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RESUMO

O estudo das espécies e sua filogenia pode ser definido por meio da
identificagcdo morfologica e a Biologia Molecular, utilizando o DNA dos seres vivos, e
vem sendo paulatinamente mais utilizado devido a filogenética. Em relacdo aos
fungos basidiomicetos (Fungi, Basidiomycota), entretanto, ainda encontram-se
poucos estudos relacionados a esta area.

A tarefa de identificacdo das espécies flngicas da divisdo Basidiomycota é
dificultada diante das semelhancas entre as milhares de espécies que compdem
este grupo e por ndo ter nenhum registro de trabalhos descrevendo a biota fangica
da Mata da Camara local de coleta de dados); desta maneira mostra-se importante
ter o registro fotografico para ser utilizado juntamente as chaves.

Extrair DNA de basidiomicetos € tarefa dificil, uma vez que as membranas
das células fungicas possuem muitas camadas de lipidios e polissacarideos, que
dificultam a criacdo de banco de DNA.

O trabalho incluiu a coleta das espécies na Mata da Camara, a identificacao
dos géneros e, quando possivel, das respectivas espécies, a extracdo de DNA no
Laboratério de Fungos Dimérficos Patogénicos do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de S&o Paulo, e a eletroforese em gel de agarose para verificar a

gualidade das extracdes de DNA.

Palavras-chave: fungos, identificacéo, biologia molecular, protocolo, basidiomycota.



ABSTRACT

The study of the species and their phylogeny can be defined by morphological
and molecular biology, using the DNA of living organisms, and has been gradually
more used because of phylogenetic. Regarding basidiomycetes fungi (Fungi,
Basidiomycota), however, still are few studies related to this field.

The task of identifying the fungal species of Basidiomycota division is difficult
given the similarities between the thousands of species that make up this group and
have no record of studies describing the fungal biota of the Forest of the local
Chamber of data collection); thus shown to be important to have the photographic
record to be used along the keys.

Basidiomycetes extract DNA is a difficult task, since the membranes of yeast
cells possess many layers of lipids and polysaccharides, which hinder the creation of
DNA bank.

The work included the collection of species in Forest Hall, the identification of genres
and, where possible, of the species, DNA extraction in the Fungi Pathogenic
dimorphic Laboratory of the Institute of Biomedical Sciences, University of Sao

Paulo, and the electrophoresis agarose gel to check the quality of DNA extractions.

Keywords: fungi, identification, molecular biology, protocol, basidiomycota.
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INTRODUCAO

O presente estudo foi realizado no Parque Natural Municipal Mata da Camara (Sao
Roque — SP), integrante de um remanescente de Mata Atlantica distante 60 km de S&o
Paulo — SP. Sabe-se, por meio de consulta a literatura, que aparentemente ha poucos
estudos das espécies ali presentes, principalmente as fungicas.

Este Trabalho de Conclusdao de Curso tem como escopo principal estudar os
cogumelos basidiomicetos (Fungi, Basidiomycota). Entre aproximadamente 22 mil
espécies catalogadas até o momento, encontram-se cogumelos comestiveis e venenosos,
orelhas-de-pau, bem como dois grupos fitopatogénicos importantes, as ferrugens e os
carvoes (RAVEN et al., 2007; PETERSEN, 2012).

Durante muito tempo, os fungos foram considerados vegetais e somente a partir de
1969 é que eles passaram a ser classificados em um reino separado: Fungi (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008; SIMPSON, 2010). A classificacdo que € considerada até hoje pelos
micologistas foi proposta por Alexopoulos et al. (1996, apud SILVA; COELHO, 2006)

(Fig.1).

Chytridiomycota

Zygomycota

— Basidiomycota

e Ascomycota

Figura 1. Filograma mostrando os principais grupos de fungos e suas rela¢des filogenéticas
(GUERRA et al., 2011).

Os basidiomicetos possuem um papel preponderante na decomposicdo de
substratos vegetais, constituindo aproximadamente 67% da biomassa viva (néo
incluindo os animais) do solo nas regifes temperadas (RAVEN et al., 2007).

Sendo o Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Sdo Paulo
(IFSP) uma instituicdo de ensino que se encontra na cidade de S&o Roque e possui

diversificadas linhas de pesquisa, é de grande interesse que haja geracdo de
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conhecimento cientifico sobre o grupo estudado. H& registrado no Diret6rio de
Grupos de Pesquisa no CNPqg, sob liderangca do orientador, o grupo “Flora
criptogamica, fungal e fanerogamica da regido de Sdo Roque, SP”, em que se
enquadra a linha de pesquisa “Fungos: protocolos de extragdo de DNA e
sistematica” (http://lattes.cnpg.br/web/dgp).

O projeto € interdisciplinar e serd relevante para as disciplinas de
Biotecnologia, Botanica I, Sisteméatica e Biogeografia e Genética Molecular do curso
de Licenciatura em Ciéncias Biolégicas do IFSP.

Inserido na proposta de Inovacgdo Cientifica e Tecnolégica do IFSP, este
projeto contribuira para a geracdo de informag6es cientificas acerca dos materiais-
alvo e a insercdo dos alunos de Licenciatura em Ciéncias Biolégicas no meio
académico, fomentando a pesquisa e a geracdo de dados cientificos para o
crescimento do banco de dados da instituicéo.

Objetiva-se, com este trabalho de pesquisa, focar as seguintes linhas: A) a
identificacdo dos géneros e espécies (quando possivel), circunscritas em suas
familias e ordens; B) adaptacéo de protocolos para a extracdo de DNA de algumas
espécies de basidiomicetos presentes na area de estudo, com o intuito de formular
um banco de DNA das espécies selecionadas.

Este projeto sera de grande importancia para futuros estudos sobre
basidiomicetos da cidade de S&o Roque devido a aparente falta de estudos na

literatura sobre eles e, também, a dificuldade de extracdo de DNA desse material.
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CAPITULO 1 — FUNGOS BASIDIOMICETOS

Durante muito tempo, os fungos foram considerados vegetais, pois
apresentam caracteristicas semelhantes a eles. A evolu¢do dos estudos sobre 0s
fungos evidenciaram um conjunto de caracteristicas que permitem sua diferenciacao
dos vegetais, tais como: ndo sintetizam clorofila, nem pigmentos fotossintéticos; nao
possuem celulose na parede celular, exceto alguns fungos aquaticos, e nao
armazenam amido como substancia de reserva. A presenca de substancias
quitinosas na parede da maior parte das espécies fangicas e a capacidade de
armazenar glicogénio os assemelham as células animais, porém ndo podem ser
enquadrados no reino Animalia (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Somente a partir de 1969, os fungos passaram a ser classificados em um
reino a parte denominado Fungi. Neste reino estdo englobadas oito divisdes:
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Glomeromycota,
Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Microsporidia e Basidiomycota
(PETERSEN, 2012). O presente trabalho ira abordar especificamente este ultimo.
Na figura 1 estéo representados as quatro maiores divisdes do reino apenas.

