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RESUMO

LOPES, Francis Julio Fagundes, M.S. Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2003.
Desenvolvimento de um sistema de transforma¢ido para manipulacdo de genes em
Crinipellis perniciosa. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Conselheiros: Elza Fernandes
de Aratjo e Sérgio Herminio Brommonschenkel.

O presente trabalho abordou a transformagao genética em C. perniciosa, fungo causador da
vassoura-de-bruxa no cacaueiro, investigando os fatores que podem influenciar a eficiéncia de
transformagao neste organismo, bem como a forma de integracdao do vetor no genoma do fungo. A
transformagao dos protoplastos foi realizada pelo método quimico do PEG/CacCl, e a selegdo dos
transformantes foi feita com base na resisténcia a higromicina B. A eficiéncia de transformacao foi
analisada em fun¢do do promotor utilizado para expressar o gene marcador (se proveniente de
basidiomiceto ou de ascomiceto), da forma do vetor (circular ou linear) e da presenca de inibidores
de nuclease (acido aurintricarboxilico, putrecina e espermidina) na mistura de transformacdo. A
técnica REMI (restriction enzyme mediated integration) foi realizada utilizando a enzima de
restricdo BamHI. Também foi construido um vetor contendo o gene que confere resisténcia a
higromicina B (4ph) sob o comando do promotor do gene gpd de Agaricus bisporus, para
experimentos futuros de mutagénese insercional. A utilizagdo do promotor gpd de Agaricus
bisporus resultou em uma eficiéncia de transformagdo cinco vezes superior aquela obtida quando o
promoter gpd de Aspergillus nidulans foi utilizado. Além disso, os transformantes desenvolveram-
se mais rapidamente, com reducdo do tempo necessario para visualiza¢do das colonias nas placas
em comparagdo aos transformantes que continham o gene sph sob o controle do promotor gpd
Aspergillus. Os inibidores de nucleases putrecina e ATA (&cido aurintricarboxilico) reduziram a
eficiéncia de transformacdo nas condi¢des utilizadas, enquanto que a presenga de espermidina nao
exerceu influéncia quando comparado ao controle. A linearizacdo do vetor ndo influenciou a
eficiéncia de transformacdo e todos os transformantes resultantes desse tratamento que foram
analisados por hibridizacdo apresentaram um padrdo complexo de integragdo, com duas ou mais
copias do plasmideo inseridas em posigdes distintas no genoma. A mais elevada eficiéncia de
transformagao foi obtida com REMI, utilizando-se 10U da enzima de restricdo BamHI e 10 pg do
vetor na forma circular. Nesta condicdo, foram obtidos cerca de 64 transformantes/pug de
plasmideo, cerca de trés vezes mais transformantes que o tratamento onde BamHI ndo esteve
presente. Nao foi verificada a influéncia da enzima de restricdo promovendo a obtengdo de
transformantes com uma unica copia do vetor integrada. Os transformantes mostraram alto nivel
de resisténcia a higromicina (>500 pg/mL). Dos transformantes analisados quanto a estabilidade

mitdtica, 100% conservaram-se resistentes apos a passagem por meio nao seletivo durante 40 dias.
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ABSTRACT

LOPES, Francis Julio Fagundes, M.S. Universidade Federal de Vicosa, August 2003.
Development of a transformation system for gene manipulation in Crinipellis
perniciosa. Adviser: Marisa Vieira de Queiroz. Committee members: Elza Fernandes de
Araujo and Sérgio Herminio Brommonschenkel.

The present work has investigated the different conditions that may influence the
transformation efficiency and the way transforming DNA integrates into the genome of the
fungus Crinipellis perniciosa, the causal agent of the witches’ broom disease of cacao.
Protoplast transformation was done by the PEG/CaCl, method. Transformant colonies were
selected for resistance to hygromycin B. The transformation efficiency was related to the type
of promoter used to express the Aph gene (either from an ascomycete or from a basidiomycete
fungus), vector shape (linear or circular forms), and the presence of nuclease inhibitors
(aurintricarboxylic acid, putrescine or spermidine) in the transformation mix. The REMI
(restriction enzyme-mediated integration) technique was employed using BamHI. For future
experiments of insertional mutagenesis, a plasmid containing the 4ph gene controlled by the
gpd gene from Agaricus bisporus was constructed. The use of the gpd promoter from Agaricus
bisporus resulted in a five-fold increase in transformation efficiency compared to that obtained
with the gpd promoter from Aspergillus nidulans. In addition, these transformants showed
faster growth than those containing gpd from Aspergillus. Putrescine and ATA
(aurintricarboxylic acid) decreased the transformation efficiency, while spermidine did not
have any influence in comparison to the control. Vector linearization was not effective and a
complex pattern of plasmid integrations resulted from this procedure, with two or more copies
integrated throughout the genome. The highest efficiency was obtained with REMI (10U of
BamHI added prior to transformation with 10 pg of circular vector). An efficiency of 64
transformants/pg of plasmid was obtained in this treatment. Under the analyzed conditions,
BamHI did not induce single copy integrations in Crinipellis perniciosa, although an
approximate three-fold increase in the transformation efficiency was obtained. The
transformants were highly resistant to hygromycin (> 500 pg/mL). All transformants analyzed

were mitotically stable after successive transfers to nonselective media for 40 days.
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1. INTRODUCAO

As doencas causadas por organismos fitopatogénicos continuamente ameagam a
produ¢do mundial de alimentos. Muitas doengas sdo recorrentes, ou devido a evolugdo dos
patogenos para suplantar a resisténcia de variedades de plantas liberadas no mercado, ou
resultado da migragdo dos patogenos para novas areas. Os fungos fitopatogénicos, em
particular, podem ocasionar perdas severas que resultam em sérios prejuizos econdmicos.
Além dos prejuizos economicos, certos fungos fitopatogénicos produtores de micotoxinas
constituem uma séria ameaca a saude de pessoas e animais (SINHA e BHATNAGER, 1998).

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro ¢ uma doenca causada pelo fungo Crinipellis
perniciosa (Stahel) Singer, que vem prejudicando a producdo de cacau na América Latina. O
fungo ¢ nativo da Amazonia e estd presente em grande parte dos cacaueiros cultivados na
América do Sul e em varias ilhas do Caribe. A vassoura-de-bruxa ocorre nos seguintes paises:
Bolivia, Brasil, Peru e Venezuela (relatos antigos), Suriname (1985), Guiana (1906),
Colombia (1917), Equador (1921), Trinidad (1928), Tobago (1939), Granada (1948), Sao
Vicente (1988), Panama (1989) e particularmente no estado da Bahia (1989) (PURDY e
SCHMIDT, 1996).

De 1993 a 1994, os cinco paises lideres em producdao de sementes secas de cacau
foram: a Costa do Marfim (800.000 toneladas), Brasil (282.000 toneladas), Gana (245.000
toneladas), Indonésia (245.000 toneladas) e Malasia (220.000 toneladas). Em 1994, o Brasil
foi o maior produtor das Américas (WAKELING, 1994 In: Purdy e Schmidt, 1996). Em maio
de 1989, a doenga foi detectada pela primeira vez na Bahia, o principal produtor de cacau no
Brasil. A produgdo baiana sofreu uma queda de 60% no periodo de 1990 a 1994. Com a
derrocada da cacauicultura na microregido do cacau na Bahia, o Brasil caiu de segundo para
sexto produtor mundial de cacau. Hoje o Brasil ocupa a quarta posi¢ao da producdo de cacau
no mundo (http://www.fao.org) e a produg¢dao vem se recuperando gragas ao investimento do
governo federal em pesquisas e na recuperagdo ou expansdo de areas destinadas a
cacauicultura (http://www.herbario.com.br).

O fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, pertence a ordem Agaricales, familia
Thricholomataceae e talvez seja o maior patégeno do cacaueiro que provavelmente se
desenvolveu concomitantemente com 7heobroma cacao (POUND, 1943).

O sintoma caracteristico da vassoura-de-bruxa ¢ a forma¢ao de brotos hipertrofiados e

o inchamento das regides terminais da planta, conferindo um aspecto de vassouras as



almofadas florais. Os frutos ficam com a forma modificada, vindo a secar e a apodrecer
(TOVAR, 1991).

