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Introducéao

Os fungos filamentosos sdo morfologicamente
microrganismos complexos, podendo apresentar
grande potencial de producdo de metabdlitos de
interesse farmacolégico e biotecnolégico, além de
ampla variedade fenotipica, causada por diversos
fatores ambientais, dificultando a distincdo de
espécies intimamente relacionadas, bem como a
identificacdo de ragas dentro de cada espécie.
Nesse aspecto, técnicas moleculares (PCR-RFLPs,
RAPD ou sequenciamento de genes) de
classificacédo e identificacdo estdo contribuindo para
o entendimento das relagGes filogenéticas entre as
diferentes espécies de ftingos. 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 sequtienciamento de um
fragmento nucleotidico do gene 18S e a analise das
relacdes filogenéticas com outras unidades
taxondmicas operacionais OTUs.Também foi
quantificado a producdo do metabdlito secundario
(5-hidroxi-2-hidroximetil-?-pirona) produzido pelas
duas espécies, bem como a identificacdo deste
metabdlito por RMN, visando a identificacdo
guimiotaxonémica das espécies.

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. Analises
filogenéticas foram realizadas com auxilio do pacote
PAUP, gerando 4&rvores filogenéticas que
apresentaram estrita concordancia nos arranjos
envolvendo todos os OTUs, e cladogramas com
topologias iguais, apresentando o clado composto
por A. flavus CFAB-078 e 10C-3974 permanecido
unido em 98% das vezes na maxima
verossimilhanga. A andlise do sequenciamento do
DNA da regido ITS e do gene ribossomal 18S
revelou semelhancas que possibilitaram classificar
as duas cepas de A. flavus como sendo da mesma
espécie. Analise por espectrofotometria UV/Vis
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(?=269nm) mostrou que ambas as linhagens 3974 e
078 produziram a 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. H& evidéncias de que no
periodo decorrido até o inicio de producdo do
metabdlito, o microrganismo direciona 0 seu
mecanismo enzimatico para producdo de hidrolases
e sequencialmente de invertases para poder
metabolizar 0s monossacarideos presentes na
sacarose’. A figura mostra os deslocamentos
qguimicos do metabdlito isolado comparado com o
padrdo, sendo, portanto a substancia 5-hidroxi-2-
hidroximetil-?-pirona.

RMN Padrédo Amostra Amostra
A ». Bc (ppm) 10C- CFAB-
b ; 3974 078
'.-.-\ (ppm) (ppm)
I\ 2a 59,56 59,588 59,583
) ‘ 2 139,34 139,401 141,719
3 14434 145,851 144,375
4 17419 174,080 176,398
5 109,92 109,95 110,243
6 168,14 168,221 168,202
Dosagem de Acido Kojco
B RMN Padrao Amostra Amostra
, *H (ppm) loC- CFAB-
) !x' 3974 078
(ppm) (ppm)
/ 2H,  4292e 4288e* 439%0e*
o e 4,279
R R 2H,
3H 6,336 6,336 6,451
6H 8,006 8,026 7,963

Fig. 1: A: aspecto morfologico; B: Produgao do
metabdlito; e deslocamentos quimicos

Conclusdes

Este estudo viabiliza uma identificagdo segura de
fungos filamentosos utilizados na busca de
metabdlitos secundarios de interesse
biotecnoldgico. Desta forma, este estudo quimio-
genético-taxondémico assegura um procedimento de
identificagcdo correta da espécie estudada.
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