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RESUMO

O acido desoxiribunocléico ribossomal (rDNA) é utilizado como uma
ferramenta importante para caracterizar o polimorfismo entre os fungos.
Existem muitas copias de rDNA as quais sido arranjadas por espacos nao
codificados. Essas copias sdo altamente conservadas entre espécies de fungos.
O objetivo deste trabalho foi estudar a regido do Espaco Interno Transcrito
(ITS) e analisar as diferenc¢as no polimorfismo da seqiiéncia dessa regidao no
fungo Scleroderma UFSMScl com seqiiéncias dos isolados de Scleroderma e
Pisolithus do banco de dados GenBank. O DNA do isolado de Scleroderma
UFSMSc1 foi extraido por meio da solucido de extracido a base de CTAB. A
partir do DNA, foram feitas reacoes de PCR com os oligonucleotideos
iniciadores universais ITS1 e ITS4, cujo produto amplificado foi purificado e
seqiienciado. A regiao do ITS do fungo mostrou uma banda simples de
aproximadamente 650 pares de base. Na analise da seqiiéncia dessa regiao em
comparacio com algumas depositadas no GenBank, observou-se a formacao
de agrupamento com espécies de Scleroderma. Os resultados mostraram que
essa técnica favorece a identificacido de espécies de Scleroderma, visto que
tais fungos sao dificeis de ser identificados apenas por seus caracteres
morfolégicos.

Termos de indexacéo: caracterizacao do DNA, PCR, Scleroderma.
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SUMMARY: RIBOSOMAL DNA CHARACTERIZATION OF SCLERODERMA
UFSMSc1 OF EUCALYPTUS GRANDIS W. HILL EX-MAIDEM

The ribossomal deoxyribonucleic acid (rDNA) represents an important tool in the
characterization of fungi polymorphism. There are many copies of rDNA arranged in non
encoded spaces. These copies are highly preserved in fungus species. The purpose of this study
was to investigate the Internal Transcribed Spacer (ITS) region and to analyze the differences
in the sequence polymorphism of the I'TS region in the fungus Scleroderma UFSMSc1 with
sequences of Scleroderma and Pisolithus isolates from the GenBank database. The DNA of
the Scleroderma UFSMSc1 isolate was extracted with CTAB solution. PCR reactions were
carried out with the universal primers ITS1 and ITS4. The amplified products were purified
and sequenced. A simple band with a fragment of approximately 650 base pairs was observed
in the ITS region of the fungus. The formation of grouping with Scleroderma species was
observed in the sequence analysis of this region in comparison with entries of the GenBank
database. The results confirmed this technique for Scleroderma species identification, since

these fungi are not easily identified by morphological characters.

Index terms: DNA characterization, PCR, Scleroderma.

INTRODUCAO

O rDNA é uma ferramenta importante para
avaliacdo de polimorfismo nos fungos. Existem muitas
copias de rDNA, como 18S, 5.8S, 28S, as quais sdo
arranjadas por espacos nao codificados. As seqliéncias
codificadas do rDNA séo altamente conservadas entre
espécies de fungos. A diferenciagdo genética entre
populacées de uma espécie constitui o primeiro estadio
da divergéncia evolutiva. Essa diferenciacdo resulta,
na maioria dos casos, da acdo de diferentes ambientes
a que cada populacdo estd sujeita sobre a variabilidade
preexistente na espécie (Marques, 2003). Os métodos
usuais de identificacido de espécies de fungos
ectomicorrizicos (fECMs) sdo baseados em critérios
morfolégicos, observando-se as caracteristicas dos
carpdéforos e dos critérios das chaves de classificagio,
conforme Brundett et al., (1996) e Mello et al., (2006).
A morfologia é uma caracteristica importante para a
identificacio e, em muitos casos, pode proporcionar
uma rapida e confidvel caracterizacio.

A identidade dos seres vivos é determinada pela
composicao e seqiiéncia do material genético. As
técnicas moleculares, por meio da andlise de DNA,
apresentam a vantagem de ser um processo rapido e
altamente sensivel, além disso, ndo estio sujeitas a
variacoes fenotipicas, a acido do ambiente, ao estadio
de desenvolvimento do fungo e a outros fatores que
possam alterar a morfologia do organismo (Martin,
2007).

