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Se temos de ver uma sombra, vamos

tentar simplesmente, humi ldemente,
fazer com que ela n3oc fique muito
deformada pela passagem por nossa
retina, tentar nfo confundir realidade
com verdade, esta dltima sé& tendo

valor para gquem a formula.
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1 . INTRODUCAO

Os fungos representam um grupo de grande importincia para estudos
gendéticos e bioquimicos, pois apresentam o nf{vel de complexidade de um
eucarioto combinado com a facilidade de mani pulac'io de um
microrganismo. Além desse fato, muitas espécies s8o usadas na
inddstria, como produtoras de metabdlitos primirios e secundarios; na
agricultura, como agentes de controle bioclégico, ou sZo estudadas pelo

impacto econdmico que causam como patégenos de plantas.

Dentre os fungos filamentoscs, © género Aspergillus tem
sido bastante explorado por sua capacidade de produzir altos niveis de

protef{nas extracelulares. Além disso, as espécies A. niger e A.

nidulans s8o apontadas como microrganismos de escolha para o
desenvolvimento de sistemas de expressfo e secrec3o de proteinas
heterélogas, pois além da disponibilidade de virios mutantes nestas
duas espécies, a sua genética & relativamente bem conhecida CVAN
BRUNT,10868; WARD,1080; DEVCHAND e GWYNNE,1001). Muitas protefnas
humanas de potencial terapéutico, como o a-interfer?m. © hormédnio de
crescimento, o fator de crescimento epidérmico, entre outras, assim
como a quimosina bovina, uma lipase e proteases flngicas e
uma endoglucanase bacteriana, j4 foram secretadas em Aspergillus

CRevisﬁo em DEVCHAND e GWYNNE, 1991).

No entanto é ainda necessirio o conhecimento ' de
fatores envolvidos na manipulacfo genética destes microrganismos, para
que sejam atingidos melhores niveis de expressfo dos produtos de

interesse. Dentre estes fatores estic o desenvolvimento de linhagens



hospedeiras, seja por métodos de melhoramentoc <clissicos ou de
engenharia genética; construcSo de vetores de expresslo apropriados e
desenvolvimento de sistemas de transformacio eficientes para as

diferentes linhagens.

O objetivo principal deste trabalho foli desenvolver um sistema
de transformacfc eficiente para uma linhagem de A. niger do
Laboratério de Genética de Microrganismos Industriais - UNICAMP e o
estudo de alguns fatores envolvidos no processo. O gene escolhido foi
o tub-2 de Neurospora crassa, que codifica para uma f3-tubulina mutante
e confere resisténcia ao fungicida benomil. A escolha baseou-se,
principalmente no fato de nSo ser necessirio a introducfo de outras

mutacdes auxotréficas na linhagem recipiente.

Outro objetivo especi{fico do trabalho fol a caracterizac3o dos
transformantes obtidos, quanto a:

-n{vel de resisténcia;

-tipo de evento ocorrido a nivel molecular;

-estabilidade mitética.



2 . REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.0 FUNGO Aspergillus niger

Segundo RAPER e FENNELL C1988), o fungo Aspergillus niger é o
organismo tipo do grupo niger, e apresenta coni{dios pretos, globosos,
de aspecto rugoso, com equinulacdes descontinuas, medindo de 4 a 8 um
de difmetro na maturidade. O conididforo desta espécie tipo tem duas

séries de esterigmas.

O A. niger é uma espécie de grande interesse na indaGstria, por
sor boa secretora de proteinas <(van BRUNT,18882, além de acumular
varios tipos de metabdlitos (SMITH e PATEMAN,1977)0. Outro aspecto
importante é a sua classificacdo como GRAS égenarally Recognized As
Safe) pelo Food and Drug Administration, EUA, o que tem estimulado a

sua utilizaclo como produtor de proteinas heterdlogas C(WARD,1888;

Nessa espécie nfoc existe ou nfoc foi evidenciado o ciclo sexual,
o que a classifica na subdivisfo Deuteromicotina, e a alternabiv;h de
andlise gendtica é o ciclo parassexual descrito em 4. nidulans
CPONTECORVO e ROPER,1982). Os trabalhos iniciais de PONTECORVO (19320
@ PONTECORVO et al.(1983ad, evidenciaram a presenca do ciclo
parassexual em 4. niger, que, atualmente, tem constatados 8 grupos de
ligacﬁa. tanto por anilise genética C(DEBETS et al.,1890a) como por
cariétipo eletfoforético CDEBETS et al.,1990b). Além da andlise
gendtica formal, o ciclo parassexual foi utilizado no melhoramento de
linhagens industriais produtoras Qo glicoamilase (BALL et al.,1978) e

4cido citrico CBONATELLI JR. e AZEVEDO,19€2) entre outros exemplos.



"A transformacfo do A. niger, constatada por KELLY e HYNES
C1988), abriu a possibilidade de estudos de mecanismos de expressao
ae virios genes nesta espécie, assim como o melhoramento de linhagens
para uso industrial, como foi © caso do aumento na produc&o de
glicoamilase por incremento do numero de cdpias do gene C(FINKELSTEIN
et al.,.1980). Além disso, alguns genes de 4. niger vem sendo usados na
construcfio de vetores de express8oc de proteinas heterdlogas para

aumento do nivel de expressic (DEVCHAND e GWYNNE, 1091D.
2. 2. TRANSFORMACAO GENETICA

A Tecnologia do DNA Recombinante sé pode ser aplicada totalmente
a um grupo de microrganismos, se existe um sistema de transformacio
genética que permita a introducdo e expressdc de genes na célula

recipiente.

A transformagio genética em qualquer microrganismo envolve trés
passos bisicos:

i-preparacfic de células competentes Ccélulas capazes de
incorporar DNA exdgeno)

2-inducdo da incorporacioc de DNA pelas células competentes;

3-aplicaclo de pressfo seletiva as cédlulas, de maneira
que,samente aquelas que incorporaram © DNA e sdo capazes de

expressia-lo, se desenvolvam.

Em fungos a competéncia é adquirida, em parte, pela remogcdo da
parede celular, que & uma barreira fisica & entrada de DNA. As células

resultantes sio chamadas esferoplastos ou protoplastos e precisam ser



mantidas na presenca de alta concentracfo de sal ou actdcar, que
funciona como estabilizador osmdtico. A remogc8o da parede é feita
enzimaticamente, por misturas complexas de enzimas, disponiveis
comercialmente, tais como:

-Glusulase (extrato enzimiatico de intestino de moluscos, da Endo
Laboratories);

-ff-glucuronidase (extrato enzimdtico de intestino de moluscos,
da Sigmad;

-Novozym 224 Ccompl exo enzi mé‘ti co produzido pelo fungo

Trichoderma harztanuwn, da Novo Industries).

No entanto, alguns fungos requerem mais de um tipo de compl exo
enzimitico, de fontes diferentes para terem a parede celular removida
CHAMLYM et al.,1881) ou se tornarem competentes C(RAMBOSEK e

LEACH, 1987).

Para a incorporacfic de DNA, os protoplastos sf8o tratados com
cloreto de cdlcio CCaClz) @ polietilenoglicol (PEG). Sabe-se que o PEG
pode causar a fusloc de membranas, @ que o DNA preci pi‘t‘.'ado por éaClz
pode ser internalizado durante este proéesso. Porém,o exatoc mecanismo

de acfo destes compostos na transformaclio n3o é conhecido.

A selecdo dos transformantes depende exclusivamente do gene
contigdo no plasmidioco empregado, e pode ser dividida em dois tipos: o
priméiro tipo envolve a complementacfo de uma mutacio auxot.réf‘ica.'com
o respectivo gene do tipo selvagem; o outro tipo de selecic emprega
marcadores dominantes e pode ser usado em linhagens do tipo selvagem

CRAMBOSEK e LEACH,1987).



Devido a diferencas existentes entre os diversos grupos de
organismos @ a diferencas entre linhagens ("backgrounds® difer entes),
é necessirio o© desenvolvimento de sistemas de transformacio

especificos, que sejam eficientes para os fins propostos.
2. 2.'1 . Transformac8c em leveduras

As primeiras clonagens de genes de Saccharomyces cerevisiae
foram feitas através de complementacfo de mutantes auxotréficos de
Escherichia coli CCLARK e CARBON,1878). Usando um plasmidic contendo o
gene leu &, clonado por essa metodologia, foli possivel transformar
mutantes leu de S. cerevisiae CHINNEN et al.,1978; BEGGS,1978). O
método de transformaclo foli baseado em protocolos utilizados para
plantas e células de mamiferos, e consistiu, basicamente, no
tratamento de células sem parede celular Cesferoplastos ou

protoplastos) com polietilenoglicol na presenca de cloreto de calcio.

A clonagem de genes por complementacdo em E . coli, funcionou
para virios genes, mas ndo teve sucesso para outros, possivelmente
pela diferenca nas sequéncias promotoras da bactéria e da levedura
C(n3o sendo reconhecida pelas RNA polimerases bacterianas) e, pela

incapacidade da E£. coli de retirar os introns do gene da levedura.

Por esse motivo, a transformac3o em levedura em alta frequéncia,
permitindo a complementacfio de mutantes auxotréficos C(BEGGS,1978),
representou um grande avanco em direclo & clonagem de genes de fungos,

© que veio ampliar os conhecimenpos gerados pela genética cléssica.



2.2.2. Transformacio em fungos filamentosos

Os primeiros fungos filamentosos onde a transformacio gendtica
teve sucesso foram os ascomicetos Neurospora crassa © Aspergillus

nidulans CCASE et al.,1879; BALLANCE et al.,1983).

.0 protocolo de transformacdo, seguiu basicamente aqueles
giasenvolvidos para S. cerevisiae (BEGGS et al.,1978; HINNEN et al.,18
78), com pequenas variacBes. A N. crassa @ o 4. nidulans tem em comum
com S. cerevisiae o fato de que seus sistemas genéticos sdo bem
caracterizados através da genética clidssica. Apds o estabelecimento de
metodologia de transformacfo nestes fungos, ganharam atenclo os fungos
de interesse industrial e agricola. Sistemas de transformacdo para
diversos fungos vem sendo desenvolvidos, desde entdo. Ha também um
numero cada vez maior de vetores dispon{iveis que tem sido amplamente
utilizados para estudos de expressdo génica nos mais variados sistemas
genéticos. KELLY e HYNES (1988) foram os primeiros a relatar a

transformac8o do 4. niger, sendo que foi usado um gene heterdélogo,

domi nante, de 4. nidulans. Outros exemplos, sdo os paté@énos vegat:-ais ,
Glomerella cingulata CRODRIGUEZ e YODER,1987) e Pseudocercosporella
herpotrichoides C(BLAKEMORE et al.,1988), o Penicillium chrysogenun
CBULL et al.,1988), a Podospora anserina C(FERNANDEZ-LARREA e STAHL,
19890, o Metarhiziun antsopliae C(BERNIER et al.,1989; GOETIEL et

al. ,1990) dentre viarios outros.

A alta frequéncia de transformac¢8o (nimero de transformantes por
ug de DNA ou por nidmero de protoplastos vidveis) é uma caracteristica
essencial quando o propésito ‘® a clonagem direta de genes por

complementacioc de mutantes. Em alguns fungos, como N. crassa e A,



nidulans as frequéncias de transformaclo sdo relativamente altas, o
que permite o uso da clonagem de genes por complementacdo direta

nestes fungos.

2.2.3.Frequéncias de transformaclo em Neurospora crassa

CASE et al. C1Q979) desenvolveu o© primeiro sistema de
transformac3c para fungos filamentosos, usando o ascomiceto N. crassa.
Seguindo basicamente os protocolos usados para levedura CHINNEN et
al.,1978; BEGGS,1878) uma suspensdo de conidios de N. crassa fol
incubada por 4 horas permitindo a germinacdo destes; em seguida a
parede celular foi removida através de tratamento com glusulase (Endo
Laboratories). Os esferoplastos resultantes foram tratados com ('.:aClz
S50 mM, PEG 4000 40% e DMSO 1 %, na prasénca do DNA plasmidial. O
plasmidic usado, pVK88, contém o gene qa-2+ de N. crassa (que codifica
para deidroquinase catabdlicad clonado por complementagcio em E. colt
no plasmidio pBR322. Foram observados transformantes numa frequéncia
de B a 30 transformantes-/ug de DNA. Tais transformantes mostraram
portar o DNA plasmidial integrado em mais de um sitio no genoma de N.

crassa .

Com a finalidade de se aumentar a eficiéncia de transformacdo
foram feitas modificac®es no protocolo de CASE et al.C1978) e desta
n\aneix:éu foi possivel a clonagem do conjunto de genes envolvidos na
producio de &cido quinico, diretamente em N. crassa (SCHWEIZER et
al. ,1881). As principais modificacdes consistiram no tratamento do DNA
plasmidial com heparina e de Yari acdes na temperatura e tempo de

incubacl3c dos esferoplastos com o DNA.



Também baseado em um protocolo de transformacio para leveduras
CITO ot al.,1983), DHAWALE et al.(1984) desenvolveram um sistema de
transformac8o rdpido e eficiente para N. crassa . O plasmidioc usado,
pSD10 é um derivado do pVKB7 CCASE et al.,1070) e também contém o gene
qa—2+. Conidios germinantes foram tratados com acetato de litio O,1 M

e, em seguida, foi adicionado o DNA e uma soluclio de PEG 4000 a 40%.
A frequdncia de transformacdo situou-se entre 0,7 e 89 transformantes/ug

de DNA.

CASE (1882) relata a ocorréncia de frequéncia de BS000
transformantes/ug de DNA em N. crassa usandoc © gene qa-2+ . Mas, de
acordo com BUXTON e RADFORD €1984), esta diferenca pode ser devida a
contagem dos chamados transformantes abortivos, os quais ndoc se
desenvolvem no primeiro repique em me.i © seletive, por terem,

possivelmente,uma expressioc transitdéria do gene introduzido.

A fim de otimizar a transformacdoc em N. crassa, BUXTON e RADFORD
C1984) variaram diversos parametros @ obtiveram até 100
transformantes/ug de DNA, usando plasmidios contendo o gene qa—2+ e
pyr—4+. que codifica para corotidina B’-fosfato decarboxilase (BUXTON e
RADFORD,1983). O primeiro parimetro testado foi a obtencioc de maior
niumero de protoplastos a partir de micélio digerido com Novozym 234
CNovo Industries). Como era impossivel variar todos os parametros
1ndepéndentemanha. estes eram manipulados até o seu Stimo, e, a partir
dai, outro pafﬁmctro ora avaliado., Alguns doulos  pal anclios  foian
concentracdo @ volume de DNA adicionado; concentrac8o de heparina e de
DMSO; tempos de incubaclio e meiqs de regeneracio dos pro‘toplastos. A

base do protocolo foi o tratamento com soluclo de PEG 4000 a 40% e



C:;\Clz BO mM. A heparina foi adicionada ao DNA antes da adiclio dos

protoplastos . As maiores frequéncias aconteceram na auséncia de DMSO.

AKINS E LAMBOWITZ €1988), usando um protocolo de transformacdo
derivado de SCHWEIZER et al.C1981), obtiveram transformantes na
frequéncia de 10.000 a 20.000/ug de DNA, com o plasmidio pRAL,
portador do gene qa—2+. Neste método, conidios germinantes foram
incubados com Novozym 234 para remocdo da parede celular. Aocs
esferoplastos, ressuspendidos em tamplo contendo sorbitol com
estabilizador osmético, foram adicionados DMSO e uma solucdo de PEG
4000 40% e C.‘.aC:lz 80 mM. O DNA plasmidial foi pré-tratado com heparina
@ adicionado aos esferoplastos. De acordoe com os autores, o fator
limitante para altas frequéncias de transformacdo, é a qualidade da
enzima usada para digestdo da parede celulaf. Varios tipos de enzimas
foram testados [glusulase (Sigmad); Zymolase (Seikagaku Kogiocd) e
Novozym 234). Um lote especifico de Novozym 234 (PPM 1033 foi
identificado como o melhor para a producdo de células competentes. Com
lotes diferentes, a eficidéncia foi bastante menor, C400 a --4000
transformantes/ug de DNA). Este protocolo permitiu o estabelecimento
de um método de clonagem para N. crassa, por "Sib Selection”™, que
consiste em varios ciclos de transformacdo, com subdivisGes de uma

biblioteca gendmica.

' O primeiro marcador seletivo dominante utilizado em N. crassa
foi o de resi #ténci a ao fungicida benomil CORBACH et al.,18883. O
plasmidio pBT3 contém um gene mutante para pB-tubulina (tub-2) de N.
crassa, clonado no vetor pUC1 2.. As frequéncias de transformacio com

este plasmidio situaram-se em torno de 1.000 transformantes-/ug de DNA
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@ o protocolo usado foi o descrito por SCHWEIZER et al.(1981)D.

VOLLMER e YANOFSKY (C19868) obtiveram frequéncias de 8.000 a
25.000 transformantes/ug de DNA usando o plasmidio pBT3 (ORBACH et
al. ,18868) ou cosmidios também contendo a marca de resisténcia ao
benomil em N. crassa . O procedimento adotado se basecu em protocolos
descritos anteriormente CCASE et al.,1970) com leves modificacdes. Os
esferoplastos foram obtidos através de digest3o de confidios
germinantes, com Novozym 234. Com esse método fol possivel a clonagem

do gene trp-2 (para triptofanoc sintetase).

Na Tabela 2.1. est3oc resumidos os principais trabalhos de

transformacfo feitos com N. crassa.
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TABELA 2.1 - FREQUENCIAS DE TRANSFORMACAO EM Neurospora crassa

AUTOR-ANO

FREQUENCI A
Ctransf. 7ug DNAD

GENE.PLASM{DIO

CASE el al.C1970> B8-30 ga=t cpvk esd
o+
CASE ¢1082) 8. 000 qa
DHAWALE et al.(C1084)- 0,7-0 gatt ¢psDLOD
2+
BUXTON e ga” e pvks?d
RADFORD (1084 10-100 -
pyrd4 CpFB14>
AKINS e 24
LAMBOWITZ C1985) 10. 000-80. 000 ga“ ' CpRAL)
VOLLMER e
YANOFSKY €1088) 18. 000 tub-2 CpBT3D
80-1820 bar . CpIALd
AVALOS et al.C1080)
800-8000 tub-2 CpBT3D
+
ALIC et al.C1000 80-180 ade~-2 CpADES)
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2.2.4.Frequéncias de transformacfc em A. nidulans

BALLANCE et al.C1083) usando o plasmidio pFB6, contendo o gene
pyr4+ de N. crassa C(BUXTON e RADFORD,1084), obtiveram os primeiros
transformantes de A. nidulans. A frequéncia fol de ‘0,3 a o0,8
transformantes/ug de DNA, similar as obtidas para S. cerevisiae e N.
crassa nos relatos iniciais. Os protoplastos foram obtidos a partir de
digestZc do micélio com Novozym 234. O estabilizador osmético usado
foi KCl 0,6 M e o tratamento para induc8c de incorporac3io de DNA foi

feito com (:axt:.la 80 mM e PEG 8000 a 28%.

