the A. niger CBS 513.88 genome, the most similar (with
61% identity) to A. ochraceus P450-B03 was the putative P450 gene An15g07900, which was
located adjacent to An15g07920 but also absent in the ATCC 1015 genome.

OTA production in A. niger sensu stricto was previously found to be
restricted to only 3-10% of the strains (Taniwaki et al., 2003), and the cause of this variation
was unknown until now. Our PCR-based experimental data showed that the putative pks gene
annotated as An15g07920 in A. niger CBS 513.88 exists in only 26% of the wild-type A.
niger strains analyzed in this study. Interestingly, this gene was exclusively detected in OTA
producing strains, which suggests a clear association between the molecular profiles and OTA
phenotype. Andersen et al. (2011) examined the exo-metabolomic profiles of 11 A. niger
strains, including CBS 513.88 and ATCC 1015. Among several secondary metabolites
analyzed, only ochratoxin and nigragillin were produced by the CBS 513.88 strain but not the
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ATCC 1015 strain. These findings provide additional evidence of the association between the
presence of An15g07920 and the capability of OTA production.

In conclusion, based on the structural complexity of PKS family proteins,
functional studies remain a necessity to elucidate OTA biosynthetic steps in A. niger in both
genetic and biochemical terms. However, we expect that our results showing a clear
association between the gene An15g07920 and an OTA positive phenotype can leverage the
characterization of the OTA biosynthetic process. We also demonstrated that two additional
pks genes (An01g01130 and Anl1g05940), which until now have not had an identified
function, are strain-specific genes. This information possibly will provide clues for designing

and building future studies.
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Figure Legends

Figure 1. Comparative sequence analysis of the putative ochratoxin gene cluster harboring
PKS An15g07920 of A. niger CBS 513.88, and equivalent genomic regions of A.niger ATCC
1015 and A. carbonarius ITEM 5010 v3. Each line represents the genomic context of
equivalent regions. Gray arrows represent genes within the cluster; and black arrows,
bordering genes common to all genomes. Annotations ID either from JGI or NCBI are shown
inside arrows. Genomic coordinates are depicted along the dotted lines. Amino acid sequence
similarities between orthologs are shown within shaded areas as well as similarities in
nucleotide sequences of intergenic regions. As indicated, A. niger ATCC 1015, carries a

truncated version of An15g07920. (Based on the NCBI annotation updated on 31-May-2011).

Figure 2. Dendrogram showing amino acid sequence similarity relationships among selected
PKSs. Type I PKSs were selected from different organisms and various predicted functions in
addition to five PKSs of A. niger and two of A. carbonarius. Black triangles represent pks
genes missing in A. niger ATCC 1015. The dendrogram was inferred by Neighbor-Joining
analysis, with distances computed using the JTT matrix-based method and bootstrap
consensus tree from 500 replicates. Analyses were conducted in MEGAS [Tamura et al.,

2011].

Figure 3. (A) A phylogenetic tree of Aspergillus from section Nigri based on B-tubulin gene
sequences. Numbers above the branches correspond to bootstrap values generated by
CLUSTAL X 1.6. (B) RAPD profiles of 39 A. niger strains using the primer OPX-7. M, 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Figure 4. Schematic representation and domain architecture of the PKS Anl15g07920
(GenBank: CAK42679.1). Horizontal bars in black represent the location of each protein
domain identified by INTERPRO (http://www.ebi.ac.uk/interpro/); KS(12-434): beta-ketoacyl
synthase, AT (572-907): acyl transferase, DH (959-1133): dehydratase, CMeT (1441-1553):
methyltransferase type 12, ER (1840-2146): enoyl reductase, KR (2170-2349): b-
ketoreductase , and ACP (2456-2534): acyl carrier protein. Vertical dotted lines define the
limits of all nine exons. Approximate positions of primers used for PCR are represented as

black arrows.
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Figure 5. Association between An15g07920 and OTA production capability of each strain, as
demonstrated by PCR performed with two primer pairs, PKS15CMeT (A) and PKS15KS (B).
PCR detected a 998 bp band and a 776 bp band, respectively, in the ochratoxin producing

strains only.

Figure 6. Association between An15g07920 and OTA production capability of each strain, as
demonstrated by Southern blot analysis of randomly selected A. niger OTA producing (lanes
1-7) and OTA non-producing strains (lanes 8-12). For hybridization, a fragment of the pks
gene was labeled with **P and used for the assay. Lane 13 shows the plasmid with the probe,

which served as the positive control.
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Figure 2.
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Table 1. Target gene, designation, sequence, annealing temperature, and expected amplicon

size, of the primer pairs used in the study.

Domai _ .
Gene Primer Sequence Ta  Amplicon
n (°C) size (bp)
PKSO1KSF CACTCCACCTTGCTTGTA
AnO1g011 PKSO1KSR A
KS 58 536
30 GCCCGTTGCTCTTTGCGA
A
PKS04KSF  GTGATGTAGCGTCCAAG
An04g043 CCT
KS 60 382
40 PKS04KSR  GAGAGCCGATTAGCAAG
AA
PKS11KSF TACGAGGCTATGGAAAA
Anl1g059 PKS11KSR TG
KS 58 863
40 AGAGTGGCTGACCTGGC
GG
PKS15KSF  CAATGCCGTCCAACCGT
Anl15g079
20 KS PKS15KSR ATG 60 776
CCTTCGCCTCGCCCGTAG
PKS15CMe GCTTTCATGGACTGGATG
Anl15g079 TF CATTTCGTTGATCCCATC
CMeT 62 998
20 PKS15CMe G
TR
PKS18ATF AATCCCCTATCTTCCTCC
An18g005 AG
AT 62 440
20 PKS18ATR GTTTACAGCAGCAATGA

CAGC
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Table 2. A comparison of 34 predicted pks sequences present in A.
niger CBS 513.88 against A. niger ATCC 1015 genome, performed using
JGI BLAST search.