Além de causar a vassoura-de-bruxa no cacaueiro € em seus parentes selvagens
relacionados (biotipo C), C. perniciosa também causa os sintomas da doenca em Solanum
spp. (bidtipo S) e em varios outros hospedeiros solanaceos (BASTOS e EVANS, 1985), bem
como em Bixa orellana, familia Bixaceae (biotipos C e B) no Brasil (BASTOS e
ANDEBRHAN, 1986). O fato do bidtipo C causar os sintomas da vassoura-de-bruxa em Bixa
orellana, juntamente com evidéncias de caracteristicas culturais e de dados moleculares,
sugere que os biotipos C ¢ B sdo idénticos, ja os bidtipos S e C foram claramente
diferenciados por perfis de isoenzimas e padrdoes de DNA mitocondrial (GRIFFITH et al.,
1994). O C. perniciosa de liana (ou bidtipo L) apresenta heterotalismo e estd associado com
Arrabidaea verrucosa (Bignoniaceae), embora ndo sejam observados os sintomas da doenca
nesta espécie (GRIFFITH e HEDGER, 1994). REZENDE et al., (2000) identificaram em
Minas Gerais, um Estado nao produtor de cacau, um novo hospedeiro de C. perniciosa, a
espécie Heteropterys acutifolia, pertencente a familia Malpighiaceae. Os basididsporos
produzidos naturalmente em H. acutifolia foram inoculados em mudas de cacaueiro e
induziram o desenvolvimento de sintomas da doenca.

O bidtipo C apresenta um estilo de vida hemibiotrofico. O fungo invade os tecidos
novos do hospedeiro como biotrofico, e por razdes ndo muito bem esclarecidas, ocorre a
morte do tecido e o fungo passa a crescer saprofiticamente nos tecidos mortos. SILVA e
MATSUOKA (1999) observaram que os tubos germinativos monocaridticos penetram nos
tecidos dos hospedeiros sem a formacao de apressério. Apos a penetracdo, o micélio
biotrofico se ramifica intercelularmente. Somente o micélio biotréfico do patdogeno esta
presente nas vassouras verdes, e as hifas sdo intercelulares, irregularmente espessadas (5 a 20
um), monocarioticas € ndo apresentam grampos de conexdo (EVANS, 1980; CALLE et al.,
1982; ORCHARD et al., 1994; MUSE et al., 1996; SILVA e MATSUOKA, 1999). A resposta
do cacaueiro ¢ localizada no ponto de infec¢do, onde ocorre consideravel espessamento dos
tecidos. Estudos de microscopia eletronica mostraram que o inchamento dos tecidos
infectados se deve ao aumento do tamanho de todos os tipos celulares e a uma consideravel
desorganizagdo dos tecidos (ORCHARD et al., 1994). Apds varias semanas, as folhas nas
vassouras comec¢am a necrosar, seguidas pela necrose do caule. Apods trés a nove semanas, a
dicariotizagdo se inicia e o micélio biotrofico, dentro dos tecidos do hospedeiro, € substituido
ou muda para a fase saprofitica, a qual apresenta hifas de 1 a 3 um de diametro, dicarioticas e

com grampos de conexdo (CALLE et al., 1982). As vassouras necrdticas permanecem ligadas
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a planta ou podem cair sobre a cobertura vegetal ou sobre o solo. O fungo continua seu
crescimento saprofitico dentro das vassouras mortas por um periodo de 6 a 24 meses. Quatro
a oito semanas depois da temporada de chuva, o basidiocarpo se desenvolve a partir das
vassouras necroticas e dos frutos secos sobre o solo, reiniciando-se o ciclo (GRIFFTH e
HEDGER, 1994).

O patossistema C. perniciosa—cacaueiro ¢ principalmente influenciado pela umidade
atmosférica (chuvas, névoas, orvalho e umidade relativa), fatores que influenciam a produ¢ao
de basidiocarpo e a liberacdo dos basididsporos, a dispersdo, a infeccdo e a sincronizagdo
destes eventos. A temperatura pode apresentar importante papel, pois ela afeta: (a) a secagem
das vassouras, promovendo assim a produgdo de basidiocarpo e (b) a gutagao nos tecidos do
hospedeiro, fornecendo, portanto, a umidade para germinagdo dos basidiésporos e a
subseqiiente infeccdo (PURDY e SCHMIDT, 1996). As condigdes favoraveis para o
desenvolvimento da doenca, em geral, sdo: alta umidade, temperatura variando entre 15 °C e
29 °C, e uma distribuicao favoravel de chuvas (SALGADO, 1980).

Em seu habitat natural, as arvores de cacaueiro ocorrem espalhadas na densa floresta
tropical, crescem relativamente de forma lenta e as flores e frutos sdo escassos. Ao contrario,
o cacaueiro cultivado ¢ plantado a altas densidades, ¢ de idade uniforme e esta submetido a
um ambiente diferente do seu habitat natural e, portanto, sujeito a diferentes condi¢des que
propiciam o estabelecimento da doenga. Nas plantacdes comerciais, a abundéancia de brotos e
o crescimento reprodutivo estdo, ao mesmo tempo, associados a condi¢des climaticas que
favorecem a infec¢do do hospedeiro e a esporulacdo de C. perniciosa. O perfil de defesa do
hospedeiro contra a doenga ¢, portanto, alterado numa situagao de cultivo (SEGAL et al.,
1980 In: Purdy e Schmidt, 1996). Especificamente para a vassoura-de-bruxa do cacaueiro na
plantacdo; (a) existe um aumento da susceptibilidade do tecido do hospedeiro (brotos
vegetativos, flores e frutos) que ¢ sincrono entre as arvores, especialmente entre material
genético similar; (b) O clima de cultivo favorece as infeccdes e propicia a condicdo de
umidade e seca que promove a esporulagdo de C. perniciosa; e (c) a diversidade genética ¢é
freqiientemente reduzida (PURDY e SCHIMIDT, 1996).

Atualmente, a unica forma de controlar a doenga € por meio da poda fitossanitaria, que
consiste na remog¢ao dos tecidos infectados (RUDGARD e BUTLER, 1987). O controle por
meio de fungicidas ¢ dificultado pela necessidade de protecdo constante dos tecidos
meristematicos, e no caso dos sistémicos, pela inexisténcia de produtos capazes de atingir o
micélio do patdégeno no interior dos tecidos infectados (MCQUILKEN et al., 1988). A

CEPLAC (Comissdao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira), um o6rgao criado pelo
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governo federal, que tem como objetivo desenvolver técnicas para controlar a vassoura-de-
bruxa, dispde de cultivares tolerantes a doenga, e em parceria com o CEPEC (Centro de
Pesquisa do Cacau), desenvolveu um método de controle bioldgico baseado no fungo
micoparasita Trichoderma stromaticum sp. Nov, antagdnico ao C. perniciosa (BASTOS,
2000), e ¢ denominado TRICOVAB.

Pesquisadores do CEPLAC, da Universidade Estadual de Santa Cruz, do CENARGEN
(Centro Nacional de Recursos Genéticos) e da UNICAMP, se reuniram com o objetivo de
sequenciar o genoma de C. perniciosa. Parte das seqiiéncias foram produzidas a partir de uma
biblioteca “Shot Gun” de todo o genoma e parte estd relacionada ao transcriptoma do fungo.
Entre as muitas seqiliéncias ja identificadas, destacam-se genes que codificam para quitinases,
celulases e hidrofobinas, que podem estar envolvidas nos processos que o fungo usa para
invadir a planta, e outros processos importantes para a patogenicidade do fungo. A validagao
funcional dessas seqiiéncias depende da aplicacdo de técnicas de engenharia genética neste
microrganismo, tais como a transformacao e metodologias para mutagénese insercional. Por
meio dessas técnicas € possivel introduzir seqiiéncias de DNA exogeno e inativar genes de
interesse, como por exemplo, genes de patogenicidade e viruléncia, possibilitando a
determinagdo da importancia de genes que codificam proteinas de fun¢do desconhecida.