Usando protocolo semelhante ac de BEGGS et al.C19878), TILBURN et
al.C1083) obiveram frequéncias 8 a 10 vezes maiores que as relatadas
anteriormente para 4. nidulans . No entanto, foi usado neste caso um
gene homdlogo: amd$+. que codifica para acetamidase, clonado no
plasmidioc pBR322. Mutantes para esta enzima , foram capazes de crescer
em meio contendo somente acetamida como fonte de nitrogénio, apés
serem transformados. Os protoplastos foram obtidos usando-se Novozym
234 e helicase CIndustrie Chimique Francaised na présenf;a de Mgso; 1.2
M, como estabilizador osmético. Foi usada uma soluc2o de PEG 4000 a

25% e C:a('l.l2 10 mM.

YELTON et al.C1984) construiram um plasmidio contendo o gene
trpC+~' de A. nidulans, que codifica para fosforibosilantranilato
isomerase, e faz parte da via biossintética do triptofano. Este
plasmidic foi usado para transformar mutantes auxotréficos para
triptofano, desta mesma espécie. Seguindo basicamente um protocolo de
transformac8c de leveduras CHINNEN et al. .,1878) os protoplastos,

obtidos por digestfc de micélio com f3-glucuronidase e Novozym 234,
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foram tratados com PEG 4000 a 60% e C:a(:].z 10 mM. O estabilizador
osmético usado para regeneracfo dos protoplasteos foi sorbitol 1,2 M. A

frequéncia de transformacfo foi maior que 20 transformantes-/ug de DNA.

A eficiéncia de transformac%c em A. nidulans se mostrou maior
quando foi inclufida no plasmidioc pFB8 C(BUXTON e RADFORD,1G84), uma
seq;.xéncia cromossomal de A. nidulans, denominada ansl C(BALLANCE e
TURNER, 1988). Esta sequéncia, de 3,8 Kb, fol isolada com base na sua
atividade replicativa em $. cerevisiae . Apesar de nlo haver evidéncia
para replicacio auténoma em A. nidulans,com o uso de ansl, parece ser
esta sequéncia a responsivel pelo aumento na eficiéncia de
transformac%o. Com o pFBB, o mesmo plasmidio usado por BALLANCE et
al.C1983), foram obtidas frequéncias de B0 a 180 transformantes/ug de
DNA. Quando, a esse vetor, fol adicior;nada a sequéncia ansi, a
frequéncia fol de aproximadamente 8 x 10? transformantes/ug de DNA. O
protocolo se diferencia do publicado anteriormente C(BALLANCE et
al. ,1983) em alguns aspectos, principalmente em variacdes nos volumes
das solucdes de PEG e no aumento da concentrac3o de Sgar no meio de
regeneracfo de protoplastos, de 0,9 para 2 % (o que aumentou em 3 a 4

vezes a frequéncia de transformaclo)d.

O gene que codifica para a subunidade 9 da ATP sintetase de
mutantes de A. nidulans resistentes i oligomicina,oliC 31, foli clonado
e usa:do para Lransformar linhagens sensiveis CWARD et al. ,1986)>. Um
dos plasmidios construfdos, pMWa2, continha o gene pyr-4+ de N. crassa
além do gene acima. As frequéncias de transformacfo situaram-se entre

10 e .70 transformantes-/ug de DNA , independente do tipo de selecdo

usado. O método de transformac8o seguido foi o descrito por BALLANCE e
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TURNER C1988). Genes que conferem resisténcia a drogas n3o haviam sido
usados para transformacZo de 4. nidulans. Este tipo de marcador
seletivo oferece a vantagem de n3o ser necessirio o uso de mutantes

auxotréficos como recipientes na transformacdo.

Outro gene para resisténcia a drogas fol empregado para
transformar A. nidulans CPUNT et al.,1987). O plasmidio pAN7-1, contém
o gene hph, que codifica para higromicina B fosfotransferase de E.
coli, flanqueado pelas sequéncias promotora do gene gpd Cgliceraldei{do
3-fosfato desidrogenase) e terminadora do trpC+. de A. nidulans.
iransformantes resistentes A higromicina apareceram na frgquéncia de 8
a 20/ug de DNA. O método de transformacfo foi descrito por YELTON et

al.ci1o84).

VArios outros genes de A. nidulans foram clonados diretamente
por complementac3o, como © acu D, para isocitrato liase (Ballance e
Turner, 1988). O gene que confere resisténcia a selenato foi clonado
para uso em transformacfo de espécies de Aspergillus CBUXTOF et
al.,1989). O gene sC codifica para adenosina trifosfatd sulfurilase e
pdde ser expressado tanto em 4. nidulans como 4. niger. As frequéncias
de transformac%c foram de 200 e 1 transformantes/ug de DNA,
respectivamente. O 4. nidulans foi transformado de acordo com BUXTON

et al.C1e87).

Recentemente, foli relatada a construcfo de um vetor contendo o
gene arg B, que codifica para ornitina carbamoil transferase de A.
nidulans, e uma sequéncia de aproximadamente 6 Kb, que funciona como
uma estrutura de replicaclo auténoma, e aumentou em 280 vezes a

frequéncia de transformacldo em 4. nidulans C(GEMS et al. ,18061).
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Na tabela 2.2., encontram-se os principais experimentos de

transformacfo com 4. nidulans.

2.2.8B.Frequéncias de transformaclo em Aspergillus niger

Peloc fato das espécies A. niger e A. nidulans serem consideradas
relacionadas, pelos taxonomistas, os primeiros trabalhos de
transformac%o com 4. niger foram baseados em protocolos descritos para
A. nidulans, assim como foram utilizados plasmidios contendo genes

heterdlogos desta mesma espécie.

O plasmidio p3SR2, contendo o gene amdS+ de A. nidulans C(TILBURN
et al. ,1983) foi usado para transformar uma linhagem de tipo selvagem
de A. niger CKELLY e HYNES, 1088). Esta primeira transformaclo em A.
niger teve frequéncias em torno de 3 transformantes/ug de DNA. O

protocolo utilizado foi o de TILBURN et al.(1983).

BUXTON et al.C(19684) transformaram uma linhagem mutante de A.
fu‘.gor com o plasmidio pDG3, derivado do pBB116 (BERSE et al.,1083).
Este plasmidio contém o gene argB+ de A. nidulans. Cerca de 4
transformantes/ug de DNA apareceram em cada experimento de

transformacio.

Uma das tentativas de se aumentar a frequéncia de transformacifo
em A. niger, foi feita, usando um sistema de vetor com gene homdél ogo
CGOOSEN et al. ,1087). Foi usado o gene pyr4+ de N. crassa como sonda,
na clonagem do gene pyrA* de A. niger, que também codifica para

orotidina B’-fosfato decarboxilase. O plasmidio resultante, pGW813,

foi utilizado para transformar dois diferentes mutantes pyrA— de A.
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TABELA 2.2.FREQUENCIAS DE TRANSFORMACAO EM Aspergillus nidulans

AUTOR/ANO

FREQUENCI A
transf. /g DNA

GENE/PLASMIDIO

BALLANCE et al. 0.3 - 0,8 pyr 4° CpFB®
1983
TILBURN et al. 3,2 amds” ¢ p3sr2)
c1083)
YELTON et al. > 20 trpC  CpHY201)
c1084)
+
BALLANCE e S50 - 180 pyr 4 CpFB8)
TURNER €1088) -
8. 000 pyrd + ansl C(pDJB2D
WARD et al. .
cLones 10-70 oliC 31 CpMWZ2 e pMWi1)
PUNT et al. 8 - 20 hph CpAN7-1>
1987
BUXTON et al. 200 sC'CpFB 0%
c1080>
GEMS et al. 86. 000 arg B+ AMA 1
C1991) CARp13
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niger. As frequéncias de transformlacio foram consideravelmente
maiores que nos relatos antericres: 30 a B0 e 8 a 10 transformantes/ug
de DNA, respectivamente. O protocolo seguido envolve tratamento dos
protoplastos com PEG 8000 60% e CaClz 10 mM; o estabilizador osmético

usado fol sorbitol.

O gene para orotidina-8’-fosfato decarboxilase foli também
clonado no plasmidic pUCIS, resultando no plasmidioco pAB4-1 Cvan
HARTINGSVELDT et al. ,1087) Foi obtida uma frequéncia de 40
transformantes/ug de DNA, semelhante A relatada por GOOSEN et
al.(1987). A metodologia de transformacfo para A. niger foi a mesma

usada para 4. nidulans CYELTON et al.,1084D.

O plasmidio contendo o gene para resisténcia 4 higromicina foi
usado para transformar 4. niger (PUNT et al.,1887). Foram obtidas
frequéncias de B a 20 transformantes/ug de DNA. As transformacdes

foram feitas de acordo com YELTON et al.(1984).

Tentativas de transformacfc de 4. niger com o gene oliC 31 de A.
nidulans (WARD et al. ,1986), sugeriram que este gene n3o poderia ser
usado como marcador nesta espécie, JA que nfSo foram obtidos
transformantes com este gene heterdlogo. 0Os genes que codificam para a
subunidade © da ATP sintetase de A. nidulans e de N. crassa foram
usados como sonda para a clonagem do gene correspondente, oliC 2, de
A. niger C(WARD et al.,1888). A metodologia de transformac3c descrita
por BALLANCE e TURNER (1988) foi seguida, com pequenas modificacdes.
Acido aurintricarboxf{lico, um inibidor de nucleases foi adicionado acs
protoplastos, antes da adic3c da solucfo de PEG. As frequéncias de

transformacfo foram baixas, até 2 transformantes/ug de DNA. No
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entanto, frequéncia de até 4 transformantes/ug de DNA foram alcancadas
com o mesmo sistema, gquando fol usado o método de transformacfo por
eletroporacio.

Foi desenvolvido um sistema de transformac8c baseado na
utilizac3o de nitrato, onde se obteve uma frequéncia de até 100
transformantes/ug de DNA (UNKLES et al.,1080). O vetor construfdo,
pSTA10, consiste do gene niaD+ de A. niger, que codifica para a enzima
nitrato redutase, clonado no plasmidio pUCS. O protocolo de
transformac8c se basecu em métodos desenvolvidos para A. nidulans e
modificados para A. niger C(BALLANCE e TURNER,1983; TILBURN et
al. ,1983; YELTON et al.,1084). As modificacdes est3o nos volumes e
concentracdes das solucdes de PEG e no uso do vetor linearizadoe por
ﬁma enzima de restriclo Cdando frequéncias de 80O @ 100
transformantes/ug de DNA com plasmidio nfo cortado e
linear,respectivamented. Com o mesmo sistema de transformacioc CAMPBELL
et al.C1088) obtiveram até 1.100 transformantes estiveis em 4. niger.
A razdo para este grande aumento na frequéncia n2oc é clara, mas parece
ser devida a ligeiras modificacdes no protocolo anteriéi‘. no sen';,ido
de melhorar as condi¢des de viabilidade ou competéncia dos
protoplastos, diminuindo o tempo de exposicZc a enzima Novozym 234 e

ao PEG.

A fim de otimizar a express3o génica e eficiéncia de
transformac8c em 4. niger, fol construfdo um vetor contendo a popcﬁo
8*' do gene pcdC de Cephalosporium acremonium, que codifica para
isopenicilina N sintetase, flanqueando o gene Aph de E.colt CKUCK et
al.,1888). O sistema de tfansformacﬁo. mostrou ser altamente

eficiente, com as frequéncias girando em torno de 10. 000
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transformantes/ug de DNA. Os procedi mentos adotados para. a
transformac3o foram descritos anteriormente CTILBURN et al.,1983; van

HARTINGSVELDT et al. ,1087).

Houve um aumento em 26 vezes na frequéncia de transformac%c em
A. niger, com o plasmidioco ARpl, chegando-se a obter 3. 400
transformantes/ug de DNA CGEMS et al.,19913. Da mesma maneira que em

A. nidulans, este plasmidio nfo se integra no genoma do A. niger.

Um resumo com os principais experimentos de transformacio em

A. niger encontra-se na tabela 2.3..

2.3.REPLICACAO AUTSNOMA X INTEGRACAO DE PLASMIDIOS, EM FUNGOS

FILAMENTOSOS

A transformac3c em fungos pode envolver a integracdo do
plasmidic no genoma ou a sua replicac3oc independente do DNA

cromossémi co.

A maneira mais clara para se evidenciar a forma na qgqual o
plasmidic se encontra na célula transformada, é através de andlises de
hibridizac3o por "Southern Blot®". A hibridizaclo de DNA nioc digerido
por enzimas de restric3o, de células contendo plasm{dio de replicacdo
auténema, revela a presenca de bandas correspondentes a plasmidios
superenrolados Cou circulos abertos) de tamanho monomérico. Por outro
lado, em anilises semelhantes, com DNA de células que contém
plasmidios integrados, mostram que eles estio contidos apenas na
porc3o de alto peso molecular, corraspondqnte aco DNA cromossémico.

Quando este tipo de anidlise é feita com DNA digerido com enzimas de

20



TABELA 2. 3.FREQUENCIAS DE TRANSFORMACAO EM Aspergillus niger

AUTOR~-ANO

FREQUENCI A
transf. /ug DNA

GENE/PLASMIDIO

KELLY e HYNES > 3 amds® Cp3srR2>
c1088)
BUXTON et al. 0.8 - 4 argB'CpDGL e pDG3)
C1085>
GOOSEN et al. 80 pyrdtcpowel 3>
c1087>
PUNT et al. 8 - 20 hph CpAN7-1)
1087
vanHARTI NGSVELDT 4 - 100 pyr G CpAB4-1)
1087
WARD et al. < 2 oli €3 (pab 1)
c1o88>
UNKLES et al. 7 - 108 niaD CpSTA10)
1089
CAMPBELL et al. o+
1650 1.176 niaD CpSTALOD
KUCK et al. 10. 000 hph + sequéncias de
€1980) pcb C CpMW 1)
BUXTON et al. 0,4 sC CpFB o3
C1080)
GEMS et al. 1.700 - 3.400 argB'+ AMAL CARp1)
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restric8o, que tem apenas um sitio de clivagem no plasmidio, ¢
revelada a presenca de uma banda que tem o tamanho do plasmidio
original, no caso de plasmidic de replicacldc autédnoma. Para

transformantes que contém o plasmidio integrado, o nimero e o tamanho
das bandas reveladas depende dos si{tios de clivagem dé sequéncias
adjacentes ao plasm{dioco no DNA cromossomal, resultando em miltiplas
bandas. Se o plasmidic se integrou de forma repetitiva ("in tandem')
poderi ser observada a presenca de uma banda correspondente ao tamanho

do plasmidio original Crevis3c em RAMBOSEK e LEACH,1087).

Em fungos filamentosos, no entanto, a transformacfoc ocorre por
integraclo, com raras excecdes de replicacfoc auténoma em Podospora
anserina e Neurospora crassa C(TUDZYNSKY et al.,1980; STOHL e
LAMBOWITZ, 1983) e em algumas espécies de Aspergillus, segundo o
recente relato de GEMS et al.(1881). A integraclo pode se fazer em
s{tios homélogos ou heterdlogos. De acordo com modelo desenvolvido
para leveduras C(HINNEN et al.,1978) s3o trés os tipos de eventos
envolvidos na integracc de DNA em fungos filamentosos:

Tipo I - integrac3o do vetor em um locus homélog.o” através de um
evento de recombinacfc simples. A ocorréncia de miltiplas cépias do
plasmidic podem ser resultado de recombinac3o antes ou depois da
integraclo.

Tipo II - integracfo do vetor em si{itios de fraca homologia ao
acaso: através de um evento de recombinacfo simples. As recombinacdes
que ocorrem dentro de um gene podem levar A sua inativac3o.

Tipo III - integrac8oc no locus homdlogo através de uma dupla

recombinaclo, resultando em uma convers3o génica. Neste caso, as

sequé‘nci as bacterianas do plasmidio nfo sfo detectadas.



Em A. niger a transformac3oc se diA quase que exclusivamente por
integrac%oc. HA um exemplo de um plasmidic com replicacSo autédnoma
CRAMBOSEK e LEACH,1987), em que existem dividas se esses
transformantes n3oc passariam de algo relacionado com transformantes
abortivos. Ao contrario, GEMS et al.(1891), comprovaram ; replicac8o
autédnoma do plasmidio ARpl em A. niger, através de hibridizacdes por
“Southern Blots" e mostrou também que os transformantes sdo bastante

instiveis.

Anilises de transformantes de A. niger revelam que a integracfo
nesta espécie nfo requer extensa homologia CKELLY e HYNES,19088; BUXTON
et al.,19085; KUCK et al. ,1980). Por este motivo sitios miltiplos de

integracf8o sfc comuns em A. niger.

Foram também feitas, andlises de transformantes de 4. niger
contendo plasmidios com extensa homologia (RAMBOSEK e LEACH,1987;
GOOSEN et al. ,1987; van HARTINGSVELDT et al. ,1887; WARD et al. ,1088;
UNKLES et al.,1888). Com excecio de um plasmidio contendo os genes
para f3i-tubulina e para glucoamilase de A. niger, onde os trés tipds de
integrac3o ocorreram, com prevaléncia para o tipo I C(RAMBOSEK e
LEACH,1987), todas as outras anAlises demonstram integrac3o

preferencial no locus do gene residente.