PKS % Coverage % ldentity

described in rl;]'lgf\la/g Nomenclature over the over
the genome of size (bp) Chromosome updated by genome of A. the genome
A. niger CBS NCBI niger ATCC A. niger
513.88 1015 ATCC 1015
An01g01130 7,191 II ANI 1 2198014 No homolog
An01g06930 7,443 I ANI 1 2672014  100% 99.35%
An01g06950 6,849 II ANI 1 2676014  99.97% 97.63%
An02g00450 7,491 v This record was 50, 99.80%
discontinued.
An02g09430 7,390 v ANI 1 2894024  100% 99.98%
An03g01820 6,405 VI ANI 1 1088034 100% 99.81%
An03g05140 7,536 VI ANI 1 1400034 100% 99.89%
An03g05440 6,429 VI ANI 1 1430034  99.98% 97.53%
An03g06380 7,563 VI ANI 1 1546034  100% 99.87%
An04g04340 7,392 VI ANI 1 1824184 99.92% 99.73%
An04g09530 4,992 VI ANI 1 2226184 100% 99.94%
An04g10030 7,845 VI ANI 1 2294184  99.69% 99.35%
An(07g01030 3,810 v ANI 1 1462064 100% 99.75%
An09g01290 7,365 I ANI 1 1056084 100% 98.67%
An09g01860 7,854 I ANI 1 1132084  100% 98.11%
An09g01930 7,677 I ANI 1 1146084  100% 97.99%
An09g05340 7,314 I ANI 1 1476084 100% 99.41%
An09g05730 6,462 I ANI 1 726084 100% 99.98%
An10g00140 5,340 A% ANI 1 136174 99.93% 98.14%
Anl11g03920 8,247 VII ANI 1 1892094 99.44% 98.38%
Anl11g04280 7,026 VII ANI 1 1948094 100% 95.96%
Anl11g05570 7,509 VII ANI 1 2050094  99.97% 98.21%
Anl11g05940 7,248 VII ANI 1 2098094 No homolog
Anl1g07310 5,382 VII ANI 1 2242094 100% 98.01%
Anl1g09720 7,437 VIl This record - was 50, 98.71%
discontinued.
An12g02050 7,456 111 ANI 1 1474104 99.77% 96.57%
An12g02670 8,496 11 ANI 1 1558104  100% 99.91%
An12g02730 7,059 111 ANI 1 1566104  100% 99.99%
Anl12g07070 6,714 111 ANI 1 2048104 100% 99.98%
An13g02430 6,810 II ANI 1 724114 99.94% 99.95%
An13g02960 2,712 I ANI 1 756114 100% 99.98%
Anl5g04140 7,698 111 ANI 1 1430134 100% 99.77%
An15g05090 7,425 II1 ANI 1 1564134 99.96% 99.91%

Anl15g07920 7,557 111 ANI 1 1836134  10.24% 89.73%
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e Em relacdo a capacidade de produgdo de ocratoxina A, os trabalhos da
literatura demonstram haver uma visdo mais panordmica para a se¢do Nigri. S3o varias as
espécies suficientemente caracterizadas como produtoras ou nao-produtoras desta micotoxina.
Para a A. niger sensu stricto, tem-se que apenas de 2 a 10% dos isolados da espécie sao
produtores desta micotoxina. Sabendo-se que esta espécie tem ampla distribuicao na natureza,

a propriedade de A. niger sensu stricto produzir OTA néo deve ser desconsiderada;

e Naio eram conhecidas as causas pelas quais algumas linhagens de A.
niger sensu stricto sao capazes de produzir a ocratoxina A e outras ndo. Os resultados obtidos
nesta tese, elucidaram que hd uma associagdo positiva entre a presenga do gene pks
(An15g07920) e a habilidade em produzir a OTA. Acredita-se que esta revelagdo auxiliara na

selecdo de linhagens para uso industrial;

e Aspergillus carbonarius ¢ pertencente a segao Nigri e ¢ um importante
produtor de OTA. A literatura aponta que cerca de 100% dos isolados desta espécie produz
ocratoxina A. Apesar disso, até 0 momento nenhum gene foi suficientemente provado como
envolvido na biossintese desta micotoxina nesta espécie. Neste trabalho, demonstrou-se que
esta espécie possui genes homologos aqueles de A. niger associados a produgdo de OTA e
pressupde-se que este resultado possa se caracterizar como um ponto inicial para a elucidagdo
de genes envolvidos nas diferentes etapas da biossintese de ocratoxina A nesta importante

espécie;

e Dados obtidos in silico e in vivo demonstraram que outras duas ORFs
(An01g01130 e An11g05940) variam quanto a presenga/auséncia em linhagens de A. niger. A
func¢do destas ORFs ainda ¢ desconhecida, mas acredita-se que esta informacdo possa vir a

contribuir para a construcao de futuros conhecimentos;

e Deseja-se considerar, por fim, que recentemente o Brasil publicou a
legislacdo que estabelece limites méaximos tolerados (LMT) de OTA em alimentos. Os
resultados obtidos neste trabalho poderdo ser uteis para o monitoramento, por meio de PCR,

enfocando o gene An15g07920 de linhagens de A. niger produtoras de ocratoxina A.