Aproximadamente 99.000 espécies de fungos estdo descritas (KIRK et al.
2008 apud MAIA, 2010), o que representa apenas 6,6% das 1.500.000 estimadas no
mundo (HAWKSWORTH 2001, KIRK et al. 2001 apud MAIA, 2010).

1.1 Caracteristicas morfofisiolégicas de fungos

As células fangicas séo eucaridticas, isto €, possuem nucleo com membrana
nuclear (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Sdo compostas pelas seguintes
estruturas:

Parede celular: E uma estrutura rigida que protege a célula de choques

osmoticos (possui até oito camadas e mede de 200 a 350 nm). E composta de modo
geral, por glucanas, mananas e, em menor quantidade, por quitina, proteinas e
lipideos. As glucanas e as mananas estdo combinadas com proteinas, formando as
glicoproteinas, manoproteinas e glicomanoproteinas. Estudos citoquimicos
demonstram que cada camada possui um polissacarideo dominante: as camadas
mais internas (82 e 5°) contém beta-1-3, beta-1-3-glucanas e mananas, enquanto as

mais externas contém mananas e beta-1-6-glucanas. A primeira e a terceira



14

camadas sdo as mais ricas em mananas. As glucanas nas células fungicas sao
normalmente polimeros D-glicose, ligados por pontes betaglicosidicas. As mananas,
polimeros de manose, representam o material amorfo da parede e séo diferenciadas
em dois tipos: uma manoproteina ndo-enzimatica, envolvida na arquitetura da
parede, e uma manoproteina com caracteristicas enzimaticas, relacionada com a
degradacdo de macromoléculas. A quitina, um polimero (1,4) de 2- acetamida-2-
deoxi-beta-D-glicose € o principal componente estrutural do exoesqueleto de
invertebrados e da parede celular fingica. A quitina é geralmente encontrada como
microfibrilas cristalinas, dentro de uma matriz proteica (TRABULSI; ALTERTHUM,
2008).

Membrana citoplasmatica: Atua como uma barreira semipermeavel, no

transporte ativo e passivo dos materiais, para dentro e para fora da célula, sendo
constituida de uma porcéo hidrofébica e de uma porcao hidrofilica, apolar e polar,
respectivamente. Os principais lipideos apolares séao os triacilglicerois e os esterois e
os polares sado os diacilglicerofosfocolinas e diacilgliceroetanolaminas. As
membranas das células dos fungos tém em sua composi¢cdo quimica esterdéis, que
nao sao encontrados nas células bacterianas. O esterol da membrana citoplasmatica
dos fungos € o ergosterol. A membrana é constituida basicamente por lipideos e
proteinas. As proteinas servem como enzimas, que fornecem a membrana
diferentes propriedades funcionais, enquanto os lipideos ddo a membrana sua
verdadeira propriedade estrutural (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Nucleo: Contém o genoma fungico que esta agrupado em cromossomos
lineares, compostos de dupla fita de DNA arrumados em hélice. Contém também as
histonas que séo proteinas basicas, associadas ao DNA cromossomal. A membrana
nuclear € de natureza lipidica e possui humerosos poros. Dentro do ndcleo,
encontra-se o nucléolo, um corpusculo esférico contendo DNA, RNA e proteinas.
Este corpusculo é o sitio de producdo do RNA ribossomal (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

Ribossomos: S&o os sitios da sintese proteica, compostos de RNA e proteina
e ocorrem dentro do citoplasma da célula. Sdo formados por duas subunidades, e a
particula ribossomal (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Mitocdndria: Sitio de fosforilagdo oxidativa, composta de membranas de
fosfolipideos. Possui membrana interna achatada e contém seu DNA e ribossomos
proprios (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).
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Reticulo Endoplasmético: E uma membrana em forma de rede que se

encontra distribuida por toda a célula fungica. Esta ligada & membrana nuclear, mas
ndo a membrana citoplasméatica. Os ribossomos podem estar aderidos ao reticulo
endoplasmatico (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Aparelho de Golgi: Essa estrutura € uma agregacao interna de membranas e

esta envolvida no armazenamento de substancias que serdo desprezadas pela
célula fangica. Os vaculolos estdo relacionados com o0 armazenamento de
substancias de reserva da célula, tais como glicogénio e lipideos (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

1.2 Tipologia

Os fungos podem se desenvolver em meios de cultivo formando
colonias leveduriformes e filamentosas.

As colbnias leveduriformes sdo pastosas ou cremosas, formadas por
microrganismos unicelulares que cumprem as func¢des vegetativas e reprodutivas.

As colbnias filamentosas podem ser algodonosas, aveludadas ou
pulverulentas, com os mais variados tipos de pigmentacdo; sao constituidas
fundamentalmente por elementos multicelulares em forma de tubo — as hifas. As
hifas podem ser ndo-septadas que sdo conhecidas como cenociticas ou septadas
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Ao conjunto de hifas da-se o nome de micélio. O micélio que se desenvolve
no interior do substrato, funcionando também como elemento de sustentacdo e de
absorcao de nutrientes, é chamado de micélio vegetativo. O micélio que se projeta
na superficie e cresce acima do meio de cultivo é o micélio aéreo. Quando o micélio
aéreo se diferencia para sustentar os corpos de frutificagdo ou propagulos, constitui
0 miceélio reprodutivo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; LAESSOE, 2013).

Os propagulos ou 6rgdos de disseminacdo dos fungos séo classificados,
segundo sua origem, em externos e internos, sexuados e assexuados. Embora o
micélio vegetativo ndo tenha especificamente funcdes de reproducdo, alguns
fragmentos de hifas podem se desprender do micélio vegetativo e cumprir funcdes
de propagacao, uma vez que as células fungicas sao autbnomas.

A maioria dos fungos sao aerdbios obrigatérios. No entanto, certas leveduras
fermentadoras, aerdbias facultativas, se desenvolvem em ambientes com pouco
oxigénio ou mesmo na auséncia deste elemento (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).
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Os fungos sdo organismos heterotroficos, produzem enzimas como lipases,
invertases, lactases, proteinases, amilases, que hidrolisam o substrato tornando-o
assimilavel através de mecanismos de transporte ativo e passivo. Alguns substratos
podem induzir a formagcdo de enzimas degradativas; ha fungos que hidrolisam
substancias organicas, como quitina, 0sso, couro, inclusive materiais plasticos
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Os fungos, como todos o0s seres vivos, necessitam de agua para o0 seu
desenvolvimento. Alguns s&o halofilicos, crescendo em ambiente com elevada
concentragéo de sal (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

A temperatura de crescimento abrange uma larga faixa, havendo espécies
psicréfilas, mesdfilas e terméfilas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Os fungos possuem importancia econdémica, médica, e desempenham papel
de decompositores na natureza, e o0s decompositores sdo fundamentais na

manutenc¢ao do equilibrio natural dos ecossistemas.