Algumas das estratégias utilizadas nos estudos de genoma funcional dependem de um
sistema de transformagdo bem estabelecido para o organismo alvo. A transformagdo ¢ uma
técnica que possibilita realizar delegdes, interrupgdes, substitui¢des, silenciamento pods-
transcripcional de um gene alvo e a determinagao da rota subcelular de um produto génico por
meio da introducao de construcdes carregando genes reporter (de BACKER et al., 2000;
BRAKHAGE e LANGFELDER, 2002). A transformagdo €, portanto, uma ferramenta
indispensavel para a caracterizagdo genética e compreensdo das vias bioldgicas de diversos
organismos.

A técnica de transformagdo comegou a ser utilizada em fungos filamentosos na década
de 70 (MISHRA e TATUM, 1973). No inicio, utilizou-se o DNA total para transformar
conidios intactos de Neurospora crassa e ndo foi comprovada a presenca fisica do DNA
doador na célula hospedeira. Posteriormente, CASE et al. (1979) descreveram e comprovaram
pela primeira vez a transformagao de protoplastos de N. crassa com um plasmideo de bactéria
contendo um gene do proprio fungo. Desde entdo, um nimero crescente de trabalhos
envolvendo transformacdo em fungos vém sendo publicados (para uma revisdo sobre o
assunto, ver FINCHAM, 1989; TIMBERLAKE e MARSHALL, 1989; MULLINS e KANG,
2001; RUIZ-DIEZ, 2002).



Em fungos filamentosos, sdo geralmente empregados plasmideos para a
transformagdo. Embora existam descri¢des de plasmideos capazes de replicar de maneira
autbnoma no fungo (ALEKSENKO e CLUTTERBUCK, 1996), normalmente sao
empregados plasmideos integrativos, que para serem mantidos na célula receptora devem
recombinar com o DNA hospedeiro e replicar junto com ele. Ao se integrar, o plasmideo pode
entrar em uma regido correspondente a um gene, provocando sua interrupcao. Isso abre
possibilidades de se empregar plasmideos para a realizagdo de mutagénese insercional. Para
que um sistema de transformacdo seja utilizado em mutagénese insercional existem quatro
requerimentos fundamentais: O primeiro € criar transformantes que exibam uma alteragdo
fenotipica com uma quantidade minima de plasmideos integrados no genoma, de forma que
seja facil mostrar se hd relagdo entre a alteragdo fenotipica e a inser¢do. Segundo, ¢
importante que os transformantes obtidos possam ser facilmente identificados para o fendtipo
desejado, sendo necessario um sistema de triagem facil e rapido. Em terceiro esta o
procedimento de recuperagdao do gene interrompido no genoma do organismo, € que ¢ a base
do quarto requerimento, provar que o fendtipo do transformante ¢ de fato resultado da
mutagdo induzida. Aqui reside a questdo de porque as integragdes Unicas sdo preferiveis as
multiplas, porque fica mais facil provar a relacdo do gene com o fendtipo observado.

Em fungos que possuem ciclo sexual, a evidéncia da ligagdo do fenotipo mutante com
o marcador ¢ um indicativo seguro, enquanto que em fungos desprovidos do ciclo sexual, a
comprovagdo ¢ feita com a transformagdo da linhagem mutante com o gene completo
recuperado, esperando-se que haja a restauragdo do fenotipo selvagem nos transformantes, ou
ainda, a transformacao da linhagem selvagem com o plasmideo recuperado contendo parte do
gene em questdo, linearizado com a mesma enzima utilizada na recuperagdo, visando realizar
a interrupcdo do gene residente e assim, recriar o fen6tipo mutante (KAHMANN e BASSE,
1999).

A eficiéncia da manipulagdo de genes em fungos aumentou substancialmente nos anos
recentes como resultado de duas inovagdes técnicas em particular: Integragdes Mediadas por
Enzima de Restri¢ao (REMI) e Transformagao Mediada por A. tumefasciens (ATMT).

de GROOT et al. (1998), mostraram que também ¢é possivel usar Agrobacterium
tumefasciens para transformar fungos filamentosos. Nesse trabalho foi demonstrado que, para
Aspergillus awamori, hd um aumento de 600 vezes na eficiéncia de transformagdo em relagao
as técnicas convencionais (transformacdo de protoplastos ou eletroporagdo), com
predominancia de integracdes aleatdrias em cdpia Unica no genoma. Tendo em vista o

potencial da técnica, vem crescendo o numero de trabalhos que descrevem a utilizacao de
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ATMT para diversos fungos filamentosos, dentre estes, Hebeloma cylindrosporum
(COMBIER et al., 2003), Agaricus bisporus (CHEN, et al., 2000) e Coccidioidis imitis
(ABUODEH et al., 2000).

A técnica de REMI tem sido explorada em uma variedade de fungos: hemi-
ascomicetos, ascomicetos, hemibasidiomicetos e basidiomicetos. REMI ¢ uma modificacao da
técnica tradicional de mutagénese utilizando plasmideos. Ela consiste na utilizagdo do vetor
linearizado juntamente com a enzima de restrigdo nos experimentos de transformagdo
(SCHIESTL e PETES, 1991). REMI pode aumentar ou diminuir a eficiéncia de
transformagao dependendo do organismo, da enzima e da quantidade que esta ¢ empregada.
Na auséncia da enzima de restricdo, muitas vezes o vetor se integra em tandem. REMI, em
alguns casos, pode favorecer insercdes Unicas do vetor em cada locus genémico (MAIER e
SHAFER, 1999), o que facilita a recuperacdo do gene interrompido pelo plasmideo
(KAHMANN e BASSE, 1999).

Ja foi sugerido que o grau de empacotamento do genoma pode influenciar os eventos
de integragdo do plasmideo. As regides altamente transcritas sdo provavelmente mais
susceptiveis a digestdo com a enzima do que as regides transcricionalmente inativas, pelo fato
da estrutura da cromatina estar mais relaxada para permitir a expressdo génica (MAIER e
SHAFER, 1999).

Tipicamente, a quebra na dupla fita gerada no cromossomo pela enzima de restri¢cdo
sera reparada pela incorporagdo do vetor ou pela religacdo mediada pelos sistemas de reparo
da célula (MILNE et al., 1996). No entanto, para que a técnica funcione com eficiéncia, as
concentragdes € os tipos de enzimas de restricdo utilizados devem ser otimizados
empiricamente.

Mutagdes ndo ligadas a inser¢do do DNA transformante em um gene podem resultar
do procedimento de REMI (SWEIGARD et al., 1998; LINNEMANSTONS et al., 1999).
Estas incluem delegdes de grandes e pequenas extensdes do genoma e rearranjos
cromossomicos. Portanto, ¢ importante confirmar se as mutacdes obtidas estdo associadas
com o DNA exo6geno integrado.

BROWN et al., (1998) avaliaram dez enzimas de restricdo em diferentes
concentragdes na transformacao de Aspergillus fumigatus. Em geral, baixas concentracdes
(cerca de 10U) de diversas enzimas estimularam a transformacdo. Dentre as enzimas testadas,
Xhol e Kpnl foram as que promoveram integracdes de cOpias Unicas para a maioria dos

transformantes analisados. Cerca de 50 ¢ 76% das inser¢des ocorreram nos sitios de Xhol e



Kpnl, respectivamente. Quando 50U ou mais de Kpnl foram utilizadas, a freqiiéncia de
transformacao caiu drasticamente.

Em Coprinus cinereus, REMI possibilitou a obtenc¢do de diversos mutantes defectivos
para a esporulacdo, e foi possivel a clonagem de um gene envolvido neste processo. Neste
fungo, as integracdes de coOpias Unicas representaram 60% dos casos examinados € o
plasmideo integrado foi flanqueado por sitios Kpnl (a enzima utilizada) em mais de 53% dos
casos (CUMMINGS et al., 1999).

LU et al, (1994) obtiveram dois mutantes insercionais para o locus 7oxl em
Cochliobolus heterostrophus por meio de REMI. Estes mutantes ndo produziam a toxina e a
clonagem deste 16cus permitiu o estudo da estrutura dos genes de policetideos sintases que o
compoem.