Todas as técnicas conhecidas de diagndstico
molecular fundamentam-se na andalise direta ou
indireta da composi¢do ou na seqiiéncia dos acidos
nucléicos para identificacdo e caracterizacio de
organismos e caracteristicas genéticas de interesse
(Marques et al., 2002). A técnica mais utilizada em
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fungos ectomicorrizicos é a amplificacido de rDNA por
Reacido de Polimerase em Cadeia (PCR). Esta técnica
permite a amplificagdo de regides especificas do
genoma, como o Espaco Interno Transcrito (ITS),
localizado entre regides altamente conservadas, como
as regides correspondentes aos genes 18S e 28S. O
ITS é altamente conservado na espécie, mas é variavel
entre espécies, sendo freqiientemente usado para
taxonomia (Bruns et al., 1991; Antoniolli et al., 2000;
Gomes et al., 2002).

O estudo do polimorfismo da regido I'TS para fungos
ectomicorrizicos tem sido determinado para poucas
espécies. Trabalho realizado com 26 isolados de fungos
ectomicorrizicos, do Estado de Minas Gerais,
caracterizou polimorfismo em oito géneros, dentre os
quais estdo o Suillus brevipes (Peck) Kuntze,
Hebeloma cylindrosporum Rogmanesi, Cenococcum
geophilum Fr. e Scleroderma sp. (Gomes et al., 2002).
Este trabalho teve por objetivo caracterizar e analisar
a regido do ITS do rDNA do isolado do fungo
ectomicorrizico de Scleroderma UFSMSc1, oriundo de
populacéo de Eucalyptus grandis.

MATERIAL E METODOS

Obtencao e manutencao do fungo
ectomicorrizico

O isolado de fungo ectomicorrizico estudado foi
coletado em plantacao de Eucalyptus grandis situada
na Fazenda Ynhacund4, municipio de Sao Franscisco
de Assis, RS. O fungo foi multiplicado no Laboratério de
Biologia e Microbiologia do Solo Prof. Marcos Rubens
Fries, Universidade Federal de Santa Maria. A descri¢do
morfolégica do isolado Scleroderma UFSMScl foi
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realizada pela Prof. Vetaria Lopes de Oliveira, da
Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC.

O isolado foi mantido em meio de cultura sélido
Melin-Norkans Modificado - MNM (Marx, 1969), em
placa de Petri de 9 cm de didmetro, em estufa a 25 °C,
por 15 dias. Em seguida, foram feitas suspensoes
micelianas em 25 mL de MNM liquido em erlenmeyers
de 250 mL, a partir de discos de 8 mm de diametro
obtidos das culturas em placa. O material foi incubado
em estufa a 25 °C por 30 dias.

Extracao do DNA

A extracdo de DNA foi realizada conforme método
CTAB, sendo o DNA extraido a partir de micélio
produzido em meio liquido MNM. As suspensdes
micelianas, apds serem retiradas do meio liquido,
foram secas em papel toalha e submetidas a
macerac¢ao com N liquido até aparéncia de pé. Nesse
estadio, foram adicionados 600 mL de tampao CTAB
2% (1,4 mol L't de NaCl, 0,2 mol L't de EDTA, 2 % de
CTAB e 0,1 mol Lt de Tris-HCI) As suspensoes foram
novamente maceradas, homogeneizadas em
misturador por 1 min e incubadas em banho-maria a
65 °C por 1 h. Apés, foram adicionados as amostras
600 mL de fenol: cloroférmio: isoamyl alcool (25:24:1).
Essas foram novamente submetidas 8 homogeneizacao
em misturador por 5 min e centrifugadas a 18894 g,
rotor 12130 por 10 min a 15 °C, em centrifuga Sigma
Laboratory Centrifuge 4K15. Feita a centrifugagao, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram
adicionados 600 mL de fenol: cloroférmio: isoamyl
alcool (25:24:1) sendo as amostras centrifugadas a
18894 g por 10 min a 15 °C. O sobrenante foi entdo
retirado e adicionado a um novo tubo com igual volume
de isopropanol. As amostras foram homogeneizadas
novamente em misturador e os tubos permaneceram
em temperatura ambiente por 5 min. Apés este periodo,
as amostras foram centrifugadas a 18894 g por 10 min.
Apbs este processo, descartou-se o liquido sobrenadante
einverteu-se o tubo por 5 min para retirar o isopropanol.
Adicionaram-se 100 uL de etanol gelado 70 %, e as
amostras permaneceram em temperatura ambiente por
5 min. Apds este tempo, as amostras foram
centrifugadas a 18894 g por 10 min. Descartou-se o
sobrenadante e deixou-se o restante do etanol evaporar
por 1 h. O pellet foi ressuspenso em 50 uL de agua
ultrapura e as amostras armazenadas a - 20 °C.