Existe uma tendé&ncia para integrac3c de midltiplas cépias dos
plasm'dios “in }t,andem" no genoma de A. niger. KELLY e HYNES (108%)
rel>at.am a ocorréncia de mais de 100 cépias do gene amd.S+ em um mesmo
locus e BUXTON et al.C1985) também relatam a presenca de grande niGmero

de cépias do gene a.r‘gB+ em transformantes de A. niger.
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2.4. pB-TUBULINAS E RESISTENCIA AO BENOMIL

BORCK E BRAYMER (1974) mostraram em estudos com N. crassa que a
resisténcia ao fungicida benomil & dominante em heterocarios formados
entre linhagens resistentes e de tipo selvagem. Em N. cz;assa. e em
outros fungos como A.nidulans, Schizosaccharomyces pombe e S.
cerevisiae, muitas mutacdes conferindo resisténcia ao benomil mapearam

nos genes estruturais da f3-tubulina CORBACH et al. ,1886D.

O benomil é& um composto da classe dos benzimidazdis, os quais,
por sua acl3o anti-microtdbulos, em varias espécies, tem aplicac3fo na
agricultura, medicina e veteriniria. Estudos genéticos e bioquimicos
mostraram que a aplicabilidade do benomil é decorrente do fato de que
hd 1inibic%c da func8o dos microtidbulos  do fungo, sem alteracfo

significante no organismo hospedeiro CJUNG e OAKLEY, 1880).

ORBACH et al.C1688) demonstraram que a mudanca de um tdnico par
de base na sequéncia de nucleotfideos do gene para 3-tubulina de A.
crassa, resultando em na troca de fenilalanina por tirosina na posicfo
167 da protefna, fol responsivel pela resisténcia ao. benomil. 0
sequenciamento de um gene para f3-tubulina de um mutante resistente ao
benomil de 4. flavus, indicou a presenca de também uma tirosina na
posi;:&o 1687 da molécula C(SEP et al.,1990). Mudancas na regifo
codificadora do aminocidcido 188 de uma B-tubulina de A. nidulans
causaram maior sensibilidade ao benomil e resisténcia ac tiobendazol
Cum benzimidazol) em dois diferentes mutantes. Este fato parece
indicar que esta porc8o da molécula de f3-tubulina esti envolvida com a

interac8c o grupo R2 dos c.ompostos benzimidazdlicos C(JUNG e
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OAKLEY,19090).

0 A.nidulans possul miltiplos genes para o e f-tubulinas
CWEATHERBEE et al. ,1984). Os genes bend e tubl que codificam para duas
f3—~tubulinas com funcdes diferentes, divergem em tamanho e em nimero e
posic8c dos introns. Os polipept{decs codificados diferem em 78

aminoidcidos CMAY et al. ,1087).

Genes mutantes de f3-tubulina que conferem resisténcia ac benomil
em N. crassa, A. niger, A. flavus e A.nidulans foram clonados CORBACH
et al.,19868; RAMBOSEK e LEACH, 1987; SEIP et al. ,19880; JUNG e OAKLEY,
n3o publicado) e foram usados como marcadores dominantes para seleci3o,

na transformac8c de varios fungos filamentosos.

O plasmidio pBT8,contendo o gene tub-2, que confere resisténcia
ao benomil deN. crassa foi usado na transformac3o de Gaewnannomyces
graminis e Podospora anserina, com a frequéncia até 8
transformantes/ug de DNA nas duas espécies C(HENSON et al.,1088;
FERNANDEZ-LARREA e STAHL,18809). O nivel de resisténcia ~ dos
transformantes de G. graminis é bem préximo do limite défsensibilidade
da linhagem recipiente, enquanto que,em P. anserina foram detectados
virios niveis de resisténcia. O choque térmico durante a transformac3o
de P.anserina com © gene (tubdb-2, aumentou a frequéncia para 14
iransfgrmantes/yg de DNA CBERGES e BARREAU, 1988). Metarhizium
anisopliae foi transformado com este mesmo gene com uma frequéncia de
4 transformantes por 50 ug de DNA; 3 ug de benomil./ml era o limite de
resisténcia na linhagem recipiente e nos transformantes este variou de

S a 10 ug/ml C(BERNIER et al.,19889). A mesma linhagem de M. anisopliae

foi transformada com o gene bend3 de A.nidulans que é o correspondente



ao tub-2 de N. crassa (GOETTEL et al. ,16880). A frequéncia foli de 9
transformantes por 80 ug de DNA e estes cresceram em concentracdes de

benomil cerca de 10 vezes maiores que o tipo selvagem.

O gene tubdb-2 fol usado em experimentos de co-transformacZc em
Septoria nodorum com frequéncia similar aco do gene selecicnado; a
faixa de resisténcia dos transformantes fol bastante estreita ao
contrario do que ¢é observado em mutantes resistentes ao benomil

CCOOLEY et al. ,1890).

2. 8. NUCLEASES E TRANSFORMACAO GENETICA

As enzimas com atividade nucleoclitica desempenham diversos
papéis biolégicos. As funcdes variam entre nutricional, como as
enzimas pancredticas; de proteclo, como as enzimas de restric3o ou
podem estar envolvidas em processos de reparo, recombinacfo e

transporte de DNA.

As nucleases podem representar um grande incoveniente em
técnicas de manipulac8o genética. Na transformac8c genédtica a
eficiéncia pode diminuir se houver algum tipo de nuclease que degrade

© DNA a ser introduzido na célula.

MINK et al.C19Q0) relatam o aumento na frequéncia de
transformac3o em S. cerevisiae e A. nidulans, quando os protoplastos
foram obtidos através de um complexo enzimidtico livre " de

endonucl eases.

DEKEYSER et al.(1890) observaram a influéncia de nucleases em
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experimentos de manipulacfo genética em arroz. Com o intuito de obter
a expressfc transitéria de genes em tecidos vegetais, um vetor fol
introduzido no tecido da base de folhas de plantulas de arroz, através
de eletroporacfo. Eles tiveram a expressfc do gene introduzido
aumentada em 28 vezes quando a adic3o do vetor foi feilta apds uma
série de lavagens do tecido, com o tamp3oc de eletroporacfo. Este
fendmeno de libera¢2c de nucleases de bases de folhas também foi

observado em experimentos com cevada CGALSTON et al. ,1078).

Serratia marcescens & uma enterobactéria que secreta uma potente
nuclease além de outras enzimas (JEFFRIES,1887). PALOMAR et al. (1880)
tentaram relacionar a baixa eficiéncia de transformac3o nesta bactéria
com o efeito desta nuclease. No entanto, através de transformac3o de
um mutante deficiente para a nuclease e de uma linhagem de E. colt
contendo © gene para a referida enzima, fol visto que a causa da baixa
éf‘iciéncia de transformac3o em S. marcescens deve estar relacionada

com outros fatores, que n8oc a produgcfc de nucleases extracelulares.

Varios compostos inibidores de nucleases vem - sendo usidos,
visando aumentar a frequéncia de transformac2c em varios grupos. Em
fungos filamentosos foram usados heparina (SCHWEIZER et al.,1981),
espermina e espermidina CAKINS e LAMBOWITZ,19885), acido
aurintricarbox{lico (WARD et al.,1988). Alguns destes compostos
aumentaram em até B8 vezes a frequéncia de transformacio C(WARD et

al.,1988).

A espermidina foi usada na eletroporacfo de arroz, aumentando em
3 vezes a expressio do gene introduzido C(DEKEYSER et al.,1990). O usc

de prdtamina e clorogquina difosfato, na transformac8oc de células de



animais, aumentou a eficiéncia do processo C(WIENHUES et al. 1887;
LUTHMAN e MAGNUSSON,1983), porém nio teve efeitos em tecidos de arroz

CDEKEYSER et al. ,1980).



3 . MATERIAL E METODOS

3.1. LINHAGENS UTILIZADAS
3.1.1. Aspergillus niger

-lgp 73 - Cpa.bA‘. m’.cA‘. olvAa. lng_n) - deficiente para a

s ntése de 4Acido p-~aminocbenzdico e Acido nicotinico; produz conidios

verde-oliva e tem menor produclo de glicoamilase (VALENT,188%5).

-380 - 1linhagem do tipo selvagem (cedida por M. Devchand,

Allelix Inc., Canadi).
3.1.2. Aspergillus nidulans

~-T880 - CpyrG) - deficiente para sintese de uridina (cedida por

M. Devchand, Allelix Inc., Canadi).

-biA1 methGs - (bidr methGs) -~ deficiente para a sintese de

biotina e metionina (Laboratérico de Genética de Microrganismos

UNICAMPD .

+3.1. 3. Escherichia coll

DH1 CF , endAf, hsdR17 Cr;. m:). supEdd, thi-f, N , recAf,
&yrA96, HANAHAN, 1883)



3.2. MEIOS DE CULTURA PARA Aspergillus

'3.2.1. Meio Minimo- MM - CPONTECORVO et al. ,1053b>

Nitrato de sédio-~~—-——ommememe e 6.00 g
Cloreto de potassio—-—--=--o-—oeec——eo—c—— 0.62 g
Sulfato de magnésio-———-—mm——mrmmm e 0,82 g
Fosfato diidrogenado de potassio---=-=---- 1,82 ¢
Sulfato de ferro--—--—--—cm————m e tracos
Sulfato de zinco~-—--————mcmmmcecm e tracos
Glicose—————m—e e e 10,00 g
Agua destilada-==~=———cmemmm qg.s.p.1 1
Agar* ————————————————————————————————————— 15,00 g

O pH fol ajustado para 6,8 com NaOH 1 N.

¥ Em todos os plaqueamentos “pour plate' , foi usado o 4gar da

Merck, que tem o ponto de sclidificac3c em torno de 28°C.

3.2.2. Meio Completo -~ MC - C(PONTECORVO et al. ,19083b, modificado

de acordo com AZEVEDO e COSTA,1073)D.

A1l litro de meic minimo, acrescentar:

Peptona-~——===——-——e e e 2,00 g
;‘Caseina hidrolisada--==—~—==mmcecmccccae—— 1,80 g
Extrato de levedura~—-—=————cm—mecea e 0,80 g
SolucSo de vitaminas’ ————cm—mmmm—m o 1,00 ml

O pH foli ajustado para 6,8 com NaOH 1 N.

#% A soluclo de vitaminas estid descrita no ftem 3.2.4.
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3.2.3. Meio Completo Simplificado - MCS- CHAMLYM et al. ,1981)

Acrescentar a 1 1 de meio minimo,com excec3o do Agar:

Casef{na hidrolisada---~-===——==-————c——c——- 2,00 g

Extrato de levedura--—--—-———=--——cesca~ew~ 5,00 g

Foram adicionados os requerimentos nutricionais da linhagem em

estudo, numa concentrac3oc final de 5 ugs/ml, a partir das soclucdes

estoque.

O pH fol ajustado para 6,8 com NaOH 1 N.

3.2.4.8Scluclo de vitaminas

Biotina ~-—------rermrm e e e 0.2 mg
Acido p-aminobenzdico---—--=—---———em—weem- 10,0 mg
Tiamina-==~==—c————rr e 10,0 mg
Piridoxina~-=—=-=eemrer e e e m o 50,0 mg
Acido nicotinico-—=mrm—meemmem e 100,0 mg
Riboflavina-—---==-—-—==esrrcrme——r e — e e — o 100,0 mg
Agua destilada-----===——-——--——-———- q.s.p. 100 ml B

Esterilizar por tindalizac3o0 (3 dias a 60°C).

3.3. MEIOS DE CULTURA PARA Escherichia colt

13

3.3.1. Meio LB (SAMBROOK et al. ,1889)

Peptona----------ceemerm e e o 10,00 g
Extrato de levedura-------~——--—--m—m-——- 5,00 g
Cloreto de sédio-—-—=——mmmmmemm e e 10,00 g
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Agua destilada~~==—=————m————————— e g.s.p. 11

Quando meio sélido & desejado, acrescentar 15,00 g de Agar.

O pH fol ajustado para 7,8 com NaOH.

3. 4. ESTERILIZACAO

Todos os meios e solucdes foram esterilizados através de
autoclavagem, a 121°C e 1 atm., durante 18 min., a menos que seja

menclionado de outra maneira.

3. 5. TEMPERATURAS DE INCUBACAO DAS LINHAGENS

A. niger—-—-————————————— 30°¢
A. nidulans———~——=wecwma—wm- 37°c
E.coli=—mmmmmm e 37°C

3.68. TESTE DE SENSIBILIDADE A0 BENOMIL
3.6.1.Sclucdes de benomil
3.6.1.1.Soluclc aquosa

O produto usado fol o© benlate, que & o preparado comercial
contendo benomil (Metil- 1 (butil-carbamoild - @2-benzimidazole -
carbamato) e veiculo, na proporgc8o de 1:1. Por ser pouco solivel em
dgua (2 ppm), para se fazer a soluclo aquosa, o pd (60 mg) , foi
dissolvido em acetona (1% do volume total) e em seguida, 100 ml de
4gua destilada esterilizada foram adicionados. A concentrac¢3o final

de benomil na solucfo estoque foi de 300 ug-/ml
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3.8.1.2.Soluclo etandlica

A solubilidade do benlate em etancl & de 0,4 % a 25 °c, nfo

sendo necessirio a adicZ%c de acetona ac péd, para a dissoluclo inicial

da substincia. Assim, 30 mg de benlate foram diretamente adicionados a
100 ml de etanol abscluto, resultando na concentracdo final de 1850
Hgs/ml . As solucdes foram estocadas a 4°c.

3.6.2.1Inoculaclo por ponto

-8 placas com concentracdes variando entre O e 25 ug de
benomil/ml de MC foram inoculadas com a linhagem lgp 73.

3.8. 3. Plaqueamento "pour plate" de conidios e protoplastos

-200 ou 10° confdios Cressuspendidos em Tween 80 0,10 foram

inoculados em MC contendo de O a B8 ug/ml de benomil.

-As mesmas concentracdes de benomil foram usadas para o inéculo
de cerca de 10~ protoplastos (preparados segundo o f{tem 3.7.4.3, em MC

contendo KCl1 0,8 M.

3. 7. TRANSFORMACA0

»3.7.1.Descricio do plasmidio utilizado - pBT6 (derivado de

ORBACH et al. ,1988)D

Este plasmidio, de 5,8 Kb, contém o gene tub-2, que codifica
para uma f3-tubulina da linhagem BmlBS1i1 de Neurospora crassa e confere

resisténcia ao fungicida benomil, em um fragmento de 3,1 Kb, clonado
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vetor pUCi2 de E. coli, e apresenta um sitio adicional para Bgl 1I,
na régiso do "polylinker®” que o diferencia do plasmidio original, pBT3.

CVer mapa de restriclo na figura 3.1.D

3.7.2. Transformac3oc de E. colit CCHUNG et al. ,1989)

1-Células de E.colt foram incubadas a 37°C com agitacio (228
rpm) em meio LB até que a densidade éptica a 600 nm estivesse entre

0,3 e 0,4.

2-Adiciocnou-se um vol. de TSS 2X gelado [TSS consiste em meio
LB, acrescentado de PEG (3380 ou 80001 10 %; DMSO B8 %; MgSO‘ Cou MgCl z)

20-80 mM pH 8,81].

3-Retirou-se uma alfi{quota de 100 ul da suspens8c de células e
acrescentou-se a um tubo de polipropileno contendo 100 pg de DNA

plasmidial, em 1 ul de TE C(Tris-Cl 100 mM; EDTA 1 mM.

4-Misturou-se suavemente a suspensfo de células/DNA e

incubou-se de B a 80 min. a 4°C.

B-Adicicnou-se 0,0 ml de TSS Cou meio LB) contendo glicose, na
concentracfc de 20 mM, e incubou-se a 37°C por 1 hora, com agitac3o

<225 rpmd.

'B-Selecionou~se os transformantes através de plaqueamento em

Agar L contendo de BO a 100 Hg de ampicilina~s ml.

7-Coldénias isocladas foram testadas para presenca do plasmidio,

através de Mini-Prep (item 3.7.3.).
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3.7.3.Extrac8c de plasmidios

3.7.3.1.Solucdes

Solucso I Soluclo 11 Solucfo 111
‘Tris—Cl 28 mM pH 8 NaOH 0,2 N Acet;to de
EDTA 10 mM SDS 1 % Potéissio 3 M
Glicose 50 mM pH 4.8

3.7.3.2.Mini -preparacid de plasmidios (Mini-Prep)

Foi utilizado o métocdo de lise alcalina descrita por

ISH-HOROWICZ e BURKE €1981):

i-Una coldnia de E. coli, apds ter sido transformada segundo o
ftem 3.7.2., foli crescida por 18 hs. em 2 ml de meio LB contendo 80 a

100 ug de ampicilina-sml.

2-Un ml da cultura foi centrifugado em microcentri{fuga (13.000 gd

por 1B seg..

3-Apds a remoclo de todo o sobrenadante, o "pellet® de bactérias
fol ressuspendido em 100 ul de solucdoc I, e misturado com a ajuda de

um Vortex.

'4-Foram adicionados 200 ul da soluc3o 1I. Misturou-se como no

{tem anterior e o tubo foi mantido em banho de geloc por 8 min..

B-Adiciocnou-se 1850 ul da solucfo III, previamente resfriada a

4°c. Apdés misturar, o tubo foi novamente mantido em banho de gelo.
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6-Centrifugou-se em microcentrifuga (13. 000 rpmd por 80 seg..

7-0 sobrenadante fol transferido para novo tubo, e em seguida
adicionou-se, 2 volumes de etanol absoluto, e o tubo foli mantido A

temperatura ambiente, por 2 min..
9-Centrifugou-se por G0 seg. em microcentrifuga.

10-0 sobrenadante fol retirado completamente e foi lavado uma

vez com S00 ul de etanocl 70% (60 seg. a 13.000 rpm.

11-0 etancl fol removido cuidadosamente e secou-se o “pellet” de

DNA a 37°C por 1 h ou a vAcuo por 2 min..

12-0 DNA foi ressuspendido em 20 ul de TE pH 8.

13-0 DNA foi submetido a digestfo com enzimas de restricio e
eletroforese, de acordo com os ftens 3.9. e 3.10. ,respectivamente.
3.7.3.3. Preparacio de plasmidios em laréa escala

Foli utilizado o método de lise alcalina descrita em SAMBROOK et
al.C1989).
"1 ~Inoculou-se B00 ml de meio LB com 8 ml de uma cultura recente

de células de E. colt transformadas, contendo de 850 a 100 ug de

ampicilinaml. Incubou-se por i8 horas a 37°c, com forte

agitac&o,C(300 rpm.

2-Centrifugou-se por 8 min. a 7.000 rpm em rotor Beckman JA~20

Cou similard, a 4°C.

3-Ressuspendeu-se o “"pellet’” em B ml da solucl3o I. Adicionouo-se
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10 mg de lisozima e incubou-se por 30 min., em banho de gelo.