Outro fungo onde REMI possibilitou um estudo dos genes envolvidos em
fitopatogenicidade é Magnaporthe grisea, causador da doenca da murcha em diversas
gramineas, inclusive arroz e cevada. SWEIGARD et al., (1998) geraram um banco de 5538
transformantes resistentes a higromicina B por REMI em M. grisea, para a triagem de genes
envolvidos na patogenicidade. Este trabalho resultou na clonagem de sete genes PTH que
desempenham alguma fun¢ao na patogenicidade.

Um gene envolvido no transporte de enzimas cupricas, na melanizagdao e formacao de
apressorio do fitopatdogeno Colletotrichum lindemuthianum foi clonado por mutagénese
insercional usando plasmideo (PARISOT et al., 2002). C. lindemuthianum é o agente causal
da antracnose do feijoeiro e a inativacao deste gene neste trabalho ¢ mais um exemplo do uso
potencial de plasmideos para gerar mutantes insercionais.

Colletotrichum magna é o causador da antracnose em curcubiticeas. REDMAN et al.
(1999), a partir de 14400 transformantes resistentes a higromicina B gerados por REMI,
isolaram 176 mutantes ndo patogénicos e capazes de colonizar a planta testadora, mostrando a
conversao de um fungo patogénico, a endofitico e ndo patogénico.

Em Alternaria alternata, Patotipo japonés que ataca plantas de ervilha, REMI foi
usado para etiquetar genes requeridos para a biossintese da toxina AK hospedeiro-especifica.
O fragmento de DNA que foi recuperado mostrou a presenca de dois genes, AKT1 e AKT2. O
emprego de 100U de HindIll ou 50U de BamHI neste trabalho aumentou em torno de dez
vezes a eficiéncia de transforma¢do (TANAKA et al., 1999). J& em Colletotrichum
graminicola, que ataca o milho, REMI aumentou a eficiéncia de transformacao cerca de 27
vezes e de 667 transformantes analisados, dois foram defectivos na patogenicidade. Para um

dos transformantes, a relagdo da inser¢ao com a perda da capacidade de causar a doenca foi
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confirmada por analise de complementagdo com cosmideo contendo a regido gendmica
correspondente a insercdo (THON et al., 2000).

A eficiéncia de transformac¢do em basidiomicetos ¢ baixa. Se a intencdo for apenas a
introdu¢do de um gene em particular, uma baixa eficiéncia de transformacdo ndao é um
problema grave. Contudo, protocolos mais eficientes sdo requeridos se o objetivo for
clonagem funcional e inativacao de genes. Fungos do filo Basidiomycota oferecem uma maior
dificuldade na obtencdo e regeneracdo de protoplastos. A protoplastizacdo pode ser em alguns
casos prejudicada devido a presenca de grande quantidade de pigmentos, que ¢ o que ocorre
em Pisolithus tinctorius (ANUNCIACAO et al., 1990). A dificuldade na regeneracio é devido
ao grande numero de protoplastos anucleados, uma vez que ha um pequeno nimero de
nucleos por compartimento de hifa. Em uma amostra de protoplastos de C. perniciosa, por
exemplo, 58,8% eram anucleados, 37,5% eram uninucleados e 3,55% eram binucleados
(SANTOS, 2001).

Tendo em vista as dificuldades encontradas na transformagao de alguns fungos,
algumas modificacdes da técnica, relatadas na literatura, t€m resultado em protocolos mais
eficientes, viabilizando um estudo funcional nestes organimos. Algumas destas modificagdes
incluem: a linearizacao do vetor utilizado, a defosforilagao do vetor linearizado, o emprego de
enzimas de restricdo na mistura da transformacdo, a utilizagdo de DNA fita simples,
inibidores de nucleases, além de outras (MANCZINGER et al., 1997, KAHMANN ¢ BASSE,
1999; IRIE et al., 2000; d’"ENFERT et al., 1999 In: BRAKHAGE e LANGFELDER, 2002).

A adicdo de um DNA carreador a mistura pode aumentar a freqiiéncia de
transformagdo. IRIE et al. (2001) utilizaram DNA do fago lambda ou DNA de esperma de
salmao sonicado na forma fita dupla ou fita simples e obtiveram um aumento expressivo na
eficiéncia de transformag¢do do basidiomiceto Pleurotus ostreatus, sendo que, um aumento de
cinqiienta vezes foi observado quando o DNA carreador foi utilizado na forma fita simples.
Infelizmente, foi detectada a incorporacao deste DNA no genoma do fungo, o que ndo ¢
interessante se a transformagdo ¢ empregada como ferramenta para mutagénese, j4 que a
recuperagdo do gene mutado fica dificultada porque ndo se sabe qual foi o evento de
integragdo que resultou na interrupgao do gene.

A utilizacao de inibidores de nucleases na transformac¢ao do fungo 7richoderma viride
aumentou significantemente a freqiiéncia de transformantes obtidos em relagdo a
experimentos onde os inibidores ndo foram empregados (MANCZINGER et al., 1997). Neste
trabalho, as poliaminas espermina, espermidina e putrecina, juntamente com o ATA (&cido

aurintricarboxilico), aumentaram expressivamente a eficiéncia de transformagao.
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Um aspecto importante no estabelecimento do protocolo de transformagao ¢ a escolha
do gene marcador para a sele¢do dos transformantes. Os genes marcadores empregados nos
vetores podem ser divididos em dois grupos funcionais: marcadores auxotroficos e
marcadores para resisténcia a drogas. Uma das vantagens de se utilizar marcadores de selecao
que conferem resisténcia a drogas € a sua natureza dominante, o que possibilita a
transformagdo da linhagem selvagem sem a necessidade de obtencdo de mutantes da mesma.

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPD) ¢ uma das enzimas chaves na via
glicolitica e em muitos microrganismos eucariotos, os genes que codificam GPD sao
expressos constitutivamente ¢ em altos niveis (HOLLAND e HOLLAND, 1978). As
seqliéncias promotoras de genes que codificam GPD tém sido eficientes para a expressao de
genes heter6logos em varios fungos (BITTER e EGAN, 1984 In: Wolff e Arnau, 2002). O
promotor gpd tem sido comumente usado para comandar a expressdo do gene da
fosfotransferase da higromicina B (hph), de Escherichia coli, que confere resisténcia a
higromicina B (PUNT et al., 1987; MANCZINGER et al., 1997, CHEN et al., 2000). A
higromicina B ¢ um antibidtico aminoglicosidico que inibe a sintese de proteinas em
eucariotos e procariotos por interferir com a translocacdo do ribossoma e causar erros de
leitura. A enzima codificada pelo gene Aph isolado de E. coli inativa o antibiotico por um
mecanismo de fosforilagdo (GRITZ e DAVIS, 1983).

Um sistema de transformacdo para Crinipellis perniciosa baseado na resisténcia a
higromicina B foi desenvolvido por LIMA et al. (2003). Neste trabalho, os transformantes
obtidos apresentaram um elevado numero de cépias do plasmideo no genoma e uma baixa
eficiéncia de transformagdo (cerca de 2 transformantes/ug de DNA plasmidial) ¢ relatada.
Essas caracteristicas dificultam o emprego desse sistema para mutagénese insercional. Assim,
esse trabalho procurou avaliar parametros favoraveis a melhoria na eficiéncia de
transformagdo para C. perniciosa ¢ a obten¢do de transformantes com menor numero de
copias integradas do plasmideo. A determinagdo destes parametros € importante para o
desenvolvimento de um sistema de transformacao eficiente e reprodutivel para a realizagao de
estudos genéticos mais amplos neste fungo, cujos mecanismos moleculares da interagdo com

a planta ainda estdo pouco esclarecidos.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos e manutenciao das culturas

A linhagem de C. perniciosa (biotipo C) usada neste estudo foi isolada em Santo
Amaro, Bahia, Brasil. O fungo selvagem foi cultivado em meio BDA (batata, dextrose e agar)
da MERCK, modificado pela adicdo de 0,15% de caseina hidrolisada, 0,2% de extrato de
levedura, 0,2% de peptona e 0,01% de solugdo de vitamina (0,2 mg de biotina, 10,0 mg de
acido p-aminobenzoico, 50,0 mg de piridoxina, 50,0 mg de tiamina, 100,0 mg de acido
nicotinico, 100,0 mg de riboflavina, 100 mL de 4gua destilada). As linhagens transformantes
foram mantidas no mesmo meio BDA contendo 50,0 mg de higromicina B/mL. As culturas

foram incubadas a 27 °C e repicadas periodicamente a cada 10 dias.

