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Taxonomia de microrganismos por
sequenciamento

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi identificar isolados de fungos previamente isolados por
microbiologia convencional pelo seqlienciamento da regido ITS do DNA ribossdmico.
METODOS: os isolados (n = 10) foram cultivados em Sabouraud Glucose Agar, com
antibidticos, a fim de evitar a contaminagdo bacteriana. O DNA foi isolado usando o
método CTAB. O DNA obtido foi amplificado por reacdo de PCR, em seguida, purificado. A
qualidade e a quantidade do DNA obtido foram avaliadas por eletroforese em 0,8% de gel
de agarose com coloragdo por brometo de etidio. Finalmente, o DNA foi sequenciado.
RESULTADOS: Todos os géis de eletroforese apresentaram os resultados esperados para a
técnica aplicada. Um total de 10 isolados de fungos foram identificados apds analise das
sequéncias obtidas. Através dos arquivos que foram enviados de volta pela empresa de
sequenciamento. CONCLUSOES: o uso de ferramentas moleculares permitiu a
identificacdo dos microrganismos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Reacdo em cadeia da polimerase. Regido ITS. Sequenciamento de DNA.
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INTRODUGCAO

De 100 milhdes de organismos vivos diferentes existentes, apenas uma
quantidade inferior a 10% ja foi descoberta, identificada e classificada (TORTORA,
CASE, FUNKE, 2016). A taxonomia abrange a classificacdo, nomenclatura e
identificacdo dos organismos em grupos (VANDAMMIE et al., 1996).

Na classificagdo taxonémica de fungos, havia grande dificuldade de
identificacdo dos microrganismos devido a classificacdo destes ser realizada de
acordo com seus aspectos morfoldgicos (ARX, 1974). Estas caracteristicas
morfoldgicas, a qual distingue espécies ou géneros muitas vezes sdao de dificil
determinacgdo. (GUARRO et al. 1999). O emprego de técnicas moleculares facilita
a identificacdo e classificagdo de microrganismos, aumentando a velocidade em
que os resultados sdo obtidos. Estas técnicas possuem alta sensibilidade, o que
permite que sejam capazes de identificar variagdes minimas existentes dentro de
uma espécie de microrganismos ou em amostras individuais (CANADA, 2017).

Para a realizacdo da PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase aplicada a
caracterizacdo de fungos, é comumente empregada a amplificacdo da regido do
Espaco Interno Transcrito (ITS) do rDNA. Em fungos, a amplificacdo desta regido
apresenta bons resultados em reacdes de PCR e sequenciamento. Seu uso em
amplificacGes é vantajoso, pois se trata de uma regido que permite o uso de
menores quantidades de material bioldgico e possui maior probabilidade de
sucesso na identificacdo de espécies estreitamente relacionadas (XU;
ADAMOWICZ, 2016).

O objetivo deste trabalho foi identificar por meio sequenciamento da regidao
ITS do DNA ribossomal os fungos isolados através de microbiologia convencional.

METODOLOGIA

Amostragem: Os fungos isolados foram repicados em meio Sabouraud, onde
adicionaram-se os antibidticos penicilina, gentamicina e vancomicina em
quantidades de 500 uL, 100 pL e 100 pL, respectivamente. Os repiques foram
feitos em estriamento continuo. As placas foram incubadas a 28°C por 5 a 7 dias.
Apds o periodo de incubagdo, aproximadamente 1 cm? do micélio da coldnia foi
transferido para microtubos de PCR de volume 1,5 mL contendo tampdo CTAB
(300 pL) e uma mistura de silica e celite (proporc¢do 2:1).