4-Adicionou-se 10 ml da solucfo Il e misturou-se lentamente por

inversfo. Incubou-se por 8 min., em banho de gelo.

S~Adicionou-se 7,8 ml de solucfo III. Incubou-se de 30 min. a 1

hora em banho de gelo.

6-Centrifugou-se a 15.000 rpm em rotor Beckman JA-14 Cou

similar), por 40 min., a 4°C.

7-0 sobrenadante foli removido, e a ele adicionou-se 1 volume de

isopropancl ou dois volumes de etanol. Incubou-se a -20°C por 1 hora.
8~Centrifugou-se a 10.000 rpm por 10 min. a 4°C.

@-Ressuspendeu-se o© ‘"pellet® em 68 ml de TE pH 8 e

centrifugou-se a 5.000 rpm por S min..

10-Purificou-se em gradiente de cloreto de césio (CsCl),conforme
© que se segue:

a-adicionou-se 1 g de CsCl para cada' ml de soluclo.
Adicionou-se 800 ul de uma soluc8o de brometo de etfidioc 10 mg-/ml, para
cada 10 ml. E recomendado uma centrifugaclo prévia da soluc3o (4.000
rpm, por 10 min.> antes da transferéncia para tubo de

ultracentrifugacfo.

*

b-centrifugou-se em rotor vTi80 a 80.000 rpm por 20 hs. a 20°C.

c-coletou-se a banda inferior com seringa adaptada a agulha de

grosso calibre €40 X 1,2 mm.
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d-removeu-se © brometo de etidio com um volume de &lcool
iscamilico, por tantas vezes quanto fosse necessario, até que ambas as

fases estivessem claras.

e-dialisocou-se contra 1 1 de TE por 24 hs. (com ‘2 trocas) a

4°C ou diluiu-se com 3 volumes de 4dgua, seguindo-se de precipitacfo

com 2 volumes de etanol.

f-recuperou-se o "pellet" de DNA, como no f{tem 8,e depols de seco
este fol ressuspendido em 100 ul de TE. Quantificou-se o DNA plasmidial

através de espectrofotémetro, a 260 nm.

3.7.4. Transformacf8o de A. niger

Foi utilizado essencialmente o© protocolo de BALLANCE et

al.C1983) com modificdes descritas a seguir:

1-Foram inoculados diretamente no meio MCS, cerca de 109

confdios, obtidos de uma placa de Petri, incubada por 7 dias.

2-0 micélio, obtido apdés 16 horas de incubac3c, com agitac3c de
180 rpm, foi filtrado em papel de filtro C(Whatman 1) e lavado 2 vezes

com KC1 0,6 M (preparado em tamp3o fosfato 0,2 M, pH 5,8).

3-Cerca de 400 mg de micélio foram ressuspendidas em 10 ml da

mesma soluclo, contendo 2,8 mg/ml de Novozym 234 CNovo Industries-Lote

PPM 1823) e de Celulase CP C(John and E.Sturge Ltd.).

4-A digest3c da parede celular ocorreu em um perfodo de 1 a 3

horas a 30°C, sob agitacdo suave (40 rpmd e a producic de protoplastos
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era monitorada ao microscédpio, em intervalos de tempo, de

aproxi madamente 40 min..

S-Centrifugou-se por 18 a 20 seg. a B0O0 rpm na centri{fuga
Excelsa Baby ou filtrou-se a soluc3o por uma tela de nylon €100 umd,

para remoc2c dos restos de micélio.

6-Centrifugou-se o sobrenadante por 10 min. a 2.000 rpm, para

1

obtenc8o do "pellet* de protoplastos.

7-Lavou-se o "pellet" duas vezes com kCl 0,86 M e uma vez com
“KCa*" CKCl1 0,6 M; (:au(:l2 80 mM>. As centrifugacdes foram realizadas da

mesma. maneira descrita no {tem anterior.

8-0s protoplastos foram contados em hematimetro e
ressuspendidos em "KCa", de maneira que, 200 ul contivessem, no

minimo, 1 o° protoplastos.

8-A 200 ul da suspensfo, adicionou-se de 3 a 10 ug do DNA
plasmidial Cem no mdximo 20 ul de TE >. Em uma preparac3c controle, o

DNA plasmidial foli substitufdo por igual volume de TE .

10-Acrescentou-se 50 ul de "PCT" CPEG 8000 25%; CaClz‘SO mM;
Tris-Cl 10 mM, pH 7,8) vagarosamente. Conservou-se em gelo por 20

min..
.-

1i-Adicionou-se 2 ml de “PCT" bem lentamente. Incubou-se por S

min. 3 temperatura ambiente.

12-Diluiu-se com 4 ml de "KCa" e o tubo fol mantido em gelo, até
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o momento de plaquear.

13-Plaquecu-se em, no minimo, 2 placas de MC + KCl1 O,86 M. O
agente seletivo, benomil foi adicionado somente A4 camada inferior do

meio C(dobro da concentraclo seletiva)d.

14-Incubou-se a 30°C. Os transformantes puderam ser

observados dentro de 48 a 98 horas.

185-Foram feitos plaqueamentos de diluicdes da preparac3o de
protoplastos em meios com e sem estabilizador osmético CKCl 1,2 M, em

geral), para contagem de protoplastos viAveis.

3.7.8.Modificacdes testadas ao longo do trabalho em experimentos
separados:

'1-uso de PEG 4000 ac invés de PEG 8000.

2-diminuic80 na concentrac3o de CaClzde 80 para 10 mM.

3-uso das seguintes solucdes ac invés de "PCT':

Soluclo 1 .
PEG 4000 80 ou 10 %; DMSO 5%; (.'IaLc:l2 50 mM; Tris-Cl '10 mM pH 7,8.

Soluc3o 2
PEG 4000 10 %; DMSO S‘/.MnClz 48 mM; Ca(‘:l,‘2 10 mM; Tris-Cl 10 mM pH 7,8.

Soluclo 3
PEG 4900 10 %; CaClz:lO Mm;MnClz4B mM; HACoCls 3 mM; RbCl 100 mM;
K-MES 10 mM pH 8,2.

Estas solucdes foram adaptadas de protocolo de transform;cio
paral E. coli, e foram utilizadas para substituir o "PCT", baseado na
sua capacidade de aumento de.- eficiéncia de transformac3c nesta

bactéria.
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4-Substituic%o de "KCa" por STC (Sorbitol 1,2 M; Tris-Cl 10 mM

pH 7.8; CaClz 850 mMd

B-Uso de novos lotes das enzimas Novozym 234 (Lysing
Enzymes, Sigma, lote 89F1017) e celulase de Trichoderma harzianum

CSigmad.

3.8.TESTE DO NfVEL DE RESISTENCIA DOS TRANSFORMANTES AO BENOMIL NA

PRESENCA DE DIFERENTES ESTABILIZADORES OSMOTICOS

3.8.1.Plaqueamento de protoplastos

-10* protoplastos da 1linhagem 1lgp 73 foram plaqueados na
presenca de 0,0; 0,850; 0,78; 1,00 ug de bepomil/ml de MC, contendo os
seguintes estabilizadores osméticos:

-KCl 0,8 M em tamp2o fosfato 0,01 M pH 5,8
-KCl 0,6 M em tamp3o fosfato 0,2 M pH 8,8
-Sorbitol 0,6 M pH 8,8

-Sorbitol 1,2 M pH 8,5

As placas foram incubadas por 48 hs..

3.8.2.Inoculacldo por ponto

-Foram feitas inoculac¢Ses por ponto da linhagem 1lgp73 e de

linhagens transformadas com pBT8, com as mesmas concentracdes de

benomil e estabilizadores osméticos citados no fitem 3.8.1..

.As placas foram incubadas por 4 dias.
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3.9.DIGESTAO DE DNA COM ENZIMAS DE RESTRICAO

Toda digest8oc de restricfoc foi feita de acordo com as instrucdes

dos fabricantes.

-Para o plasmidioc pBT8, foram usadas cerca de 2 pug de DNA em
cada reac8o. As enzimas utilizadas foram Pst I, que lineariza o
plasmidio, e Hind III, que corta o plasmidioco em dois sitios C ver

figura 3.1.).

. -“Para digestf%c de DNA cromossédmico, foram usadas cerca de 20 ug

de cada amostra, e a enzima usada foi Pst I.

Em ambos os casos, as reacdes foram feitas na presenca de

excesso de enzima, ou seja, mais que 1 U/ug de DNA.

3.10. ELETROFORESE

O tampfo de eletroforese usade fol o TAE, que consiste em:
-Tris 40 mM

-Acetato de Sédio B8 mM

-EDTA 1 mM

pH 7,6

A concentraclo dos géis variou de 0,8 a 1,0 % de agarose, e o
bromet:o de etidio era adicionado ao préprio gel, antes da eletroforese,

na concentraclo de 0,8 ug/ml.

A voltagem variou de 0,3 a 1 V/cm, de uma eletroforese para

outra.
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3.11. ANALISE DE TRANSFORMANTES ATRAVES DE HIBRIDIZACAO POR 'SOUTHERN

BLOT"

3.11.1.Extracio de DNA dos transformantes

-Linhagens analisadas:

-1gp 73, tas, ti12, taa, tae, tzss, tez, tea, tae, tes.

3.11.1.1. A principio foi utilizado o protocolo descrito por

RAEDER e BRODA (1988), que tem rendimento menor que 10 ug de DNA:
1-0 micélio, crescido por 4 dias em MCS, sem agitacl3o, foi
liofilizado.

2-Em tubo tipo eppendorf foram colocadas 50 mg de micélioc e 500
ul de tamp3o de extrac3o (Tris-Cl 200 mM pH 8,5; NaCl 2650 mM; EDTA

28 mM; SDs 0,8 0.

3-Ac homogeneizado, acrescentou-se 350 ul de fenol (equilibrado

com tampf8oc de extraclod. ,
4-Apds homogeneizar, acrescentou-se 1850 ul de cloroférmio.
S-Centrifugou-se em microcentrifuga (13.000 rpmd por 1 hora.

*8-Transferiu-se a fase aquosa para tubo contendo 25 pl de RNAase
(20 mg-ml, preparada em tamp3o Tris-Cl 10 mM pH 7,5; NaCl 15 mM e

fervida por 10 min.). Incubou-se a 37°C por 8 a 10 min.

7-Extraiu-se com 1 volume de cloroférmio e centrifugou-se por

10 min..
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8-A fase aquosa foi transferida cuidadosamente para
novo tubo e precipitou-se o DNA com 0,54 volume de isopropancl. O tubo

fol mantido A temperatura ambiente por 18 min..

8-Centrifugou-se por 890 segs. e o scbrenadante foi- descartado.
10-0 *pellet” de DNA foi lavado 1 X com etanol 70%.

11-Depois de seco a 37°C, o DNA foi ressuspendido em 100 ul de

TE pH 8.

3.11.1.2. O segundo protocolo usado permitiu o uso de maior
quantidade de micélio (>1 g), aumentando o rendimento de DNA. E uma
adaptacfc de protocolo para extracfc de DNA de células de mamiferos,

descrito em SAMBROOK et al.(1889).

1- O micélio, crescido por 2 dias sob agitac3o (180 rpmd, foli
recolhido por filtracfo e macerado na presenca de Nz liquido,com gral
e pistilo.

2-0 pé resultante foi, aos poucos, adicionado -a 18 ml de t;mpio
de extrac3o (Tris-Cl 10 mM pH 8; EDTA 100 mM; RNAase 20 ug-/ml; SDS

0,8 %. Incubou-se a 37°C por 1 hora.

3-Adicionou-se proteinase K (100 ug/mld.Incubou-se a 50°¢C por &

a 3 horas.

4-Foram feitas duas extracdes com fenol C(equilibrado com Tris-Cl

1 MpH 8 e uma com cloroférmio.

S-Adicionou-se 1710 do volume de NaCl 5 M e precipitou-se o DNA

com 2 volumes de etanol, por 18 horas,a -20°C.
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8-Depois de centrifugar-se por 8 min. a B000 g, o socbrenadante

fol descartado e o “pellet" de DNA foi lavado com etanol 70%.

7-0 DNA foi ressuspendido em 1 ml de TE pH 8 e quantificado

através de espectrofotémetro a 2680 nm.

3.11.2.Hibridizac%0 por "Southern Blot*
3.11.2.1.Transferéncia do DNA para membranas de nylon

1-Cerca de B8 a 10 ug de DNA, intacto ou digerido com Pst I, das
linhagens citadas no {tem 3.11.1., foram submetidos a eletroforese em

gel de agarose 1%. Em seguida, este foi mergulhado nas seguintes

sol ucées , sob leve agitaclo:

-HC1l 0,25 M por 18 min.
-NaOH 0,4 M; NaCl 0,6 M por 30 min.

-NaCl 1,8 M; Tris-Cl 0,8 M pH 7,8 por 30 min.

2-Molhou-se a membrana de nylon CHybond N) em 4gua, por
capilaridade e, em seguida, em SSC 10X, por i8 min Ca solucfo SSC é

feita 20X concentrada e consiste em NaCl 3 M; Citrato de Sédio 0,3 M.

3-Transferiu-se por 168 a 20 horas, de acordo com esquema

descrito em SAMBROOK et al. (1989).

4-A membrana foli mergulhada em:
-NaOH 0,4 M por 60 seg.

-Tris-Cl 0,2 M pH 7.8; SSC 2X por 3 min., sob leve agitacdo.

S-Depois de seca, a membrana fol embrulhada em plastico tipo
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Magipack e exposta a luz UV de transiluminador, por S8 min..

3.11.2.2. Marcacfo isotépica do plasmidio pelo método Random
Priming (kit da Boehringer-Manheim

Em tubo eppendorf, fol adicionado:

-2 Ml da sonda de DNA (80 ngd) previamente fervido e resfriado

-1 ul de cada dANTP €O0,8 mMd

-2 ul do tamp3c de reaclo

-8 pl de Lo~ P2P1-ATP CBO uCid

-7 4l de Agua destilada esterilizada

-1 ul de enzima Klenow (2 U/ uld

Incubou-se a 37°C por 30 min. e a reac3c fol paralizada através
de incubacX%o a 68°C por 10 min..

3.11.2.3.Hibridizac8o

1-A membrana ({tem 3.11.2.1> foi pré- hibridizada em saco

plistico selado, por 2 hs. a 68°C na seguinte soluclo:

-Sulfato de Dextran --———- 10%
-SDS-———rr e e 1%

-DNA de esperma de arenque 1,28 mg/ml (fragmentado,

denaturado a 100°C e resfriadod

2-Adicionou-se a sonda marcada ({tem 3.11.2.2.0 e denaturada

€100°C, por 10 min.)D.

3-Hibridizou-se a 68°C por cerca de 20 horas, sob agitacZo.

1
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4-Lavou-se com as seguintes soclucdes;
-SSC 2X - duas vezes em S min. ,A temperatura ambiente.
-SSC 2X; SDS 1% - 2X em 30 min., a 65°C.

-SSC 0,1 % - 2X em 30 min. a 68°C.

5-A membrana foi embrulhada em pléastico tipo Magipack e

exposta a filme de raio-X (C(KODAK, X-OMATD.

6~-A revelacfio foli feita em tempos varidveis, de acordo com a

eficiéncia da marcacfo.

3.11.3.Isoclamento do fragmento contendo o gene tub-2 de N.crassa

1-Cerca de 8 ug do plasmidio pBT8 foram digeridas com a enzima
Hind III Cque tem dois sftios de clivagem no plasmidio, ladeando o

fragmento de 3,1 Kb, que contém o gene tudb-2).

2-0s fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose de baixo ponto de fusdo 1%, a 4°c. 0 gel foi corado em

solucfo de brometo de etidio 0,8%, apds a eletroforese.

3-0 fragmento de 3,1 Kb, contendo o gene, foli localizado com a
ajuda de um transiluminador de luz UV, e a regilo do gel de agarose

onde ele estava contido, cortada.

4-Ao bloco de agarose contendo o fragmento, fol adicionado cerca
de 8§ volumes de Tris-Cl 20 mM pH 8; EDTA 1 mM. O tubo foi incubado a

65°C, poer 8 min. para que o gel derretesse.

- B-Quando a soluc8o chegou A temperatura ambiente, foi adicionado
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.1 volume de fenol Cequilibrado com Tris-Cl 0,1 M) e agitou-se com um
vortex por 20 seg. e, em seguida, centrifugou-se a 4.000 g por 10 min.
a 20°C. Reextraiu-se a fase aquosa uma vez com um volume de

fenol:clorofdédrmio e uma vez com cloroférmio.

6-A fase aquosa fol transferida para tubo de poliestireno e a
ela foram adicionados 0,2 volume de acetato de amdénio 10 M.
Precipitou-se o DNA com 2 volumes de etanocl a 4°C e o tubo foi mantido

por 10 min. A temperatura ambiente.

7-Centrifugou-se a 3.500 rpm por 30 min. em centrifuga Beckman

GPR. Depois de seco o "pellet” fol ressuspendido em 20 ul de TE.

3.12. TESTE DE ESTABILIDADE MITOTICA DOS TRANSFORMANTES

Os transformantes analisados no {tem 3.11.1. foram submetidos ao

teste de estabilidade mitética.

i1-Cada linhagem foi inoculada em duas placas de Petri com
MC, sendo que, uma delas continha 0,78 ug de benomil./ml, enquaBLo na

outra, a droga n3o foi adicionada. A incubac3o foi feita por 7 dias.

2-Confidios de cada uma das placas foram ressuspendidos em
solucdo de Tween 80 0,1%. Em seguida, cada suspens3c de conidios foi
semeaga em S placas de Petri com MC, contendo 0,78 ug de benomil./ml e,
em mesmo nuimero de placas de MC, sem a adic3o da droga. Foram semeados

cerca de 200 conidios por placa.

3-Apés 24 horas de incubac8o, fol determinade o© nGmeroc de

coldnias nas placas sem benomil. Nas placas contendo benomil, a
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contagem foi feita apds 48 horas de incubacfo.
3.13. TESTE PARA DETECCAO DE NUCLEASES

3.13.1.Halo de hidrélise em placa (modificado de JEFFRIES et

al., 1857).

1-As linhagens T580, de Aspergillus nidulans e lgp 73, e os
transformantes ti1 e t2s1 de Aspergillhs niger foram inoculadas em MC
contendo 2 g/1 de DNA de esperma de arenque - DNA EA (Sigmad. Como
controle foi usado 1 Ml da nuclease S1 de Aspergillus

oryzae (20.000 Urul, Sigmad, diretamente na placa.

