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RESUMO

TORRES, Adalgisa Ribeiro, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2001. Isolamento e caracterizacdo do gene que codifica nitrato redutase
em Penicillium expansum. Professora orientadora: Marisa Vieira de
Queiroz. Professores conselheiros: Elza Fernandes de AraGjo e Daison
Olzany Silva.

O gene que codifica nitrato redutase em Penicillium expansum foi
isolado de um banco gendmico construido no vetor fago lambda EMBL3. Um
fragmento de DNA de 3,17 Kb, contendo parte da regido codificadora do gene da
nitrato redutase de Penicillium chrysogenum, foi utilizado como sonda Quatro
fagos recombinantes foram isolados e denominados APENRI1, APENR3,
APENRS5 e APENR6, com fragmentos de DNA clonados de 14.4; 14,4; 123 ¢
12,6 Kb, respectivamente. A analise por hibridizagio do DNA dos fagos
recombinantes, clivado com Sa/ I, identificou fragmentos cujos tamanhos
correspondiam a 4,7 Kb APENR1), 6,0 Kb (A\PENR3), 8,4 Kb (APENRS5) ¢ 7,6
Kb (APENR6). Para a construgdo do mapa fisico de restricdo do fago
recombinante APENR3, foram feitas clivagens simples e duplas com enzimas de
restricdo. A andlise de restricdo e hibridizacdo dos fragmentos de DNA do fago
recombinante APENR3 revelou que o gene nia estava presente em um fragmento

de 6,5 Kb. Este fragmento foi subclonado no plasmideo pBluescript SK+, ¢ o



plasmideo recombinante foi denominado pPENR. Para a construg¢do do mapa
fisico de restricdo de pPENR, foram feitas clivagens simples e duplas com
enzimas de restricdio. O plasmideo recombinante pPENR foi utilizado na
transformagdo dos mutantes Nia de P. expansum e Penicillium griseoroseum,

sendo obtida uma freqiiéncia de 16 transformantes por g de DNA.



ABSTRACT

TORRES, Adalgisa Ribeiro, M.S., Universidade Federal de Vigosa, febmary,
2001. Isolation and characterization of nitrate reductase gene of

Penicillium expansum Adviser: Marisa Vieira de Queiroz. Committee
members: Elza Fernandes de Aratjo and Daison Olzany Silva

The gene encoding nitrate reductase from Penicillium expansum was
isolated from a lambda EMBL3 genomic DNA library. A 3.17 Kb DNA fragment

containing part of the coding region for nitrate reductase from Penicillium

chrysogenum was used as a probe. Four recombinant phages were isolated and
the recombinant phages were labeled APENR1, APENR3, APENRS5 ¢ APENRS6,
containing cloned DNA fragments of 14.4; 14.4; 12.3 and 12.6 Kb, respectively.
DNA hybridization analysis of the recombinant phages cleaved with Sal [
identified DNA fragments whose sizes were 4.7 Kb (APENR1), 6.0 Kb
(APENR3), 8.4 Kb APENRS5) and 7.6 Kb (APENRS6). For the construction of the
a physical restriction map of the recombinant phage APENR3, single and double
digestions with restriction enzimes were performed. Restriction and hybridization
analysis of the recombinant phage APENR3 DNA fragments showed that the nia
gene was present in a 6.5 Kb DNA fragment. This fragment was subcloned in the
plasmid pBluescript SK+ resulting in plasmid pPENR. For the construction of
the a physical restricion map of pPENR, single and double digestions with

Xii



restriction enzymes were carried out. The recombinant plasmid pPENR was used
for transformation of nitrate nonrutilising strains of P. expansum and Penicillium.

griseoroseum, and a frequency of 16 transformants per g of DNA was achieved.



1. INTRODUCAO

O fungo filamentoso Penicillium expansum ¢ um excelente produtor de
pectinases, enzimas de grande potencial na industria téxtil e de bebidas. Devido a
isso, varios estudos tém sido conduzidos, visando a maior compreensio da
fisiologia e da genética desse organismo. No entanto, pouco ¢ conhecido sobre a
genética de P. expansum, tornando necessarios estudos sobre a organizagiao
génica, recombinacdo e regulacdo de vias metabolicas, que possibilitardo o
isolamento de linhagens recombinantes superprodutoras de enzimas.

Mutagdes no gene nia, que codifica nitrato redutase, sdo excelentes
marcadores em experimentos de mapeamento genético e transformacdo, pois
mutantes espontdneos Nia, podem ser facilmente obtidos pela resisténcia ao
clorato, sem a necessidade de inducdo por agentes mutagénicos. Para uma analise
mais detalhada das mutacdes e o emprego do gene como marcador em
experimentos de transformagao, sdo necessarias a sua clonagem e caracterizagao.

Os métodos de clonagem de genes por complementacdio e por
hibridizacdo com sonda heterdloga, t€m sido usados com maior freqiiéncia em
fungos filamentosos. Para o emprego da clonagem por complementagdo, além de
um banco gendémico, € necessario um eficiente sistema de transformagdo. A
transformagdo ¢ importante para a introdugdo de genes modificados in vitro,
visando o aumento no numero de coOpias do gene, e para inativar genes por
inser¢do de plasmideos.

Este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar o gene da nitrato

redutase (1ia) de P. expansum. A clonagem do gene nia, permitiu estabelecer um



sistema homologo de transformagdo para P. expansum, além de possibilitar
estudos posteriores sobre regulagdo e determinacdo da organizagdo génica. O
gene clonado ja pode ser utilizado como marcador em experimentos de
cotransformagdo com genes de interesse industrial, que ndo permitam a selecao

direta dos transformantes.



2. REVISAO DE LITERATURA

O fungo filamentoso Penicillium expansum, possui grande potencial de
utilizacdo na indlstria, devido a sua capacidade de produzir enzimas
pectinoliticas e baixa atividade celulolitica (SILVA et al., 1993). Estudos visando
uma maior compreensdo da fisiologia e genética deste organismo, vém sendo
desenvolvidos. Um grande nimero de mutantes morfologicos, auxotroficos e
linhagens recombinantes tm sido isolados em P. expansum (LANA, 1999)
Estas linhagens permitirdo um estudo mais detalhado dos genes envolvidos na
produgdo de pectinases € a obtencdo de linhagens hiperprodutoras. Além disso,
genes para producdo de poligalacturonase (PG) e pectina liase de P. expansum,
foram clonados ¢ estdao sendo analisados (DIAS, 1997, CARDOSO, 2000).

Linhagens de interesse industrial, podem ser isoladas por programas
classicos de melhoramento genético, baseados em tratamento mutagénico e
subseqiiente deteccdo das linhagens que apresentem aumento na produgdo.
Linhagens recombinantes, com as caracteristicas desejadas, podem ser isoladas
utilizando o ciclo sexual ou o ciclo parassexual. Além disso, o desenvolvimento
de técnicas de DNA recombinante, possibilita a clonagem e manipulagdo direta
de genes (GRIFFIN, 1994).

Segundo CUTLER et al. (1998), um pré-requisito basico para o

melhoramento de linhagens de fungos, utilizando a engenharia genética, ¢ o



desenvolvimento de um sistema de transformacdo eficiente. A transformacdo ¢
importante para a introdugdo de genes modificados in vitro, para aumentar o
numero de cdpias do gene e para a inativagdo de genes por insercdo de
plasmideos. Para a transformacdo eficiente de um fungo filamentoso, ¢
necessario o isolamento de um grande numero de protoplastos e um sistema
eficiente para a selecdo das colonias transformadas. Em geral, genes relacionados
com a producdo de enzimas de interesse biotecnologico, ndo permitem a selecdo
direta dos transformantes. E para a selecdo inicial, sdo usados genes que
conferem resisténcia a substincias toxicas ou genes que complementam
mutagdes auxotroficas; que pode ser tanto um gene homologo quanto um gene
heterdlogo. Em seguida, os transformantes selecionados sdo analisados quanto a
presencga do gene de interesse.

Para aumentar o numero de cdpias do gene da pectina metil esterase
(PME) em Aspergillus niger, foi feita a cotransformag¢do de protoplastos com o
plasmideo; contendo este gene e o plasmideo pAN7.1, que contém o gene que
confere resisténcia a higromicina. Foi feita a selecdo dos transformantes em
meio, com higromicina e as colonias transformadas foram analisadas quanto a
produ¢do de PME. Foi encontrada uma correlagdo entre o nimero de copias do
gene ¢ a producdo de PME (KHANH et al., 1991).

O gene nia, que codifica para nitrato redutase, ¢ um dos genes mais
utilizados em experimentos de transformagdo, pois o isolamento de linhagens
mutantes para nitrato redutase (Nia’), ¢ uma técnica pratica e econdmica, por ser
mais rapida. Além disso, como a assimilacdo do nitrato ¢ uma via totalmente
dispensavel, sob a maioria das condigdes de crescimento, mutacdes na mesma,
podem ndo resultar em alteragdes que prejudiquem o processo fermentativo. Uma
outra vantagem ¢ a alta freqiiéncia de transformagao (CUTLER et al., 1998).

