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INTRODUCAO

Os Fungos Conidiais pertencem a um grupo polifilético e heterogénio, nao sendo
considerados como categoria taxondmica, pois agrupam os fungos que representam as
fases assexuais associadas aos Filos Ascomycota e Basidiomycota, (GUSMAO, L. F. P.
et al., 2006). Uma classificagdo baseada em caracteres ontogénicos e morfoldgicos
tradicional aos outros grupos fuingicos, ndo se aplica a estes fungos, pois 0s mesmos nao
apresentam niveis hierarquicos mais elevados como ordem e familia (Mercado Sierra,
1984). A analise de similaridade e divergéncia entre fragmentos alvos, a existéncia de
espécies criptas sdo grandes desafios aos micologistas. O estudo do DNA de fungos
torna-se essencial de acordo com esse panorama.

Os segmentos do DNA nuclear ribossomal sdo frequentemente utilizados em
estudos de filogenia em diversos niveis taxondmicos, possuindo as sequéncias que
sintetizam para a subunidade ribossomal menor (SSU) e para a subunidade ribossomal
maior (LSU), separadas pelo espacador interno transcrito (ITS), um segmento nao-
codificante (WHITE et al., 1990). Enquanto isso, os genes que sintetizam para f3-
tubulina, proteina importante para a formag¢ao dos microtibulos, que por sua vez, sao
essenciais para transporte intracelular e divisdo celular (Einax E. et al, 2003), estdo
recebendo cada vez mais atencao na investigacao de relagcdes evolutivas em todos os
niveis em estudos de grupos de espécies complexas dentro protistas, animais, fungos e
plantas (Mages et al. 1995, de Keeling et al. 1998, Schutze et al. 1.999, Ayliffe et al.
2001, Edgcomb et al. 2,001) pela sua viabilidade em identificacdo especifica, além de
sua taxa de sucesso na amplificacao por PCR e sequenciamento (Zhao P. et al, 2010).

O presente estudo visa identificacdo molecular de isolados de fungos
cadastrados na colecdo de cultura do Laboratério de Micologia da Universidade
Estadual de Feira de Santana, sendo esta a Unica colecdo de cultura de microfungos
exclusivamente do Semiarido, estando atrelada a Colecdo de Cultura de
Microrganismos do Estado da Bahia (CCMB).

MATERIAL E METODO

O DNA foi extraido da massa micelial crescida em caldo de cultura extrato de
malte. A massa micelial foi macerada em nitrogénio liquido com um pistilo diretamente
no tubo Eppendorf 1,5 ml. A extragdo do DNA foi realizada utilizando o protocolo
CTAB de Doyle & Doyle (1987). A ressuspensdao foi feita com tampao T.E.
previamente autoclavado. A andlise qualitativa e quantitativa do material extraido foi
realizada por meio de eletroforese com aplicacdo de 3 pL no gel de agarose e a
visualiza¢ao dos fragmentos de DNA foi visualizada através de transiluminador de luz



ultravioleta. Apos a corrida, os géis foram fotografados com o sistema de fotografia
digital Kodak Edas 290.

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi a técnica empregada para
amplificar os fragmentos-alvo, utilizando o termociclador Applied Biosystems
Geneamp 9700. Os produtos de PCR foram purificados com solugdo polietileno glicol
(PEG), de acordo com o protocolo de Paithankar & Prasad (1991). Os produtos de PCR
purificados foram sequenciados diretamente.

As sequéncias foram entdo editadas no Staden Package. Posteriormente, as
sequéncias-consenso foram inseridas no Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),
comparando-as com as sequéncias do banco de nucleotideos do NCBI e obtendo a
identificacdo por méxima semelhanca.

RESULTADO

Culturas puras dos 15 espécimes foram utilizados para extragdo e amplificacao:
Celomiceto, Colletotrichum sp., Obilospora sp., Speiropsis scopiformis, Thozetella, T.
bojiensis, T. buxifolia, T. cubensis, T. pinicola, T. radicata, T. submersa, Umbellidium
radulans, Vermiculariopsiella sp. Zygosporium echinosporium e Z. egibbu. Um total de
40 isolados passaram pelo processo de extracdo de DNA e amplificacdo com o
marcador ITS. Como tentativa de sucesso para este marcador, foi necessaria a alteracdo
de temperaturas e numero de ciclos para amplificagdo das regides correspondentes. No
decorrer do trabalho, tivemos problemas com o sequenciador, bem como, com
protocolos de amplificagdo utilizado para os diferentes espécimes, atrasando assim, os
resultados e gerando complica¢des para com o cronograma proposto. Desta forma, das
40 extracdes, apenas 6 foram sequenciadas. As 8 amostras sequenciadas foram editadas
através do Staden Package (Staden, 1996) e as sequéncias foram comparadas com as
depositadas no NCBI e BOLD. Destes Celomiceto, T. bojiensis, T. buxifolia, T.
cubensis, T. pinicola, T. radicata e T. submersa, obtiveram 98% de acurdcia nas
comparagoes as amostras depositadas no NCBI e BOLD.

DISCUSSAO

Os resultados mostraram que o protocolo utilizado ¢ adequado para a extragao
de DNA em fungos conidiais.

Em relacdo aos resultados obtidos da PCR, comprovou-se a pertinéncia do
marcador ITS como DNAbarcode padrao em fungos.

As sequéncias obtidas estardo disponiveis para estudos dos quais sdo exigidas
bases moleculares. Pesquisadores cujos trabalhos abordam inferéncias filogenéticas
poderdao dispor dessas sequéncias; espécies inéditas ou novos registros; terdo os
DNAbarcodes como dados complementares a publicagdo, corriqueiramente exigidos nas
principais revistas cientificas, tais como Mycotaxon, Mycologia, Fungal Diversity,
Studies in Mycology e Micological Progress. Também ficardo disponiveis para consulta
taxondmica assim como as sequéncias depositadas no BOLD e no NCBI. As amostras
de DNA total foram depositadas no Banco de DNA do Laboratorio de Sistematica
Molecular Vegetal, ficando acessiveis para pesquisas afins.

Tabela 1. Relagao dos géneros extraidos, amplificados para ITS e sequenciados.



ESPECIMES N° EXT | PCR | SEQ | %
ISOL

Celomiceto 3 X X X 98
Colletotrichum 3 X X

Obilospora 3 X X

Speiropsis scopiformis 3 X X

Thozetella 3 X X X 98
T. bojiensis 3 X X X 98
T. buxifolia 3 X X X 98
T. cubensis 3 X X X 98
T. pinicola 3 X X X 98
T. radicata 3 X X X 98
Thozetella submersa 3 X X X 98
Umbellidium radulans 3 X X
Vermiculariopsiella sp. 3 X X

Zygosporium echinosporium 3 X X

Zygosporium egibbum 3 X X

TOTAL 45 45 45 8 98

CONCLUSAO

O objetivo geral que visou extrair, amplificar e sequenciar os isolados de fungos
foi alcangado, obtendo como resultado a extragdo do DNA de quarenta isolados e seis
deles sequenciados. A identificacdo molecular tem um grande papel de acelerar a
bioprospeccdo e outras areas de investigagdo, corroborando a identificagdo morfologica
e contribuindo para a acurdcia da taxonomia. Portanto, ¢ importante o aumento de
sequencias identificadas corretamente que alimentam os bancos de nucleotideos.
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