2-Apdés 3 dias de crescimento, HCl 1 N fol acrescentado as placas
por S min. Onde havia degradac3oc de DNA.- surgiu um halo transparente,
enquantoc © resto da placa manteve-se opaco, devido A precipitacdo do

&cido nucléico.

Qutras linhagens foram testadas para presenca de nucleases
extracelulares: tis, tez e tes, além da 1linhagem mutante de A.
nidulans biAs methGs e a linhagem de tipo selvagem A. r;.iger 3850. Neste
teste fol usado MM sem adic¢3o de outra fonte de fosfato que n3oc fosse

o DNA.

3.13.2.Hidrdélise em placa de microtitulac3o

i1-Protoplastos das 1linhagens 1lgp 73, ti¢ e A4.nidulans foram
produzidos como no {tem 3.7.4.. Apds ser obtido o "pellet® na segunda

centrifugacdo, os protoplastos foram contados em hematimetro.
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Diluic®es foram feitas no tampfc de reac%oc TM (Tris-Cl 0,1 M pH 8;

Mg(':l2 50 mM) para a concentraclo de 10°/ml em um volume de S00 ul.

2-Em seguida, os protoplastos foram transferidos para tubos
eppendorf e rompidos através de ultrasonicador €3 ciclos de 10 seg. de
45 W). Centrifugou-se por 2 min. em microcentrifuga (13. 000 rpmd e

recolheu-se o sobrenadante.

3-Foram adicionados 100 ul de TM a pocinhos de placas de

titulac3o, seguidos de 10 ug de DNA EA, dissolvido em TM.

4-Ao primeiro pocinho, foram adicionados SO ul do sobrenadante
de cada amostra, seguindo-se uma diluicdo de 1:2 ao longo de 10

pocinhos.
8-Incubou-se a 37°C, por 2 a 18 horas.

6-Adicionou-se 1 ul de brometo de etfdio (1 ug/uld e observou-se
"ao transiluminador, a presenca de nucleases, pela diminuic¢3o da

fluorescéncia em cada pocinho.

7-Como controle positive foi utilizada a nuclease S1 ( {tem
3.13.1.), dilufida 1:100 e 1:1000 em TM. Neste caso, S50 ul foram
adicionados ao primeiro pocinho, seguindo-se diluic3o similar a do

.tt.em. 3.13.2.4..

Foram ensaiados, de maneira idéntica A descrita neste, ftem
3.13.2., o meio MCS, onde foram crescidos os micélios usados para a
producdoc de protoplastos e o sobrenadante da digest3io da parede

celular com as enzimas liticas das linhagens utilizadas anteriormente.
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3.13.3.Hidrélise em tubo, seguida de eletroforese

1- Trés ug de DNA plasmidial (pBT6 e pBEN A3) e 5 ug de DNA
'cromossémico Clgp 73 e ta2s1) foram incubados com 10 ul dos extratos
citados no {tem 3.13.2., na presenca de TM C({tem 3.13.2.1.), durante
18 horas ou em intervalos de 8, 10, 20, 30 @ 48 min..

2-Em seguida foram submetidos a eletroforese em gel de agarose

0,8 %.
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4 RESULTADOS

4.1. TESTE DE SENSIBILIDADE DA LINHAGEM lgp 73 A0 BENOMIL

Os testes foram realizados de acordo com o item 3.8. e tiveram a

finalidade de ensaiar o nivel de resisténcia da linhagem lgp 73, tanto
nas condicdes que seriam utilizadas para a selecfo dos transformantes,

quanto nas que os possiveis transformantes seriam avaliados, em

comparac3o com a linhagem recipiente.

4.1.1.Inoculaclo por ponto em MC

Por este tipo de inoculacfoc, fol determinado que a linhagem
recipiente tinha o crescimentc inibido eptre 1,00 e 2,00 ug de
benomil/ml, quando a solucfio aquosa foi utilizada. Quando se utilizou

a solucdo etandlica, o crescimento foli inibido entre 0,50 e 0,78 ug de

benomil/ml.
l4.1.2.Inoculacﬁo “pour plate" de confidios em MC.

Em 4 testes independentes, usando a socluc8o aquosa, a faixa onde
houve a inibic3co do <crescimento foram as seguintes, em ug de
benomil./ml:

‘1 - 1,00 a 2,00

1,00 a 1,28

2,00 a 3,00 ¥

2
3
4

acima de 4.00*
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Em 3 testes feitos com a soluc8o etandlica, a inibic3o do
crescimento se deu entre Cug de benomil./mld:

1 -0e1,00"

- 0,80 e 0,78

3-0,80e 0,78

% Nestes testes, a concentraclo foi calculada para intervalos de 1

unidade, enquanto nos outros, os intervalos foram de 0,28 unidades.

4.1.3.Inoculac8o "pour plate" de protoplastos em MC

Para os testes de sensibilidade da protoplastos ac benomil, foi
usada apenas a solucdo etandlica e, a principio, apenas o KCl1 0,6 M
como estabilizador osmético. Em 2 testes independentes, os resultados
foram idénticos: o crescimento dos protoplastos da lgp 73 foi inibido
entre 0,80 e 0,78 ug de benomil/ml, tanto quando se usou 200 quanto

10° protoplastos por placa.

Ficou determinada a concentracfoc de 0,78 ug de benomil./ml como a

ideal para selec2o dos transformantes.

4.1.4.Determinac3o da sensibilidade de protoplastos da lgp 73 ao

benomil, na presenca de KCl e sorbitol como estabilizadores osméticos.
Na figura 4.1 é mostrado o crescimento de protoplastos da 1lgp 73

em meios contendo (1) KC1 0,8 M Cem tamp2c fosfato 0,2 M, (2

sorbitol 1,2 M e (3) sorbitol 0,8 M, como estabilizadores osméticos.
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Concentrac¢des de benomil Cug/mld

0,00 0,80 0,78 1,00

Figura 4. 1 -Comparacio do crescimento de protoplastos da lgp 73 em

meios contendo diferentes preparac8es de estabilizadores.
C13KCl 0,6 M (em tamp8o fosfato 0,2 M), (2) sorbitel 1,2 M e C3

sorbitol 0,6 M; as concentrac®es de benomilestf%c indicadas na parte

superior da figura.



Primeiramente, pode ser observado que o© crescimento dos
protoplastos é mais vigoroso na presenca de sorbitol. Outro fato a se
notar é que os protoplastos respondem diferentemente A acf%o do benomil
na presenca dos dois estabilizadores. H& crescimento de protoplastos
em meios com sorbitol até a concentrac3o de 0,78 ug d'a’ benomil./ml,
enquanto no meioc contendo KCl, o crescimento s8 & observado até a

concentrac3o de 0,5 ug /ml.

N3o houve diferenca aparente entre regenerac3o de protoplastos

em MC contendo KCl1 0,8 M, preparado em tamp%c fosfato 0,01 ocu 0,2 M

(dados n8c mostradoes).
4. 2. TRANSFORMACAO EM A. niger
4.2.1.Frequéncias de transformac3o

A selec3o dos transformantes fol sempre feita com a solucfo

etandlica de benomil.

Na tabela 4.1 encontram-se, resumidos, os principais
experimentos de transformac3io feitos com a linhagem lgp 73 de A.
niger. Fol usado como base © protocolo de BALLANCE et al.C1983),

modificado como descrito no f{tem 3.7.4..

No experimento 1, a selec%c dos possi{vels transformantes foi
feita de duas maneiras. Na primeira, os protoplastos foram plaqueados
imediatamente .apés a transformaclo, spbre uma camada do meio de
cultura contendo 1,850 ug de benomil/ml (para concentracfo final de
0.75). Na segunda, os protoplastos foram plaqueados primeiro, e, apds

22 horas de incubacfo, uma camada de MC, contendoc a mesma concentracio
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Tabela 4.1 - Frequéncias de transformacfo na linhagem lgp 73 de A.

niger em trés experimentos independentes

Exp.* Hg de DNA n? de prot. n® de transf. transf. /ug
1 6 8,0 X 10° 4 0,7
2 3 8,0 X 10° 1 0.3
4 10 2,8 X 107 380 38

* Experimentos:

1- Essencialmente como descrito no {tem 3.7.4..
2- idem exp.1

4- uso de novos lotes de enzimas liticas e de STC

a contagem de protoplastos neste caso foli feita apenas em

hematimetro, pois as diluic®es foram contaminadas.

857



de benomil foi adicionada.

Os 6 possivels transformantes selecionados, foram recuperados
das placas preparadas da primeira maneira, pois, nés cutras, o
crescimento observado foi similar ao das placas controle. Nos testes
realizados com os possiveis transformantes, apenas 4 (86% mostraram

que eram mais resistentes que a linhagem recipiente.

No experimento 2, que seguiu basicamente o mesmo protocolo de
transformac8c do experimento 1, foram selecionadas 17 coldnias
supostamente resistentes, para o teste da marca. Apenas 4 delas
demonstraram ser resistentes em um primeiro repique: tz22z, tz2s, tza1 e
t26s. ApSs 2 a 3 repiques foi feito um novo teste de resisténcia Ci{item

4.3.2.) e apenas o t291 manteve a marca de resisténcia ao benomil.

As modificacdes feitas no experimento 4 referem-se basicamente
ac uso de um novo lote de Novozym 234 e de outro tipo de celulase
Citem 3.7.8.5), assim como a substituic3o da solucfoc “KCa" por STC na
transformaclo C{tem 3.7.8.4.5.Com esses novos lotes, a
protoplastizac3o da lgp 73 ocorreu em um tempo duas vezes meno; que
nos experimentos anteriores. O nimero de protoplastos obtidos nesta
digestSo foi também bastante superior ao conseguido em preparacdes
anteriocres. A frequéncia fol calculada a partir das colénias crescidas
em uma placa contendo KCl1 0,8 M como estabilizador e benomil na
concentracdo de 0,78 ug/ml, jA& que nio havia qualquer coldnia na placa
controle e todos os transformantes £estados desta placa mostraram ser ‘
resistentes (figura 4.3). E interessante notar que neste experimento
foi feita uma tentativa de selecfio dos transformantes em meio com

sorbitol 1,2 M e duas concentracdes de diferentes de benomil. No
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entanto, a concentraclo de 0,78 ug/ml nfo inibiu o crecimento da 1lgp
73 na placa controle e a de 1,00 ug/ml foi, aparentemente, muito alta,
ndo permi tindo o aparecimento de colénias, possivelmente,

transformantes

As outras modificacdes testadas (ftem 3.7.8.0 nZo resultaram em

aparecimento de transformantes.

Foram feitos alguns experimentos de transformacfo (n%oc descritos
em Material e Métodos) onde se usou o plasmidio pBEN A3, que contém o
gene ben A de A.nidulans CJUNG E OAKLEY, nZo publicado) e confere
resisténcia ac benomil. O protocolo de transformac3c foi o mesmo usado
nos experimentos 1 e 2. Foram obtidos transformantes com um nivel de
resisténcia semelhante aos transformados com o pBT8. No entanto, nfo
foli poss{vel comparar as frequéncias nos experimentos paralelos, pois
‘o nUmero de coldnias selecionadas para teste nf3o foi representativo do

nimero de possi{iveis transformantes.

4.2.2.N{vel de resisténcia dos transformantes

Nas figuras 4.2 e 4.3 s3o mostrados © transformantes que forar

analisados quanto aoc nfvel de resisténcia ao benomil.

Dos 8 transformantes analisados, B foram resistentes a mais de
1.50’11.19 de benomil/ml. Os transformantes.tii, t12, tizs e tie¢ foram
obtidos em um ~mesmc:t experimento Ci)'. mas apresentam diferentes niveis
de resisténcia. O mesmo ocorreu com os transformantes tez, t<s, tes e
tes, todos apresentando diferentes niveis de resisténcia, o que pode

ser observado através do tamanho das colénias na placa com
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Figura 4. 2 - Crescimento de transformantes na presenca de diferentes

concentracdes de benomil.

adcontrole-1gp73; blti1; cdtia; ddtzss; edtie; fDtiz.
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Figura 4. 3 - Crescimento de transformantes na presenca de diferentes

concentracdes de benomil.

adcontrole-lgp 73; bdtes; cOtes; ddtez; edtqs.
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concentracio de 1,80 ug/ml.

Quando em presenca de benomil, & possi{ivel observar que alguns
transformantes apresentaram a morfologia diferente da recipiente 1lgp

73, implicando geralmente na diminuic8c na producfoc de conf{dios ou em

alterac2o no formato da coldnia Ct1z e tied.
4.2.3.Inoculacdo dos transformantes por ponto em MC e MC + KCl

Nas tabelas 4.2 e 4.3 encontram-se os valores dos difmetros de
coldnias da linhagem 1lgp 73 e de 8 transfor inantes na presenca de 2
concentracdes de benomil Cug/ml). Na tabela 4.2 est3o os valores
obtidos nas placas de MG, e na tabela 4.3, nas placas onde foi
adicionado ac MC 2 X concentrado, uma solucfoc de KCl ¢ preparada em
tamp3o fosfato 0,2M), para a concentracfo final de 0,6 M, que | foi o©
estabilizador osmético mais utilizado na regeneracfo de protoplastos,

conforme o método de transformacfc de BALLANCE et al.C1983).

Neste teste observa-se que, de modo geral, as col8nias s%o
menores na presenca de KCl. Este fato & melhor evidenciado nas placas
onde hi benomil. A linhagem lgp 73 cresce, em MC, até a concentracio
de 0,75 ug de benomil/ml, apesar de o tamanho da colénia ser
significativamente menor ‘que o das transformantes, fatoc n3o observado

na presenca de KCl 0,6 M.

Os transformantes utilizados neste teste foram selecionados apés
a transformaclo, na concentracfoc de 0,75 ug de benomil/ml de meio, e

retestados para comprovac8c da presenca da marca em varias
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Tabela 4.2 ~ Dilmetro das coldénias da linhagem recipiente e possiveis

transformantes em Meio Completo contendo diferentes concentracdes de

benomil Cug/mld

Tempo de
Incubac8o (he.>| 48 72 o6 48 72 a8 48 72 a6
controle 1lgp73 1,7 2,3 3,3 1,0 2,2 2,9 0,2 0,8 1,1
tas 1,7 2,2 3,0 i,2 2,0 3.0 0,8 1,86 2,6
ts2 1,7 2,2 3,2 1,1 i,8 2,7 1,0 2,0 3,0
g tis 1,3 2,2 3,2 i,2 1,9 2,7 0,8 i,8 2,8
g tie 1,8 2,1 3,2 1,2 1.7 2,7 0,8 1,5 2,3
§ taz2 1,3 2,1 3,2 1,0 i,8 2,7 0,1 0,3 0.7
§ ta2s 1.4 2,2 2,8 1,2 2,1 2,5 0,2 0,7 1,0
tzss 1,8 2,8 - 1,1 2,0 - 1,1 2:0 -
taos 1,6 2,8 - 0,9 2,1 - 0,2 0,8 -

C-? nio determinado

Obs.: os didmetros estlo expressos em centimetros.

’
1]
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Tabela 4.3 -

possivelis transformantes em Meio Completo + KCl1 0,6 M contendo

diferentes concentrac®es de Benomil Cug/ml)

Didmetro das coldnias da 1linhagem recipiente e de

Concentrac8oc de

Benomil ¢pgsml> 0,00 0,850 0,78
Tempo de
Incubacdo (he.) ] 48 7e o8 48 72 a8 48 72 1205 )
controle 1lgp73 | 1,8 2,8 3,5 0,8 1,1 1,7 0,0 0,0 0,0
taa i,8 2,4 3,8 2,0 2,0 3.0 0,0 0.9 1,4
T ti2 1,3 2,4 3,85 1,3 2,0 2,8 0.4 0,8 1,2
g_ tas 1,3 2,2 3,0 1,0 2,0 2,8 0,6 1,3 1,8
::lc tie 1,4 2,4 3,3 1,0 1,8 2,4 0,2 0,7 1,0
g t222 1,8 2,3 3,8 0,5 0,8 1,8 0,0 0,0 0,0
tz2s 1,8 2,8 3,8 0,7 0,9 1..3 0,0 0,0 0,0
t2as 1,8 2,3 - 0,8 1,7 - 0,8 1,2 -
tzo1 1,8 2.3 - 0,7 1,0 - 0,0 0,0 -

C(-> nfo determinado

Obs.: os difmetros estioc expressos em centimetros.
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concentracdes de benomil. Todos eles mostraram ser resistentes a pelo
menos 0,75 ug de benomil/ml Catravés de comparac3o com a recipiente
1gp 73). No entanto, neste teste foi possfivel observar a instabilidade
desta marca em alguns transformantes, j& que, trés deles (t222, tz223 e

tzstd apresentaram um padr3c de resisténcia similar ao da'lgp 73.

4.3.NfVEL DE RESISTENCIA DOS TRANSFORMANTES AO BENOMIL, NA PRESENCA DE

KCL E SORBITOL COMO ESTABILIZADORES OSMOTICOS

4.3.1.Inoculac8c por ponto em meios contendo diferentes

preparac®es de estabilizadores osméticos

Na tabela 4.4 estS3c dispostas as medidas dos difmetros de colénias
da 1lgp 73 e de 3 transformantes, crescidos em MC e MC contendo as
diferentes preparacdes dos estabilizadores osmdéticos e 3 diferentes

concentrac®es de benomil, apds 48 e 96 horas de crescimento.

Nas figuras 4.4 e 4.5 pode-se observar o aspecto das colénias
descritas anteriormente, assim como a linhagem de tipo selvagem de
A.niger 380 apds 96 horas de crescimento. Em ambas as figuras, o MC
foi usado como meio controle.

A 1lgp 73 e os transformantes analisados neste teste,
apresentaram respostas diferentes as vaArias concentracdes de benomil,
dependente do estabilizador adicionado ao MC. Somente nas placas
contendo sorbitol, como estabilizador, houve crescimento da lgp 73 na
presenca de benomil. O crescimento de todas as coldnias & muito mais
vigorosce na presenca de sorbitol, quando comparado ao MC. Por outro
lado, nas placas contendo KCl, o <crescimento foli restringido,

resultando em coldnias menocres quando comparadas com as crescidas em MC.
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Tabela 4.4 -Difmetro de coldnias (cm) crescidas em 8 diferentes meios,

na presenca de diversas concentracdes de benomil Cbml)d.