1.3 Basidiomicetos

A divisdo Basidiomycota compreende os fungos que formam corpos de
frutificacdo, juntamente com o0s Ascomycota, conhecidos como cogumelos
(PETERSEN, 2012). Apresentam hifas septadas e séo caracterizados pela producéo
de esporos sexuados externos, 0s basidiocarpos, tipicos para cada espécie
(BONONI et al., 1999).

Em geral, os basidiomicetos possuem um micélio bem desenvolvido, formado
por hifas septadas e os septos séo perfurados. Em muitas espécies, o poro do septo
tem uma margem inflada ou em forma de barril chamada doliporo. Qualquer fungo
com septo dolipérico pertence aos Basidiomycota. De ambos os lados do poro ha
capas membranosas chamadas parentossomos (RAVEN et al., 2007).

Via de regra, a plasmogamia efetua-se muito cedo no desenvolvimento do
micélio, seja através da fusdo de duas hifas haploides geneticamente diversas, seja
pela fusdo de uma hifa haploide com um esporo. A hifa resultante € dicaridtica e
mantém-se dessa forma por muito tempo. Cresce por um processo denominado de
divisdo celular conjugada, no qual ha a formacdo de clamp connections, também
chamadas de fibulas ou ansas. Estas sdo espécies de ganchos que auxiliam na

distribuicdo, nas duas células filhas, dos quatro nudcleos produzidos por divisdo
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mitotica dos dois ndcleos da dicariofase. Muitas vezes, persiste uma dilatacdo na
altura dos septos que dividem as células-filhas, motivo pelo qual o micélio, que entédo
recebe o nome de micélio fibulado, torna-se facilmente reconhecivel como micélio
tipico dos basidiomicetos (RAVEN et al., 2007).

Em determinadas condi¢fes, ainda ndo bem conhecidas, o micélio dicaridtico
passa a produzir basidios, nos quais ocorre a cariogamia. Segue-se a meiose, com
producdo de quatro nucleos, que migram para protuberancias desenvolvidas no
apice do basidio. Tais protuberancias sao sustentadas por pequenos pediculos, 0s
esterigmas. ApOs a formacdo dos quatro esporos, estes sdo eliminados (RAVEN et
al., 2007).

A reproducdo do micélio vegetativo, por esporos dos mais variados tipos,
pode realizar-se tanto no estagio monocaridtico como no estagio dicariotico (RAVEN
et al., 2007).

Os fungos sao considerados biorreguladores, e possuem grande importancia
na manutencdo do equilibrio dos ecossistemas, pois 0s mesmos tém realizado um
importante papel na ciclagem de nutrientes. Esses organismos tem grande
importancia no ciclo do carbono e de outros elementos, como fésforo e nitrogénio,
além de realizar a ciclagem de matéria organica (MUZZI et al., 2013).

Altamente ricos em proteinas, sais minerais, ferro, vitaminas do complexo B,
calcio, fibras e outros elementos essenciais a saude, os basidiomicetos comestiveis,
dentre os quais se destacam os cogumelos, vém conquistando seu espaco na
industria alimenticia. No Brasil, espécies como Agaricus bisphorus (Champignon),
Pleurotus osteatus (Hiratake), Agaricus blazei murril (Himematsutake), Lentinus
edodes (Shiitake), e Pleurotus ssp (Shimeji), sdo consideradas iguarias e vém sendo
amplamente cultivadas (MUZZI et al., 2013).

1.4 Identificacdo e taxonomia

A identificacdo de fungos sempre foi baseada em sua morfologia, tanto macro
como microscopicamente. Como eles habitam os mais variados substratos,
apresentam, portanto, uma sucessao formidavel de tipos morfolégicos, dos mais
simples aos mais complexos (PAULA, 2014). Esse tipo de identificacdo requer
experiéncia por parte do pesquisador, principalmente devido ao fato de que as

caracteristicas dos fungos em desenvolvimento podem mudar consideravelmente
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dependendo do meio e das condi¢cdes a que estdo expostos. As caracteristicas
macroscopicas e microscéopicas podem ser muito semelhantes entre as espécies,
podendo levar a resultados errbneos de identificacdo. (FISHER; DOTT, 2002 apud
LUIZ, 2010).

Atualmente, técnicas moleculares tém ajudado os cientistas a confirmar
hip6teses de classificacdo baseadas em morfologia. A aplicacdo dessas técnicas
para a identificagdo de fungos filamentosos é cada vez mais acessivel e visa,
principalmente, a analise do gene que codifica para o DNA ribossomal. Nesta
regido, a sequéncia de interesse corresponde aos Espacadores Internos Transcritos
(ITS), devido ao seu alto grau de variabilidade entre espécies e, em alguns casos,
entre cepas de mesma espécie (ANDERSON; PARKIN, 2007 apud LUIZ, 2010).

Os métodos moleculares como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD), sequenciamento genético, entre
outros, sao utilizados nos estudos de identificacdo (GUIMARAES et al., 2006;
GODET; MUNAUT, 2009 apud LUIZ, 2010).

O uso de técnicas moleculares que exploram as variacdes na sequéncia de
nucleotideos no gene que codifica 0 RNA ribossomal e os espacos intergénicos, fez
com que ocorresse, na Ultima década, progresso no estudo da ecologia de fungos
(PINHEIRO, 2004; ANDERSON; PARKIN, 2007 apud LUIZ, 2010).

Através desses estudos moleculares admite-se que o Reino Fungi contenha
pelo menos oito divisdes distintas, como citado anteriormente (Fig.2).

Basidiomycota € dividido em trés classes: Basidiomycetes, Teliomycetes e
Ustilagomycetes. Os Basidiomycetes incluem todos os fungos que produzem
basidioma, como os cogumelos e as orelhas-de-pau. Os Teliomycetes incluem as
ferrugens e os Ustilagomycetes séo os carvdes que nao formam basidioma. Em vez
disso esses fungos produzem esporos em aglomerados denominados soros
(RAVEN et al., 2007).
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Ascomycota

Zigomycota Basidiomycota

Glomeromycota

Chytridiomycota

Neocallimastigomycota

Blastocladlomycota
Microsporidiomycota

Figura 2. Cladograma com 0s oito grupos atualmente reconhecidos no reino Fungi
(PETERSEN, 2013, traduzido e adaptado).