O isolamento de linhagens mutantes Nia, pode ser facilmente alcancado
sem tratamento mutagénico, pela resisténcia ao clorato; diminuindo, assim, a
possibilidade de ocorrerem mutagdes indesejaveis. Os mutantes podem ser
caracterizados por uma série de testes fenotipicos simples, como os utilizados

para Aspergillus nidulans (WHITEHEAD et al, 1990) O gene da nitrato



redutase, vem sendo empregado, com sucesso, como marcador de selecio em A.
oryzae (UNKLES et al, 1989a), A. niger (UNKLES et. al, 1989b), A. nidulans
(JOHNSTONE et. al., 1990), Cephalosporium acremonium (WHITEHEAD et.
al, 1990) e Penicillium chrysogenum (GRAESSLE et al., 1997).

Em fungos filamentosos fontes de nitrogénio, como amoénio, glutamato e
glutamina sdo preferencialmente utilizadas. Na auséncia de tais compostos,
outras fontes de nitrogénio sdo utilizadas, como: nitrato, aminas € purinas
(CHANG et al. 1996). Na via de assimilagdo do nitrogénio, o nitrato ¢ reduzido a
nitrito, pela acdo da enzima nitrato redutase; e o nitrito ¢, entdo, reduzido a
aménio, pela acdo da enzima nitrito redutase. O nitrogénio amoniacal, ¢
incorporado a biomassa celular, pela enzima Glutamato Desidrogenase (GDH) ou
pelo sistema  Glutamina  Sintetase-Glutamato  Desidrogenase  (GS-GOGAT),
quando passa a fazer parte da molécula de glutamina. O clorato ¢ um andlogo do
nitrato (MAUER et al. 1997), que ao ser incorporado pela célula, ¢ reduzido a
clorito pela agdo da nitrato redutase, tornando-se toxico para a célula. Nesta
situacdo, selecionam-se linhagens que apresentem auséncia da nitrato redutase.

Em A. nidulans (COVE et al., 1979), Neurospora crassa (TOMSETT e
GARRET, 1980), Septoria nodorum (NEWTON e CATEN, 1988) e Fusarium
moliniforme (KLITTICH e LESLIE, 1988) a enzima nitrato redutase, ¢
codificada por um gene cdpia Unica no genoma e mutantes com mudangas neste
gene, sdo freqlientemente reportados. Mutagdes no gene da nitrato redutase (nia),
sdo, também, excelentes marcadores em experimentos de mapeamento genético,
e a analise destes mutantes tem contribuido para o estudo da via de assimilagdo
do nitrato.

Dois métodos tém sido usados para a clonagem dos genes nia de fungos
filamentosos: a clonagem por complementacdo e¢ a clonagem usando uma sonda
heter6loga. Nos dois casos, ¢ necessario a construgdo de um banco gendmico em
plasmideos, cosmideos ou bacteriofagos. O genoma do organismo deve estar
totalmente representado em um banco gendmico, ou seja, em muitos clones
independentes, contendo segmentos distintos do genoma em estudo (FELIPE et

al., 1992). Os plasmideos e cosmideos sdo replicados em E. coli, o que leva



obrigatoriamente, ao uso de vetores que apresentem marcadores de selecdo em
bactérias.

Para o emprego da clonagem por complementacdo, além de um banco
gendmico, ¢ necessario um eficiente sistema de transformagdo. Sistemas de
transformacdo, baseados na complementagio de mutantes deficientes na nitrato
redutase, foram desenvolvidos em alguns fungos filamentosos, incluindo 4. niger
(UNKLES et al., 1989a), Fusarium oxysporum (DIOLEZ et al, 1993) e
Gibberella fujikuroi (TUDZINSKI, et al., 1996).

Poucas origens de replicacdo t€m sido isoladas em fungos filamentosos,
entdo, a maior parte dos vetores ¢ integrativa, dificultando a clonagem de genes
por complementagdo, pois uma vez que os transformantes tenham sido isolados,
o plasmideo com o gene de interesse precisa ser recuperado em E. coli. Isto torna
a clonagem de genes por complementacdo em fungos filamentosos, um método
de clonagem mais lento do que a clonagem utilizando sonda heterologa; onde o
gene proveniente de um outro organismo, ¢ usado diretamente como sonda para a
hibridizagdo, com um banco genomico do organismo de interesse (GRIFFIN,
1994). A desvantagem desse método, ¢ que a presenca de sinais de hibridizagao
positivos, ndo significa, obrigatoriamente, a presenca do gene de interesse. Para
confirmar isso, ¢ necessario o0 seqienciamento do gene ou a sua
complementacdo, por transformagao de uma linhagem mutante.

Foi utilizada a hibridizagdo com sonda heterologa, para o isolamento do
gene da nitrato redutase (nia) de C. acremonium (WHITEHEAD et al. 1990), P.
chrysogenum (GOUKA et al. 1991), Leptosphaeria maculans (WILLIANS et al.
1994) e Gibberella fugikuroi (TUDZYNSKI et al. 1996), utilizando como sonda,
o gene niaD de A. nidulans. O gene nia de Penicillium griseoroseum, foi clonado
por hibridizacao com o gene nia de P. chrysogenum (PEREIRA, 1999).

O gene nia de P. chrysogenum foi clonado por meio de hibridizagdo de
um banco gendmico do fungo, construido no vetor fago lambda EMBL3, com
um fragmento Xbal de 2,4 kb contendo o gene niaD de A. nidulans. Onze clones
positivos foram isolados inicialmente, e cinco deles foram escolhidos para

experimentos de  hibridizagdo.  Fragmentos resultantes da clivagem com



diferentes enzimas de restrigdo, foram subclonados em plasmideos, ¢ estes foram
usados para transformar um mutante Nia. A obtencdo de colonias transformantes
Nia’, confirmou a presenca do gene nos fragmentos clonados (GOUKA et al.
1991).

Os genes envolvidos na assimilagdo do nitrato, encontram-se agrupados
nos fungos A. nidulans (JOHNSTONE et al. 1990), P. chrysogenum (GOUKA et
al. 1991), A. niger (UNKLES et al. 1992), Ustilago maydis (BANKS et al. 1993)
e na alga Chlamydomonas reinhardtii (QUESADA et al. 1994). No entanto, em
Neurospora crassa, assim como em plantas, tais genes ndo estio agrupados
(CRAWFORD, et al. 1993). Em N. crassa, os genes que codificam para nitrato
redutase e nitrito redutase, situam-se em cromossomos diferentes (FU e
MARZLUF, 1987).

Em A. nidulans, as enzimas nitrato redutase e nitrito redutase sdo
codificadas pelos genes niaD e niid, respectivamente (COVE e PATEMAN,
1963; PATEMAN, et. al. 1967), e o gene crnd, codifica uma proteina permease
envolvida no transporte do nitrato para o meio intracelular. Os trés genes estdo
localizados no cromossomo VIII e sua respectiva ordem ¢&: crnA-niiA-niaD
(TOMSET e COVE, 1979). Os genes niaD e niid, sdo divergentemente
transcritos a partir de uma regido intergénica de 1.262 pb, enquanto que, o gene
crnA € transcrito na mesma dire¢do do gene niiA. Em A. niger o gene niaD,
também situa-se adjacente ao gene niiA (UNKLES, et. al, 1989b). Na levedura
Hansenula polymorpha, os genes que codificam para permease, nitrato redutase e
nitrito redutase YNTI, YNII e YNRI, respectivamente, encontram-se agrupados e
sdo transcritos na mesma diregdo. Os genes envolvidos na assimilacdo do nitrato,
até entdo estudados, sdo induzidos na presenga do nitrato e reprimidos por
amonio (AMAAR et al. 1998).

Comparagdes da seqiiéncia de genes da nitrato redutase de varias plantas
e fungos filamentosos, ¢ enzimas com dominios funcionais  similares,
identificaram trés regides conservadas, contendo centros redox que interagem

com a flavina adenina dinucleotideo (FAD), grupo heme e cofator molibdénio

(CAMPBELL e KINGHORN, 1990).



Em P. chrysogenum, o gene da nitrato redutase, possui seis introns com,
respectivamente, 57, 62, 71, 50, 55 e 53 pb. O gene nia de A. nidulans, A. niger e
A. oryzae também apresentam seis introns, localizados nas mesmas posicdes,
quando comparados com P. chrysogenum (JOHNSTONE et al., 1990; UNKLES,
et al., 1992; KITAMOTO, et al., 1995). Em contraste, o gene nia de N. crassa e
F. oxysporum contém apenas um intron, localizado na posi¢cdo correspondente ao
intron IV & P. chrysogenum (CUTLER et al, 1998). O gene nia de Phytophtora
infestans contém 1 intron e plantas superiores 2 ou 3 introns, porém, as posigdes
ndo correspondem &quelas encontradas nos fungos citados anteriormente. No
gene correspondente nar! de Ustilago maydis, nenhum intron foi encontrado
(BANKS et al. 1993).