MEIOS

bml 1 = 3 2 5
48 o8 48 o8 48 o8 48 o6 48 o8
0,00 0,7 4,0| 0,4 8,0} 0,7 4,9]| 0,5 3,9 | 0.8 4,5
0,60 |o,0 0,0 0,7 48| 0,0 40| 0,0 0,0 0,0 0,0

lgp 73

0,78 |o,0 0,0 0,0 0,0] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,00 |o,o o0,0| 0,0 0,0 0,0 0,0| 0,0 0,0 0,0 0,0
0,00 {1,0 4,8 1,8 8,4 | 1,8 4,8 | 1,3 4,5| 1,2 4.8
0,50 0,5 4,5| 1,83 5,4 | 0,6 4,5| 0,0 1,8 0.1 1,5
be 0,78 |o,0 4,0| 0,2 8,4 | 0,0 8,0} 0,0 0,0 | 0,0 o.8
1,00 [0,0 4,0 0,0 4,9| 0,0 4,7 | 0,0 0,0 0,0 0,0
0,00 |t.1 4,2 | 1,3 8,4 | 1,2 8,0| 1.2 45| 1,2 4,5
0,50 0,7 4,0| 1,3 5,4 | 0,8 8,4 | 0,7 3,3| 0,8 3,4
Lo 0,78 0,7 2,0 | 0,7 38,3]| 1,0 40| 0,6 2,4 | 0,7 2.5
1,00 0.8 2,4 | 0.4 2,2| 0.7 1.8| 0,4 1.8 | o.8 2.0
0,00 0,7 4,2 | 1.1 4,85| 1,2 5,0| 1,0 45| 0.8 4,8
o,s0 0,7 4,8| 1,2 58,4 | 1,0 8,0 | 0,8 3,3| 0,8 3,8
Lo 0,73 lo,4 45| 0,3 8,8 0,8 58,4 | 0,4 2,5| 0,4 2.8
’ 1,00 |0,4 4,8 0.4 6,3 0,4 5,4 0,2 2.2 0.8 2,4

*MEIOS Cfitem 3.8.):
1-MC

2-MC + SORBITOL
+ SORBITOL

3-MC

1,2
0,86

M
M

4-MC + KCl 0,6 M EM TAMPAO PO: 0,2 M
8-MC + KC1 0,8 M EM TAMPAO PO: 0,01 M
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Concentracdes de benomil Cug-mld

F‘ig'ura 4. 4 - Comparac3o do crescimento dos transformantes em meios

contendo diferentes preparacdes de sorbitol.
1ODMC; 20MC + Sorbitol 1,2 M e 3 MC + sorbitol 0,6 M. adlgp 73; bdtaz;

c)A. niger 350; ddtsi; edtas.
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Concentracdes de benomil C(ug-/mld

0,00 0,50 0,75 1,00

F‘igtira 4.8 - Comparac3c do crescimento dos transformantes em meios
contendo diferentes preparacdes de sorbitol.
10MC; 20MC + KC1 0,8 M em tampio POZO.B M e 3DMC + KC1 0,8 M em tampio

P{J: 0,01 M. adlgp 73; bdtaz; cl)A. niger 380; ddtai; edtas.
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O desenvolvimento das colénias na presenca de KCl1 foi melhor quando a

soluc3o foli preparada no tamp2o fosfato 0,01 M, ao invés de 0,2 M.

As colénias formadas na presenca de sorbitol, além de serem
ﬁaiores que as formadas em MC, sfo de coloraclo diferente, ‘o que n3o &
observado nas formadas em meio contendo KCl. Estas, por outro lado
apresentam um aspecto cotonoso, com menor formac3o de confdios 2a

medida que a concentraclo de benomil aumenta.

4.4. ANALISE DOS TRANSFORMANTES ATRAVES DE HIBRIDIZACAO POR “SOUTHERN
BLOT*"

4.4.1.Extraclc de DNA cromossomal de A. niger

A figura 4.8, mostra o perfil eletroforético do DNA da 1lgp 73 e
de alguns transformantes extraido por dois métodos diferentes: 4.8 ad
método de RAEDER e BRODA (19850 e 4.8 b) método de SAMBROOK et al.
(1988 modificado. O DNA da lgp 73 apresentou-se fragmentado em trés

extracdes feitas segundo o primeiro protocolo.

4.4.2. Hibridizac%0 de DNA intacto com o plasmidio pBT6

Na figura 4.9 é mostrada a hibridizac3c do DNA n3oc digerido de 8
transformantes e da recipiente lgp 73, com o vetor inteiro. Em todos

eles somente f_oi identificada uma banda de hibridizac2o, correspondente

ac DNA cromossémico do A. niger.

N3o houve qualquer sinal, indicando hibridizac3o de sequéncias

do pBT8 com o DNA da linhagem recipiente 1lgp 73, na estringéncia usada.
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Figura 4.8 a - Andlise do DNA total da lgp 73 e de transformantes,

extraido pelo método de RAEDER e BRODA (1985), por eletroforese em gel

de agarose.

1) escada de 1 Kb; 2) 1lgp 73; 3 ti1; 40tiz; SdDtia; BOtazas.
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Figura 4.8 b - Anilise do DNA total da lgp 73 e de t.ransforﬁantes,
extraido pelo método de SAMBROOK et al. (19889) por eletroforese em gel

de agarose.

101gp 73; 2>ta1; 3Dtaz; 4dtas; Bdtzas; BN Hind III.
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Figura 4.9 - Andlise dos transformantes através de hibridizacaoc por
"Southern Blot" do DNA intacto, com o pBTG.

101gp 73; 2>t Dtaz; 4dt1a; BDtie; BDtzas; TOtlez; B)t4a; SDtas;
100t4s. As setas indicam o tamanho de alguns fragmentos de A/Hind IITs

em Kb.

72



Figura 4.10 - Andlise dos transformantes através de hibridizacdo
por “Southern Blot" do DNA digerido com Pst I, com o gene tub—-2.
:Digp 73; 2d)ta; Dtaz; 4dDtas; Bdtae; Bdt2ss;  TOtez; 8l tas;

Dtase : 100tes; 11DpBT6 em varias 'for mas moleculares. As setas indicam

o tamanho de alguns fragmentos de A/Hind III, em Kb.



4.4.3. Hibridizac%c de DNA digerido, com o gene tub-2

Na figura 4.10, observa-se o DNA de 8 transformantes e da lgp 73
digeridos com a enzima Pst I e hibridizados com o fragmento contendo o

gene tub-2 de N. crassa.

Da mesma maneira ocorrida no {tem anterior, neste experimento

nZoc se observou a hibridizac%c do DNA da 1lgp 73 com o gene de N. crassa.

Todos os transformantes, exceto ti2, apresentam uma forte sinal

em torno de 5,8 Kb, que corresponde ac plasmidio na sua forma linear.

Os transformantes 14, 12, i3 e 14, obtidos no experimento 1,

apresentam um perfil de bandas diferentes de um para outro, havendo

coincidéncia de hibridizac3c de apenas alguns fragmentos.

Por outro lado, os transformantes obtidos no experimentoc 4 e o
transformante 231, obtido no experimento 2, apresentam um padr3o de
bandas idéntico; a intensidade de algumas bandas de pesc molecular em

torno de 2 Kb & diferente em apenas alguns deles.

Foram feitas hibridizagc®es do DNA digerido com o plasmidio

inteiro. 0 padrZo de bandas obtido foi igual aoc mostrado na figura 4.10.

4.5. TESTE DE ESTABILIDADE MITOTICA

Este teste teve como objetivo a andlise da estabilidade do gene
introduzido no genoma do fungo, sob condic¢cdes de auséncia de pressido
seletiva. Nas tabelas 4.7 e 4.8 est3o representados os valores

relativos ao numero de colénias que mantiveram a marca de resisténcia,
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dada pelo gene tub-2 de N. crassa, quando cultivadas em meio contend
ou n3o benomil. Neste teste fol necessirio a transformac3o dos dado
absoclutos em relativos, pois o nimero de coldnias variou de u
transformante para outro. Foi dado o valor de 100 % ao numero total d
coldénias crescidas sem pressl3o seletiva, e fol calculada, a partir daf

a frequéncia de colédnias resistentes ao benomil.

4.6. TESTE DE DETECCAO DE NUCLEASES

Os testes de detecclo de nucleases foram feitos baseados na
evidéncia de degradac8o do DNA da 1lgp 73, durante a extracldo, pelo
método de RAEDER e BRODA (1985), enquanto nas outras amostras o DNA se

mostrava muito pouco fragmentado (ver figura 4. 8).

4.6.1. Halo de hidrélise em placa

N3o se detectou a formac8c de halo de hidrélise de DNA ao redor
das coldnias usadas neste teste, quando foi usado MC. No
entanto.quan&o as coldénias foram crescidas em MM_ sem o _fosfato
—KHzPO‘- Ctabelas 4.8 e 4.86), fol possivel obs“ervar a formac3o .de
halos de hidrdélise do &cido nucléico, em volta de todas as colénias de
A. niger. O mesmo n3o ocorreu com as coldnias de 4. nidulans. Os

resultados da tabela 4.6 referem-se As placas mantidas a 4°C, durante

4 dias, apds a incubacio.

4.6.2.Hidrélise de DNA em placa de microtitulaclo

O resultado deste teste pode ser visto na figura 4. 6. Quanto mai

a degradac3c de DNA menor é a-fluorescéncia nos pocinhos da placa.
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Tabela 4.7. - Namero de coldnias desenvolvidas em MC com e sem benomil

Cugsmld provenientes de confidios obtidos de colénias crescidas sem

pressdo seletiva.

CRESCIMENTO EM MC

MC MC + BML
TRANSFOR-
MANTE - -
NUMERO DE % RELATIVA NUMERO DE % RELATIVA
COL6NIAS COL6N1A8
.1 1048 100,0 1 0.1
12 1052 100,0 0 ~0
13 oe8 100,0 18 1,8
14 1160 100,0 0 ~0
2231 1544 100,0 O O
.2 1252 100,0 643 81,3
s o5 100,0 1012 101,86
. 800 100,0 1400 158,85
s o55 100,0 , 1080 109,80
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Tabela 4.8 - Nimero de coldénias desenvolvidas em MC com e sem benomil

provenientes de confdios obtidos de coldnias crescidas com pressio

seletiva.
CRESCIMENTO EM MC + BENOMIL
MC MC + BML
TRANSFOR-
MANTE
NUMERO DE % RELATIVA NUMERO DE % RELATIVA
COLONIAS COLAONIAS

14 283 100,0 (o] ~0
12 1208 100,0 43 3.6
19 1828 100,0 408 28,8
14 1312 100,0 (o] ~0
291 1876 100,0 80 4,3
42 796 100,0 268 121,0
43 g52 100,0 1812 18,8
éd 620 100,0 so2 Q95,8
45 533 100,0 624 117,1
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Por comparac8c com a nuclease Si1 de A. oryzae, estimou-se a

concentraclc de nucleases nos extratos dos fungos:

lgp 73————————=—==~= 3.000 Urul
t14—————— e — 2.200 Urul
A.nidulans TS80-——---- 1.8500 U/ul

Deve-se deixar claro que, esta quantificaclo & aproximada, pois
além de ter sido feita por comparacdoc visual na fotografia, a nuclease
Si1, digere apenas DNA de fita simples (o que ndo parece ser o caso do
conjunto de nucleases dos extratos dos fungos, como mostra o {tem

4.6.3.).

Foram também detectadas atividades nucleolf{ticas no MCS onde foi
crescido o© micélio usado para produclio de protoplastos e o
sobrenadante obtido apés a digest3c do micélio com as enzimas l{iticas
da parede celular. Neste Gtimo ceso. a atividade de nucleases
detectada fol bastante superior A encontrada noc MCS. No entanto, estes
testes n3o permitiram uma comparacfc quantitativa da atividade
nucleolitica entre as linhagens usadas. Apenas se pode afirmar que o
MCS onde foi crescido o 4. nidulans, teve, no teste, fluorescéncia

comparavel ao MCS controle (dados n3o mostrados).

4.6.3.Hidré8lise de DNA em intervalos de tempo

Na figura 4.7 observa-se a fragmentaco do DNA da 1lgp 73 pelos
trés extratos usados. Diferencia-se uma atividade nucleolitica mais

pronunciada nos extratos provenientes das linhagens de A. niger. No
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Tabela 4.8 - Medidas de halos de hidrélise de Acidos hucléicos e de

coldédnias de linhagens de 4. niger e de A.nidulans.

Linhagem Tamanho do Tamanho da Halo/
Halo Ccmd Coldénia Cemd Colénia
1lgp73 4,1 2,3 1.8
A. niger
350 3,6 1,8 2.4
tie 3,2 1,8 1,8
tez 3,0 1,7 1,8
tes 3,2 1,8 1,8
taas 3,8 2,0 1.7
A . nidulans
TS80 0,0 2,8 -
A. nidulans
bi At methGs 0,0 2,8 -




Tabela 4.6

linhagens de

dias a 4°C, apés o crescimento.

A.

niger

Medidas de halos de hidrélise

A.nidulans,

de 4cido nucléico

guardaéas por 4

Linhagem Tamanho do Tamanho da Halo/
Halo Cemd Colénia Cecmd Colénia
A. niger 6.2 1.8 3.4
350 * ’ *
ti‘ 7.0 199 2'8
tez 8,4 i.8 2,8
tes 8,4 1,7 3.2
ta2as 6,0 2,1 2,8
A. nidulans
TSSO 0.0 2|3 -
A. nidulans
bi A1 methGis 0,0 3,0 -

em
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Diluic3o 1:2

o

b

adlgp73; bdA. nidulans TB80; cDtis; ddcontrole CTMD ;

dilufda 1:1000; fdnuclease Si dilufida 1:100

ednuclease Si
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primeiro intervalo de tempo, que ¢ 8 min., jA observa-se a quebra do
DNA em fragmentos menores que 0,5 Kb, e este padriZc mantém-se o mesmo,
durante todo o© periodo observade. Em contraste, o extrato de
A. nidulans produziu fragmentos de peso molecular maiores, mesmo ao

final do periocdo de reac3o, 45 min..

Foi também realizado um ensaio com DNA dos plasmidios pBT6 e
PBEN A3 Os fragmentos produzidos apés a incubacfo com os extratos dos
fungos, eram de peso molecular extremamente baixo e n3o foram retidos
pela malha de agarose, quando submetidos a eletroforese (dados n3o

mostrados).

4.6. 4. Nucleases e transformacio

O &cido aurintricarboxflico CAATC) foi usado em uma série de
experimentos de transformac3o na tentativa de se aumentar a frequéncia

de transformantes-/ug de DNA, de acordo com WARD et al.(1980).

N2o foi possivel determinar esta relac3oc, nestes experiméht,os.
pois o nimero de coldnias selecionadas para teste da presenca da marca

de resisténcia nd3o fol representative do nimero de possiveis

transformantes.
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Figura 4.7 - Eletroforese do DNA da 1lgp 73, digerido por nucleases
contidas nos extratos de linhagens de Adspergillus, em diferentes
intervalos de tempo.

Na canaleta a, estd o DNA intacto. Canaletas b, ¢ e d, correspondem a
8 min. de incubac3o; e, f egalOmin.; h, i e j a20 min.; 1, me n a
30 min. e o, p e g a 45 min.; canaleta r, A digerido com Hind III. A

sequéncia dos extratos nas canaletas &é: 1lgp 73, tzs1 e 4.nidulans TS80.
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5.DISCUSSAO

5.1.SENSIBILIDADE DA 1lgp 73 A0 BENOMIL E INFLUENCIA DOS

ESTABILIZADORES OSMOTICOS NO CRESCIMENTO

A determinac80 da sensibilidade da 1lgp 73 ao benomil foi um
passo onde houveram dificuldades, e os primeiros resultados obtidos

foram contraditérios.

A principio, fol usada uma soluc8o da droga em solucido aquosa,
que era rotineiramente usada no laboratério para obtencdo de
recombi nantes hapléides. A solubilidade da droga em 4gua n3do é total,
mas esta soluclo era usada devido a relatos de que solucdes de benomil

em etanol poderiam ser téxicas as células CHENSON et al. ,1888).

No entanto foram feitos varios testes de sensibilidade da 1lgp 73
ac benomil, a partir de solucdes etandlicas e n3o fol evidenciado
qualquer acgfo téxica do 4Alcool nas cé;ulas. Os testes felitos desta
maneira, ao contririo dos feitos com a soluc3o aquosa, mostraram uma
maior reprodutibilidade. A mesma faixa de sensibilidade/resisténcia
foi observada nos trés tipos de inoculac8o Citem 4.1.) quando esta

solugio fol utilizada.

A sensibilidade da 1gp 73 ac benomil, de 0,75 ug-ml & semelhante
a degcrita para N. crassa, que é 0,8 CORBACH et al. ,1986), e igual a
de Gaeumannomyces graminis CHENSON et al. ,1988). Em M.anisopliae foram
relatados dois diferentes niveis de sensibilidade para a ﬁxesma
linhagem: 3 ugsml C(BERNIER et al.,1988 e 5 ug/mli C(GOETTEL et
al. ,19803.

O fato da faixa de sensibilidade ser éstreita na 1lgp 73 refletiu
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nos ‘experimentos de transformac80. Em certos experimentos houve
crescimento de protoplastos nas placas controle, o que pode ter sido
.acarretado por uma possivel variac3c na concentra¢fo de benomil no
meio, devido a erros usuals de pipetagem. Estes eventos dificultaram
o processo de seleclio dos transformantes, j4 que a co;nprovacio da
aquisic8c da marca de resisténcia sé seria feita apds um repique em
meio seletivo. Por outro lado, em determinados experimentos de
transformac3o n3o houve crescimento nas placas onde foram semeados os
protoplastos tratados com o plasmidio. Nestes casos, n3o se pdde
afirmar se o© nfc crescimente foi devido A incapacidade dos
protoplastos de incorporar o plasmidio, que pode ser devido a diversos
fatores, ou se fol apenas o resultado de um excesso da droga no meio

Cpossivelmente pelos mesmos erros citados anteriormented.

Na transformacdo de A. flavus com o gene de f3-tubulina também
houve variacZc na concentracio de benomil que permitia uma clara
selec8c dos transformantes. Similarmente A& 1lgp 73, a faixa de

sensibilidade/resisténcia foi estreita, com a selecloc se dando entre

1,2 e 1,6 ug de benomil por ml de meio (SEIP et al. ,1980D.