Uma das mais importantes bases de dados para a classificacdo através de
dados moleculares de fungos é o GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank),
do National Center for Biotechnology Information (NCBI) em colaboracdo com
laboratorios internacionais que reune sequéncias de mais de 100.000 organismos
distintos. Existem também outras bases de dados que fornecem informacdes
relativas as sequéncias de microrganismos, como o0 Index Fungorum
(www.indexfungorum.org), o MycoBank (www.mycobank.org), entre outras
(HIBBETT et al., 2007 apud LUIZ, 2010).
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CAPITULO 2 - EXTRACAO DE DNA

Muito antes da estrutura do DNA (acido desoxirribonucleico) ser entendida, ja
se sabia que as caracteristicas hereditarias e os genes que as determinam estavam
associados aos cromossomos. Por meio de analises bioquimicas descobriu-se que
os cromossomos continham DNA e proteinas. O DNA é uma molécula que consiste
em duas longas cadeias polinucleotidicas (fitas de DNA), e hoje em dia é
compreendido como sendo o material genético fundamental para o processamento
biol6égico. Cada cadeia de DNA é composta de quatro tipos de subunidades de
nucleotideos e as duas cadeias sdo unidas por ligacdes de hidrogénio entre as
bases dos nucleotideos, essa molécula ainda possui uma estrutura que se torce na
dupla-hélice e possuem polaridade antiparalela em suas fitas (ALBERTS et al.,
2011).

A informacéo hereditaria de todos o0s organismos vivos, com excecao de
alguns virus, esta presente nas moléculas de DNA. Estas consistem de duas
cadeias complementares, cada uma formada por quatro tipos de nucleotideos:
adenina (A), guanina (G), timina (T) e citosina (C). (WATSON, 1992; GRIFFITHS,
2000 apud KIIHL, 2005).

Os organismos diferem uns dos outros porque suas moléculas de DNA
possuem diferentes sequéncias nucleotidicas, e consequentemente, diferentes
mensagens biolégicas (ALBERTS et al., 2011).

2.1 Procedimentos de extracao

As extracdes de DNA puro e de boa qualidade sdo extremamente necessarias
para a realizacdo de estudos moleculares, pois se as preparacdes de DNA nao
produzirem amostras puras suficientes podem-se causar interferéncias nos padrées
de migracdo em gel de eletroforese (ROMANO; BRASILEIRO, 1999).

Existem varias metodologias disponiveis para o isolamento de DNA
genbmico, mas na pratica, esses protocolos sdo empiricos em funcdo da
variabilidade existente na composicao do tecido utilizado. Os métodos convencionais
simples de extracdo de DNA nado sdo necessariamente reproduziveis para todas as
espécies, sendo necessarias adaptacdes e modificacdes (ARAS et al., 2003 apud
CHIARI; VALLE; RESENDE, 2009).
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Os métodos atuais de extracdo de DNA de algumas espécies de fungos séo
demorados e exigem substancias téxicas ou sdo baseados em tecnologias caras
(MULLER et al., 1998; FAGGI et al, 2005.; BORMAN et al, 2006.; CHENG E JIANG,
2006 apud MANJUNATHAN; KUMAR; KAVIYARASAN, 2011).

Atualmente, o método de extracdo de DNA mais utilizado para diferentes
espécies vegetais é baseado no uso do detergente CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio) (ROMANO & BRASILEIRO, 1999; MERCADO et al.,, 1999;
FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995; VASCONCELOS, 1995; DOYLE et al., 1987
apud MAZZA; BITTENCOURT, 2000). Esse detergente solubiliza as membranas
celulares e, dependendo da concentracdo de NaCl no tampéao, forma um complexo
com o DNA, podendo, portanto, ser utilizado para precipita-lo seletivamente nos
casos de dificil separacdo (KIDWELL & OSBORN, 1992 apud MAZZA;
BITTENCOURT, 2000).

Segundo Romano e Brasileiro (1999), alguns passos s&o importantes na
obtencdo de DNA de boa qualidade e devem ser atendidas independentemente do
método utilizado, como por exemplo, as paredes celulares devem ser rompidas com
0 objetivo de liberar os constituintes celulares. Essa etapa € realizada geralmente
pelo congelamento do tecido vegetal em nitrogénio liquido e posterior quebra
mecanica, com o auxilio de um pistilo e de um almofariz.

As membranas celulares devem ser rompidas para liberacdo do DNA. Essa
etapa € realizada pela acdo de um detergente como SDS (dodecil sulfato de sodio)
ou CTAB. Deve-se, também, evitar a acdo de DNAses, que podem degradar o DNA.
Com esse proposito, os tampdes de extracdo possuem pH por volta de 8,0,
enquanto o pH 6timo para acdo de DNAses enddgenas fica por volta de 7,0. Outro
expediente empregado é a adicdo de EDTA (acido etileno diamono tetracético) no
tampdo de extracdo. O EDTA é uma substancia quelante de cations divalentes,
como Mg*? e Ca* e, portanto, inibe a acdo de DNAses, que usam esses metais
como cofatores (SAMBROOK et al., 1989 apud ROMANO; BRASILEIRO, 1999).

Os acidos nucléicos devem ser separados das proteinas. Para tanto, realiza-
se de uma a varias extracbes com fenol e/ou cloroformio, que desnaturam as
proteinas tornando-as insollveis a fase aquosa, onde se encontram o0s acidos
nucléicos.

Os acidos nucléicos devem ser separados de polissacarideos. Esses inibem a
acao de enzimas de restricao (SHIODA & MARAKAMI-MUOFUSHI, 1987) e tornam
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a amostra de DNA excessivamente viscosa, interferindo na migragdo do DNA em
corridas eletroforéticas. O detergente CTAB é utilizado com essa finalidade, j& que
polissacarideos e acidos nucléicos possuem solubilidade diferenciada na presenca
desse detergente (ROMANO; BRASILEIRO, 1999).

Depois de realizada a extracao, € feita a eletroforese em gel de agarose 1%
para identificar se naquela amostra ha DNA. Essa técnica separa os fragmentos com
base no seu comprimento. A mistura de fragmentos de DNA é aplicada em uma das
extremidades de um bloco de gel de agarose. Uma voltagem é entdo aplicada
através do bloco de gel. Como o DNA tem carga negativa, os fragmentos migram em
direcdo do eletrodo positivo; os fragmentos maiores migram mais lentamente porque
0 seu progresso € mais impedido pela matriz de agarose. Ap6s um tempo, 0S
fragmentos de DNA ficam espalhados ao longo do gel de acordo com o tamanho
uma escada de bandas discretas, cada uma composta de uma colecédo de moléculas
de DNA de comprimentos idénticos.