A remogdo dos introns do gene nia de P. chrysogenum, revela uma
seqiiéncia de leitura aberta de 2.596 pb, que codifica uma proteina de 864
aminoacidos, com uma massa molecular de aproximadamente 96,2 kDa. A maior
homologia, ¢ encontrada em A. niger € A. nidulans, com respectivamente, 78% e
72% de identidade na seqiiéncia de aminoécidos (HAAS et al., 1996).

A clonagem de genes, permite a andlise mais aprofundada da estrutura
dos genes e manipulagdo dos mesmos. A partir do gene clonado, ¢ possivel fazer
analise molecular do mesmo, possibilitando sua caracterizagdo quanto a regido
promotora; regides de inicio e término de transcrigdo; regido codificadora e
numero de introns. Tais informagdes, sdo muito importantes para se compreender
a regulacdo da expressdo génica e possibilitam, também, a manipulagdo de genes,

0 que ¢ muito util para o melhoramento de espécies.



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Genética Molecular
e de Microrganismos, do Departamento de Microbiologia/BIOAGRO, da

Universidade Federal de Vigosa.

3.1. Microrganismos

A linhagem mutante nia/paba/faw do fungo filamentoso Penicillium.

expansum (LANA, 1999), usada nos experimentos de transformacdo, foi obtida
no laboratorio de Genética Molecular ¢ de Microrganismos do Departamento de

Microbiologia/BIOAGRO -Universidade ~ Federal de  Vigosa. Tal  linhagem
apresenta uma mutagio para auxotrofia para a vitamina 4cido p-
aminobenzdico (pab), outra para a utilizagdo de nitrato (nia) € uma mutagdo para

colorag@o dos conidios, que sao marrons claros (faw).

3.2. Plasmideos

Para a transformacdo do fungo, foi utilizado o plasmideo pNH24
(DIOLEZ et al, 1993), contendo o gene niaD de F. oxysporum. Como sonda, foi
utiizado um fragmento de DNA de 3.170 pb, presente no plasmideo pUES 32
contendo o gene nia de P. chrysogenum (HAAS et al. 1996). As linhagens



Escherichia coli K12 LE 392 e E. coli DH5a, foram utilizadas para selecio e
amplificacio dos fagos recombinantes e para a amplificacio dos plasmideos,
respectivamente. Os fragmentos de DNA, foram subclonados no plasmideo

pBluescript SK+ (Stratagene).

3.3. Meios de Cultura

Todos os meios descritos a seguir, foram preparados com agua destilada
e autoclavados a 121°C, por 20 minutos. Aos meios solidos, foram acrescentados

1,5% (p/v) de agar e aos meios semi-solidos, 0,75% (p/v) de agar.

3.3.1. Meio minimo (PONTECORYVO et al., 1953)

NaNO;, 6,0g
KH,PO, I,5g

KCl 0,5¢g

MgSO, 0,5¢
FeSO, 0,01 g
ZnSO4 0,01 g
Glicose 10,0 g
Agua destilada 1.000 mL
pH 6,8

Para o preparo de meio minimo adicionado de estabilizador osmotico,

foram acrescentados 171 g de sacarose.

3.3.2. Meio completo (PONTECORVO et al, 1953, modificado por
AZEVEDO e COSTA, 1973)

Constituido de meio minimo adicionado de:
Peptona 20g
Caseina 1,5¢
Extrato de levedura 0,5¢
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Solugdo de vitaminas 1,0 mL
Agua destilada 1.000 mL
pH 6,8

Para o preparo de meio completo adicionado de estabiizador osmético,

foram acrescentados 171 g de sacarose.

3.3.3. Meio LB (Luria-Bertani) (SAMBROOK et al., 1989)

NacCl 10,0 g

Triptona 10,0 g

Extrato de Levedura 5,0g
Agua destilada 1000 mL
pH 7,0

3.3.4. Meio SOB (INOUE et al., 1990)

NaCl 0,5¢g

Triptona 20,0 g

Extrato de levedura 5,0g
Agua destilada 1.000 mL
Depois de autoclavado, foram adicionados;

KC10,25 M 10,0 mL

MgSO, 2 M 5,0mL

NaOH 5 M 100 pL

3.3.5. Meio SOC (INOUE et al., 1990)

Meio SOB acrescido de 20 mL de glicose 1 M.

3.4. Antibiotico

Foi preparada uma solu¢do estoque de ampicilina, na concentracdo de 50

mg/mL. Esta solugdo foi filtrada em membrana Millipore GSWPO2500, com
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poros de 0,22 um, e mantida em frasco protegido contra a luz, a 4°C. A

concentracgdo final usada, foi de 50 pug/mL.

3.5. Enzimas

3.5.1. Enzimas de restriciao

As enzimas de restrigio foram utilizadas de acordo com as

recomendagdes dos fabricantes Amersham, Promega, Sigma e Stratagene.

3.5.2. Protease

Uma solugdo estoque de protease (P2143, Sigma), foi preparada na
concentracdo de 20 mg/mL. A protease foi dissolvida em 4agua milli-Q e

distribuida em aliquotas de 1 mL, que foram armazenadas a -20°C.

3.5.3. RNAse (Ribonuclease A)

Ribonuclease A (R5503-Tipol-AS, Sigma), foi dissolvida em tampdo
Tris HCI 10 mM, pH 7,5, contendo NaCl 15 mM. Apods ser fervida por 15
minutos, a solucdo estoque (10 mg/mL) foi distribuida em aliquotas e mantida a -

20°C.

3.5.4. DNAse (Desoxirribonuclease I)

DNAse (DN25, Sigma), foi preparada em tampao Tris-HCI 10 mM, pH
7,5, contendo NaCl 0,15 M, na de concentragdo de 20 mg/mL. A solucdo foi
distribuida em aliquotas e armazenada a -20°C.

3.5.5. Lisozima

A solucdo estoque de lisozima (L6876, Sigma), foi preparada na
concentragdo de 20 mg/mL. A enzima foi dissolvida em Tris-HCI 10 mM pH 7.4,
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distribuida em aliquotas de 1 mL, e mantida a —20°C.

3.6. Solucoes e Tampoes

Todas as solugdes e tampdes, foram preparadas com dagua Milli-Q e
autoclavados a 121°C por 20 minutos- exceto a solugio de vitaminas, que foi

tindalizada.

3.6.1. Solucao de vitaminas

Biotina 0,2 mg
Acido p-aminobenzoico 10,0 mg
Piridoxina 50,0 mg

Tiamina 50,0 mg

Acido nicotinico 100,0 mg
Riboflavina 100,0 mg

Agua destilada 100,0 mL

A solugdo foi tindalizada e mantida a 4°C, em frasco &mbar.

3.6.2. EDTA 0,5 M, pH 8,0

Uma solugdo estoque de EDTA 0,5 M, pH 8,0 foi preparada dissolvendo-
se 186,1 g de etilenodiaminotetracetato dissodico 2H,O em 800 mL de agua
Milli-Q. A solugdo foi agitada vigorosamernte com auxilio de agitador magnético
e o pH ajustado com, aproximadamente, 20 g de NaOH. O volume foi

completado para 1.000 mL.

3.6.3. Tampao de extracao de DNA

Tris-HCI, pH 8,0 50,0 mM
SDS 1%
EDTA 20,0 mM
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3.6.4. Tampao TE (Tris HCI-EDTA)

Tris-HCI, pH 8,0
EDTA, pH 8,0

3.6.5. Tampao TEB (10 x)
Trizma base (Sigma)
Acido borico

EDTA, pH 8,0

A solugdo armazenada em frasco ambar.

3.6.6. Tampao de amostra

Azul de bromofenol
Glicerol

TEB

3.6.7. Tampao de ligacao (10 x)

Tris-HCI, pH 7,6
MgClL
Ditiotreitol

ATP

10,0 mM
1,0 mM

0,89 M
0,89 M
20,0 mM

0,25%
60%

1x

0,1M
10,0 mM

A solugdo foi distribuida em aliquotas e mantida a-20°C.

3.6.8. Tampao SM
NacCl
MgSO,
Tris-HCI, pH 7,5
Gelatina
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3.6.9. Fenol

Fenol foi destilado e tamponado com Tris-HC1 0,5 M, pH 7,8. Volumes
iguais de fenol tamponado e Tris-HCl 0,1 M, pH 7,8 foram misturados. A

solucao foi mantida em frascos ambar, a 4°C.

3.6.10. Fenol-Cloroférmio

Fenol, previamente tamponado com Tris-HClI 0,5 M, pH 7,8, foi
misturado com cloroférmio na proporgdo 1:1. A preparagio foi mantida a 4°C,

em frasco ambhar.

3.6.11. Cloroformio

O cloroformio foi misturado a Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 na proporgao 1:1,

A 0
e armazenado em frasco ambar, a4 C.