Extracdo de DNA: Para a extracdo de DNA, seguiu-se o protocolo estabelecido
por Vicente et al. (2008). O material foi triturado por aproximadamente 5
minutos com auxilio de pistilos de plastico esterilizados. Em seguida, adicionou-se
mais 200 pL de tampdo CTAB aos tubos que foram entdo incubados a 65°C por 10
minutos. Apds a incubagdo adicionou-se 500 pL de CIA (cloroférmio:alcool
isoamilico 24:1), e homogeneizou-se por inversdo dos tubos. Posteriormente,
procedeu-se a centrifuga¢do a 14.000 rpm por 7 minutos obtendo-se duas fases:
aquosa e organica. A fase aquosa foi coletada e transferida para tubos
esterilizados, acrescentando-se 800 UL de etanol 96% para a precipitagdo do DNA
em freezer -20°C pelo periodo de 12 horas. Depois da precipitacgdo do DNA,
realizou-se nova centrifugacdo a 14.000 rpm por 7 minutos e todo o
sobrenadante foi descartado. Na sequéncua, foi procedida a lavagem do DNA
obtido com 1000 pL de alcool a 70% gelado. O DNA obtido teve sua qualidade e
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integridade verificada em gel de agarose a 0,8% (70v por 30 minutos), corado
com brometo de etidio e visualizado em Transiluminador.

Amplificagdo do DNA: Com as amostras de DNA isolado, realizou-se a reagdo de
PCR. Os primers utilizados foram o ITS1 e ITS4. O mix usado foi calculado para o
volume de 25 pL, onde para os valores de cada rea¢do usaram-se 14 uL de H,0
ultrapura, 2,5 pL de dNTP’s, 2,5 uL de tampdo Buffer 10X, 1,3 uL de MgCl,, 1,3 pL
de cada primer, 0,3 uL de Tag DNA Polimerase Platinum e, por fim 2 uL de DNA
molde. As condi¢cbes de amplificacdo foram: 95°C por 5 minutos para a
desnaturacdo inicial, 94°C por 45 segundos para a desnaturacdo, 52°C por 45
segundos para o anelamento, 72°C por 2 minutos para a extensado e 72°C por 7
minutos para a extensao final. A reacdo foi realizada em 35 ciclos.

Os produtos de amplificacdo por PCR foram visualizados através de eletroforese
em gel de agarose a 1,4% (70v por 30 minutos), corado com brometo de etidio
visualizado em Transiluminador.

Purificacdo do DNA: Realizou-se a purificagdo do produto da PCR para eliminar
da reacdo resto dos reagentes utilizados na amplificacdo, como por exemplo,
primer e dNTP’s. O protocolo de purificacdo foi realizado utilizando o polimero
PEG (Polietilenoglicol), que foi adicionado ao microtubo da PCR em quantidade
proporcional ao volume do produto da PCR (25 uL). Em seguida, prosseguiu-se
com incubacdo a 37°C por 30 minutos, centrifugacdo a 13.000 rpm por 20
minutos seguido de descarte do sobrenadante com auxilio de micropipeta. Ao
novo tubo adicionou-se 125 pL de etanol 80% gelado, submetendo o tubo a
centrifugacdo a 13.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante novamente foi
descartado e houve a adicdo de 125 ulL de etanol 96% gelado que foi retirado
logo em seguida. Apds evaporar o restante do etanol 96% com a ajuda do banho-
seco, ressuspendeu-se o DNA purificado em 15 L de agua ultrapura, deixando-o
a 372C por 30 minutos em banho-seco.

Sequenciamento: Os produtos purificados foram enviados para sequenciamento
na empresa Mpyleus Biotechnology (www.myleus.com), os quais foram
preparados de acordo com as normas exigidas pela empresa. As sequéncias
recebidas foram tratadas através do software SeqMan e, em seguida realizada
comparacdo das sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas no banco de
dados do National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), por meio da ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool na pagina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de extracdo de DNA utilizado foi eficiente na extragdo da maior parte
das amostras. Entretanto, foi necessario repetir esta etapa para alguns dos
microrganismos, visto que, ndo obteve-se a presenga de bandas de DNA em
todos os pogos no gel, como observado na Figura 1. Segundo Hepp & Nonohay
(2016), durante a eletroforese as moléculas presentes sdo separadas devido a
diferenca de velocidade de migragao no gel.

