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Otimizacdo da Metodologia de Extracao e
Amplificacdo do DNA de Fungos do Solo

Introducao

Os fungos sdo organismos eucariéticos cujos nucleos sao dispersos em um micélio
(conjunto de hifas) continuos ou septados. Nao possuem plastos ou pigmentos
fotossintéticos e sua nutricao é obtida por absorcao. Estdo agrupados em um grande
reino, o dos Fungi, abrangendo os fungos filamentosos, as leveduras e os cogumelos.

Sao saprofiticos ou parasiticos facultativos ou biotréficos.

Os fungos se destacam pelas inimeras aplicacdes que apresentam nas areas de
salde, nutricdo, agricultura, energia e meio ambiente. Sao eles os principais
responsaveis pela decomposicao de residuos vegetais e pela ciclagem de nutrientes no
solo, degradam substancias téxicas, promovem o crescimento de plantas pelo auxilio
na absorcao de nutrientes e no controle de patégenos. Destacam-se também pela
enormidade de espécies existentes, cerca de 70.000 descritas e conservadas em
colecdes no mundo inteiro. Entretanto, apenas 1% das espécies de fungos sao
conhecidas, indicando que, provavelmente, além das espécies Uteis descritas, muitas

outras poderao ainda ser descobertas, implicando em avancos biotecnoldgicos.

Nesses Ultimos anos, com a introducao de novas técnicas fora do contexto de cultivo
em meios de cultura, como andlise de proteinas, aclcares e muitas outras técnicas
biotecnolégicas, como sondas de DNA, caracterizacdo molecular, andlises genémicas,
muitas modificagdes tém sido introduzidas no processo de manipulacao genética das

espécies importantes e de genes de interesse dos fungos.

A informacao genotipica contida no DNA possibilita fazer comparacdes entre
microrganismos. Como utilizar a estrutura primaria do DNA é complicado, tem-se
usado para comparar sequéncias génicas o RNA ribossomal (rRNA), que possui regides
extremamente conservadas e regides altamente varidveis entre os organismos e
regides que podem variar de um taxon a outro. Para a identificacdo molecular de
fungos, tém sido utilizadas as regioes ribossomal 18S e espacadora ITS (Internal

Transcribed Spacer).

O primeiro passo na anélise dos genes rRNA em amostras ambientais sdo a lise das
células e extracao do DNA e, posteriormente, o DNA é purificado para remocgao de
substancias inibidoras das subseqilientes reacoes enzimaticas. Em seguida, é realizada
a reacao em cadeia da DNA polimerase (PCR) para amplificagdo do material genético,
usando oligonucleotideos iniciadores especificos para o grupo de microrganismos de

interesse.

As principais limitacdes metodolégicas para estudos genéticos em fungos tém sido a
extracao do DNA e a amplificacdo do RNA ribossomal de maneira satisfatéria, ou seja,
gue permita o uso com sucesso dos produtos da amplificacdo em reacoes de

seqlienciamento e em métodos moleculares comparativos. No caso de fungos
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crescidos em meios de cultura, a maioria das espécies
possui uma grande quantidade de polifendis e
polissacarideos, que podem ser co-extraidos, gerando
impurezas na molécula e interferéncias na reacao de
amplificagdo. O processo de extracao também nao é
tao simples quanto o de bactérias, pois alguns fungos
formam estruturas rigidas de resisténcia e esporos
dificeis de serem lisados durante a extracao, o que
gera, na maioria das vezes, a fragmentacao ou a

degradacao do DNA e perda da qualidade da molécula.

Em resumo, as principais varidveis metodolégicas
seriam: 1. eficiéncia na extracdo do DNA, que depende
do tempo de crescimento da cultura de fungos e do
método utilizado para extracdo; 2. a reacao de
amplificacdo, ou PCR, que depende da pureza e da
qualidade do DNA e do grau de especificidade do
“primer”, definido em funcao das seqiiéncias que

representam os fungos.