3.6.12. SSC 20 x

Citrato de sodio 0,3M
NaCl 3,0M

3.6.13. Solucao de desnaturacio

NaOH 0,5M
NaCl 1,5M

3.6.14. Solucao de neutralizacio

Tris-HCI, pH 7,0 0,5M
NaCl 1,5M
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3.6.15. Solucao de fixacao

Tris-HCI, pH 7,5
SSC

3.6.16. Soluc¢ao de Denhardt (50 x)

Polivinilpirrolidona

Soro albumina bovina (A 7030, Sigma)

3.6.17. Solucao de pré-hibridizacio

SSC
SDS
Soluc¢do de Denhardt

3.6.18. Solucao de hibridizacao

SSC
SDS
Solucao de Denhardt

Sonda marcada com d-UTP-Fluoresceina

3.6.19. PEG 6.000 20%/NaCl

Polietileno glicol 6.000
NaCl

3.6.20. PEG 8000 13%/NaCl

Polietileno glicol 8.000
NaCl
Agua Milli-Q
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0,2M

1%
1%

5x
0,5%

5x
0,5%
5x
20 ng/Ml

20%
2,5M

1,6 M
100 mL



3.6.21. PEG 6.000 60%

Polietileno glicol 6.000 60 g
Agua Milli-Q 100 mL

3.6.22. Solucio de MgC1,/ Acido acético

MgCl, 1M

Acido acético 10%

3.6.23 Solucao de glicose/Tris-HCI/EDTA

Tris-HCI, pH 8,0 25 mM
EDTA 10 mM
Glicose 50 mM

3.6.24. Solucao de lise alcalina

NaOH 0,2N
SDS 1%

3.6.25. Acetato de potassio S M

Acetato de potassio 3M
Acido acético 5M

3.6.26. IPTG (Is opropil-1-tio- -D-galactosideo)

Uma solugdo estoque foi preparada, dissolvendo-se 200 mg de IPTG em
0,8 mL de agua Milli-Q e completando o volume para 1 mL. A solugdo foi
filtrada em membrana Millipore GSWPO2500 e armazenada a -20°C, protegida
da luz.
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3.6.27. X-Gal (5-bromo-4-cloro -3-indolilf3 -D -galactosideo)

Uma solugdo estoque de 20 mg/mL foi preparada, dissolvendo-se X-Gal

em dimetilformamida. A solugdo foi armazenada a -20°C, e protegida da luz.

3.6.28. Sorbitol 1 M

Sorbitol 18,78 g
Tris-HCI, pH 7,5 1 mL
Agua Milli-Q 100 mL

3.6.29. CaCL 50 mM

CaCl, 0,55 ¢
Agua Milli-Q 100 mL

3.6.30. Tris-HCI1 100 mM

Tris-HC1 1 M, pH 7,5 1 mL
Agua Milli-Q 100 mL

3.6.31. Tampao Fosfato 10 mM

KH,PO, 1,25 g
Na,PO, 0,10 g
Agua Milli-Q 1.000 mL

3.6.32. KC1 0,6 M, Tampao fosfato 10 mM pH 5,8

Na,HPO, 0,014 ¢
KH2P04 0,123 g

KCl 4,47 g

Agua Milli-Q 100 mL

pH 6,8
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3.6.33. Solucao TB

Tampao Pipes (Sigma) 10 mM
CaCl, 15 mM
KCl 250 mM

O pH foi ajustado para 6,7 com KOH (aproximadamente 300 UL para
100 mL de TB). Entdo, foi adicionado MnCL numa concentragio final de 55
mM. A solugdo foi filtrada em membrana Millipore GSWPO2500, com poros de
0,22 pm.

3.6.34. Solucao STE

NaCl 0,1 M
Tris-HCI (pH 8,0) 10,0 mM
EDTA (pH 8.0) 1,0mM

3.6.35. Solucao de Cloreto de Litio

Cloreto de Litio 5,0M

3.6.36. Soluciio de Acido p- aminobenzéico

acido p- aminobenzdico 0,05 mg

Agua Milli-Q 10 mL

3.7. Manutencio e estoque das culturas e preparo da suspensao de conidios

Os fungos foram crescidos a 25°C por 5 dias em placas de Petri,
contendo meio completo solido e estocados sob refrigeracdo por no maximo
cinco dias, quando ndo utilizados imediatamente. Para a preparagdo da suspensdo
de conidios, eles foram raspados da superficie da cultura, com auxilio de uma

alca de platina, e colocados em uma solugao de Tween 80 0,2%.
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3.8. Banco genémico

O banco gendémico de P. expansum (DIAS, 1997), foi construido com
fragmentos de DNA total entre 15 e 20 kb, obtidos por clivagem parcial com
Sau3A e clonados no vetor fago AEMBL3. O titulo do banco gendmico foi de
8,1x10° UFP/mL e, depois de amplificado, 2,9x10" UFP/mL.

3.9. Preparo de células para infec¢cdo por bacteriofagos

Uma colonia isolada da linhagem bacteriana E. coli 392, foi inoculada
em um tubo de ensaio contendo 3 mL de meio LB, com agitacdo de 200 rpm, por
16 horas. Em seguida, 0,3 mL do pré-indculo, foi inoculado em 30 mL de meio
LB, suplementado com MgSO, 10 mM e maltose 0,2%. Esta cultura foi incubada
a 370C, com agitacdo de 200 rpm, at¢ atingir 0,5 de absorvancia, a 600 nm. As
células foram centrifugadas por 10 minutos a 7000 g e ressuspendidas em 5 mL
de MgSO, 10 mM. A suspensdo de células, foi armazenada em geladeira por um

periodo maximo de 3 semanas.

3.10. Identificacio de clones do banco genomico

3.10.1. Obtenciao da Sonda

Para o isolamento do gene da nitrato redutase, a partir da banco
genomico de P. expansum, utilizowrse como sonda, um fragmento de DNA que
contém o gene nia de Penicillium chrysogenum, e consiste de 3.170 nucleotideos
da regido codificadora (HAAS, et al, 1996). Para liberagdio do fragmento de
DNA de 3,17 Kb, o plasmideo foi clivado com Eco Rl e Sal I, e foi feita a
purificagdo do fragmento de gel de agarose 0,8% com o uso do “Kit GlaxMax
Purification” (Cat. #15549-017, GIBCO BRL).
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3.11. Marcaciao de DNA com d-UTP fluoresceina

Para a marcagdo da sonda foi usado flior-d-UTP (Prime-it Fluor
Fluorescence Labeling Kit, Cat. #300380, Stratagene), segundo instrugdes do

fabricante.

3.12. Hibridiza¢ao do DNA em placas de lise

Para a selecdo do banco gendmico, foi utilizada a metodologia de
hibridizagdo de DNA em placas de lise, descrita por BENTON e DAVIS (1977).

Aliquotas contendo 10’ fagos recombinantes, foram retiradas do estoque
do banco gendmico e utilizadas para infectar 100 YL da linhagem bacteriana E.
coli LE 392, previamente preparada (item 3.9). A mistura bactéria/fagos, foi
mantida a 37°C, por 20 minutos. Em seguida, foram adicionados 3 mL de LB
semi-solido e a mistura foi vertida em placas de Petri, contendo meio LB sdlido.
Essas placas foram incubadas a 37°C, por 16 horas. Depois desse periodo, as
placas foram mantidas, por uma hora, a 4°C.

Membranas de nailon, devidamente identificadas a lapis em trés pontos
assimétricos para posterior identificacdo de pontos positivos, foram colocadas em
contato com a superficic do agar, para a transferéncia dos fagos recombinantes
contidos nas placas de lise e deixadas por um periodo de 15 minutos, a 4°C.
Antes das membranas serem retiradas, as placas de Petri foram marcadas nos
mesmos pontos em que a membrana foi marcada, com caneta de retroprojetor.

As membranas foram retiradas e colocadas em bandejas contendo papel
filtro embebido em solucdo de desnaturacdo ¢ em solug¢do de fixacdo, onde o lado
da membrana em contato com as placas de lise, ficou sempre voltado para cima,
permanecendo em cada solugdo por um periodo de 30 segundos. Logo apos, estas
membranas foram colocadas sobre toalhas de papel para que secassem expostas a
luz ultravioleta, por cinco minutos, para a fixacdo do DNA. As membranas foram
tratadas com uma solugdo de pré-hibridizacdo por 5 horas e, a seguir, foi
colocada a solugdo de hibridizagdo contendo a sonda marcada e deixado por um
periodo de 16 a 18 horas, a temperatura de 60°C. Depois desse periodo, as

membranas foram submetidas a lavagens de 20 minutos, na seguinte ordem: SSC
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2X, SDS 0,1% (2 vezes), SSC 1X e SDS 0,1% (2 vezes). A deteccao dos sinais

™ Chemiluminescent

positivos foi feita utilizando-se o Kit “Ilummator
Detection System”, Cat.#300360, Stratagene. As membranas foram postas em
contato com filmes RaioX (Filme KODAK X-OTMATIC K), por 30 minutos,
antes da etapa de revelagao.

