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IDENTIFICACAO MOLECULAR DE Aspergillus DA COLECAO DE
CULTURAS DPUA
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RESUMO

Introducio: A regido ITS ¢ constituida por uma sequencia de DNA ribossomal nao
funcional com alto grau de variabilidade interespecifica. Essa sequencia foi considerada
regido padrdo para identificacdo de espécies de fungos. Objetivo: verificar a eficiéncia
de sequencias de DNA ribosomal na identificacdo de linhagens de Aspergillus.
Material e métodos: Vinte linhagens de Aspergillus do acevo da Colegao de Culturas
DPUA da UFAM foram utilizadas nesta pesquisa. Os fungos foram cultivados em meio
Sabouraud por 72h a 25 °C, sob agitacdo de 170rpm. Em seguida a biomassa foi
separada dos residuos metabodlicos por meio de filtragdo a vacuo e congelada a -20°C.
Aproximadamente 200mg do micelio foi utilizado para extragdo do DNA pelo método
CTAB modificado. A regido ITS2 e partes da 5,8S e 28S do rDNA foram amplificadas
por PCR utilizando os iniciadores ITS-3 (5’-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3’) ¢
UNI-R (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3’). A reacdo de amplificacdo foi realizada
em termociclador Eppendorf Master Cycle, os produtos da PCR foram purificados com
PEG para reacdo de sequenciamento com o kit BigDye® Terminator v 3.1. As
sequencias foram obtidas no sequenciador 3500 ABI Applied Biosystem e editadas no
programa Clustal W. A identificagdo das espécies de Aspergillus foi realizada no NCBI
utilizando a ferramenta BLASTn. Resultados: As sequencias de rDNA das 20
linhagens de Aspergillus obtidas na pesquisa apresentaram tamanho variando de 846-
861pb e similaridade de 99 a 100% com as sequencias depositada no Genbank. O
BLASTn das sequencias confirmou que 100% sao do género Aspergillus. O marcador
molecular utilizado identificou corretamente os Aspergillus dos subgrupos flavus (12
linhagens) e niger (8 linhagens). Entretanto apenas trés linhagens foram identificadas
adequadamente a nivel de espécie [A4. niger (2) e A. oryzae (1)] quando comparados
com a classificacdo morfologica realizada anteriormente. Conclusdo: As sequencias de
rDNA utilizadas nessa pesquisa ndo foram eficientes para identificagdo a nivel de
espécie de Aspergillus, apresentando divergéncia quando o resultado da identificagdo
molecular foi comparado com a identificagdo morfologica. Entretanto o marcador
molecular utilizado foi suficiente para identificar o género e diferenciar as linhagens de
Aspergillus entre os subgrupos niger e flavus.
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