As bandas de DNA em gel de agarose séo invisiveis, a ndo ser que o DNA
seja marcado ou corado de alguma maneira. Um método de deteccdo é o uso de um
corante que fluoresce sob luz ultravioleta quando esta ligado ao DNA (ALBERTS et
al., 2011).

2.2 Delimitacdes de grupos bioldgicos a partir do DNA

O conhecimento da evolucéo das espécies e a relacdo entre as espécies tém
sido de consideravel valor na conservacao e utilizacdo dos recursos genéticos. Com
o aprimoramento e facilidade das técnicas moleculares, estas tém sido muito
utilizadas nas analises filogenéticas (BUSO, 2005).

Durante os ultimos dez anos, um grande progresso ocorreu no estudo da
evolucdo no nivel molecular devido ao grande avanco no desenvolvimento de
técnicas bioquimicas para o estudo do DNA, como a reacdo em cadeia de
polimerase e 0 sequenciamento automatico de acidos nucleicos (WATSON, 1992
apud KIIHL, 2005). Esta metodologia bioquimica tem sido utilizada recentemente em
estudos de grande escala que envolvem o conhecimento do genoma completo de
diferentes organismos, iniciando a era gendémica da biologia molecular (GIBSON;
MUSE, 2004 apud KIIHL, 2005).

Andlise genética é possivel em qualquer organismo. Por esta razdo, conceitos

e enfoques experimentais de genética populacional (estudo de diferencas genéticas
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naturais entre organismos) tém atraido quase todas as areas da biologia moderna
(HARTL; CLARK, 1997; NAGYLAKI, 1992 apud KIIHL, 2005).

Dados moleculares, particularmente sequéncias de DNA e aminoécidos,
contribuem para estudos evolucionarios juntamente com dados morfolégicos e
fisiolégicos. Primeiramente, sequéncias de DNA e proteinas sdo entidades
transmitidas estritamente de maneira hereditaria. Isto pode ndo ser verdade para
muitos aspectos morfolégicos que podem ser influenciados por fatores ambientais
(KIIHL, 2005).

O isolamento e a purificacdo de quantidades suficientes de DNA de boa
qgualidade constituem passo-chave na analise genética de populacdes, através de
fragmentos de DNA (KIDWELL & OSBORN, 1992 apud MAZZA; BITTENCOURT,
2000), ou seja, o DNA obtido deve estar integro, livre de impurezas (MILACH, 1998
apud MAZZA; BITTENCOURT, 2000) e ser passivel de amplificacdo. Porém,
problemas no isolamento e purificacgdo do DNA podem acontecer, devido ao co-
isolamento de polissacarideos, proteinas, substancias fenolicas e compostos
secundarios (MERCADO et al., 1999; ROMANO & BRASILEIRO, 1999; KIDWELL &
OSBORN, 1992 apud MAZZA; BITTENCOURT, 2000).

Alguns métodos dao rendimentos baixos de DNA, devido as paredes
celulares serem dificilmente lisadas (MULLER et al.,, 1998 apud MANJUNATHAN;
KUMAR; KAVIYARASAN, 2011). O grande desafio para o isolamento de DNA de
boa qualidade e a quantidade de fungos esta na quebra da rigida parede celular,
uma vez que sao resistentes aos procedimentos de extracdo de DNA tradicional
(FREDRICKS et al., 2005). Nucleases fungicas possuem muitos polissacarideos que
aumentam as dificuldades no isolamento de DNA a partir de fungos filamentosos
(ZHANG et al, 1996, MULLER et al.,, 1998 apud MANJUNATHAN; KUMAR;
KAVIYARASAN, 2011). Todos os métodos tém em comum a utilizacdo de
detergentes tais como SDS para a lise da parede celular, e isso muitas vezes inibe
mais manipulacdes de purificacdo. Como uma alternativa para a lise por SDS € o
uso de produtos quimicos téxicos, por exemplo, o fenol (CHENG E JIANG, 2006
apud MANJUNATHAN; KUMAR; KAVIYARASAN, 2011). De acordo com Fredricks et
al. (2005), nenhum método de extracdo disponivel atualmente € ideal para todos os
fungos (MANJUNATHAN; KUMAR; KAVIYARASAN, 2011).
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CAPITULO 3 — PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O trabalho foi desenvolvido na cidade de Sdo Roque, no Parque “Mata da
Camara’”, e teve inicio no més de Janeiro de 2014, encerrando-se em novembro do
mesmo ano.

Nos meses de janeiro, fevereiro e margo iniciou-se o trabalho com leituras
pertinentes ao tema desenvolvido. Apés a etapa inicial de levantamento bibliografico,
as coletas, o armazenamento e os registros de basidiomicetos foram realizados a
partir do més de abril, juntamente com as analises laboratoriais para extracdo de
DNA.

3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no Parque Natural Municipal Mata da Camara, Sao
Roque, SP, Brasil, area remanescente de Mata Atlantica, (23°31'26 S e 47°06'45 W),
que é conhecido como “Mata da Camara”. O parque possui 128 ha, e ha cerca de
100 anos é tido como area de conservacao (Fig.3). Entretanto apenas em 1999
transformou-se em Parque Natural Municipal de Sdo Roque (Lei Municipal 2.499, de
19/03/1999).

O clima da regidao é Cfb (classificacdo de Koppen apud CALVANESE;
PEREIRA, 2013), com temperatura média de 18° C e precipitacdo anual de 1.100 a
1.400 mm (SETZER, 1966 apud CALVANESE; PEREIRA, 2013) e a vegetacdo é
classificada como Floresta Estacional Semidecidual. (RIZZINI, 1979; BRASIL, 1992
apud CALVANESE; PEREIRA, 2013). O relevo é do tipo montanhoso, com altitudes
variando de 850 a 1.025 m (PONCANO et al., 1981 apud CALVANESE; PEREIRA,
2013). O principal tipo de solo da regido é argiloso (EMBRAPA, 1999 apud
CALVANESE; PEREIRA, 2013), sendo esta reserva circundada por pastos,

plantacdes comerciais, condominios residenciais e estradas.
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Mata da Camara
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® 2013 MapLink
3 Image @ 2013 DigitalGlobe
Figura 3 - Area de estudo - Mata da Camara, S&o Roque, SP, e sua localizag&o no Brasil e
na América do Sul (CALVANESE; PEREIRA, 2013).