Posterior a extracdo do DNA, as amostras foram
submetidas ao tratamento com RNAse A (10 mg ml L1).
Adicionaram-se as amostras 2 % do volume da amostra
de RNAse A. As mesmas permaneceram em banho -
maria a 37 °C por 30 min. Em seguida, o DNA foi
analisado em gel de agarose 1,5 %, que consiste de
100 mL de solu¢do TBE 1X (89 mmol L1 de Tris, 89 m
mol L1 de 4cido bérico, 2 mmol L't de EDTA, pH 8,0)
e 1,5 g de agarose. Essa mistura foi dissolvida em
forno de microondas. Apés esfriar, adicionou-se 0,5
uL de brometo de etideo para visualizag¢do da presenca
do DNA genémico.
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O gel foi corrido em cuba em voltagem de 60 mV.
Depois de realizada a corrida do gel este foi visualizado
em luz ultravioleta e fotografado com camara para
fotografia de gel marca Kodac.

Reacdo de PCR

As amostras de DNA genémico foram submetidas
a PCR para a amplificagdo do DNA. Os oligonucleo-
tideos iniciadores utilizados foram o ITS1 (5
TTCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) para estudo da
regido do ITS (White et al., 1990) (Figura 1).

A reacgdo de PCR utilizada foi a seguinte: 1,0 pL
de DNA; 2,5 ul.de tampao 10X; 3,0 ul.de DNTP (estoque
com 1,5 m mol Li'); 2,0 uL de MgCl, (20 m mol L1);
3,0 uL do oligonucleotideos iniciadores ITS1 (25 fimol);
3,0 uL. do oligonucleotideos iniciadores ITS4 (25 fimol);
0,5 unidades da enzima Taq polimerase (5 unidades/
ul); 10,5 uL. de 4gua ultrapura para completar o volume
da reacao para 25uL..

v ITS 1 r—ao1 ITS 2 385 TDNA
18S rDNA 1 5.8S I’
«—
Oligonucleotideo Oligonucleotideo
Iniciador | | Iniciador
ms1 | | 1S4

Regido do ITS

Figura 1. Regidao do rDNA com o espago interno
transcrito ITS1 e ITS2.

Areacao de PCR foi obtida nas seguintes condicoes:
94 °C por 2 min, seguidos por 30 ciclos de 94 °C por
45 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 35 s, e com uma
extensio final de 72 °C por 10 min e mantidas em 4 °C.
Um controle negativo sem DNA foi incluido em todos
as amostras. A reacdo de PCR foi realizada em
termociclador marca PTC - 100 da MdJ Research, Inc.
O DNA do isolado foi amplificado em mais de 10
repeticoes com as mesmas condi¢oes para garantir a
reprodutividade dos resultados. Os fragmentos de DNA
gerados pela PCR foram separados por eletroforese
(1,5 % gel de agarose) por 2 h, a 60 mV em TBE 1X.
Posteriormente, foi feita a visualizacdo do gel com
brometo de etidio, conforme descrita para a extracio
do DNA.

Purificagao, seqiienciamento e analise das
sequiéncias de DNA

O produto de reacdo da PCR foi submetido a
purificagéo, adicionado-se 1 volume de PEG 13% (PEG
13 % e 1,6 mol L't de NaCl) e deixado 16 h em gela-
deira. Apods serem retiradas da geladeira, as amostras
foram centrifugadas a 18894 g por 15 min. A solucio
PEG 13 % foi entdo descartada e acrescidos 200 pL
de alcool 70 %. As amostras foram novamente
centrifugadas a 18894 g durante 10 min. Apds essa
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etapa, o alcool foi descartado e deixado evaporar por 1 h.
O DNA foi ressuspenso em 8 pl. de 4gua ultrapura.