As placas de lise que corresponderam ao sinal positivo observado no
filme, foram coletadas com pipetas Pasteur e eluidas em 1 mL de tampao SM.
Foi adicionado cloroférmio na concentracdo final de 0,4% e os tubos, deixados a
temperatura ambiente por um periodo de 2 horas; com agitagdo manual
ocasional, para que as particulas de fagos difundissem do é4gar para o tampao.
Para a confirmagdo dos sinais positivos, foram feitas diluicdes de cada eluicdo e
aliquotas com aproximadamente 200 fagos foram utilizadas para infectar células
da linhagem bacteriana E. coli LE 392. A placa de lise, que correspondia ao sinal
positivo, foi eluida e novamente feita a infeccdo da bactéria E coli LE 392 para se
obter lise confluente, com o objetivo de se fazer o estoque dos fagos
recombinantes de interesse. O tampdo SM foi adicionado sobre as placas, que
foram mantidas a 4°C por 12 horas. A suspensdo foi coletada, o cloroformio foi
adicionado na concentracdo final de 04% e as aliquotas foram armazenadas a

4°C.
3.13. Caracterizagao dos fagos recombinantes

3.13.1. Extraciao de DNA de fagos recombinantes

Inicialmente, para a extragdo do DNA dos fagos recombinantes, 100 UL
da suspensdo de fagos foram adicionados a 200 UL de células da linhagem
bacteriana E. coli LE 392, previamente preparada (item 3.9). Depois de 20
minutos, a 370C, a mistura foi inoculada em 30 mL de LB e incubada a mesma
temperatura, por 18 horas, com agitacdo de 150 rpm. Em seguida, foi adicionado
0,6 mL de cloroformio e a agitacdo foi aumentada para 250 rpm, durante 10
minutos. O lisado foi transferido para tubos Corex e centrifugado a 7.000 g, por 5
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minutos. O sobrenadante foi recolhido e adicionaram-se 10 mL de uma solugdo
de PEG 6.000/NaCl. Os tubos foram mantidos em gelo por 1 hora. Nova
centrifugacdo foi feita a 7.000 g, durante 25 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento seco e ressuspendido em 500 PL de tampao SM. As
enzimas DNAse e RNAse, foram adicionadas para a concentracdo final de 1
HgmL e a suspensdo foi incubada por 30 minutos, a 37°C. Em seguida, foi
adicionado a solugdo, 1 PL de solugdo de protease e 21 PL de SDS 10%, e a
suspensao foi incubada por 10 minutos, a temperatura ambiente.

Foram feitas desproteinizagdes com um volume de fenol tamponado, um
volume de fenol-cloroformio e um volume de cloroformio, nesta mesma
seqiéncia. O DNA foi precipitado na presenca de acetato de amonio, na
concentracao final de 2,5 M e um volume de isopropanol, durante 2 horas, a -
20°C. Logo apds, a mistura foi centrifugada a 12.000 g, por 30 minutos. O DNA
foi lavado com etanol 70% , seco e ressuspendido em 20 PL de TE. A analise da

preparacao de DNA foi feita por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.13.2. Analise por hibridizacao

Os fagos recombinantes foram clivados com enzimas de restricio e
imobilizados numa membrana, de acordo com metodologia descrita por
SOUTHERN (1975). Os fragmentos de DNA, resultantes das clivagens, foram
separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%, tratados em solugdes de
desnaturacdo e neutralizagdo. Em seguida, foi feita transferéncia dos fragmentos
para membrana de nailon por capilaridade. Foi feita fixacdo dos fragmentos a
membrana, utilizando luz ultra-violeta. A hibridizagdo com a sonda contendo o
gene nia de P. chrysogenum, foi feita segundo metodologias descritas por

SAMBROOK et al., (1989).

3.13.2.1. Condigoes de hibridizacao
A membrana foi incubada por 5 horas, sob agitacdo lenta, em 10 mL de

solucio de pré-hibridizagio, a 60°C. Apds este periodo, a solucio de pré-

hibridizagdo foi descartada e substituida por 10 mL da solu¢do de hibridizagdo,
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previamente fervida e resfriada em banho de gelo. A membrana foi incubada por
16 horas, com agitacdo lenta, a 60°C. Seguiram-se 2 lavagens, na mesma
temperatura de hibridizacdo: duas vezes com SSC 2X, SDS 0,1%, e duas vezes
com SSC 1X, SDS 0,1%, todas por 20 minutos, com agitacdo lenta. O resultado
da hibridizagdo foi detectado por exposicdo do filme radiografico (KODAK X-
OTMATIC K) a membrana, por 20 minutos. A revelacdo foi feita em sala escura,
deixando-se o filme por 2 minutos em solugdo de revelagdo (Cat. # 6492177,
KODAK) seguida de lavagem em 4gua, para entdo ser colocado no fixador (Cat.
# 6491724, KODAK), pelo mesmo periodo de tempo.

3.14. Purificacdo de fragmentos de DNA

Os fragmentos de DNA do fungo, clonados nos fagos recombinantes e
que hibridizaram com o fragmento de 3,17 Kb, foram purificados do gel
utilizando o kit “Glass Max” Gibco-BRL. Inicialmente, a banda no gel de
agarose foi cortada, resultando num fragmento que foi colocado num Eppendorf
com 500 YL de “Binding Solution”. Em seguida, foram adicionados 33,4 pL de
tampdo TBE. A mistura foi incubada a 50°C por 5-7 minutos até que toda a
agarose estivesse dissolvida. Em seguida, adicionaramrse 10 pL de “Glass max”.
Agitowse a mistura brandamente por 5 minutos, € esta permaneceu em repouso
por 30 minutos. A mistura foi centrifugada a 12.000 g, por 20 segundos e o
sedimento foi lavado em 400 pL de tampdo “Wash buffer Glass max”, a 4°C. A
operagdo foi repetida 3 vezes e, a cada lavagem, foi feita centrifugacdo a 12.000
g por 20 segundos, e o sobrenadante foi descartado em seguida. Apds a tltima
lavagem, o Eppendorf foi colocado para secar ao ar. Adicionaram-se 10 pL de
TE e incubouse a 50°C, por 3 minutos. Novamente, foi feita centrifugacdo a
12.000 g, por 20 segundos, coletando-se o sobrenadante e colocando-o em
Eppendorf novo. Adicionaram-se 10 PL de TE ao sedimento ressuspendido e
incubou-se a 50°C por 3 minutos. Foi feita uma centrifugagio a 12.000 g, por 20

segundos.
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3.15. Subclonagem dos fragmentos de DNA

O plasmideo pBluescript SK+, foi utilizado como vetor para a
subclonagem dos fragmentos do DNA isolados do genoma do fungo e clonados
nos fagos recombinantes.

A reagdo de clivagem do fago com Kpn I, foi adicionada a um tubo
contendo o vetor pBluescript SK+, previamente clivado com a mesma enzima de
restricdo. A reacdo de ligagdo, totalizando um volume de 10 pL, consistiu em 1
ML do plasmideo pBluescript SK+ (50 ng); 7 UL da reagdo de clivagem (1.050 ng
de DNA); 1 PL do tampao de ligagao (10x); 0,5 ML da enzima T4 ligase (0,1 U);
0,5 L de agua Milli-Q. A mistura foi incubada por 6 horas, a 16’C. Apos este
periodo, a T4 DNA ligase foi inativada a 70°C, por 10 minutos.

3.16. Transformacio Bacteriana

Os experimentos de transformagdo foram feitos como descrito por
INOUE et al. (1990). A linhagem bacteriana utilizada nos experimentos de
transformagdo foi E. coli DH50. No preparo de células competentes, uma colonia
desta bactéria foi inoculada em 100 mL de meio SOB e cultivada sob agitagao de
150 rpm, a 37°C. As células foram mantidas nessa condigio até atingirem 0,6 de
absorvancia, em comprimento de onda de 600 nm. Em seguida, as células foram
colocadas no gelo por 10 minutos e centrifugadas a 2.000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido e as c€lulas ressuspendidas, gentilmente, com pipeta
Pasteur descartavel, em 30 mL de TB gelado, que foram mantidas no gelo por 10
minutos. Foi feita nova centrifugacdo, desta vez a 900 g e o sedimento foi
ressuspendido em 8 mL de TB. Foi adicionado dimetil sulféxido (DMSO) a uma
concentragdo final de 7%, e a amonstra foi deixada no gelo por mais 10 minutos.
Em seguida, aliquotas de 200 YL da amostra foram distribuidas em Eppendorfs e
congeladas imediatamente em nitrogénio liquido, para entdo serem armazenadas
a -80°C. Para a transformacdo, 200 ML das c€lulas competentes foram misturados
a 10 pL da reagdo de ligacdo, sendo deixadas por 30 minutos no gelo. Em

seguida, a mistura foi submetida a 42°C, por 45 segundos. Apos este choque
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térmico, a mistura foi deixada no gelo por 10 minutos e, em seguida, foi
adicionado 0,8 mL de solugdo SOC pré-aquecida. A mistura foi entdo mantida a
37°C sob agitacio de 200 rpm, durante 1 hora. Uma aliquota de 200 pL da reagdo
foi espalhada, com auxilio de alga de Drigalski, em placas de Petri com meio LB
contendo ampicilina, na concentragdo de 50 pg/mL e X-Gal 4%. As placas foram
incubadas a 37°C, por 16 horas. As col6nias contendo o plasmideo recombinante,
foram repicadas para meio LB com ampicilina/X-Gal para confirmacdo e, entdo,

utilizadas para a extragdo de DNA plasmidial.