Foi também estudado no presente trabalho, a influéncia dos
estabilizadores osméticos na resposta de crescimento da lgp 73 frente
ao benomil. O teste do item 3.86.2., onde compara-se o crescimento de
coldnias em MC na auséncia ou presenca de KCl 0,6 M (figs. 4.2 e 4.3),
mostra que este estabilizador parece interferir no crescimento,
restringindo o tamanho das coldnias. As coldnias de todas as linhagens
apresentaram praticamente o mesmoc difmetro nas placas controle

CO pugs/mld, mas no meio + KCl, contendo 0,78 ug de benomils/ml,
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o} c‘rescimento da 1lgp 73 foi totalmente inibido, enquanto no meio sem
KCl o mesmo n3c ocorreu. As coldnias dos transformantes foram no
minimo 3 vezes maiores que a da 1lgp 73 no com contendo 0,78 u g' de
benomil por ml, com exce¢8c dos transformantes tzzz, t2za e tz2e61, que
se portaram como a 1lgp 73. Quando KCl foi adicionado’ aoc meio, o
tamanho das coldnias fol reduzido em até mais da metade do crescimento

obtido no MC.

A concentracfc de benomil na qual o crescimento da lgp 73 é&
inibido , no MC + sorbitol é sempre maior que a usada nos outros meios
Ctabela 4.4>. Esta mudanca na concentraclo inibitéria de crescimento
também foi observada no teste de sensibilidade usando protoplastos da
lgp 73 (figura 4.10. Da mesma maneira observada no teste do ftem
3.6.2.,0 crescimento da linhagem no meio contendo KCl & inibido na
presenca de menor concentrac3c de benomil. Este fato fol evidenciado
no experimento de transformac80 ndmero 4. A mesma concentracio de
benomil no meio sé inibiu o crescimento na placa controle quando o KCl1

foi usado como estabilizador osmético.

Pela figura 4.1 pode-se notar que com 24 horas de incubacfo., Jja
havia a formac3c de confidios na maioria das coldnias crescidas em MC +
sorbitol. Este fato parece indicar uma acelerac3o no processo de

_difergnciacﬁo dos protoplastos, quando na presenca de sorbitol.

NSo se pode dizer se houve diferenca na regenerac¢lo dos
protoplastos crescidos em meio com KCl ou sorbitol, pois n3o | foi
estimada a percentagem de regenerac3co da mesma preparacioc de
protoplastos neste experimento. O fendémeno observado, pode ser

atribufdc a um aumento no metaboli smd das células, causado,

86



possivelmente pelo maior quantidade de fonte de carbono no meio de
cultura. Tanto no ftem 4.1.2 quanto no item 4.3.1., o crescimento das
linhagens em sorbitol foli maior quanto maior a sua concentrac3c no
meio.

Os resultados de regeneracfc de protoplastos s3o, &uitas vezes,
contraditérios e talvez a escolha do melhor estabilizador osmético
seja especifico para cada espécie, e talvez mesmo para linhagens
diferentes. MACEDO (1986) verificou que MgSO‘ favoreceu a regeneracio
em Humicola sp., sobrepujando ao efeito do sorbitol, enquanto BORGES

C18873, relata o contririo para A. niger.

No teste do f{tem 3.8.1., a concentrac%c de benomil que inibiu o
crescimento da 1lgp 73 no MC foi 0,5 ug/ml, ao invés de 0,75, como no
ftem 3.6.2.Ctabela 4.4). Esta diferenca parece se dever apenas a uma
pequena variacdo na concentracio da solucldo, possivelmente por
dissolucdes diferenciais, j& que os testes de resisténcia feitos com
esta nova solucdo indicaram sempre, © mesmo resultado. Este fato
salienta a necessidade de um teste de sensibilidade da linhagem
recipiente para transformac8o, toda vez que for feita uma nova soluc3o
da droga. O teste deve ser feito na presenca do estabilizador osmético
a ser utilizado na selec3o dos transformantes, visto que a respota
de crescimento frente A droga é influenciada pelos estabilizadores.

8. 2. DETECCAO DE NUCLEASES

Os testes para detecc30 de nucleases foram realizados a partir
daevidéncia de degradac%o do DNA da linhagem lgp 73 em 3 extracdes

feitas pelo método de RAEDER e BRODA (1985). Em contraste com o DNA
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dos transformantes, o DNA da lgp 73 n3o apresentava uma banda de alto
peso molecular e sim era observada uma grande fragmentacXo, quando

submetido a eletroforese (figura 4.8a).

N8c mais se observou a fragmentacZc do DNA, apenas quando, para
a extraclo foi utilizado o protocolo derivado de SAMBROOK et al.
(1989). A modificac3c mais significati(ta neste protocolo, em relac3o
ac usado anteriormente, fol o aumento em 4 vezes na concentrac3oc de
EDTA no tampdo de extrac8c. O EDTA, como agente quelante, impede a
acdo de virios tipos de enzima que necessitam de determinados {ons

como co-fatores da reacio.

JEFFRIES et al.(1957) desenvolveram um método simples para
detectar a habilidade dos microrganismos em hidrolisar Acidos
nucléicos. A atividade nucleolitica extracelular & detectada através
de halos em volta da coldnia, no meio de cultura contendo DNA e RNA,
apds reacfc com 4cido clorfdrico. Dentre os varios géneros de
bactérias e fungos testados, o Aspergillus é um exemplo de produtor de

nucleases extracelulares.

Neste trabalho, fol feita uma adaptac3c deste método, onde, ao
invés de serem usados os meios comerciais CAgar para teste de
DNAse/DIFCO) ou o descrito no trabalho original, foi usade o meio
compl'eto ou minimo para A4dspergillus, acrescido de DNA de esperma de

arenque, Cftem 3.11.1.).

E interessante o fato de s& se detectar a atividade de nucl eases
extracelulares em 4. niger, quando n3oc hA outra fonte de fosfato, além

do DNA (tabela 4.85). Ao contririo do que se observou durante a
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extraclo do DNA da lgp 73 e dos transformantes, n3oc houve diferenca
significativa entre eles, neste teste. A linhagem de tipo selvagem
(350) parece produzir maior quantidade de nucleases que a mutante lgp
73. '

Convém ressaltar o aumento em 1,5 a 2 vezes na relacfo
haloscolénia apds o perfodo de 4 dias a 4°C. O mesmo fendmeno foi
observado para linhagens de A. niger no nosso laboratério, quando
foram ensaiadas as atividades amiloliticas e protecl{ticas COLIVEIRA,
dados n3o publicados). Fica evidente o fato das enzimas n3o terem suas
étividades paralisadas, 4 temperatura mais baixa. O que ainda ficou a
ser investigado & se a secreclo continua ativa durante a incubac3c a
4°C, ou se o aumento do halo se deve apenas a simples difus3o das

moléculas no meio de cultura.

Ficou também evidente, a diferenca de secrec¢2o de nucleases pelo
A. nidulans e o A. niger. Nas duas linhagens de A. nidulans testadas
n3o houve a forma¢3o de halos de hidrélise de DNA. Mesmo depois de a
placa ter sido mantida a 4°C, o que aumentou consideravelmente o
tamanho do halo em A. niger, n3o fol observada a formac3o de halos

nagquela espécie.

O teste em placa de microtitulac3o foi feito no intuito de se
detectar, além das nucleases extracelulares, também as intracelulares
que ﬁoderiam estar influenciando na eficiéncia de transformac3o, e
também na tentativa de se quantificar as enzimas nas diferentes
linhagens. Neste caso foi detectada a atividae de ncleases no extrato
de 4. nidulans , mas em 4. niger, esta foi bastante superior €100 %

mais na 1lgp 73 e 80 % mais no tis.
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O ensaio para DNAses feito com o MCS, onde fol crescido o
micélio para produclo de protoplastos, confirmou os resultados obtidos
no teste em placa, pois neste caso foi detectada a presenca
de, principalmente, nucleases extracelulares. Também neste caso, ndo

foi detectado nivel significativo de nucleases.

A atividade detectada no socbrenadante obtido apés digestZo do
micélio, em todas as linhagens testadas, pode ser atribuida n3o
somente a nucleases liberadas durante a digestio da parede do fungo,
mas também a nucleases presentes nos complexos enzimiticos utilizados,

fato que foi relatado recentemente (MINK et al. ,18980).

As nucleases detectadas apdés a sonicaclo dos protoplastos devem
'ser principalmente, nucleases intracelulares, ja que A. nidulans
também apresenta uma alta atividade neste tipo de teste (metade da 1lgp
73). Existe a possibilidade da liberacl3o dessas nucleases durante a
protoplastizacfo dos fungos, devido a rompimentos da membrana celular.
A relevancia das nucleases na transformac3o serd discutida
posteriormente.

As nucleases por nés detectadas, n3o foram caracterizadas neste

trabalho, mas ha& indicac¢cdes de que:

-n8oc h& especificidade de corte em DNA de fita simples, J4 que
varios tipos de DNA (plasmidios, DNA EA, DNA da 1lgp 73) foram
fragmentados na presenca dos extratos C{tens 4.6.2. e 4.6.3.);

-s80 de acf0o réipida, visto que, apbés 5 min., a fragmentacﬁo do
DNA no teste em tubo, fol a mesma que apdés 45 min. ;

-existem enzimas extracelulares em grande gquantidade em A.

niger, mas em A. nidulans a maior parte é intracelular e a
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concentracfo parece ser menor.
-n%o agem como os sistemas de modificac2o e restric3o, pois o

DNA da 1gp 73 foi fragmentado pelo préprioc extrato enzimitico.

5. 3. EFICIENCIA DE TRANSFORMACAO

Os diferentes relatos de frequéncias de transformacio em fungos
filamentosos permmi tem que sejam enumer ados varios fatores

possivelmente relacionados com a eficiéncia de transformac3o.

Se no protocolo, sfo usados protoplastos, ¢ importante: a idade
do micélio a ser digerido, a qualidade da preparac3o enzimitica, a
relac%oc micélioc:enzima, o© tempo de digest3io, a temperatura de
regeneracio, a temperatura durante a protoplastizaclo, a concentrac3o

e tipo do estabilizador osmético.

Fatores ligados ao processo de transformacfc propriamente dito,
incluem: gene utilizado e sistema de selecio; presenca de sequéncias
no vetor, com o intuito de aumentar a frequéncia; qualidade da
preparacio de DNA e sua concentraclo; forma do plasmidio Ccircular ou
linear); temperatura e tempo de incubac8o das células com o DNA; tempo
de recuperacdo dos protoplastos, antes de aplicac3oc de pressio
seletiva; uso de choque térmico; uso de inibidores de nucleases.

. Além das descritas acima, h& outras varidveis citadas por
diversos autores, como importantes na eficiéncia da transformac3o, que
s3o muitas vezes contraditérias e que n3oc s3do explicadas
.bioquimicamente. Algumas delas sdo: mudancas no tipo e concentrac3o do
PEG, na concentrac3o de cloreto de cilcio, variacdes nos volumes das

solucdes usadas na transformacdo, tempo de armazenamento e modo de
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esterilizac%c dessas solucdes, tipo de meio de cultura usado,
concentrac3oc de &4gar no meio de regeneraclo, entre outras. (Essas
informacdes est3co contidas nas referédncias citadas na Revis3o

Bibliogrifica ou foram obtidas através de comunicacdo pessocal).

Nos primeiros experimentos de transformaclo feitos neste
trabalho, que tiveram sucesso, ou seja 1 e 2, as frequéncias obtidas
sXo semelhantes As relatadas nos trabalhos pioneiros de transformacdo
com A. niger (KELLY e HYNES,1888; BUXTON et al.,1988). Nestes dois

trabalhos também foram usados plasmidios contendo genes heterdélogos.

Em A. flavus, a frequéncia de transformac3o, quando usado um plasmidio
contendo, tanto o gene pyr4, quanto o de resisténcia aoc benomil
C(B-tubulinad, foi maior, quando a selecdo foli feita com base na
prototrofia para uridina (SEIP et al.,19980). A razdo aparente para a
frequéncia ser mais baixa, quando feita por selec3o de resistentes, é,
segundo os autores, que os transformantes que expressam niveis baixos
ou intermedidrios de resisténcia, n3o s3oc capazes de crescer no meio

de selecio.

No experimento 4 foram usados novos lotes das enzimas l{ticas da
parede celular. Com esses novos lotes, a protoplastizacldo do micélio
da lgp 73 ocorreu em um tempo duas vezes menor que nos experimentos
anteriores. O numero de protoplastos cbtidos nesta digestdo foi também
superior a4 média obtida de digestdes anteriores. Duas consequéncias
deste fato, podem ter influenciado no aumento da frequéncia de
transformac3c. O primeiro & que o numero de protoplastos obtidos,
sendd maior, aumentou © numero absoluto de protoplastos viaveis. Em

segundo lugar, a menor exposi¢lio dos protoplastos as enzimas liticas
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pode ter propiciado um aumento na frequéncia relativa de protoplastos
viidveis, ou mesmo estar aumentando a competéncia deles. Um relato
anterior socbre influéncia da qualidade da enzima Novozym £34 na
eficiéncia de transformac3o de N. crassa foi feito por AKINS e
LAMBOWITZ (1985). Seria essencial, neste caso, que tivéssemos a
frequéncia de regenerac8c dos protoplastos neste experimento para que
fosse possivel atribuir o aumento na frequéncia de transformacdo a uma
melhoria na regeneracl30 dos protoplastos ou a um aumento na
competéncia destes, cusado pelas modificac®es no tratamento enzimitico
do micélio, ou mesmo A mudanca na solucldo estabilizadora usada durante
a preparaciodos protoplastos e na transformac3o (STC ac invés de

“KCa'd.

As frequéncias de transformac3o obtidas com o gene tub-2 de N.
crassa, em virias espécies de fungos s3oc bastante diferentes, mas ndo
s%o maiores que 14 transformantes/ ug de DNA. Assim, a frequéncia de
35 transformantes/ug de DNA obtida 'no experimento 4, representa
relativamente, uma alta frequéncia de transformacﬁq_ com um.. gene

heterdlogo.

+ Parece também haver, caracteri{sticas intrinsecas i especie
estudada que interferem na eficiéncia de transformacfo. Como exemplo,
a frequéncia de transformacioc em A. nidulans quando foi usado o gene
homél'ogo oliC 31 fol de 10 a 70 transformantes/ug de DNA (WARD et
al.,19886). Em A. niger, o mesmo experimentc utilizando o gene homdélogo
correspondente, oli€C 3, resultou em frequéncias menores que 2

transformantes/ug de DNA (WARD et al. ,1988).
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5.3.1.Nucleases e eficiéncia de transformacio

Nos testes de detecciio de nucleases foi utilizada uma linhagem
de 4. nidulans, TB80, que ¢ considerada uma boa recipiente de DNA na
transformac3oc (M. DEVCHAND, comunicacio pesscald). Em todos os testes,
onde houve a detecclo de atividade nucleolf{tica, esta mostrou ser
menor na linhagem de A. nidulans, que em 4. niger (figuras 4.6 e 4.7).
No teste em tubo fica evidenciado que as nucleases presentes em A4.
nitdulans n3oc tem a mesma especificidade das encontradas em 4. ntiger,
pois o padr3o de fragmentac3o & diferente nas duas amostras. Existe a
possibilidade que elas sejam de ac3o mais lenta, o que demandaria um
tempo maior para a quebra do DNA em fragmentos mencres, ocu que a

quantidade de enzimas &, simplesmente,menor nesta espécie.

Em Streptococcus pneumoniae fol evidenciada a presenca de uma
endonuclease C(PUYETT et al.,19980) que esti envolvida com o processo de
entrada do DNA na célula, durante a transformacic. Mutantes para esta
enzima apresentam baixa eficiéncia de transformac8o. E possivel que A.
nidulans, que apresenta enzimas com atividade “nuc'leolit.ica.”‘ mas
oferece boa eficiéncia de transformac3o, tenha, dentre elas, alguma
enzima que atue de forma semelhante A descrita para esta bactéria, e

auxilie, desta maneira, na entrada de DNA durante a transformacdo.

,Os nossos resultados com relacdo a producdo desigual de
nucleases extra e intracelulares em 4. nidulans e A. niger, podem
explicar um dos motivos da diferenca na eficiéncia de transformacio

nestas duas espécies relacionadas.

‘Podemos, assim, propor que sejam adotadas medidas para minimizar
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o efeito das nucleases na transformacZoc de 4. niger.

Uma das opcdes, sugerida por WARD et al.C1988) é o uso de Acido
aurintricarbox{lico na dltima lavagem dos protoplastos. Pelos nossos
resultados da transformacdo usando este inibidor de nutleases, nao
pudemos analisar a sua eficiéncia no aumento da frequéncia, mas este
mesmo autor relata um aumento de 8B vezes na frequéncia de

transformac3o de Aspergillus awamori, quando este &cido & usado.

Outra sugestioc, mais simples, é a incubac3o dos protoplastos no
tampXo, contendo o estabilizador osmdético. acompanhada de varias
trocas deste, antes da adic3c do DNA e da solucqo de PEG. Desta
maneira, seria feita a elimdnac&é de nucleases extra ou
intracelulares, por exaust3c da secrec3o. Este procedimento foi
adotado por DEKEYSER et al.(1990) durante a transformacio genética em
plantulas de arroz, para express3o temporaria de genes. Antes da
eletroporac3o, a base da folha foi extensivamente lavada com o tampio
de eletroporac3o, até que nio mais fossem detectadas atividades de

nucleases no tamp8c. A express3o do gene usado aumentou em 25 vezes.

Cabe ainda salientar, a import3ncia da anidlise da capacidade de
produc3o e secrecldo de nucleases, ao se fazer a escolha de uma
linhagem para experimentos de transformac3o. Apesar de a lgp 73 ndo
ter o mesmo "background" genético, da linhagem de tipo selvagem 350
ficou evidenciado a diferenca na secrec¢cio de nucleases extracelulares
entre elas, sugerindo que o mesmo possa ocorrer com outras linhagens.
Assim, para minimizar um poss{vel efeito de nucleases na eficiéncia de
Lraﬂsformacio. ¢ recomenddvel que este seja um critério adotado na

escolha da linhagem a ser transformada.