2.2. Vetores de transformacao

O plasmideo pBHg foi obtido com o Dr Peter Romaine (Universidade do Estado da
Pensilvania, Pensilvania - EUA) e contém o gene que codifica a fosfotransferase da
higromicina B (hph) de E. coli fusionado ao promotor da gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (gpd) do basidiomiceto Agaricus bisporus e ao terminador da transcri¢do do
gene da triptofano sintetase (z7pC) (Figura 1).

O plasmideo pAN7-1 (Punt et al., 1987) foi obtido com o Dr C.A.M.J.J. van den
Hondel, Leiden, Holanda. Ele contém o gene iph de E. coli fusionado ao promotor gpd € ao
terminador (trpC) de Aspergillus nidulans (Figura 2).

O plasmideo pHCP foi construido pela excisdo do cassete que contém o gene /ph, o
promotor gpd e o terminador ##pC do plasmideo pBHg com as enzimas de restricdo Sspl e
Smal e a subseqiiente subclonagem desse cassete no sitio Smal do plasmideo pBluescript SK+

(Stratagene).

2.3. Extracio de plasmideos

Os plasmideos foram isolados a partir de E. coli DH5a usando o kit de extracao

plasmidial em grande escala da Qiagen.
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Figura 1 Mapa de restricao simplificado do plasmideo pBHg. Os sitios de restri¢ao

apresentados sao unicos na seqiiéncia do plasmideo.
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Figura 2 Mapa de restricdo simplificado do plasmideo pAN7-1 com os sitios de
restricdo mais relevantes.
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2.4. Obtencao dos protoplastos

Discos de micélio crescido em meio BDA modificado foram transferidos para placas
de Petri contendo meio batata-glicose liquido modificado (500 g/L. de batata, 10 g/L de
glicose, 2 g/L de extrato de levedura, 2 g/L de peptona, 1,5 g/ de caseina hidrolisada, 1
mL/L de solugdo de vitaminas) e incubados por 8 dias a 27 °C e sem agitagdo. O micélio foi
coletado e triturado assepticamente em liquidificador, juntamente com 50 mL de meio malte
liquido (1,7 g/L de extrato de malte Sigma, 5 g/L de extrato de levedura Sigma, e 50 mL/L de
glicerol Merck). Trés mililitros da suspensao de micélio triturado foram inoculados em 50 mL
de meio malte liquido. A cultura foi incubada por trés dias sob agitacio de 200 RPM em
agitador rotatorio a 27 °C. O micélio foi coletado por centrifuga¢do em vérias camadas de
gaze e lavado com estabilizador osmoético (KCI 0,8 M, tampdo fosfato 10 mM, pH 5,8) para
retirada do excesso de meio de cultura. O micélio foi digerido com a enzima Glucanex®
(Novo Nordisk) numa propor¢ao de 150 mg de enzima/ 100 mg de BSA/ 10 mL de
estabilizador osmotico para cada 2 g de massa timida de micélio, com agitacao de 80 RPM a
30 °C e durante 3 horas. Apos filtragem para remocdo dos fragmentos de hifas, os
protoplastos foram centrifugados a 2,7 g por 10 minutos a 4°C para a retirada da enzima e em
seguida, lavados por trés centrifugagdes em 5 mL de ST (sorbitol 1M, tris-HCI 100 mM) a 2,7
g, 4°C, por 10 minutos. Ao final das lavagens, o sedimento de protoplastos foi ressupendido
em STC (sorbitol 1M, tris-HC1 100 mM, CaCl, 50 mM) para uma concentra¢do final de 108

protoplastos/mL. Os protoplastos foram mantidos em gelo até o momento da transformagao.

2.5. Transformacao de C. perniciosa

A transformacado de C. perniciosa foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Yelton et al., (1984) e Ballance & Turner (1985), com algumas modificagdes. No
experimento de transformagdo controle, 0 DNA plasmidial ¢ 50 uL de PEG 6000 25%
(preparado em SCT) foram adicionados a 150 puL. da suspensdo de protoplastos (o volume
final da mistura de transformac¢do em todos os procedimentos foi mantido sempre em 200 puL
pela adicdo de SCT). As variagdes deste procedimento foram realizadas visando avaliar a
influéncia de diferentes fatores na eficiéncia de transformagdo e nos tipos de integragdes

resultantes. Esses tratamentos incluiram: a adi¢do de inibidores de nucleases, como o ATA
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(acido aurintricarboxilico), putrecina e espermidina, cada um na concentragdo de 10 mM e a
adicao de enzimas de restricao (REMI) na mistura da transformacgao.

REMI foi realizado com o plasmideo pBHg e 10U da enzima BamHI (PROMEGA).
As variantes de REMI envolveram a transformagdo com o plasmideo previamente clivado
com BamHI e desproteinizado duas vezes com fenol-cloroférmio (1:1), adicionando-se mais
enzima no momento da transformag¢do, e com o plasmideo na forma circular, sendo que a
enzima foi adicionada ao plasmideo imediatamente antes da transformacao.

Para se avaliar a influéncia do promotor na transformagdo de C. perniciosa, foi
utilizado o plasmideo pAN7-1 na quantidade de 10 pg, cuja eficiéncia de transformacao foi
comparada com a do plasmideo pBHg em um experimento onde foram utilizadas 10 pg desse
plasmideo na forma circular.

A mistura foi incubada em gelo por 20 minutos. Em seguida, foram adicionados 500
pL da mesma solugdao de PEG 6000 a 25% e a mistura foi mantida a temperatura ambiente por
20 minutos, sendo em seguida plaqueada em meio BDA estabilizado osmoticamente com
sacarose 0,5 M. As placas foram incubadas a 27 °C por um periodo de trés dias quando entao
foram recobertas com uma camada de cinco mililitros de meio BDA semi-solido contendo
higromicina B, de forma que a concentracgao final do antibidtico em cada placa ficasse em 100
pg/mL. Apds 15 dias, algumas coldnias transformantes foram transferidas para meio BDA
modificado contendo higromicina B (50 pg/mL).

Para cada experimento, foram feitos controles da regeneracdo dos protoplastos em
meio BDA sem estabilizador e BDA com sacarose 0,5M, plaqueando-se diferentes diluigdes
da suspensdo de protoplastos. As placas controles foram incubadas nas mesmas condigdes que
as placas dos tratamentos da transformacgdo. Apos sete dias, a freqiiéncia de regeneragdo dos

protoplastos foi calculada.

2.6. Extracdo de DNA dos transformantes

Discos de micélio das colonias transformantes foram transferidos para placas de Petri
contendo meio Batata-glicose liquido modificado e higromicina B (50 pg/mL). As placas
foram incubadas a 27°C por sete dias, sem agitacdo. O micélio foi coletado, lavado em dgua
destilada autoclavada para retirada do excesso de meio, secado em papel absorvente e
armazenado em pacotes de papel aluminio. O micélio foi rapidamente congelado em

nitrogénio liquido antes de ser estocado a -80 °C. Para a extragdo do DNA, o micélio foi
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macerado com o auxilio de almofariz e pistilo de porcelana em nitrogénio liquido. Os demais

procedimentos para extra¢do se basearam na técnica descrita por SPEACHT et al. (1982).

2.7. Analises moleculares dos transformantes

As analises das integragdes dos plasmideos no genoma do fungo foram realizadas de
acordo com a técnica descrita por SAMBROOK et al. (1989). O DNA foi digerido com
enzimas de restricdo apropriadas, que clivam uma vez o vetor (BamHI ou X#hol), separado por
tamanho em gel de agarose a 0,8% e transferido para membrana de nailon por capilaridade.
Foram utilizados os kits para marcagdo a frio e deteccdo da Amersham Pharmacia, de acordo
com as recomendagdes do fabricante. As hibridizagcdes foram realizadas em condi¢des de alta
estringéncia (65 °C/SSC 0,2X/SDS 0,1%) e a sonda utilizada foi o plasmideo pBHg

linearizado.