3.17. Extracido de DNA plasmidial direto de colénias

Uma colonia isolada de cada célula recombinante, foi inoculada em
Eppendorf com 40 pL de solugdo de lise, deixado a temperatura ambiente por 15
minutos. Em seguida, foram adicionados 3 pL de HCl IN mais 5 pL de azul de
bromofenol. O Eppendorf foi mantido a —80°C, por 20 minutos e, em seguida, foi
centrifugado a 12.000, por 5 minutos. Todo o sobrenadante foi submetido a

eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.18. Extracdo de DNA plasmidial em grande escala

Foi feita a extragdo de DNA plasmidial em grande escala, segundo
metodologia descrita por SAMBROOK et al, (1989). O pré-inoculo, foi
preparado a partir de uma colonia isolada da linhagem bacteriana E. coli DHS5a,
que foi inoculada em 30 mL de meio LB, contendo ampicilina na concentracao
de 50 pg/mL . O pré-indeulo foi incubado a 37°C, sob agitagio de 150 rpm, por
16 horas. Em seguida, todo o pré-indculo foi adicionado a um frasco contendo
500 mL de meio LB adicionado de ampicilina, a uma concentragdo de 50 pg/mL,
previamente aquecido. O frasco foi incubado a 37°C sob agitagdo de 200 rpm até
a saturacio do meio. A cultura foi centrifugada a 2.780 g, por 15 minutos, a 4C,
em tubos GSA. O sobrenadante foi descartado e as células sedimentadas foram
ressuspendidas em 100 mL de solugdo STE gelada. Foi feita nova centrifugacdo

a 2.780 g por 15 minutos, a 4°C e o sedimento obtido foi ressuspendido em 18
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mL de solucio de glicose/Tris-HCI/EDTA. Em seguida, foram adicionados 40
mL de solugdo de lise alcalina. O tubo foi invertido varias vezes para misturar 0s
componentes da solugdo e, em seguida, foi deixado por 10 minutos a temperatura
ambiente. Foram adicionados 20 mL de solugdo de acetato de potassio 5 M ao
tubo, que foi invertido varias vezes. Em seguida, foi feita centrifugacdo a 2.780 g
por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em quatro camadas de gaze.
Foi adicionado 0,6 volume de isopropanol a amostra, que foi deixada a
temperatura ambiente por 10 minutos. Os acidos nucléicos foram recuperados
por centrifugacdo a 4.344 g, por 15 minutos, a temperatura ambiente, € o
sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com etanol 70% e, em
seguida, ressuspendido em 3 mL de TE.

O plasmideo foi purificado pelo método que utiliza polietileno glicol
(SAMBROOK et al., 1989). A solu¢ao de acidos nucléicos obtida anteriormente,
foi transferida para tubo Corex de 15 mL. Foram adicionados 3 mL de solugdo de
cloreto de litio 5 M gelada. A amostra foi centrifugada a 12.767 g a 4°C, por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para tubo Corex de 30 mL, ao qual foi
adicionado igual volume de isopropanol. Foi feita novamente centrifugacdo a
12.767 g por 10 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e
o sedimento foi lavado com etanol 70%. O tubo foi deixado em posi¢do invertida
por poucos minutos para que secasse. O sedimento foi ressuspendido em 500 ML
de TE contendo RNAse a uma concentragdo de 20 pg/mL, foi transferido para
tubo Eppendorf e deixado a temperatura ambiente por 30 minutos. Foram
adicionados 500 PL de uma solugdo de NaCl 1,6 M contendo 13% (p/v) de
polietileno  glicol (PEG 8.000). Os plasmideos foram recuperados por
centrifugacdo a 12.000 g por 5 minutos. Todo o sobrenadante foi removido e o
sedimento ressuspendido em 400 pL de TE. Em seguida, foram feitas
desproteinizagdes com solugdes de fenolcloroférmio e cloroférmio. A fase
aquosa foi transferida para tubo novo, ao qual foram adicionados 100 PL de
acetato de amonio 10 M. Foi adicionado 1 mL de etanol ao contetido, que foi

deixado a temperatura ambiente por 10 minutos. Foi feita nova centrifugacdo a
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12.000 g por 5 minutos. Todo o sobrenadante foi removido e o sedimento foi

ressuspendido em 300 pL de TE.

3.19. Construciao do mapa de restricio

O plasmideo recombinante foi clivado com diferentes enzimas de
restricdo que apresentam apenas um sitio de restricdo no vetor pBluescript SK+.
A reagdo de clivagem foi feita em Eppendorfs contendo o DNA, a enzima de
restricdo ¢ o tampdo de reagdo equivalente a enzima utilizada. A reacdo foi
colocada em banho-maria, a temperatwa Otima de cada enzima, por 4 horas e

checada por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.20. Obtencao de protoplastos

A obtengdo dos protoplastos foi baseada no método de BALLANCE e
TURNER (1985). Uma placa de Petri, contendo meio completo e uma folha de
papel celofane sobre a superficie do meio, foi inoculada com 200 pL de uma
suspensio de 107 conidios/mL, e incubada por 24 horas a 25°C. O micélio foi
coletado da superficie da placa com auxilio de uma espatula, ressuspendido numa
solucdo de KCI 0,6 M e tampao fosfato 10 mM pH 5,8 contendo 5 mg/mL de
Glucanex CH4243 (Novo Nordisk) e incubado a 27°C, sob agitacio lenta. Os
protoplastos foram separados dos fragmentos de hifas por filtracdo em seringa
com gaze e lavados 3 vezes em Sorbitol 1 M, CaCl, 50 mM e Tiis-HCl 100 mM
(SCT) por centrifugacdo. O sedimento contendo os protoplastos foi

ressuspendido em SCT.

3.21. Transformacio de protoplastos de P. expansum

A transformacgdo foi baseada no método de YELTON et. al (1984) e
BALLANCE e TURNER (1985). Os protoplastos foram misturados com 1 pL de
solugdo de DNA plasmidial (2,5 pgML), purificado com polietileno glicol 8.000,
e 50 pL de polietiletoglicol 6.000 60%. As misturas foram incubadas a (1(e por

20 minutos, seguindo-se a adicdo de 0,5 mL da mesma solugdo de polietileno
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glicol. Apés 20 minutos a 25°C, o volume foi completado para 1,5 mL com SCT.
Os protoplastos foram recuperados por centrifugacdo, ressuspendidos em 0,5 mL
de SCT e em seguida, colocados para regenerar em meio minimo com

estabilizador osmotico, pelo método “pour plate”, e mantidos a 27°C por 3 dias.

3.22. Analise da freqiiéncia de regeneracio

Para a andlise da freqliéncia de regeneragcdo, os protoplastos foram
tratados com PEG 6.000, CaCl,, diluidos e plaqueados em meio completo, meio
completo cortendo sacarose 1 M e em meio minimo adicionado de acido p-
aminobenzdico. Em seguida, foram incubados a 25°C por aproximadamente 3

dias. A freqiiéncia de regeneracao foi calculada com base na formula abaixo:

Fr=NCMcSac— NCMc x 100

N’ de protoplastos

Fr- freqiiéncia de regeneracdo
NCMcSac- numero de colonias crescidas em meio completo com
sacarose

NCMc- numero de colonias crescidas em meio completo
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento do gene da nitrato redutase de P. expansum

O gene que codifica a nitrato redutase foi isolado de um banco genomico
de P. expansum (DIAS, 1997). Foi utilizado como sonda um fragmento de DNA
que consiste de 3.170 nucleotideos, correspondendo a regido codificadora do
gene da nitrato redutase (niaD) de P. chrysogenum.

Considerando que o tamanho do genoma de P. expansum estd na ordem
de 10 pares de bases, de acordo com o que foi encontrado em outras espécies de
fungos filamentosos (GURR et al., 1987), seriam necessarios 3,1 X 10° clones
recombinantes, para que se tivesse a probabilidade de 99% de que um gene copia
unica estivesse contido no banco genomico construido. Portanto, podemos
considerar que o banco genomico construido por DIAS (1997), contendo 8,1 x
10° UFP/mL e apds a amplificacdo 2,7 x 10" UFP/mL, é representativo.

A deteccdo de fagos recombinantes foi feita por meio de hibridizagdo
com as placas de lise, tendo sido realizados dois experimentos sucessivos. No
primeiro  experimento ou primeiro “‘screening” do banco gendmico, foram
analisadas 150.000 placas de lise, entre as quais 14 hibridizaram com a sonda.
Para confirmar se essas 14 placas de lise correspondiam a clones positivos, foi
feito um segundo “screening”, € 6 clones foram confirmados. A Figura 1A

mostra um dos clones selecionados no primeiro “screening” € o mesmo clone
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apés amplificado (Figura 1B). Os fagos recombinantes selecionados receberam a

denominacdo de APENR1, APENR2, APENR3, APENR4, APENRS ¢ APENRG.