Esst trabalho teve como objetivo descrever uma
técnica otimizada de cultivo dos fungos em condicdes
de laboratério para posterior extracao do DNA, bem
como a metodologia de extracdao do DNA por utilizacao
de maceracao/extracao com o kit Fast DNA Q-
BIOgene, BIO101 Systems e a amplificacdo do rRNA
de fungos com oligonucleotideos selecionados em

testes.

Metodologia
Espécies de fungos

Essa metodologia foi desenvolvida para a extracao e
amplificacao do DNA de alguns fungos isolados do solo
de diversas espécies, incluindo géneros como
Talaromyces, Penicillium, Aspergillus, Acremonium,
Eupenicillium etc. Esses microrganismos foram obtidos
de amostras de solo de rizosfera de genétipos de milho
da Embrapa Milho e Sorgo, Sete lagoas, MG e

selecionados como fungos solubilizadores de fosfato.

Cultivo dos fungos para extracdao do DNA

Os fungos foram cultivados em erlemayers de 125 mL,
contendo 50 mL de meio liquido batata — dextrose,
sem agitacao, a temperatura ambiente por dez dias.
Como inéculos, foram utilizados pedacos de massa

micelial (<0.5mm) proveniente de culturas puras de

cada espécie de fungo crescidas em placa de petri com
meio sélido dgar-batata-dextrose.

Apés o crescimento do fungo, o micélio foi filtrado em
gaze e seco em papel toalha para retirada do excesso
de meio de cultura e submetido ao protocolo de

extracdo. Nao houve liofilizacdo do micélio.

Lise das células e extracdo do DNA

Cerca de 200 mg do micélio seco em papel toalha foi
macerado com nitrogénio liquido em almofarizes de
porcelana. Adicionaram-se ao macerado cerca de 20
mg de PVPP (Polyvinyl-polypyrolidine, Sigma Chemical)
para diminuicao da interferéncia de polifendis e
pigmentos. O macerado foi transferido para um
eppendorf contendo a matriz de lise composta de silica
e¥s " de esfera plastica do Kit Fast DNA Q-BlOgene,
BIO101 Systems. Em seguida, adicionou-se 1 mL de
solucdo de lise para fungos (CLS-Y, Q-BlOgene). Os
tubos foram homogeneizados no FastPrep Instruments
por 30 segundos a uma velocidade de 4,5m/s,
conforme ajustes feitos ao protocolo do kit. Para
obtencao do pellet, centrifugaram-se os tubos por 10
minutos para precipitacao das proteinas e contetddos
celulares. Uma aliquota de 600 i L do sobrenadante foi
transferida para tubo de microcentrifuga de 2mL
limpo, acrescida de 600 i L de Binding Matrix (Q-
BIOgene) e incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apds centrifugacao durante 1 minuto, ao
invés de lavar uma vez s6, como recomenda o
protocolo do Kit, lavou-se por 3 vezes a solucdo com
500i L de SEWS —M (sal-etanol, Q-BIOgene). Todo o
conteldo do etanol foi removido por centrifugacao e
remocao com micropipeta. Em seguida, utilizou-se
100i | de DES (agua ultra-pura) para eluicao do DNA da
Binding Matrix apds incubacao durante 3 minutos e

centrifugacao por 1 minuto.
Reacdo de amplificacdo

Testaram-se varios pares de oligonucleotideos,
sintetizados pela Invitrogen Technologies, das regides
ITS e 18S, citados na literatura para amplificacao do
DNA de fungos, dentre eles ITS1/1TS4, ITS1/ITS2,
ITS3/ITS4, ITS3 /ITS2, e da regiao ribossomal 18S:
NS5 x ITS2, NS5 x ITS4. Como o resultado nao foi

satisfatério com esses pares, ou seja, quase nao
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ocorreu amplificacdo da maioria dos géneros de
fungos, testou-se os pares: ITS5 x ITS2; ITS5 x ITS2 e
NS1 x NS4.