2.8. Teste de estabilidade dos transformantes

A estabilidade de nove transformantes possuindo padrdes de integracdo conhecidos foi
verificada pelo subcultivo sucessivo em meio BDA modificado na auséncia do agente seletivo
(higromicina B). Fragmentos de hifa foram transferidos a cada oito dias para novo meio e ao
final de 40 dias, fragmentos de micélio de cada colonia foram transferidos novamente para
meio seletivo contendo higromicina B a 100 pg/mL para determinar se as colonias ainda

retinham o marcador de selecao.

2.9. Determinaciio do nivel de resisténcia a higromicina B

Nove transformantes, cujo padrdo de integragdo dos plasmideos foi determinado por
Southern blot, e o isolado selvagem foram analisados para o nivel de resisténcia a diferentes
concentragdes de higromicina B. Fragmentos de hifa foram transferidos para meio BDA
modificado contendo higromicina B nas concentragdes: 0, 20, 50, 100, 300 e 500 pg/mL e
incubados a 27 °C por 6 dias.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Eficiéncia de transformacio em funciao do promotor utilizado

Para verificar a eficiéncia de transformagdo em funcdo do promotor utilizado para
expressar o gene hph, foram realizados experimentos onde foram empregados os plasmideos
pANT7-1, que contém o gene /sph sob o controle do promotor do gene gpd do ascomiceto
Aspergillus nidulans e o plasmideo pBHg, que contém o gene /iph sob o controle do promotor
do gene gpd do basidiomiceto Agaricus bisporus. Em ambos experimentos foram utilizados
10 pg dos plasmideos na forma circular. A eficiéncia de transformacdo obtida com o
plasmideo pAN7-1 foi de 4 transformantes/pug de plasmideo. Os primeiros transformantes
com pAN7-1 puderam ser visualizados com cerca de 15 dias apds o plaqueamento. Ja a
eficiéncia de transformagdo com o plasmideo pBHg variou de 20 a 31 transformantes/pg de
plasmideo circular e os primeiros transformantes puderam ser visualizados aos sete dias. Em
torno de 15 dias foi obtido o nimero maximo de colonias transformantes em todas as placas.
O promotor de Agaricus proporcionou uma eficiéncia de transformac¢ido mais elevada e os
transformantes foram mais vigorosos, provavelmente devido a uma maior quantidade da
proteina fosfotransferase da higromicina B que € expressa, anulando mais eficientemente o
efeito toxico do antibiotico (Figura 3).

A eficiéncia de transformacgdo de Crinipellis perniciosa com o plasmideo pBHg ¢
relativamente alta, tendo em vista que para basidiomicetos, de uma forma geral, as eficiéncias
descritas na literatura nao sao elevadas. LIMA et.al. (2003) ao empregarem plasmideo pAN7-
1 na transformagdo de C. perniciosa obtiveram uma eficiéncia de 1,6 a 2,5 transformantes/pug
de plasmideo. Para Magnaporthe grisea, a eficiéncia de transformacgao obtida utilizando-se o
plasmideo pAN7-1 foi de 20-30 transformantes/pg de plasmideo (KACHROO et al., 1997), e
para Laccaria laccata, 5-50 transformantes/ug do mesmo plasmideo (BARRETT et al.,
1990). Um sistema de transformacdo homologa utilizando o gene URA1 como marcador foi
desenvolvido para o basidiomiceto Agrocybe aegerita e, neste caso, uma baixa eficiéncia ¢
relatada, cerca de 1 a 26 transformantes/pg de plasmideo (NOEL ¢ LABARERE, 1994). Para
o basidiomiceto ectomicorrizico Lyophyllum shimeji a eficiéncia descrita foi de 3,4
transformantes/pug de DNA (SAITO et. al., 2001). Neste trabalho, foi utilizado um vetor que
contém o gene hph com promotor e terminador do gene gpd homoélogo. Os dois ultimos
trabalhos citados sdo exemplos de que nem sempre uma boa eficiéncia de transformacgao ¢

obtida, mesmo com a utilizagdo de seqiiéncias regulatorias homoélogas, mas que também
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existem questdes como a fisiologia do microrganismo ou a adequacdo do protocolo de
transformagdo que também estdo relacionados a eficiéncia de transformacdo. A questdo da
eficiéncia do promotor ¢ discutida em alguns trabalhos (RIDDER e OSIEWACZ, 1992;
MARMEISSE et al., 1992). A reduzida eficiéncia de transformagao poderia ser devido ao mal
reconhecimento dos cis-elementos dos promotores de genes de ascomicetos em

basidiomicetos.

16



Figura 3 Efeito dos promotores pAN7-1, pBHg e da enzima de restricio BamHI na
eficiéncia de transformagdo de C. perniciosa. Plasmideos pAN7-1 circular (A), pBHg
circular (B) e pBHg + 10U de BamHI (C). Os tratamentos pertencem a um mesmo
experimento ¢ em todos foram utilizados 10 ug de DNA plasmidial. Notar o aspecto

das coldnias apos 15 dias de crescimento.
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3.2. Influéncia da forma do vetor, da presenca de inibidores de nucleases e de REMI na

eficiéncia de transformacao

A linearizagdo de pBHg ndo alterou a eficiéncia de transformacdo em comparagao
com a utilizacao da forma circular (Tabela 1). O primeiro relato da utilizagdo de DNA linear
para a transformacdo foi descrito para S. cerevisiae e resultou em uma alta eficiéncia de
transformagdo em relagdo ao DNA circular (SUZUK et al., 1983). Em Aspergillus spp., a
linearizagdo do DNA transformante também resultou em um aumento da eficiéncia de
transformagdo (UNKLES et al., 1989). Em contrapartida, HERRERA-ESTRELLA et al.
(1990) relataram uma significante diminuicao da eficiéncia de transformagao em Trichoderma
spp. quando o vetor linearizado foi empregado. Em Penicillium griseoroseum a linearizagao
do vetor também resultou em uma menor eficiéncia de transformagdo (LOPES, 2001).
Semelhante a C. perniciosa, a linearizagdo do DNA transformante em Colletotrichum
graminicola também nao influenciou a eficiéncia de transformagdo (THON et al., 2000).

LEVIS et al., (1997) propdem que o aumento na eficiéncia de transformacao resultante
do processo de linearizagdo do DNA transformante, para o caso de vetores que possuem
homologia com o genoma do fungo, advém do fato deste procedimento expor a regido de
homologia, favorecendo a integracdo por recombinag¢dao em sitio homologo. Por outro lado,
extremidades expostas de um fragmento de DNA linear sdo mais susceptiveis a degradagao
por exonucleases intracelulares. GOEDECK et al., (1994) relata que diferentes organismos
podem apresentar uma atividade exonucledsica intracelular diferenciada, o que poderia refletir
na eficiéncia de transformagdo, principalmente quando se considera a transformagdo com
vetores lineares, uma vez que estes sdo mais susceptiveis a degradagdo por exonucleases.
Portanto, as diferencgas observadas em relagdo a eficiéncia de transformacao resultante com a
linearizagdo do vetor para diferentes organismos poderiam ser conseqii€ncia dessa atividade
exonucledsica intracelular.

Em relagdo aos tratamentos onde foram empregados os inibidores de nucleases,
ocorreu uma diminui¢do acentuada na eficiéncia de transformacdo quando ATA e putrecina
foram utilizados. Espermidina ndo influenciou a eficiéncia de transformacao (Tabela 2). Em
contrapartida, quando ATA, putrecina e espermidina (todos na concentragcdo 10 mM) foram
utilizados na transformagao de Trichoderma viride eles promoveram um aumento aproximado
de nove, quatro e dezessete vezes, respectivamente, em relacdo a tratamentos onde nao
estiveram presentes (MANCZINGER et al., 1997). Em um outro trabalho de transformacao,
que envolveu o fungo Paecilomyces fumosoroseus (CANTONE e VANDENBERG, 1999), a
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utilizacdo do ATA (1 mM) parece ter aumentado a eficiéncia de transformagdo cerca de 7
vezes. Nesse trabalho, os autores relatam que o ATA foi empregado em tratamentos cujos
periodos de regeneracdo dos protoplastos, antes do recobrimento com o meio seletivo, foi
estendido. Nao ha, portanto, uma defini¢do clara de quao relevante foi a atuagdo do ATA em
relagdo a extensao do periodo de regeneragdo dos protoplastos. A diminuicao da eficiéncia de
transformagdo de Crinipellis causada por ATA e putrecina pode ser conseqiiéncia de um
efeito toxico destas substancias nas concentragdes em que foram utilizadas.