A B)

Figura 1 — Hibridizagdo do banco gendmico de P. expansum com a sonda
contendo o gene nia de P. chrysogenum. A) Primeiro “screening”;

B) Segundo “screening”.

O segundo experimento de hibridizagdo foi realizado para a confirmagao
dos clones positivos, pois pontos observados no filme de raio-X, devido a
presenca de impregnacdes de sujeira na membrana de nylon, podem ser
confudidos com sinais positivos. O numero de clones positivos encontrados em
experimentos de clonagem por hibridizacdo, descritos por diferentes
pesquisadores, ¢ extremamente varidvel e depende do numero de copias do gene
presente no banco gendmico que foi utilizado. O gene niaD de P. chrysogenum
foi isolado de um banco genomico, utilizando como sonda o gene niaD de A.

nidulans. Na hibridizacdo do banco gendémico, construido no vetor AEMBL3, 11
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fagos hibridizaram com a sonda (GOUKA et al., 1991). O isolamento do gene
nia de Leptosphaeria maculans, descrito por WILLIAMS et. al. (1994), utilizou
como sonda o gene nia de A. nidulans. Na hibridizagdo do banco gendmico,
construido no vetor AGEM-11, apenas um fago recombinante, contendo um
inserto de 10 Kb, foi isolado. AVILA et al. (1995) relatam o isolamento de 17
fagos recombinantes de um banco gendmico de H. polymorpha, construido no
vetor AEMBL3, utilizando como sonda um fragmento de DNA de 350 pb,
sintetizado por PCR. Na verdade, um tnico clone positivo que apresente o gene
completo ¢ suficiente. Como existe somente uma copia do gene nia no genoma
dos fungos filamentosos estudados até agora, pode-se inferir que P. expansum
também possua uma Unica copia do mesmo gene. No entanto, ¢ preferivel fazer o
isolamento de varios clones diferentes, para que se tenha uma garantia maior de

que pelo menos um deles va apresentar o gene completo.

4.2. Analise dos fagos recombinantes

O DNA dos seis fagos recombinantes foi extraido, e a liberagdo do
fragmento de DNA genomico clonado foi feita pela clivagem com a enzima de
restrigdo Sal I, que libera os bragos do vetor fago AEMBL3 (Figura 2A). Por
meio de hibridizagdo, foi possivel inferir que os fagos APENR2 ¢ APENR4, até
entdo tidos como clones positivos, ndo possuiam o gene nia de P. expansum
clonado, uma vez que nenhum fragmento resultante da clivagem com Sal 1
hibridizou com gene nia de P. chrysogenum. Os outros quatro fagos selecionados
apresentaram fragmentos de DNA que hibridizaram com a sonda (Figura 2B).

O DNA do fago APENRI apresentou um padrdo de 8 bandas, sendo duas
correspondentes aos bragos direito e esquerdo do fago AEMBL3, e outras 6
correspondentes ao fragmento inserido entre os bragos, totalizando 14,4 Kb de
inserto. O DNA do fago APENR3 apresentou um padrio de 7 bandas, 2
correspondentes aos bracos do vetor e outras 5 totalizando 12,0 Kb de inserto. O
DNA do fago APENRS apresentou um padrio de 5 bandas, sendo duas

correspondentes aos bracos do vetor, e outras 3 totalizando 12,3 Kb de inserto.
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Figura 2 — A. Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA dos fagos
recombinantes, clivado com a enzima de restricdio Sa/ 1. B. Auto-
radiografia da hibridizagdo com o gene nia de P. chrysogenum.
APENRI (1), APENR2 (2), APENR3 (3), APENR4 (4), APENRS5 (5)

e APENRG (6). Gene nia de P. chrysogenum (7). M: DNA de fago A
clivado com Hind 111
O DNA do fago APENR6, também digerido com Sal I, apresentou um

padrdo de 4 bandas, 2 correspondentes aos bragos do vetor e outras 2 totalizando
12,6 Kb de inserto. Os fragmentos de DNA que hibridizaram com o gene nia de
P. chrysogenum foram os de 4,7, 6,0, 84 ¢ 7,6 Kb, dos clones APENRI,
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APENR3, APENRS5 e APENRG, respectivamente. O menor fragmento de DNA a
hibridizar com a sonda pertence ao clone APENRI, com 4,7 Kb. O maior

fragmento que hibridizou com a mesma sonda foi o do clone APENRS5, com 8.4
Kb (Figura 2A).

4.3. Constru¢io do mapa de restri¢ao do fago recombinante A PENR3

O fago recombinante APENR3 foi escolhido aleatoriamente para uma
andlise mais detalhada. Visando a construgdo de um mapa de restricdo do fago
APENR3, foram feitas clivagens simples e duplas com enzimas de restrigdo que
possuem sitio de clivagem também nos bragos do vetor AEMBL3. A Figura 3
mostra o padrao de restricdo do DNA do fago APENR3 em gel de agarose 0,8% e
a hibridizagdo com o gene nia de P. chrysogenum. O padrao de migracdo das
bandas no gel de agarose e os resultados da hibridizacdo permitiram o
estabelecimento do mapa fisico de restricdo (Figura 4). Foi possivel localizar no
fragmento clonado, sitios para Kpn 1 e para Pvu 1.

Pela andlise do mapa fisico de restricdo do DNA do fago APENR3, foi
observado que o gene da nitrato redutase de P. expansum ndo esta ligado a
nenhum dos bragos do vetor. Isso indica que, provavelmente, o gene da nitrato

redutase de P. expansum deve estar completo.
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Figura 3 — A. Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA do fago

recombinante APENR3, clivado com enzimas de restrigdo. (1)
Fragmento de 3,17 Kb de P. chrysogenum (2) O DNA de

APENR3, clivado com Sal I, (3) Kpn 1, (4) Sma 1, (5) Pvu 1, (6) Sal
UKpn 1, (7) Sal USma 1, (8) Sal I/Pvu 1. B. Auto-radiografia da
hibridizagdo com o gene nia de P. chrysogenum. M: DNA de fago

A clivado com Hind 111
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3,0Kb

FIGURA 4. Mapa fisico de restricdo do DNA dos fagos recombinantes APEPG3 (A) e APEPG4 (B).
E: brago esquerdo do vetor \EMBL3, D: brago direito do vetor AEMBL3
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4.4. Subclonagem e caracterizacio do fragmento de DNA contendo o gene
nia de P. expansum

Na Figura 3 pode ser observado que na clivagem do DNA do fago
APENR3 com a enzima Kpn I, hd um fragmento de DNA de aproximadamente
6,5 Kb que hibridizou com a sonda de 3,17 Kb de P. chrysogenum. A escolha
desta banda para a subclonagem basecouse em comparagOes entre genes nia de
outras espécies de Penicillium. O gene nia de P. chrysogenum e P. griseoroseum
possuem aproximadamente 3,0 Kb. Dessa forma, supde-se que o fragmento de
6,5 Kb/Kpn 1, que hibridizou com o fragmento de 3,17 Kb de P. chrysogenum,
possui o gene nia de P. expansum completo, constituindo um fragmento interno
do inserto, ou seja, ndo esta ligado aos bragos do vetor AEMBL3. A enzima Sal I
nao foi usada para a subclonagem do gene porque o gene nia de P. chrysogenum
e de P. griseoroseum apresenta um sitio de clivagem para Sal/ I ( HAAS et al.,
1996; PEREIRA, comunicagao pessoal).

O fragmento de DNA de 6,5 Kb/Kpn 1 foi purificado do gel de agarose
para ser ligado ao plasmideo pBluescript SK+, linearizado com Kpn 1. Foram
feitas varias tentativas para inserir o fragmento Kpn I no vetor porém, sem
sucesso. Foi utilizada entdo uma outra estratégia, onde foi usado o DNA total do
fago APENR3 clivado com Kpn I na reagdo de ligagdo com o vetor pBluescript
SK+, clivado com a mesma enzima. O Unico incoveniente desta estratégia ¢ que
o DNA do fago APENR3 digerido por Kpn I, resultou em 7 fragmentos de
tamanhos diferentes e, teoricamente, todos eles poderiam ser ligados ao vetor
pela enzima T4 DNA ligase.

Foi observada uma alta eficiéncia de transformagdo, sendo isolada uma
média de 137 colonias com plasmideos recombinantes por placa de Petri. Foram
selecionadas 38 destas colonias e, apds confirmacdo da resisténcia a ampicilina
das bactérias transformadas, o DNA plasmidial foi extraido diretamente de
colonias. Todo o volume resultante da extracdo foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 0,8% e foram selecionados 10 plasmideos. O DNA desses
plasmideos foi extraido e clivado com Kpn 1, para liberar o fragmento clonado.

