omunicado

Foto: Eudes de Arruda Carvalho

Introducao

O género Pestalotiopsis compreende vérias espécies
de fungos, podendo ser encontrados patdgenos,
endofiticos ou sapréfitas. Esse género apresenta
grande complexidade morfolégica, o que dificulta a
classificacdo no taxa espécie. Caracteristicas como
estrutura de frutificacdo, comprimento e morfologia
de conidios tendem a variar dentro das espécies

e também sofrem alteragcbes com mudancgas no
ambiente (KARAKAYA, 2001).

A caracterizacao molecular surgiu como uma
ferramenta complementar a taxonomia de fungos e
tornou-se imprescindivel em estudos filogenéticos.
Dessa forma, os marcadores moleculares destacam-
se dentre as técnicas utilizadas para o estudo da
variabilidade genética de patégenos (GOUVEIA et al.,
2005; ZACCARO et al., 2000). A extracdo de DNA,
entretanto, é o primeiro passo e antecede qualquer
emprego de técnicas moleculares. Sabe-se que,
dependendo da analise molecular que sera utilizada,
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hd a necessidade de menor ou maior quantidade

de DNA com pureza compativel aos estudos a que
se destinam. Nas reacdes de polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (RAPD) e sequenciamento,
por exemplo, sao necessdrias pequenas quantidades
de DNA, sendo toleradas amostras de qualidade
inferior, quando comparadas a técnica de reacao

de polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP).
Entretanto, a otimizacdo da obtencao de DNA integro
é fundamental para que se obtenham amplificacdes
reprodutiveis e confidveis. Assim sendo, o préprio
procedimento de extracdo podera gerar DNA que
induz a resultados contraditérios (MILACH, 1998).

Além disso, modificagdes em protocolos visando
aperfeicoar a extracdao de DNA e reduzir riscos
inerentes a técnica sao importantes e necessarias.
Substancias como o fenol devem ser abstraidas
de protocolos de extracado, pois sdo caras, téxicas
e corrosivas, podem causar queimaduras se
inaladas ou absorvidas pela pele, além de serem
potencialmente fatais, se ingeridas.
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Pelo exposto, este trabalho teve como objetivo
modificar o protocolo de extracdo de DNA de fungos
do género Pestalotiopsis proposto por Joshi et al.
(2009), remover o fenol e garantir a quantidade
necessaria e a qualidade do DNA extraido.

Material e métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Amazoénia Oriental.
Utilizou-se 11 isolados do género Pestalotiopsis
preservados pelo método de Castellani. Foi

realizada a extracdao de DNA de uma amostra
seguindo o protocolo proposto por Joshi et al.
(2009) e extragcbes com o protocolo adaptado, cuja
modificacao foi a nao utilizacao de fenol no processo
de remocao de proteinas.

Os isolados de Pestalotiopsis sp. foram cultivados
em meio BDA por 5 dias e os micélios foram
raspados da superficie do meio para a extracao de
DNA. Pesou-se 200 mg a 300 mg do micélio, que
foram macerados em nitrogénio liquido e transferidos
para tubo tipo eppendorf de 2 ulL.

A modificacdo do protocolo se deu conforme
descrito a seguir. Adicionou-se 600 yL de tampao de
extracdo (CTAB 2% w/v 100 mM Tris-HCI,

1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, pH 8,0). Os tubos foram
incubados por 40 minutos em banho-maria a 65

°C, sob agitacao intermitente. Apds a incubacao,
foi realizada a desproteinizacdo ou remocéao de
proteinas, adicionando-se apenas

480 uL de cloroférmio:alcool isoamilico gelado

(24:1 v/v). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 12 mil rpm por 10 minutos a 4 °C

e a parte aquosa (superior) foi transferida para novo
tubo tipo eppendorf de 1,5 ulL.