3.2 Métodos

Os seguintes procedimentos foram empregados:

o Coleta em borda de mata: Foram utilizados, nesta etapa, os seguintes
equipamentos: pincas, pa de pequeno porte com bico, potes de vidro e sacos feitos
com jornal. Para a retirada das amostras de seu ambiente natural, utilizou-se a pa e
a pinca para nao danificar as amostras e, em seguida, foram inseridas no saco de
jornal individualmente ou em potes de vidro;

o Registro fotografico e identificacdo: Esta etapa foi necessaria, pois
algumas espécies de basidiomicetos comecam a se degradar depois de minutos de
sua retirada do habitat natural. O registro proporcionou a possibilidade de
identificacdo das amostras, com o0 uso de chaves de identificacdo variadas
(impressas e/ou on-line), entre as quais Mycokey, MushroomExpert, Laessoe (2013),
Petersen (2014) e Bononi et al. (1999);

o Armazenamento em frascos: O armazenamento teve inicio com a
esterilizacdo dos frascos. Ndo ha um modelo de frasco especifico a ser utilizado; a
Unica exigéncia foi que cada amostra fosse armazenada individualmente para que
nao houvesse contaminacao entre elas.

Para conservacdo das amostras, foram testados quatros métodos, sendo
escolhido o que obteve sucesso na conservagao e que nao interferiu no momento da
extracdo. Os métodos testados foram os seguintes:

> frascos contendo alcool em gel 70° GL;
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> frascos contendo glicerina P.A.;

> 6leo mineral;

> frascos submetidos a congelamento (entre -1°C e -4°C).

o Extracdo de DNA: Foram realizados testes de adaptacéo de protocolos

de extracdo de DNA. Em um primeiro momento, foi utilizado o protocolo de Dias et
al. (2012), no laboratério Fungos Dimérficos Patogénicos do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (essa parceria foi necesséaria porque nao
havia no campus Sao Roque, quando iniciado o trabalho, equipamentos e reagentes
para a extracdo), o qual é coordenado pelo Prof. Dr. Carlos Pelleschi Taborda,
realizando a eletroforese em gel de agarose 1% logo apés.

Em seguida, realizou-se a extracdo de basidiomicetos utlizando o kit
PrepMan Ultra do fabricante Life e depois, a eletroforese com gel de agarose a 1%.

Realizou-se, entdo, a extracdo utilizando o protocolo segundo Jacobs Jr e
Hatfull (2000), porém com adaptacdes, e logo apos se realizou a eletroforese em gel
de agarose 1%.

Primeiramente, os basidiomicetos foram conservados por congelamento em
freezer comum, com temperaturas entre -1°C e -4°C; posteriormente, a extracao foi
realizada de acordo com o modelo de protocolo utilizado.

Segundo o protocolo de Dias et al. (2012), a extracdo de DNA foi realizada
conforme descrita por Kennedy et al. (2008), com algumas modificacdes.
Aproximadamente 0,5 g de massa fungica, retirada das lamelas e haste, foram
maceradas com nitrogénio liquido e o po resultante foi transferido para um microtubo
Eppendorf de 2 mL. Em seguida, foram adicionados 1,7 mL de tampao de extracao
(EDTA 100 mM, Tris 100 mM, NaCl 1,5 M, SDS a 1%, 2% de CTAB) e a mistura foi
incubada durante 20 minutos a 65°C (invertendo o microtubo a cada 5 min) antes da
centrifugacdo por 20 minutos a 9,3 G. O sobrenadante foi recolhido e transferido
para um novo microtubo. Um volume igual de alcool de fenol-cloroformio-isoamilico
(25: 24: 1) foi adicionado, e ap6s a homogeneizacdo do conteido do tubo foi
centrifugado a 9,3 G durante 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e foram
adicionados 0,7 volumes de isopropanol (100%) e 0,1 volume de acetato de sédio
3M e o contetdo misturado invertendo suavemente o microtubo 10 vezes. Apés o
armazenamento durante a noite a -20°C, a amostra foi centrifugada durante 10

minutos a 9,3 G e o sedimento resultante foi lavado duas vezes com etanol a 70%.
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O sedimento foi seco, ressuspenso em 200 pLde &gua MilliQ e analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2% em tampéao TBE (40 mM de base Tris, 20 mM
de acido borico, 1 mM de EDTA) a 100 V durante aproximadamente 30 minutos e
utilizou-se o corante Sybr Safe.

Para realizar a extragdo com o kit PrepMan Ultra do fabricante Life, utilizou-se
0,5 g de massa flungica, retirada das lamelas e haste, que foram maceradas com
nitrogénio liquido e o po resultante foi transferido para um microtubo Eppendorf de
2 mL, adicionou-se 300 pL do Kit e colocou-se no Vortex por 1 minuto e a mistura
foi incubada a 100°C por 14 minutos. A mistura foi centrifugada a 13,02 G por sete
minutos e o sedimento resultante foi lavado duas vezes com etanol 70%. O
sedimento foi seco, ressuspenso em 200 pyL de agua MilliQ e analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2% em tampéao TBE (40 mM de base Tris, 20 mM
de acido borico, 1 mM de EDTA) a 100 V durante aproximadamente 30 minutos e
utilizou-se o corante Sybr Safe.

Foi realizada também a extracdo segundo Jacobs Jr e Hatfull (2000) com
algumas modificacdes. Aproximadamente 0,5 g de massa fangica, retirada das
lamelas e haste, foi macerada com nitrogénio liquido e o po resultante foi transferido
para um microtubo Eppendorf de 2 mL. Em seguida, foram adicionados 500 pL de
PBS, 100 pL de SDS 10%, 200 puL 5M NaCl e 160 yL de CTAB e a mistura foi
incubada durante 15 minutos a 65°C (invertendo o microtubo cada 5 minutos) antes
da centrifugacéo por 10 minutos a 9,3 G. O sobrenadante foi recolhido e transferido
para um novo microtubo. Um volume igual de Cloroférmio Isoamilico (24:1) foi
adicionado, e apos a homogeneiza¢édo do conteudo do tubo foi centrifugado a 9,3 G
durante 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e o procedimento foi repetido,
adicionando um volume igual de Cloroférmio Isoamilico (24:1) e apds a
homogeneizacédo do conteudo do tubo foi centrifugado a 9,3 G durante 10 minutos.
O sobrenadante foi recolhido e foram adicionados 0,7 volumes de isopropanol
(100%), a amostra descansou por 5 minutos e foi levada a centrifugacao a 9,3 G por
10 minutos. Observou-se, entdo, a formacdo de um sedimento; caso ndo fosse
possivel a sua visualizacdo, seria necessaria a centrifugacdo por mais cinco
minutos. O mesmo foi lavado duas vezes com alcool etilico 70%, centrifugando apés
as lavagens. O sedimento foi seco, ressuspenso em 200 mL de agua MilliQ e

analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao TBE (40 mM de
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base Tris, 20 mM de acido bérico,b 1 mM de EDTA) a 100 V durante

aproximadamente 30 minutos e utilizou-se o corante Sybr Safe.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho objetivou identificar os basidiomicetos em nivel genérico
e especifico e formular protocolo de extracdo de DNA a partir de metodologias ja
utilizadas.

