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Introducéo

Fungos filamentosos apresentam grande potencial de
producdo de metabdlitos de interesse farmacologico e
biotecnolégico. Em muitos casos, 0s taxonomistas
tém dificuldades para determinar quais sdo as
caracteristicas que realmente definem uma espécie
ou um género’. Nesse aspecto, técnicas moleculares
(PCR-RFLPs, RAPD ou sequenciamento de genes)
de classificagdo e identificagdo estdo contribuindo
para o entendimento das relacdes filogenéticas entre
as diferentes espécies de fungos. Devido a mudanca
morfolégica durante o cultivo da espécie A. flavus
(I0C 3974), gerando uma nova espécie CFAB 078,
optou-se por fazer uma identificacdo através da
biologia molecular com o seqienciamento de um
fragmento nucleotidico do gene 18S e a analise das
relagbes filogenéticas com outras unidades
taxondmicas operacionais OTUs, A. tamarii (IOC 187)
e A. terreus (IOC 217).Também foi quantificado a
producdo do metabdlito secundario (5-hidroxi-2-
hidrometil-?-pirona) produzido pelas espécies e
dosagem de acuUcares redutores totais, visando a
identificacdo quimiotaxonémica.

Resultados e Discussao

As amostras foram cultivadas em meio liquido
CZAPECK (pH 5,5), a 29°C e 120 RPM por 4 dias. O
DNA dos fungos foram isolados segundo Sambrook
et al., 1998% A amplificacdo de 580 pb do espacador
da regido 18S ribossomal foi feita via PCR em
termociclador programado. O amplicon foi purificado
com auxilio do kit GFX. Andlises filogenéticas foram
realizadas com auxilio do pacote PAUP. As arvores
filogenéticas geradas através do método de maxima
parcimbnia e agrupamento de vizinhos apresentaram
estrita concordancia nos arranjos envolvendo todos os
OTUs, gerando cladogramas com topologias iguais.
Analise de bootstrap foi realizada no banco de dados
com 2000 replicas, com o clado composto por A.
flavus CFAB-078 e 10C-3974 permanecido unido em
98% das vezes na méaxima verossimilhanga e 100%
das vezes na parcimdnia. Aliquotas de 1mL foram
retiradas a cada 24h por 15 dias, para andlises
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qguantitativas do metabdlito por espectrofotometria
UV/Vis (?=269nm), e aclcares redutores totais
através do método do DNS, segundo Miller (1959)°.
Os graficos mostraram que a linhagem 3974 foi a
que produziu maior quantidade da substancia ?-
pirona, sendo esta mais evidente a partir de 216
horas de cultivo (9° dia), quando uma boa
porcentagem da sacarose ja havia sido consumida.
Ha evidéncias de que no periodo decorrido até o inicio
de producdo do metabdlito, o microrganismo
direciona o seu mecanismo enzimatico para producao
de hidrolases e seqiiencialmente de invertases para
poder metabolizar os monossacarideos presentes na
sacarose”.

Figura 1. Analise de parcimbnia e maxima

verossimilhanca.

Figura 2: Parametros da producéo do metabdlito e
consumo de acUcares redutores totais.

Conclusdes

Este estudo quimio-genético-taxondmico viabiliza
uma identificagdo segura de fungos filamentosos
utilizados na busca de metabdlitos secundérios de
interesse  biotecnolégico. Desta forma, este
procedimento de identificacdo podera nos assegurar a
correta identificacdo da espécie estudada, evitando
duvidas devido ao pleomorfismos de microorganismos
pertencentes a este grupo.
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