Para a precipitacdao do DNA, foi adicionado 0,7
volume de isopropanol, centrifugado a 10 mil

rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado ficando somente o pellet seco ao ar.
Posteriormente, o DNA foi ressuspendido com
adicao de 200 uL de tampao TE (10 mM Tris-Hcl e

1T mM EDTA, pH 8), 2,5 uL de Rnase (20 mg/mL) e
incubado a 37 °C por 1 hora. Em seguida, adicionou-
se igual volume de cloroférmio:isoamilico (24:1 v/v),
misturando suavemente e centrifugando a

12 mil rpm por 10 minutos a 4°C. A fase aquosa
foi transferida para um novo tubo tipo eppendorf

de 1,5 uL e finalmente o DNA foi precipitado pela
adicdo de 2,5 volumes de etanol absoluto gelado e
incubado a -20 °C por 30 minutos. O pellet de DNA
foi coletado por centrifugacdo a 12 mil rpom por 10
minutos a 4 °C, lavado duas vezes com 500 uL de
etanol 70% (v/v) e seco a temperatura ambiente. O
pellet de DNA foi ressuspendido em 100 uL de 4gua
ultrapura estéril e armazenado a -20 °C até o uso.

O DNA gendmico extraido foi quantificado

em fotodocumentador L-PIX-Chemi Loccus
Biotecnologia e a pureza do DNA final foi avaliada
no espectrofotdmetro 3S Biomate da marca Thermo
Scientific.

Resultados e discussao

O protocolo modificado mostrou-se eficiente, visto
gue essa metodologia sem fenol proporcionou
quantidade satisfatéria de DNA com qualidade para
uso em técnicas moleculares. Foi obtida a quantidade
minima de 32,55 ng/uL e maxima de 49,92 ng/uL
(Tabela 1).

Tabela 1. Isolados de Pestalotiopsis sp., respectivas
guantidades de DNA e relacao de Absorbancia a 260 nm
e 280 nm (A /A

260 280) )

Pestalotiopsis sp. 1 48,5 1,73
Pestalotiopsis sp. 2 47,0 1,72
Pestalotiopsis sp. 3 44,18 2,00
Pestalotiopsis sp. 4 36,11 1,82
Pestalotiopsis sp. 5 41,12 1,77
Pestalotiopsis sp. 6 39,20 1,82
Pestalotiopsis sp. 7 40,76 1,76
Pestalotiopsis sp. 8 49,92 1,92
Pestalotiopsis sp. 9 32,54 1,74
Pestalotiopsis sp. 10 42,04 1,73
Pestalotiopsis sp. 11 34,08 1,85
Testemunha com fenol 37,20 1,87
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A razdo 260/280 nm de absorbancia (A, /A,. )
reflete a quantidade e a pureza de uma amostra

de DNA. Segundo Teare et al. (1997), a amostra é
considerada pura, ou seja, com menor contaminacao
de proteinas, quando A, /A . estiver entre 1,7 e
2,0. As extracdes realizadas apresentaram nivel de
pureza dentro do recomendado, conforme leituras
de espectofotometria (Tabela 1). Estes resultados
corroboraram com aqueles relatados por Faleiro et
al. (2004) que obtiveram DNA gendmico total de
Crinipellis perniciosa com pureza sem a utilizacdo de
fenol. Os mesmos autores verificaram que a partir
das 250 mg de micélio liofilizado foram obtidos em
média 25 ug de DNA, quantidade suficiente para
andlises moleculares.

A qualidade ou pureza das amostras obtidas foi
evidenciada pela eletroforese em gel de agarose
(Figura 1). A integridade do DNA é fundamental
para a nitidez e reprodutibilidade dos produtos de
amplificacdo via PCR (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1995).

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose das amostras de DNA de

fungos do género Pestalotiopsis. (1) Marcador Low Mass DNA
Ladder (Invitrogen); (2 a 12) amostras de DNA extraidas pelo pro-
tocolo modificado, sem fenol; (13) testemunha com fenol, ou seja,
amostra de DNA extraida de acordo com Joshi et al. (2009).

Embora, o fenol utilizado na desproteinizacao
determine pureza e qualidade do DNA extraido,
conforme proposto por Joshi et al. (2009), os
resultados obtidos com o protocolo modificado,
no presente trabalho, ndo apresentaram reducoes
em quantidade (Figura 1) e mantém a qualidade
e pureza, quando comparados a amostra de DNA
extraida com fenol (Tabela 1).

Conclusao

O protocolo modificado, utilizado para extrair DNA
do género Pestalotiopsis, sem fenol, mostrou-se
eficiente, por alcancar quantidade e qualidade de
DNA para caracterizagao molecular do fungo, com

maior seguranca aos usuarios da técnica, sendo este
um procedimento importante para as boas praticas
laboratoriais.
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