Em relacdo a identificacdo, pode-se perceber que ha poucos materiais de
consulta na literatura em portugués. Mesmo nos existentes em nossa lingua, as
principais dificuldades referem-se a ndo existirem chaves ou guias de identificagéo,
somente encontram-se materiais com auxilios visuais, o que pode gerar obstaculos
nas identificagbes devido a existéncia de espécies muito semelhantes
morfologicamente, como aquelas ocorrentes no género Mycena, por exemplo.

Devido a essa problemética, foi necessario recorrer a chaves de identificacéo,
em sua maioria, on-line (como MYCOKEY) e impressas de origem estrangeira
(PETERSEN, 2012; LAESSOE, 2013).

Com essas chaves, foi possivel identificar 25 géneros e 34 espécies (Quadro
1). Além das identificadas ha também 27 espécies ndo determinadas. Nao é
possivel inferir, neste momento, se esse numero é pequeno ou grande, ou até
mesmo sua representatividade em termos de riqueza, uma vez que nao ha registros
de levantamentos da biota fungica na area de estudo e na regido. Desta maneira,
este trabalho caracteriza-se como pioneiro na Mata da Camara.

Do total de espécies coletadas, foram selecionadas para a extracdo de DNA
guatorze, em funcdo da quantidade de massa fungica e estado de conservacao das
amostras.

Em relacdo a formulacdo de banco de DNA e adaptacdo de protocolo,
pudemos perceber que este objetivo foi parcialmente contemplado, uma vez que
ainda nao foi possivel criar o banco de DNA conforme estipulado.

Segundo Chiari, Valle e Resende (2009) o problema mais frequente ligado a
extracdo de DNA de qualidade é a contaminacdo do DNA isolado por fendis e
polissacarideos. Em nosso trabalho, pudemos detectar esses mesmos problemas no
momento em que fizemos a extracao e realizamos a eletroforese em gel de agarose.

O trabalho iniciou-se com a busca pelo melhor método de conservacédo dos

basidiomicetos que foram utilizados.



Quadro 1. Relacdo de basidiomicetos circunscritos em familias, géneros e, quando possivel,

espécies.
Familia Género Espécie
Agaricaceae Bovista sp
Coprinus spl, sp2
Cyathus C. striatus
Agaricus sp
Lycoperdon sp
Auriculariaceae Auricularia A. auricula-judae
Cortinariaceae Cortinarius spl, sp2, sp3
Gomphaceae Ramaria sp
Helotiaceae Chlorociboria C. aeruginascens
Hydnangiaceae Laccaria spl, sp2
Inocybaceae Inocybe sp
Lycoperdaceae Vascellum sp
Familia Género Espécie
Marasmiaceae Marasmius spl, sp2
Gymnopus sp
Hymenopellis sp
Mycenaceae Mycena spl, sp2
Polyporaceae Trametes sp
Favolus F. tessellatulus, sp
indet. Indet.
Psathyrellaceae Coprinellus sp
Coprinopsis sp
Pyronemataceae Scutellinia sp
Russulaceae Lactarius spl, sp2, sp3
Sarcoscyphaceae Cookeina sp
Strophariaceae Phoilota sp
Agrocybe A. perfecta
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As amostras conservadas em alcool gel 70° GL desidrataram o que dificultou
0 manuseamento no momento da extragdo. No armazenamento com glicerina P.A.,
a amostra ficou com uma camada desse material aderida em sua estrutura, evento
gue trouxe obstaculos para a extracdo, acontecendo o0 mesmo com o 6leo mineral,
gue além desse problema, também acarretou em contaminagéo por outros fungos
oportunistas em algumas amostras. O método que melhor conservou as amostras e
suas propriedades foi o de congelamento.

Primeiramente, foi utilizado o protocolo de Dias et al. (2012) para a extracao
de DNA de basidiomicetos, porém ao realizar a eletroforese em gel de agarose 1%,
nao houve a presenca de bandas (Fig. 4) nas amostras 02, 03, 01*, 03* e 04*, o que
nos indica que esse protocolo foi parcialmente deficiente para extragcdo de DNA de
basiodiomicetos (os numeros com * indicam a segunda extragdo dessa amostra).

Na sequéncia, realizou-se a extracdo de basidiomicetos utilizando o kit
PrepMan Ultra do fabricante Life, mas ao realizar a eletroforese com gel de agarose
a 1% também ndo houve a presenca de bandas nas amostras 04 e micélio-15
(Fig.4); essas observacgdes indicam que esse kit parece nao ser funcional para o tipo
de fungo trabalhado, além de ser um método de alto custo financeiro.

Realizou-se, entdo, a extracdo utilizando o protocolo segundo Jacobs Jr e
Hatfull (2000), porém com adaptacdes. Ao realizar a eletroforese em gel de agarose
1% foi possivel perceber a formacdo de bandas (Fig. 4), mas pode-se notar a
presenca de muitas impurezas, 0 que mostra que esse protocolo necessita de
adaptacdes. Em um dos géis de agarose (Fig.4) foi realizada também a eletroforese
de trés amostras controle cujo o DNA fangico ja era conhecido. Essas amostras
foram consideradas como controle positivo na comparacdo com as amostras de
fungos usando esse protocolo.