Para o seqlienciamento do DNA, foi utilizado o
aparelho Mega BACE 500, desenvolvido pela
Amersham Biosciences. As seqliéncias obtidas foram
editadas no aplicativo EditSeq e alinhadas no
aplicativo MegaAlign do software DNASTAR
(Lasergene, 1994). Para a construcgdo do diagrama
de similaridade e comparaciao da sequéncia
consensus, foram utilizadas seqiiéncias obtidas no
banco de dados GenBank - NCBI Blast (Altschul et
al., 1997) (Quadro 1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método utilizado para a extracdo do DNA do
micélio do isolado de Scleroderma UFSMSc1 mostrou-
se eficiente, resultando em quantidade de DNA
suficiente para a utilizacdo de técnicas de purificagao
e andlises de polimorfismo da regido do ITS pelo
sequenciamento direto do DNA do produto do PCR.

Asregioes ITS1,ITS2 e 5.8S dorDNA do micélio de
Scleroderma UFSMSc1 foram amplificadas com sucesso
com os oligonucleotideos iniciadores ITS1/ITS4. A regido
do ITS do fungo Scleroderma UFSMSc1 mostrou uma
banda simples representando um fragmento de DNA de
aproximadamente 650 pares de base (pb), néo
demonstrando contaminac¢ao por agentes externos.

Para o seqiienciamento, foi utilizado o produto
direto da PCR (Figura 2), e ambas as regides do ITS
foram seqiienciadas do Scleroderma UFSMScl.
Comparando a sequéncia do isolado Scleroderma
UFSMSc1 com as informagoes da estrutura genética
dos isolados de Scleroderma spp, disponibilizada no
Banco de Dados GenBank.

Manoeli Lupatini et al.

A sequiéncia de genes conservados 5.8S encontra-
se entre os pares de base 398 e 561 (Figura 3).

A regido 5.8S apresenta 100 % de similaridade
com a mesma regido de fungos do género de
Scleroderma no banco de dados do GenBank
(Quadro 1 e Figura 2).

pb

1000
850

650

500
400

Lt e
o

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % do
fragmento de amplificacio da PCR com os primers
ITS1 e ITS4 do fungo Scleroderma UFSMScl. M -
Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder,
Gibco, A e B- Amostra contendo produto PCR do
Scleroderma UFSMSc1, C e D - Amostra controle,
pb - Pares de bases. Santa Maria, RS, 2006.

Quadro 1. Isolados de fungos ectomicorrizicos utilizados na comparacéio da similaridade genética com o
fungo Scleroderma UFSMSc1, organismo, identidade genética, nimero de acesso e autor. *“Numero de
acesso no GenBanK - Natitonal Center of Biotechnology Information (NCBI) (site:www.ncbi.nlm.nih.gov)

Identidade (%) com seqiiéncia do

Numero de

Organismo GenBanK acesso * Autor
Fungo ectomicorrizico ndo cultivado 100 AM113465 Diedhiou et al., 2005
Scleroderma sp 100 AB099900 ;{&;’gzhanaprayudh etal,
Fungo ectomicorrizico ndo cultivado 100 AM113464 Diedhiou, 2005
Fungo ectomicorrizico ndo cultivado 99 AMO087282 Fons & Kjoller, 2005
Fungo ectomicorrizico ndo cultivado 98 EF031135 Hawley et al., 2006
Fungo ectomicorrizico ndo cultivado 98 DQ437705 Booth et al., 2006
Pisolithus tinctorius 97 AF374639 Martin et al., 2002
Pisolithus tinctorius 97 AF374694 Martin at al., 2002
Pisolithus tinctorius 97 AF374713 Martin et al., 2002
Pisolithus sp 97 AF270786 Anderson et al., 2001
Pisolithus tinctorius 95 DQ679804 Bonuso et al., 2002
Scleroderma UFSMScl — EF517491 Lupatini et al., 2007
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O isolado UFSMScl mostrou uma similari-
dade de 100 % com os fungos Scleroderma sp
(Kanchanaprayuh et al., 2003) e com fungos
ectomicorrizicos ndo cultivados (Diedhiou et al., 2005),
99 % de similaridade com fungos ectomicorrizicos nao
cultivados (Fons & Kjoller, 2005) e 98 % de similaridade
com fungos ectomicorrizicos néo cultivados (Hawley
et al., 2006; Booth & Horton, 2006). Esses dados
evidenciam a variabilidade da regido do I'TS1 e ITS2
que pode estar envolvida com a formacéo da associagao
micorrizica com o eucalipto em diferentes regides e
locais. Embora as espécies de Scleroderma possam
apresentar dificuldade para diferenciacdo entre
espécies pelos caracteres morfolégicos (Malvarez &
Oliveira, 2003), a andlise filogenética do rDNA
certifica a identificacao dos isolados coletados, desde
vegetacao natural até areas de reflorestamento
(Martin et al., 2002).