A utilizacdo da enzima de restricdo BamHI promoveu um aumento médio na eficiéncia
de transformagdo de mais de trés vezes no tratamento em que a enzima foi adicionada
juntamente com o plasmideo na forma circular a mistura de transformacdo em relagdo ao
plasmideo circular sozinho. Quando o plasmideo foi previamente clivado, extraido com fenol-
cloroférmio e mais enzima (10U) foi adicionada, o aumento observado foi de
aproximadamente 1,8 vezes em relacdo ao plasmideo linear sozinho. Portanto, ¢ desnecessaria
a clivagem prévia do plasmideo (Tabela 1). Em Saccharomyces cerevisiae, se o plasmideo
covalentemente fechado ¢ transformado juntamente com a enzima de restricdo, uma menor
eficiéncia de transformacgdo ¢ observada em relacdo a forma previamente linearizada mais a
enzima (MANIVASAKAM e SCHIESTL, 1998). Neste mesmo trabalho, os autores
observaram que as enzimas BamHI, Bglll e Kpnl promoveram um aumento nas eficiéncias de
transformagdo ao contrario das enzimas Hindlll, EcoRI e Sail (clivam produzindo terminais
coesivos), e todas as outras que clivam produzindo terminais abruptos. Em contrapartida, para
Cochliobolus heterostrophus, a enzima HindlIl estimulou a transformagao cerca de 20 vezes
(LU et al., 1994). Em Coprinus cinereus, a enzima EcoRI estimulou a eficiéncia de
transformagdo cerca de sete vezes (GRANADO et al., 1997) e a enzima Sall em Lentinus
edodes clevou a eficiéncia de transformag¢dao em mais de 10 vezes (SATO et al., 1998).
MANIVASAKAM e SCHIESTL (1998) discutem que a capacidade reduzida de algumas
enzimas em promover os eventos de integracdo, seja devido ao fato de que (a) as enzimas
talvez ndo entrem na célula, (b) se elas entram, talvez elas ndo sejam ativas no ambiente
celular e (3) talvez elas sejam degradadas apos a entrada. Todas estas possiveis explicagdes
estdo sujeitas a diversidade de caracteristicas fisioldgicas apresentadas por diferentes
organismos, assim, de fato ¢ de se esperar que cada organismo constitua um sistema a parte a

ser analisado.
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Tabela 1 Influéncia da forma do vetor ¢ da adicdo da enzima de restricdo BamHI na
eficiéncia de transformagdo. Os valores expressam o nimero de transformantes por

micrograma de DNA.

Tratamentos
Experimento pBHgC pBHgL pBHg C + 10U de pBHg L + 10U de
BamHI BamHI*
1 22 NR 71 NR
2 31 26 54 36
3 20 24 69 56
Média 24 25 65 46

NR — Nao realizado;

C — Circular; L — Linear;

Cada tratamento foi proveniente da mesma preparacao de protoplastos;

Cerca de 10° - 107 protoplastos foram utilizados em cada tratamento;

Em todos os experimentos e tratamentos foram utilizados 10 ug de DNA;

* O plasmideo, apos clivado, foi extraido com fenol-cloroférmio ¢ mais enzima foi adicionada no momento da

transformacdo.
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Tabela 2 Influéncia de inibidores de nucleases na eficiéncia de transformagao de Crinipellis

perniciosa. Os valores expressam o nimero de transformantes por micrograma de DNA.

Tratamentos
Experimento pBHg pBHg pBHg pBHg pBHg pBHg pBHg pBHg
C L C+ L+ C+ L+Pu C+Es L+Es
ATA ATA Pu
1 22 NR NR 7 3 NR 22 NR
2 31 26 0 1 0 NR 24 9
3 20 24 NR NR NR NR 52 37
M¢édia 24 25 0 4 1,5 - 33 23

NR — Nio realizado;

C - Circular; L — Linear; ATA — Acido Aurintricarboxilico; Pu — putrecina; Es — espermidina;

Cada tratamento foi proveniente da mesma preparacao de protoplastos;

Cerca de 10° - 107 protoplastos foram utilizados em cada tratamento;

Em todos os experimentos e tratamentos foram utilizados 10 pg de DNA;

Cada inibidor de nucleases foi empregado na concentragdo de 10 mM.
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Para investigar os eventos de integracdo ocorridos mediante os tratamentos onde o
plasmideo foi empregado na forma circular, linear e circular com a adicdo da enzima de
restricdo imediatamente antes da transformagao, o DNA dos transformantes foi clivado com
duas enzimas que possuem um Unico sitio de clivagem no vetor: BamHI, a mesma enzima
utilizada para REMI, e Xhol, que cliva a uma distancia de 1368 pb do sitio de BamHI. A
utilizagdo do vetor pBHg possibilitou a obten¢do de transformantes copia tnica, (Figuras 5 e
6, transformantes 1 e 4). Os transformantes 2, 7 e 11 apresentaram duas copias do plasmideo
integradas em regides distintas. Os transformantes 3 e 12 apresentaram duas copias em
tandem. Os transformantes 5, 6, 8, 9 e 10, apresentaram mais de duas coOpias inseridas em
posigdes distintas. A analise realizada com a enzima BamHI para os transformantes do
tratamento de REMI ndo mostrou a ocorréncia de eventos de integracdo com conservagdo do
sitio da enzima (REMI perfeito), pelo fato de ndo terem sido detectadas integra¢des unicas
possuindo bandas de tamanho similar ao do plasmideo.

Em Saccharomyces cerevisiae 100% dos eventos de REMI utilizando as enzimas
BamHI, Bglll e Kpnl conservam o sitio de integracdo (MANIVASAKAM e SCHIESTL,
1998). Ja em S. pombe, quase 100% dos terminais coesivos sdo encurtados devido a perda de
algumas bases ocasionando a perda do sitio palindromico de reconhecimento da enzima,
levando a crer que alguns organismos possuem uma atividade de exonuclease intracelular
mais pronunciada que outros (GOEDECKE et al., 1994). Em fungos filamentosos, analises
das juncdes de integracdo em experimentos de REMI realizados com Alternaria alternata
patotipo ervilha e Mycosphaerella zeae-maydis revelaram delegdes dos sitios de restricao da
enzima (TANAKA et al., 1999; YUN et al., 1998, respectivamente). J& em Coprinus cinereus,
REMI perfeito com a enzima Kpnl ocorreu numa freqiiéncia de 53% para os transformantes
analisados (CUMMINGS et al., 1999).

O processo de recuperagao de genes interrompidos por plasmideos envolve a clivagem
do DNA genomico do transformante com uma enzima que ndo possua sitio no vetor, a
circularizacdo dos fragmentos de DNA gerados e a transformagdo e selecdo de bactérias
transformadas em meio contendo o antibidtico cujo vetor possua marca de selecdo. Dessa
forma, o processo ¢ simplificado quando o nimero de copias do vetor integradas no genoma
do transformante em questdo ¢ menor, pois um menor numero de clones positivos necessita
ser analisado para se caracterizar o fragmento gendmico que contém o gene de interesse
mutado. O DNA de transformantes com copias em tandem quando clivados com a enzima
apropriada resultam em fragmentos tdo grandes quanto maior for o tamanho do plasmideo

empregado. Outra forma de recuperacdo do fragmento do gene interrompido seria a
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constru¢dao de um banco gendmico do transformante e a recuperacao de clones que hibridizam
com o fragmento gendmico resgatado. Ja foi relatado que em alguns organismos REMI
resulta em integracdes em tandem em determinada proporcao dos transformantes (SHI et al.,
1995; GRANADO et al.,, 1997; ITOH e SCOTT, 1997). Isso poderia ser resultado da
formagdo de concatameros do plasmideo transformante antes da integracao ou de sucessivas

integracdes em regides gendmicas possuindo outras copias do plasmideo integradas.