Figura 1 — Gel de agarose a 0,8% com resultados para a presen¢a de DNA. MM=
marcador de peso molecular. A. primeira extracdao de DNA. B. repeticdo do protocolo em
amostras ndo isoladas na primeira tentativa.
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Fonte: Autoria Prépria (2017).

Um DNA de boa qualidade caracteriza-se por uma banda bem definida, sem
arrastes, sem a presenca de RNA mais abaixo no gel e sem a presenca de
proteinas no pogo. De acordo com a posicdo da banda de DNA no gel, pode-se
afirmar que foram obtidas bandas com tamanho de 1500 pb.

A amplificacdo do DNA pela reacdo de PCR foi bem sucedida em todas as
amostras. Entretanto, pode-se observar na Figura 2 que as bandas de PCR ndo
ficaram bem definidas, principalmente as amplificacbes da primeira leva de
amostras que obtiveram um claro arraste de bandas. A regido amplificada foi a
regido ITS, considerada vantajosa na identificacdo de espécies e linhagens, visto
gue é uma regido conservada intraespecificamente, mesmo apresentando
variacOes entre espécies distintas (FUNGARQO, 2000).

Figura 2 — Gel de agarose a 1,4% com resultados para a amplificacdo do DNA.
MM= marcador de peso molecular. A. amplificacdo das amostras primeiramente
isoladas. B. amplificacdo das amostras isoladas na segunda tentativa.

Fonte: Autoria Propria (2017).

Percebe-se também a presenca de restos de reagentes do mix do PCR na parte
inferior do gel. Em casos como este, onde a amplificagdo apresentou
contaminantes alheios a banda de interesse faz-se necessario realizar uma
purificacdo, de modo a evitar ruidos e erros que podem aparecer em andlises
posteriores, como a de sequenciamento (UNIVERSITY OF ALBERTA [200-?]). O
reagente utilizado para a purificacdo foi o PEG 8000, capaz de solubilizar os
outros contaminantes, deixando um DNA mais puro, como pode ser observado
na Figura 3.

Figura 3 — Gel de agarose a 1,4% com resultados para a purificagdo dos produtos
da PCR. MM= marcador de peso molecular. A. purificacdo das amostras
primeiramente isoladas. B. purificagdo das amostras isoladas na segunda

tentativa.
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Fonte: Autoria Prépria (2017).
Com o resultado do sequenciamento foi possivel obter a identificacdo das 10
amostras. O eletroferograma resultante apresentou boa qualidade em geral e
baixa concentragao de ruidos, demonstrando a eficiéncia da purificagao.

CONCLUSAO
As técnicas moleculares provaram-se eficientes para a identificacdo dos fungos

estudados. Os equipamentos devem estar bem calibrados de modo a evitar erros
de resultados.
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Taxonomy of microorganisms by
sequencing

ABSTRACT

The aim of this work was to identify fungal isolates previously isolated by
conventional microbiology by the sequencing of the ITS region of ribosomal DNA.
METHODS: The isolates (n=10) were cultured in Sabouraud Glucose Agar, with
antibiotics in order to avoid bacteria contamination. The DNA was isolated using
CTAB method. The obtatined DNA was amplified by PCR reaction then purified.
The quality and amount of the DNA obtained were evaluated by electrophoresis
on 0,8% agarose gel with coloration by bromide ethidium. Finally, the DNA was
sequenced. RESULTS: All the electrophoresis gels presented the expected results
for the applied technique. A total of 10 fungal isolates were identified after
analysis of the obtained sequences. through the files that were sent back by the
sequencing company. CONCLUSIONS: The use of molecular tools allowed the
identification of the studied microorganisms.

KEYWORDS: DNA Sequencing. ITS Region. Polymerase Chain Reaction.
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