Finalmente, apds os testes, os DNAs de fungos foram
amplificados, utilizando-se os seguintes pares de
oligonucleotideos iniciadores selecionados (Figura1):
ITS5 - 5°GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G3’;
ITS4- 5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’; NS1 -
5'GTA GTC ATATGC TTG TCT C3'; NS4 - 5'CTT
CCG TCA ATT CCT TTA AGQJ'. Cada 25 uL de reacao
continha tamp&o de PCR 1X, 2 mM de MgCl,, 100 uM
de cada dNTP, 0,2 uM de oligonucleotideos iniciadores,
20 ng de DNA e 1 unidade de Tag DNA polimerase
(Life Technologies - Brasil). As condicdes de
amplificacdo da regido ITS de ~ 645 bp utilizando
ITS5/ITS4 foram 1’- 94°C, 1’- 50°C, 90"- 72°C
durante 40 ciclos; para a regido NS de ~1152 bp
utilizando NS1/NS4 foram usados 40 ciclos de 20"-
94°C, 35"- 55°C, 1'- 72°C; todas as reacdes foram
finalizadas com uma extensdo a 72°C por 7 min. Um
controle negativo foi feito para cada par de
oligonucleotideos iniciadores utilizados, onde o DNA da
reacdo foi substituido por 4gua. Os produtos da
amplificacao foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1% a 120V por 1 hora utilizando tampao
TAE 1X (90 mM Tris-borato, pH 8.0). Os géis foram
corados com brometo de etideo (0.5 ug/ml),
visualizados sob luz ultravioleta e as imagens
capturadas e gravadas em um sistema de

fotodocumentacao (Eagle Eye I, Stratagene).

Resultados e Discussao

As espécies de fungos utililizadas nos testes desta

metodologia foram as de dificil extracdo do DNA e

amplificacao da regiao ribossomal com diversos
oligonucleotideos iniciadores testados. A metodologia
sugerida permitiu a obtencao de um DNA mais puro e
de boa qualidade dessas espécies e o uso de
oligonucleotideos iniciadores adequados para a
amplificacdo. A partir dos resultados, varias espécies
foram testadas e ndao houve problemas com a
obtencao do DNA e amplificagdo, o que torna a
metodologia abrangente para varias espécies de fungos
e principalmente para espécies com alto teor de

polifendis e pigmentos no micélio.

Para a obtencao do micélio para a extracao do DNA,
ao contrério de outros métodos, optou-se pelo
crescimento sem agitacao dos frascos contendo o
meio de cultura liquido (BDA) e o in6culo de fungos.
Verificou-se que esse procedimento favoreceu a
extracao do DNA, pois ndo houve formacao de
estruturas de resisténcia durante o crescimento,
facilitando a lise das células para extracao do DNA
pelo método da maceragao com nitrogénio liquido. A
eficiéncia no processo de lise das células também varia
entre os tipos de células dos fungos. Esporos e micélios

de hifas tém processos diferentes de lise.

A variacao na habilidade para a lise das células para a
extracao dos acidos nucléicos pode variar com a idade
do micélio. O tempo de dez dias de crescimento em
meio liquido foi suficiente para formacao de massa
micelial em quantidade e idade adequadas para a

maceracao.

Em métodos convencionais, apds a filtracao e a
secagem do micélio, esse é liofilizado antes do
processo de extracao. Entretanto, foi observado que,

quando liofilizado, o DNA ficou mais degradado (Figura
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Figura 1. Localizacao dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacao das diferentes

regioes do rDNA de fungos.
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2-A) e houve perda da qualidade da molécula em
relacdo a molécula extraida pelo método em questao
(Figura 2-B).

No processo de extracao, optou-se pela maceracao
preliminar do micélio com nitrogénio liquido antes da
utilizacao do kit, pois a extracao direta com o kit sem
maceracao prévia resultava em baixo rendimento de
DNA na amostra e em dificuldades na amplificacao

durante a reacao de PCR.