23



Kb P S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
- - =

231 =— |

82 =— ::- ——

65 =

43 =

Figura 4 Analise por hibridizacdo do DNA dos transformantes clivados com BamHI. (P)
pBHg linear; (S) isolado selvagem ndo transformado; (1-12) transformantes; (1-4) pBHg
circular; (5-8) pBHg linear; (9-12) pBHg circular + 10U de BamHI.
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Figura 5 Analise por hibridizagdo do DNA dos transformantes clivados com X#%ol. (P) pBHg
linear; (S) isolado selvagem nao transformado; (1-12) transformantes; (1-4) pBHg circular;

(5-8) pBHg linear; (9-12) pBHg circular + 10U de BamHI.
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3.3. Estabilidade dos transformantes

O teste de estabilidade foi realizado com nove transformantes. Todos os
transformantes foram capazes de crescer em meio seletivo contendo higromicina B apos 40
dias de passagem em meio nao seletivo. LIMA et al. (2003) observaram o mesmo resultado
para os transformantes com o plasmideo pAN7-1, 100% dos 40 transformantes analisados
mantiveram o marcador de selecdo apds 25 dias em meio ndo seletivo. Isto indica que a
constru¢cdo de um banco de transformantes para triagem de mutantes ¢ praticavel, tendo em

vista que os transformantes apresentam uma alta estabilidade mitotica.

3.4. Nivel de resisténcia a higromicina B

Nove transformantes foram analisados para o nivel de resisténcia a higromicina B. O
tipo selvagem nao apresentou crescimento a 100 pg/mL, a mesma concentragdo utilizada para
a selecdo dos transformantes. A 50 pg/mL o selvagem ainda apresentava crescimento
residual. Todos os transformantes toleraram uma concentragdo de higromicina B igual a 500
ug/mL (Figura 7).

O transformante 3, que possui duas copias em tandem, apresentou um nivel de
resisténcia bem superior ao transformante 12, que também apresenta duas copias em tandem.
Os transformantes 5 e 6 apresentaram mais de duas copias inseridas em posi¢des distintas. No
entanto, o transformante 5 apresentou o mais elevado nivel de sensibilidade enquanto o
transformante 6, o mais elevado nivel de resisténcia. Esses contrastes envolvendo nimero de
copias e niveis de resisténcia exemplificam bem a influéncia do efeito de posi¢do. Os
transformantes que apresentaram copia unica do pBHg (1 e 4) apresentaram um nivel de

resisténcia mediano (Tabela 3).
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Tabela 3 Sensibilidade dos transformantes de C. perniciosa a diferentes concentragdes de

higromicina B

Concentracoes de Higromicina B (ng/mL)

Linhagens 0 20 50 100 300 500
Selvagem 0 1,2 2,4 2,4 2.4 2,4
1 0 0,0 0,3 0,8 1,0 1,3

3 0 0,4 0,2 0,2 0,7 0,7

4 0 0,1 0,3 0,6 1,0 1,2

5 0 0,5 0,6 1,1 1,6 1,9

6 0 -0,3 0,1 0,1 0,3 0,5

7 0 0,0 0,3 0,3 1,1 1,1

9 0 -0,1 -0,1 -0,1 0,4 0,5

11 0 0,1 0,4 0,4 1,3 1,3

12 0 0,5 0,9 1,2 1,7 1,8

Cada valor na Tabela representa a variagdo de crescimento da coldnia e ¢ resultado da subtragdo do diametro das
coldnias crescidas em meio BDA sem higromicina B pelo valor do diametro da col6nia crescida em BDA com
higromicina B na concentraggo especificada. Assim, quanto maior a amplitude do valor em cada concentragio,
mais sensivel é a coldnia, por conseguinte, quanto menor o valor, menor foi a variagdo do crescimento frente a
concentragdo analisada e, portanto, a colonia ¢ menos sensivel.

Foram utilizados in6culos da mesma idade ¢ os discos de micélio possuiam um tamanho padronizado.
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Figura 6 Crescimento de transformantes de Crinipellis perniciosa em diferentes concentragdes de
higromicina B. (S) Selvagem; (A) 0 ug/mL; (B) 20 ug/mL; (C) 100 pg/mL e (D) 500 ng/mL As

coldnias cresceram durante 6 dias. Todas as placas sao réplicas da placa master (A).
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3.5. Construcao pHCP

Pelo fato do promotor gpd de Agaricus bisporus ter se demonstrado mais eficiente que
o promotor de Aspergillus nidulans para a transformagdo de Crinipellis perniciosa, foi
construido um vetor denominado pHCP, derivado do plasmideo pBHg, ¢ que possui 5.8 kb de
tamanho, portanto, menor que o plasmideo pBHg, que possui 8.2 kb (Figura 7).

O plasmideo pHCP transformou C. perniciosa com uma eficiéncia comparavel a do
plasmideo pBHg. A tabela abaixo apresenta a média de dois experimentos independentes
empregando 10 pg de pPBHG e pHCP na forma circular. Este vetor sera util para experimentos

futuros de inativagdo e clonagem de genes
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Figura 7 Mapa de restricdo do plasmideo pHCP. Os sitios de restri¢do apresentados sao

unicos na seqiiéncia do plasmideo.

Tabela 4. Comparacdo entre as eficiéncias de transformagdo obtidas com os plasmideos

pBHg e pHCP.

Plasmideos Eficiéncia de transformacao* (nimero de
transformantes/pg de vetor)
pBHg 24
pHCP 20

* Os valores apresentados sdo a média aritmética de dois experimentos
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4, CONCLUSOES

O sistema de transformagdo desenvolvido neste trabalho foi eficiente para a obtencdo
de um grande niimero de transformantes em um Unico experimento. A utilizagdo do promotor
do gene gpd de A. bisporus elevou em aproximadamente cinco vezes a eficiéncia de
transformagdo em C. perniciosa em relagdo a eficiéncia obtida quando o plasmideo pAN7-1
foi utilizado. Na melhor condicdo de transformacdo observada no trabalho (10 pg de pBHg
circular + 10U de BamHI), houve um aumento de aproximadamente 25 vezes na eficiéncia de
transformagdo em relagdo a transformagdo empregando o plasmideo pAN7-1. Além disso,
houve uma melhoria no desenvolvimento vegetativo dos transformantes em meio seletivo.

Das condicdes testadas, a transforma¢do com o plasmideo pBHg sozinho foi a que
proporcionou os eventos de integracdo mais simples de serem caracterizados, sendo que 50%
dos transformantes deste tratamento possuiram uma unica copia do plasmideo integrada.

Todos os transformantes mantiveram a resisténcia a higromicina B apos passagens
sucessivas por meio ndo seletivo durante um periodo de 40 dias. A alta estabilidade mitotica
apresentada pelos transformantes ¢ importante para que os mutantes insercionais isolados a
partir de bancos de transformantes ndo percam o plasmideo ao longo dos testes de
patogenicidade realizados nas plantas testadoras, o que poderia levar a reversao da mutacao,
prejudicando a andlise dos resultados. Assim, também serd importante futuramente, a
realizacdo de testes de estabilidade meiodtica.

A constru¢ao pHCP transformou com uma efici€ncia comparavel a obtida utilizando o
plasmideo pBHg. O fato de pHCP ser menor que pBHG faz dele um plasmideo mais
interessante para ser utilizado em experimentos de mutagénese insercional, pois quanto menor
for o plasmideo contendo o fragmento a ser recuperado, maiores sdo as chances de sucesso.

Principalmente aliada aos dados do seqiienciamento do genoma deste organismo
(www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura), uma ferramenta como a transformacao ¢ de grande
utilidade para estudos do genoma funcional de Crinipellis perniciosa, por permitir isolar e
estudar a regulacao de genes anotados, validando assim sua func¢ao biologica.

As informagdes existentes a respeito dos mecanismos moleculares da patogenicidade
de C. perniciosa ainda sdo muito limitadas. Assim, um sistema de transformacao eficiente
podera auxiliar no entendimento dos mecanismos gerais de fitopatogenicidade deste fungo
geneticamente complexo e futuramente, delinear estratégias de controle da doenca vassoura-

de-bruxa do cacaueiro.
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