Apés realizamos novamente o método de extracéo e a eletroforese em gel de
agarose (Fig. 4), observamos que o pellet ficou com um aspecto gelatinoso em
algumas amostras, como é descrito por Romano e Brasileiro (1999), quando ha a
presenca de polissacarideos na amostra de DNA. Algumas bandas do gel tiveram
também um grande arraste, indicando que o DNA foi degradado no momento da
extracdo; isso pode demonstrar que esse método pode ter sido agressivo para

aguele basidiomiceto.
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Figura 4 — Eletroforese realizada nas espécies de basidiomicetos selecionados. A) Gel de agarose
1% realizado com amostras de DNA extraido segundo o protocolo de Dias et al. (2012) e o kit
PrepMan Ultra do fabricante Life (amostras em vermelho). B) Gel de agarose 1% realizado com
amostras de DNA extraido segundo o protocolo Jacobs Jr e Hatfull (2000). C) Gel de agarose 1%
realizado com amostras de DNA extraido segundo o protocolo Jacobs Jr e Hatfull (2000). D) Gel de

agarose 1% realizado com amostras de DNA extraido segundo o protocolo Jacobs Jr e Hatfull (2000).
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Nucleases fungicas e altos teores de polissacarideos aumentaram as
dificuldades no isolamento de DNA a partir de fungos filamentosos (Zhang et al.,
1996; Muller et al., 1998 apud MELO, 2006). Todos os métodos tém em comum a
utilizacéo de detergentes tais como SDS para a lise da parede celular, e isso muitas
vezes inibe manipulacdes adicionais de purificacdo. Como uma alternativa a lise por
SDS, produtos quimicos toxicos, por exemplo, fenol, tém sido utilizados (Cheng e
Jiang, 2006 apud MELO, 2006).
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS

Esse projeto possui etapas bem distintas: a coleta das espécies flungicas,
conservacao das amostras, a identificacdo de cada espécie flngica, extracdo do
DNA e a confirmacado da extragcdo com o método da eletroforese em gel de agarose.
A etapa laboratorial s6 foi possivel gracas a credibilidade e confianca do Prof. Dr.
Carlos Pelleschi Taborda, que coordena o Laboratério de Fungos Dimorficos
Patogénicos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo,
uma vez que no IFSP-Sdo Roque ndo havia na época do desenvolvimento do
trabalho, os equipamentos e 0s reagentes necessarios para o projeto.

Nas saidas de campo, foi possivel coletar 25 géneros e 34 espécies
diferentes de basidiomicetos, além das espécies ainda nao identificadas. O registro
fotografico e as anotacdes de suas caracteristicas morfologicas sao imprescindiveis
para a identificagdo de cada espécie, pois 0s basidiomicetos sdo muito sensiveis
degradando minutos apos sua retirada do habitat natural, sendo assim perdem as
suas caracteristicas peculiares. Sem essas caracteristicas, uma falsa identificacédo
pode ocorrer.

A identificacédo foi realizada com o uso de chaves de identificacdo on-line e
livros. Ha , porém caréncia de chaves de identificacdo na literatura brasileira, fato
gue dificultou a identificacdo uma vez que ha espécies endémicas brasileiras.

A proximidade morfoldgica das espécies fungicas pode ser um obstaculo para
uma identificacdo completa, uma vez que pode causar confusdo em detalhes
importantes para seguir com alguns passos das chaves de identificacao.

Inicialmente, a proposta era criar um banco de DNA para as espécies de
basidiomicetos coletados na Mata da Camara. Quando iniciada a etapa da extracao
de DNA, percebemos que seria necessario adaptar um protocolo para que as
extracdes fossem realizadas. Foram testados, portanto, trés métodos e percebemos
gue nao seria possivel padronizar um Unico protocolo para a divisdo Basidiomycota
inteira, pois cada espécie apresenta uma estrutura morfolégica e composicao
bioquimica diferentes. Desta maneira, concluimos que talvez ndo exista um
protocolo especifico para todos os Basidiomycota e, sim, a necessidade de adaptar

o protocolo de acordo com a espécie.
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Nas etapas de lavagem com Cloroformio Isoamilico (24:1), o tempo de
centrifugagédo e a limpeza com o detergente sdo de extrema importancia para o
resultado final, ja@ que, dependendo da espécie, o numero de lavagens com
Cloroformio Isoamilico (24:1) pode degradar o DNA; em relacdo ao tipo e a
guantidade de detergente, isso depende da quantidade de lipideos que a espécie
apresenta. Dos trés protocolos testados, um mostrou-se viavel (congelamento).
Sendo proposto para futuros trabalhos a conservacédo em nitrogénio liquido apos a
coleta a fim de conservar melhor a qualidade das amostras para a extragcédo de DNA.

Vale ressaltar que a etapa final do acetato de ambnio é importante para a
purificacdo das amostras, pois faz a limpeza de polissacarideos uma vez que a
membrana celular fungica € rica em polissacarideos. Essa etapa demonstra um DNA
de qualidade — desta forma, quando se realizar a eletroforese em gel de agarose
serdo obtidas bandas de DNA integras.

No mundo cientifico ndo ha muitos trabalhos realizados nessa area; néo
existem muitos protocolos para a extracdo de DNA fungico da divisao
Basidiomycota. Este fato dificulta o trabalho, pois é necessario fazer uma selecéo
dos protocolos que sejam mais viaveis e realizar as adaptacdes de acordo com 0s
resultados da eletroforese em gel de agarose.

Com um DNA de qualidade extraido, € possivel realizar um banco de DNA
das espécies fungicas presentes na Mata da Camara para que, futuramente, possa
ser realizada uma analise filogenética dessas espécies com base em caracteres

moleculares.
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ANEXOS - Registro fotogréfico

Neste anexo estdo contempladas as espécies (determinadas e
indeterminadas) de fungos basidiomicetos encontrados na area de estudo,

agrupados por familias.

A) Agaricaceae

Figura5-A) Lycbperdon sp; B) Coprin spl; C) Coprinus sp2; D) Bovista sp; E) Cyathus striatus; F)
Agaricus sp.

B) Auriculariaceae

Figura 6 - Auricularia auricula-judae.



C) Cortinariaceae

D) Gomphaceae

Figura 8 - Ramaria

sp.
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E) Helotiaceae

Figura 9 - Chlorociboria aeruginascens.

F) Hydnangiaceae

Figura 10 — A) Laccaria épi; B) Lz;ccaria sp2.

G) Inocybaceae

sp.
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H) Lycoperdaceae

Figura 12 - Vascellum‘ép.

[) Marasmiaceae

Figura 13 — A) Marasmius spl; B) G

yn'{riopu

s sp; C) Hymenopellis sp; D) Marasmius sp2.
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J) Mycenaceae

Figural4 — A) Mycena spl; B) Mycena sp2.

K) Polyporaceae

C D

Figura 15 — A) Favolus sp; B) Trametes sp; C) Favolus tessellatulus; D)‘indéterminado.
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L) Psathyrellaceae

Figura 16 — A) Coprinopsis sp; B) Coprinellus -SE)

M) Pyronemataceae




N) Russulaceae
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Figura 18 — A) Lactarius spl; B) Lactarius sp2; C) Lactarius sp3.

O) Sarcoscyphaceae
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P) Strophariaceae

Figura 21 — Géneros e esécies nao determinados.
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Figura 22 — Géneros e espécies ndo determinados.

4

Figura 23 — Géneros e espécies ndo determinados.
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Figura 25 — Géneros e espécies ndo determinados.
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