Do mesmo modo, a extracao do DNA utilizando o kit
justifica-se porque quando se utilizou DNA proveniente
da extracao direta sem a utilizacdo do Kit na reacao de
PCR, usando as metodologias convencionais de
extracao, nao ocorreu amplificagcao do DNA em
algumas espécies com alta pigmentacao do micélio.
Provavelmente a resina contida no kit, a Binding
Matrix, elimina os efeitos dos pigmentos ou compostos
de polifendis, inibidores da reacao de PCR. A
contaminagao com polissacarideos e agar no meio
liquido parece ser também suprimida com a utilizacao
dessa metodologia. A contaminacao ocorre muitas
vezes pela transferéncia do micélio do meio sélido para

o liquido.

Os tempos de homogeneizacao no FastPrep,
centrifugacao, lavagem com etanol e outros passos do
protocolo do Kit foram ajustados apds uma série de
testes e resultaram em melhor qualidade e rendimento
da extracao do DNA.

F50 F79 F81 F25 F93
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A

O uso dos pares de oligonucleotideos iniciadores ITS5/
ITS4 e NS1/NS4 (Figura 3) resultou em amplificacao
do DNA extraido dos fungos testados. Entretanto,
DNAs amplificados com NS1/NS4 mostraram um
padrao de amplificacdo melhor que os DNAs
amplificados com ITS1/4. A regido ITS do rDNA
parece ser mais variavel entre espécies de um mesmo
género ou entre populacoes, enquanto que as regioes
NS (Nuclear Small rDNA) sdo mais conservadas entre
os diversos géneros. Se a finalidade do trabalho for a
identificacao de espécies de fungos por
seqlienciamento, alguns autores tém recomendado o
uso de oligonucleotideos iniciadores da regiao ITS. O
gene ribossomal 18S providencia boa cobertura das
espécies de fungos, mas nao o suficiente para analises
mais refinadas, como a distingdo de estirpes. Isso pode
ser obtido pela andlise de seqliéncias obtidas pelos
iniciadores da regiao ITS. Portanto, recomenda-se a
amplificacdo com ITS quando a finalidade for o
sequienciamento e NS quando o material genético for
utilizado em testes moleculares como o DGGE, RAPD,
ARDRA etc.

Conclusoes

O uso do protocolo descrito permitiu a extracdo e a
obtencao de um DNA de fungos de boa qualidade,
integridade e pureza e adequado para amplificacdo. E

os produtos da amplificacao foram posteriormente

F50 F79 F81 F25 F93
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Figura 2. Quantificacdao do DNA extraido de isolados de fungo (F50, F79,
F81, F25, F93) com o uso de um dos métodos convencionais (A) e com o
protocolo desenvolvido em questao (B). A letra & corresponde ao

marcador de peso molecular de 100ng.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose, 1,0%, de DNA de isolados de
fungo de solo rizosférico amplificados por PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores ITS5/ITS4 (501, 79I, 811, 251, 93I) e NS1/

NS4 (50N, 79N, 81N, 25N, 93N).

submetidos, com sucesso, a analise de seqlienciamento
para identificacdo das espécies de fungos
solubilizadores de fésforo isoladas da rizosfera de
milho. Essa metodologia pode ser considerada também
economicamente mais interessante, porque permite a
obtencao de amostras de moléculas de DNA de fungos
de maior qualidade, diminuindo erros e repeticdes na
etapa de amplificacdo, bem como gastos
desnecessarios com reagentes do PCR e o uso de
outros kits adicionais para purificacdao do DNA obtido,
quando comparada aos métodos convencionais

disponiveis na literatura.

Pode-se concluir ainda que o uso dos oligonucleotideos
iniciadores da regido ITS, ITS5/ITS4 e os da regido
18S, NS1/NS4 é recomendavel com vantagens em
relacdo aos demais para amplificacdo do DNA de

fungos de géneros diversos.
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