5. 4. ANALISE DOS TRANSFORMANTES ATRAVES DE HIBRIDIZACAO POR '"SOUTHERN
BLOT"

A hibridizac3c do pBT6 com DNA de alto peso molecular nas
amostras onde este nio fol digerido com enzimas de restricl3o, é a
evidénecia de integraclo do plasmidio no genoma dos transformantes
analisados através de hibridizac8oc e vem de encontro aos relatos
anteriores de transformac3c em A. niger (fig. 4.9). Evidéncias de
replicac&c autdéd4noma de plasmidios em A. niger foram descritas apenas
recentemente por GEMS et al.(1991)>. Transformacdes com plasmidios
contendo o gene tub-2 de N. crassa normalmente levam & sua integracio
no genoma dos fungos utilizados CHENSON et al. ,1988; FERNANDEZ-LARREA

e STAHL,1989; BERNIER et al.,1989).

Na hibridizac3oc feita com o DNA digerido com Pst I Cfig. 4.10>,
a forte banda em torno de 8,8 Kb observada em todos os transformantes,
com excecl8c de tiz, indica a integrac3oc do plasmidio em céplas
madltiplas e repetidas "“in tandem”. Além desta banda, outras de
intensidade variivel s3o também observadas. A diferenca na intensidade

pode ser devida a variacdes no nuimero de cdpias integradas.

O complexo padr3oc de bandas produzido pode estar indicando a
integracdo de cépias maltiplas em diferentes sitios. HA também a
possibilidade de ter havido a integrac8 em um dnico sitio de
pl asmidios que sofreram recombinaclo (portando insercdes ou delecdes).
Este tipo de evento fol observado em A. niger, quando transformado com

o plasmidio p3SR2 (MOHR et al. ,1989).

Nos transformantes analisados foram observados pelo menos trés

classes distintas, quanto ao tipo de integracio:
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-uma delas € representada pelo tiz, que apresenta apenas duas
fracas bandas de hibridizacfo, possivelmente resultantes de integrac3o

em dois sitios.

-a segunda classe engloba os transformantes 11, 13 e 14 que
possuem padrdes de bandas distintos entre si, mas com algumas bandas
em comum. O tipo de integracfo ocorrido nestes transformantes, pode

ser explicado por qualquer das duas hipdteses, expostas anteriormente.

-a Gltima classe corresponde aos transformantes obtidos no
experimento 2 e 4, que possuem o mesmo complexo padr8oc de bandas, nas
hibridizacdes. Este tipo de integracXfo parece estar envolvendo sitios

espec{ficos e preferenciais.

Em 4. niger, a anidlise de vari os ti pos de transformantes,
demonstrou que ha maior prevaléncia de integrac3ic do plasmidioc de
grande homologia, no locus do gene residente CRAMBOSEK e LEACH, 1987,
GOOSEN et al.,1987; van HARSTINGSVELDT et al.,1987; WARD et al. »1988;
UNKLES et al. ,1889). Em transformacdes com plasmidios contendo o gene
para uma f3-tubulina ou glucocamilase de 4. niger, ocorreram os trés
tipos de integrac3o, apesar de haver prevaléncia para o tipo I -
integracdo por homologia através de um evento de | recombinacio

CRAMBOSEK e LEACH,1987).

" A frequéncia de integrac3o por homologia é altamente variivel de
um organismo para outro e depende também do gene utilizado. Em geral,
n3co é possivel predizer o ndmero de cépias do vetor que seri3o
integradas, nem tampouco o sfitio de integrac3o na transformacio

CTIMBERLAKE e MARSHALL,1989).
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O gene para f3-tubulina de 4. niger foi clonado C(RAMBOSEK e
LEACH,1887), mas n3c h& informacdes sobre a sua sequéncia de

nucleotideos, ou da sequéncia de aminoicidos da proteina.

MULLANEY e KLICH (C1987) encontraram um alto grau de homologia
entre o gene tubl de 4. nidulans, que codifica para uma f3-tubulina n3o
essencial (MORRIS,1989) e o de 4. niger, assim como de 4. flavus, A.
ochraceus, A. terreus e A. fumigatus. H& também uma grande homologia
entre os genes bend de A. nidulans e da B—tupulina de A. flavus (SEIP

et al. ,1980D.

O fato de n3c ter havido hibridizac3c do gene tub-2 com o DNA da
lgp 73, na alta estringéncia usada, surpreendentemente, parece indicar
que a homologia entre este gene e o correspondente em 4. niger n3o é

muito grande, apesar de em A. nidulans, esta ser maior que 80 %.

Em Colletotrichum trifolt fol encontrada uma homologia parcial
do gene para f3~tubulina de N. crassa com o gene residente, apenas apds
exposi¢des prolongadas da membrana de hibridizac3o, ac filme de raio-X
CDICKMAN ,1988). No presente trabalho é preciso considerar que a
auszéncia de hibridizac83ocdo gene tub-2 com o DNA da linhagem recipiente
lgp 73, pode se dever A& alta estringéncia usada em todos os

experimentos, e ao baixo nimero de cédpias do gene resisdente.

"A Gltima classe de transformantes, citada anteriormante,
apresenta um fendmenc incomum nas integrac®es de DNA em fungos
filaﬁentosos. com relac3o ac padrl3o de cédpias miltiplas e idéntico em
diferentes transformantes. Se considerarmos que existe homologia,

mesmo fraca, entre os genes para f3-tubulina de A. niger e de N. crassa,
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baseado nos relatos para outras espécies de Aspergillus, é possivel
conceber que o© padr3c se deve a integrac3o sfitio-especifica do

plasmidio por homologia.

Por outro lado, se apenas for considerado o© resultado da
hibridizac3o neste trabalho, s& se pode dizer que a integrac3oc n3o
parece estar envolvendo homologia. No entanto, pode-se afirmar que
existe uma preferéncia de sitio de integracio, j& que estes
transformantes, comprovadamente diferentes entre si, no minimo em
termos de resisténcia ac benomil (figs. 4.2 e 4.3), apresentam
diferencas na hibridizac3o, apenas quanto A intensidade de alguns
fragmentos.

Un estudo mais detalhado dos eventos de integracfo envolvidos,
exige, pelo menos, outros experimentos de hibridizacZo. Em um deles, o
DNA dos transformantes deveria ser digerido com um eﬁzima que nd3o
possul sftios de restric3o no plasmidio e hibridizada com o gene tudb-
2. Neste tipo de anilise, seria determinado o nimero de sitios de

integracdo do plasmidio, nos virios transformantes.

Outro tipo de experimento que poderia trazer mailores informacdes
sobre recombinacdes ocorridas com o plasmidio integrado, ¢é a
metodologia empregada por MOHR et al.C1989), que consiste na
recuperacdo de fragmentos do DNA dos transformantes, seguida de
ligac%c e transformac8c de E. coli. Pelo perfil de restric3o dos
fragmentos recuperados pode ser feita uma comparacfo com o plasmidio

original, e estabelecer se houve recombinac®es dentro do plasmidio.

O padr3c de bandas na hibridizac3o parece estar relacionado com

o ni\}el de resisténcia ao benomil (figuras 4.2. e 4.3.). Nas placas
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onde a concentracfco de benomil & de 1 ug/ml fica mais clara esta
relac3o. As coldnias que apresentam os maiores diametros, s3oc aquelas
com maior nuimero de bandas na hibridizac3o, que s2o os transformantes
do experimento 4 e do 2. Os transformantes do experimento 1,
apresentam um nivel de resisténcia ac benomil menor e também possuem
diferentes perfis de bandas na hibridizac3o, com menor quantidade de

fragmentos hibridizando com o gene tudb-2.

E interessante notar que t2s1, fol obtido em experimento
independente e apresenta tanto o mesmo nivel de resisténcia quanto o

mesmo padr3o de bandas que os transformantes do experimento 4.

O transformante tis parece ser uma excecdo neste contexto, pois
possui menos fragmentos hibridizando com o gene tub-2, mas possui o
nivel de resisténcia comparivel aos maiores. Por outro lado, o aspecto
da coldnia é diferente, e a formac3oc de conidios parece ser afetada
neste transformante.

Os niveis de resisténcia alcancados nestes transformantes s23o
similares aos encontrados em outras espécies transformadas com o”hesmo
gene CORBACH et al. ,1986; HENSON et al. ,1988; DICKMAN,1988; FERNANDEZ-

LARREA e STAHL,1989; PICKNETT et al.,1988; OSSANA e MISHKE,1980).

Nenhum dos transformantes de 4. flavus obtidos com o gene
homéloge de uma f-tubulina clonado de um mutante resistente, teve um
nivel de resisténcia similar ao desta linhagem (SEIP et al.,1980). A
razdo para este fato n3oc é clara, mas DUNNE e OAKLEY (1988) obse;varam
que transformantes de A. nidulans com resisténcia intermedidria ao
benomil, eram resultado da express3o simultinea do gene nativo e do

introduzido.
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Parece, ent3o, que o mecanismo de resisténcia ao benomil é mais
complexo que a proporg¢3o direta do nimero de cdpias do gene mutante e
a resisténcia, JjiA que em todos os transformantes analisados, neste e
em outros trabalhos, apresentam um grande ndmero de cépias do gene,

mas tem niveis de resisténcia sempre mais baixos que os mutantes.

~ 5.5.ESTABILIDADE MITSTICA DOS TRANSFORMANTES

Os transformantes do experimento 1 e o tzas se mostraram
extremamente instiveis no teste de estabilidade mitdética, apesar de
n3o terem perdido a resisténcia ao benomil, apds varios repiques por
ponto em meioc n3o seletivo. Em todos eles, a percentagem relativa de
coldénias crescidas em meio seletivo foi préxima de O, com excecdo de
t1a Ccerca de 27%, se desenvolvido em présenca de benomild, tanto se

inoculados anteriormente com benomil, ou n3o.

Ac contrario, os transformantes do experimento 4, apresentam uma
percentagem relativa de coldénias resistentes alta (maior que 100 % em

quase todos), o gue parece indicar uma alta cstabilidade mitdtica.

Em praticamente todos os transformantes, o© desenvolvimento das
coldnias na presenca de benomil, favoreceu a manutenc3c da marca de

resisténcia.

E diffcil afirmar se existe uma correlac3o entre niGmero de
cdpias, ou perfil de bandas na hibridizaclo e estabilidade mitética,
pois o t2a1 que possui o mesmo padr3o dos transformantes do

experimento 4, apresenta estabilidade mitética semelhante A dos

transformantes do experimento 1:
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Convém ainda ressaltar que alguns transformantes obtidos no
experimento 2, possufam estabilidade mitdética extremamente mais baixa
que os transformantes analisados através deste teste ({tem 3.12.D0. Uma
percentagem muito pequena das coldénias supostamente transformadas
naquele experimento, manteve a marca de resisténcia em um primeiro
repique (23 0, enquanto nos outros este nuimero fol de 868% (exp.1) e
de 100 % Cexp. 4). Estes transformantes podem representar
transformantes abortivos. Mas, alguns dos transformantes que
mantiveram a marca neste primeiroc repique, n8c eram mais resistentes,
apds 2 a 3 passagens em meio seletivo Ctabelas 4.2 e 4.3). No caso
destes transformantes, n3c ¢é providvel que sejam transformantes
abortivos J& que expressaram a marca em mais de um repique em meio
seletivo. E possivel que o plasmidio tenha se integrado em pequeno
ninmero de cdpias e/ou em sfitios que n3oc favoreciam a estabilidade,

resultando em uma ripida perda da resisténcia.

O estudo da estabilidade mitdtica nos transformantes & de grande
importancia, principalmente, quando o objetivo maior estid ligado a
introducdo de um gene de interesse comercial em uma linhagem

especi{fica.
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6 . CONCLUSGES

1 - A linhagem 1lgp 73 de Aspergillus niger pode ser transformada

com o plasmidioc contendo o gene tub-2 de Neurospora crassa.

2 - Modificacdes feitas em protocolos de transformac8o descritos
na literatura aumentaram a frequéncia de transformacio
Ctransformantes/ug de DNA) na lgp 73 em pelo menos S0 vezes, em

relacdo aos primeiros experimentos.

3 - Os transformantes obtidos té&m um nivel de resisténcia ao
benomil, variavsl, sendo que dos 9 testados, 8 sic resistentes a mais

de 1,5 ugml (dobro do nivel de resisténcia da linhagem recipiente).

4 - O KCl e o sorbitol como estabilizadores osméticos no meio de
cultura, interferem no crescimento normal do fungo, restringindec e
favorecendo, respectivamente, e mudam a resposta no crescimento frente

ao benomil.

8 - O plasmidio pBTB encontra-se integrado no genoma de todos os

transformanﬂes, analisados através de hibridizacio por “"Southern blot™.

6 — O perfil de bandas nos experimentos de hibridiza¢io do DNA
dos transformantes, digerido com uma enzima que possui apenas um sitio
no plasmidio, tendo o gene tub-2 como sonda, se mostrou bastante
complexc. Dos @ transformantes estudados, B evidenciaram o mesmo

padrdc de bandas.

7 - Nas linhagens lgp 73 e Aspergillus niger 380 foi detectada a
producido de nucleases extracelulares, @ o mesmo nio foi observado nas

linhagens Aspergillus nidulans TS80 e biAs ﬁethGh.
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7 . RESUMO

[

A linhagem de d4dspergillus niger lgp 73, uma das mutantes de
producio de glicoamilase, do Laboratério de Genética de Microganismos
Industriais - UNICAMP, foi transformada para resisténcia’ao fungicida
benomil, com um plasmidio contendo o gene tub-2 de Neurospora

crassa, pBTB.

O protocolo de transformacdc adotado, baseado no tratamento com
polietilenoglicol e cloreto de cilcio, sofreu modificacdes a fim de
que fosse aumentada a eficiéncia de transformacdoc. O resultado
observado foi um aumento em cerca de B0 vezes na frequéncia inicial de
transformac8c C(nUmero de transformantes/ug de DNA plasmidiald. A
frequénecia de até 3B transformantes/ug de DNA é relativamente alta,
considerando-se que transformacdes de outras espécies com este mesmo

gene alcancaram frequéncias de no mdximo 14 transformantes/ug de DNA.

Foi avaliada a influéncia de KCl e sorbitol como estabilizadores
osméticos dos protoplastos, no desenvolvimento destes, assim como na
resposta dos transformantes ao benomil. O KCl parece interferir no
crescimento restringindo-o, tanto nos protoplastos quanto nas coldnias
da lgp 73 e na dos transformantes. Na presenca de benomil, a resposta
de crescimento é menor quando KCl & adicionado ao MC. O sorbitel, ao
contrario, age positivamente no crescimento, @ na presenca de benomil,
a concentrac3c da droga deve ser maior para se obter o© mesmo

crescimento que no meic sem qualquer estabilizador.

Dos transformantes obtidos-em experimentos independentes, 8 foram

selecionados para andlise do tipo de evento ocorrido a nivel

104



molecular, através de hibridizacSes por “Southern blot*, com o gene
tub-2. Os resultados mostraram que em todos eles o plasmidio estava
presente apenas integrado no genoma. Com excecdo de um transformante,
todos apresentaram um complexo padr8co de bandas na hibridizacdo
realizada com o DNA digeride com a enzima Pst I (que tem apenas um
sitio de restrigcdoc no plasmidiol). A presenca de uma forte banda do
tamanho do plasmidico em sua forma linear, indicou a integracdo de
cépias miltiplas em um Unico sitio no genoma destes transformantes.
Cinco dos transformantes apresentaram idéntico padr8c de bandas neste
experimento, © que sugere a integracdo do plasmidio em sitios

preferenciais.

Foi avaliada a capacidade de produclo de nucleases em linhagens de
Aspergillus niger @ Adspergillus nidulans. Foi evidenciada a producio
de nucleases extracelulares apenas nas linhagens de A4. ﬁiger. Quanto
4s nucleases intracelulares, fol visto que existem diferencas na
quantidade e especificidade delas, entre as duas espécies. Este fato
sugére que esta possa ser umas das causas da maior eficiéncia de

transformacio em 4. nidulans.
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8 . ABSTRACT

A low glucocamylase production mutant of Adspergillus niger - lgp
73 -, was transformed to benomyl resistance, with plasmid pBT8, which

harbors the Neurospora crassa tub-2 gene.

The transformation protocel, based on treatment of protoplasts
with polyethylene glycol and calcium chloride, was slightly modified
in an attempt to improve the transformation efficiency. It was
observed a ©S0- fold increase in the transformation frequency
Ctransformants/ug of plasmid DNA. Transformants appeared at a
frequency of up to 38 transformants-ug DNA, which is relatively high,

comparing to transformations with the same gene in other species.

The influence of KCl1 and sorbitol, as oémotic stabilizers, in
the growth of protoplasts and in the transformants response to benomyl
was evaluated. The presence of KCl seems to restrict growth of lgp 73
protoplasts and colonies, as well as of transformant colonies.
Colonies have their growth inhibited at lower and higher benomyl
concentration, when KCl1 and sorbitol are present, respectively, in

comparison with MC.

Nine transformants from different experiments were selected for
Southern blot analysis in order to check the type of event involved,
at the molecular level. The results point out the integration of pBTS8
in the transformants. Except for one transformant, all of them sﬁowed
complex hybridization patterns in the Southern blots where the fungal
DNA was digested with Pst I (which cuts the plasmid once) and probed

with the tub-2 gene. They also shared a méjor band of 8.8 Kb, which
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indicates integration of multiple copies of the plasmid at a single
site, in the form of tandem repeats. Five out of nine transformants
had the same complex band pattern, what suggests a preference for

sites during integration.

Nucleases production was assessed in some strains of Aspergillus
niger and Aspergillus nidulans, Extracellular nucleases production
was detected only in A. niger strains. There were differences in the
quantity and specificity of intracellular nucleases between the two
species. These facts suggest that the absence of some types of
nucleases in 4. nidulans may partially explain the higher

transformation frequencies obtained in this sSpecies.
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10.ABREVIATURAS

S3o aqui listadas as abreviaturas usadas para algumas solucdes
e compostos, descritas em MATERIAL e METODOS, e citadas em outras

par tes do trabalho.

AATC - &cido aurintricarboxilico
DNA EA - DNA de esperma de arenque
KCa - KCl 0,6 M; Ca(:l2 50 mM.

MC - meio completo para Aspergillus
MCS - melo completo simplificado
MM - meio minimo para Aspergillus
STC - sorbitel 1,2 M;

™ - Tris-Cl1 C,1 M pH 8; MgCl2 50 mM
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