Quando analisadas as sequiéncias obtidas com as
depositadas no GenBank, observou-se a formacéo de

2681

grupos em dois niveis, sendo um grupamento dos
isolados da espécie Pisolithus ssp com uma similaridade
minima de 95 % e um grupamento referente a isolados
da espécie Scleroderma spp com similaridade minima
de 98 %. A seqiiéncia do isolado Sclerodrema UFSMSc1
formou grupamento com as seqiiéncias de isolados de
Scleroderma spp e de fungos ectomicorrizicos nao
cultivados. E importante salientar que ocorreram
formas distintas dos grupos para Pisolithus e
Scleroderma (Figura 4). O grupamento dos isolados
da espécie Scleroderma spp, quando comparado com o
isolado em estudo, apresentou maior score ou menor
numero de “gaps”, ou seja, menos nucleotideos foram
alterados pelo banco de dados NCBI Blast quando da
realizacao do alinhamento das bases.

A anélise da regido ITS do isolado suporta a
identificacdo morfolégica descrita por
Kanchanaprayuh et al. (2003), Nara (2006) e Booth
& Horton (2006) para isolados de fungos
ectomicorrizicos.

IlllIIIIII-I-IEJIIIIIIIIIzlljilIIIIIII3|[;IIIIIIIF£%E|IIIIIIIIIIIIIIII!I‘IGIE|

AAgGATCATTATCGAAATAGAACCTTTAGGYAGGGGGAGGGGGAGAGTCCTCGCGTCGCT 60
CCTTCGAACCTTTCCGAGGCTTCATACCTCCCACACCCGTGTGCACCCGCTGTAGGTCCT 120
TAGGGACCTATGTCTTCTCAGAACTCGCATGTCTACAGAATGTCGTCCGTGGCCTCGGLC 180
ATCGTAAACCTAGTACAACTTTCAGCAATGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGGAC 240
GCAGCGAATCGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATTTTCCGTGAATCATCGAATCTTTGA 300
ACGCACCTTGCGCTCCTCGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATCGARATAT 360
CALATCGAAGCTTTCGACCCCCGTCGGAGCTAGGTTTGGACCATGGGAGTCTGCGGGLGE 420
GTCCCCTCCTGTCGGGAGGGGGACCTTCGGCTCTCCTCAAAAGCATTAGCGGCGTGTGLG 480
AGCCTCGCACGGCACGGCTCTTCGACGTCATAATGACCGTCGTGGGCTGGAAGTGCGTGE 540
ATCGCGTCGCTTTCCAACTCTGCGAGCCCGTCTCGGACGGGCCGCGCGTCATCGATGTTG 600
ACCTCMGTCACGTCGI 616

Figura 3. Seqiiéncia molecular do isolado Scleroderma UFSMScl, da regido do ITS (Internal Transcript

Spacer).

— EF031135

| DQ437705

AMO087282

UFSMSC1

— AM113465

L — AM113464

AB099900

I: AF374654

AF270786

AF374639

AF374713

DQ679804
! T T T T T T 1
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Figura 4. Dendograma das distancias nucleotidicas entre Scleroderma UFSMScl e isolados de Scleroderma e
Pisolithus de seqiiéncias depositadas no GenBank (Numero de acesso), construida pelo método UPGMA.
Fungos néo cultivados (AM087282, EF031135, DQ437705, AM113465, AM113464), Scleroderma sp
(AB099900) Pisolithus tinctorius (AF374694, AF374713, DQ679804, AF374639), Pisolithus sp (AF270786).

R. Bras. Ci. Solo, 32:2677-2682, 2008, Numero Especial



2682

Os resultados mostraram que a técnica por meio
de seqiienciamento direto do produto do PCR-ITS
mostrou-se eficiente para a identificacio de espécies
de Scleroderma pois estes fungos séo dificeis de ser
identificados apenas por seus caracteres morfoldgicos.
Esta ferramenta requer quantidades minimas de DNA
e apresenta alta confiabilidade nos resultados,
tornando-se assim um método excelente para estudo
de populagées nativas de fungos ectomicorrizicos e
monitoramento de isolados especificos utilizados em
programas de inoculac¢do com esses fungos nas mais
diversas condi¢oes ambientais.
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