Por meio de andlise eletroforética em gel de agarose 0,8%, foi confirmada a
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presenca apenas do fragmento de DNA Kpn I, de 6,5 Kb, em 7 plasmideos
recombinantes, entre os 10 selecionados. A andlise por hibridizagdo utilizando a
sonda de 3,17 Kb, mostrou que os 7 plasmideos selecionados apresentaram
fragmentos de DNA que hibridizaram com o gene nia de P. chrysogenum. Esses
resultados comprovam a ligacdo dos fragmentos contendo o gene da nitrato
redutase de P. expansum ao phsmideo pBluescript SK+. Tanto a andlise por
hibridizacdo, quanto a analise do tamanho dos fragmentos em gel de agarose
confirmaram tal ligagao (dados nao mostrados).

Foi escolhido um dos plasmideos recombinantes, que foi designado
pPENR, para se fazer o mapa de restricdo e, posteriormente, a transformagdo do
mutante para a nitrato redutase de P. expansum. O DNA do plasmideo
recombinante pPENR, gerado pela clonagem do fragmento de 6,5 Kb/Kpn 1, foi
clivado com diferentes enzimas de restricdo, foi feita a migracdo dos fragmentos
de DNA em gel de agarose e a hibridizagdo com o gene nia de P. chrysogenum
(Figura 5). As clivagens simples e duplas permitiram o estabelecimento do mapa
fisico de restricdo (Figura 6). O fragmento de DNA clonado tem sitio para Eco
RI, Eco RV, Sal 1, porém ndo foi encontrado sitio de restrigdo para Hind III. No
gene niaD de P. chrysogenum foram encontrados dois sitios para a enzima Eco
RV e um sitio para Pvu I, Xho 1, Salle Hind 111 (HAAS e MARZLUF 1995;
GOUKA et al. 1991).
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Figura 5 — A. Eletroforese em gel de agarose 1% do DNA do plasmideo
recombinante pPENR, clivado com as enzimas de restricdo. Eco RI
(1), Eco RV (2), Hind 1l (3), Sall (4), Eco Rl Eco RV (5), Eco
RI/Hind 11 (6), Eco RI/Sal 1 (7), Eco RV/Hind 111 (8), Eco RV/Sal 1
(9), Hind 1I/Sal 1 (10). M1: DNA de fago @X174 clivado com Hae
III. M2: DNA de fago A clivado com Hind III. B. Auto-radiografia
da hibridizagdo com o fragmento de 3,17 Kb de P. chrysogenum.
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Figura 6- Mapa fisico de restricao do fragmento de 6,5 Kb/Kpn 1, do plasmideo
recombinante pPENR. EI (Eco RI), EV (Eco RV),K (Kpnl)eS (Sal
D).
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4.5. Transformaciao do mutante Nia de P. expansum utilizando o plasmideo
recombinante pPENR.

Para verificar se o plasmideo pPENR continha o gene nia de P.
expansum, foi feito um experimento de transformacdo, utilizando mutante Nia de
P. expansum. Ap6s trés dias de incubacio a 37°C, foram observadas colonias
Nia', mostrando que o plasmideo pPENR foi capaz de transformar o mutante
Nia. A freqliéncia de transformagdo foi de 16 transformantes por pg de DNA, o
que nos permite afirmar que o fragmento clonado apresenta realmente o gene que
codifica a nitrato redutase de P. expansum. Dessa forma, ficou estabelecido um
sistema homologo de transformacdo para P. expansum. Este sistema foi superior
ao sistema estabelecido por RIBEIRO et al. (1998), que utilizaram o gene nia de
F. oxysporum e obtiveram uma freqiiéncia de 8 transformantes por Hg de DNA.
Segundo GOUKA et al. (1991), transformacdes utilizando genes homologos
geralmente resultam em altas freqiiéncias de transformagdo, quando comparadas
com transformagdes utilizando genes heter6logos.

O vetor pPENR também foi utilizado para transformar mutantes Nia ™ de
P. griseoroseum, ¢ foi obtida uma freqiiéncia de 16 transformantes por pg de
DNA, igual ao resultado obtido com P. expansum (Tabela 1). Este resultado foi
diferente daqueles obtidos com outras espécies, onde as freqiiéncias de
transformagdo com o gene da nitrato redutase foram bastante varidveis. Os
fungos Stagnospora nodorum (CUTLER e COOLEY, 1998) e Cephalosporium
acremonium (WHITEHEAD et al. 1990) foram transformados com genes
homologos da nitrato redutase e a freqiiéncia de transformagdo variou de 7,8 a 40
transformantes por Hg de DNA, respectivamente. TUDZYNSKI et al. (1996)
transformaram Gibberella fujikuroi com o gene homologo da nitrato redutase e
obtiveram 200 transformantes por Pg de DNA. Um resultado interessante foi o
obtido para P. chrysogenum, um fungo que possui sistemas de transformacdo
homologo e heterdlogo baseados no gene nia. Foi obtida uma freqiiéncia de 40
transformantes por Hg de DNA para o sistema homologo e uma freqiiéncia
similar foi obtida para o sistema heterdlogo, utilizando o gene nia de A. oryzae

(GOUKA et al. 1991).
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Tabela 1 — Freqiiéncias de transformagdo obtidas para P. expansum e P.
griseoroseum, utilizando os plasmideos pPENR e pNH24.

Microrganismo Vetor Freqiiéncia de transformagao®
P. expansum pPENR"® 16
P. expansum pNH24" 8

P. griseoroseum pPENR 16

a- plasmideo pPENR: construido a partir de um fragmento de 6,5 Kb/Kpn I,
contendo o gene nia de P. expansum, subclonado em pBluescript SK+.

b- plasmideo pNH24: construido a partir de um fragmento de 4 Kb Hind III,
contendo o gene nia de F. oxysporum subclonado em pUC19.

c- namero de transformantes por pig de DNA.

A viabilidade dos protoplastos apds tratamento com PEG foi de 51%,
portanto superior a definida para P. expansum por DIAS (1997), que obteve 46%
de regeneragdo para P. expansum e 57% para P. griseoroseum. Em P.
chrysogenum, a regeneragdo dos protoplastos foi superior a 40% (WHITEHEAD,
et al. 1989). Provavelmente a alta viabilidade dos protoplastos tenha aumentado a
freqiiéncia de transformacio em P. expansum. E possivel que a freqiiéncia de
transformagdo possa ser aumentada ao se otimizar Varios parametros no
protocolo. A otimizagdo aumentou dez vezes a freqiiéncia de transformagdo com
gene nia em A. niger (CAMPBELL et al. 1989) e Fusarium oxysporum
(LANGIN et al. 1990). Uma outra alternativa que poderia ser testada para
aumentar a freqliéncia de transformagdo ¢ a utilizacdo de DNA linearizado, pois
tal estratégia aumentou a freqiiéncia com o gene da nitrato redutase em outras

espécies (UNKLES et al. 1989 a,b; DIOLEZ et al. 1993).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Foi feita a hibridizacdo do banco genomico de P. expansum com um
fragmento de DNA de 3,17 Kb, que corresponde a parte do gene que codifica a
nitrato redutase em P. chrysogenum. Na analise de 150.000 fagos recombinantes,
seis fagos foram isolados, dos quais quatro foram positivos e denominados
APENRI1, APENR3, APENRS5 ¢ APENR6. O DNA dos fagos recombinantes foi
submetido a clivagem com a enzima Sa/ I, evidenciando-se fragmentos de DNA
clonados de 14,4; 14,4; 12,3 ¢ 12,6 Kb, dos fagos APENR1, APENR3, APENRS5 e
APENRG6, respectivamente. Os fragmentos de DNA que hibridizaram com a
sonda de 3,2 Kb de P. chrysogenum apresentaram 4,7 Kb APENRI1), 6,0 Kb
(APENR3), 8,4 Kb (\PENRS5) ¢ 7,6 Kb (\PENRS).

Para a constru¢do do mapa fisico de restricito do DNA do fago
recombinante APENR3, foram feitas clivagens simples e duplas com enzimas de
restricdo. A andlise de restricdo e hibridizacdo dos fragmentos de DNA do fago
recombinante APENR3, revelou que o gene nia estava presente em um fragmento
de 6,5 Kb Kpn I). O fragmento foi subclonado no plasmideo pBluescript SK+, e
o plasmideo recombinante foi denominado pPENR. Foi feita a construcdo do

mapa fisico de restricdo de pPENR e este foi utilizado na transformacdo dos
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mutantes Nia  de P. expansum ¢ P. griseoroseum, sendo obtida uma freqiiéncia
de 16 transformantes por g de DNA.

A clonagem do gene nia de P. expansum permitiu o estabelecimento de
um sistema homologo de transformagdo para o mesmo fungo. O gene clonado ja
pode ser usado como marcador de selecdo em experimentos de transformagio,
visando o aumento do niimero de copias dos genes que codificam pectinases ou a
introdu¢do de genes modificados. Além disso, podera ser feito o seqiienciamento,

a andlise da organizacdo e o estudo da regulagdo do gene nia.
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