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RESUMO

Aspergillus westerdijkiae € um produtor de ocratoxina A que tem sido
freqlentemente encontrado em graos de café. A ocratoxina A € conhecida por ter
efeitos nefrotdxicos e potencial carcinogénico para espécies animais. Neste trabalho
é reportada pela primeira vez a transformagéo genética de A. westerdijkiae mediada
por Agrobacterium tumefaciens. Conidios foram transformados para resisténcia a
higromicina B usando a linhagem AGL-1 de A. tumefaciens. A condicdo mais
favoravel de transformacado permitiu a obtencdo de 36 transformantes para cada 10°
conidios alvo. Dentre 600 transformantes, um total de 30 (5%) mostraram variacdes
morfologicas. Dois mutantes (T10 e TS18) com significativa reducédo da capacidade
de producédo de ocratoxina A foram obtidos. Ambos mostraram significativa reducao
na conidiogénese quando comparados a linhagem selvagem. As sequéncias que
flanqueiam os sitios de integragdo do T-DNA foram amplificadas pela técnica
denominada Thermal Asymmetric Interlaced PCR (TAIL-PCR). A seqiiéncia obtida a
partir do mutante TS18 mostrou homologia com uma possivel monooxygenase de A.
fumigatus. Para o mutante T10 foi identificada uma seqiéncia homodloga a um fator
de transcricdo da familia jumonji de A. fumigatus.

Palavras-chave: Aspergillus ochraceus. Aspergillus westerdijkiae. Mutagénese
insercional mediada por Agrobacterium. Transformacdo mediada por Agrobacterium.
Ocratoxina A.



MATA, Marcia Magalhdes. Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation
of the ochratoxigenic fungus Aspergillus westerdijkiae. 2006. 111f. Dissertation
(Master’s Degree in Microbiology) — State University of Londrina, Londrina. 2006.

ABSTRACT

Aspergillus westerdijkiae is a potent ochratoxin A producer fequently associated to
coffee beans. Ochratoxin A is known to have nephrotoxic effects and carcinogenic
potential in animal species. Here we report the first Agrobacterium-mediated
transformation of A. westerdijkiae. Conidia were transformed to hygromicin B
resistance using AGL-1 strain of Agrobacterium tumefaciens. The most favourable
conditions allowed a mean transformation frequency of 36 transformants per 10°
target conidia. Among 600 transformants 30 (5%) showed morphological alterations.
Two transformants (T10 and TS18) with consistently reduced ochratoxin A production
were obtained. Both of then also showed significant reduction in conidiogenesis
compared with the wild type. Fungal sequences flanking the insertion site could be
amplified by Thermal Asymmetric Interlaced PCR. The sequence obtained from
tarnsformant TS18 had similarity to a monooxygenase putative from A. fumigatus.
Transformant T10 had a sequence with similarity to a jumoniji family of transcription
factor from A. fumigatus.

Keywords: Aspergillus ochraceus. Aspergillus westerdijkiae. Agrobacterium-
mediated transformation. Agrobacterium-mediated insertional mutagenesis.
ochratoxin A.
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1 INTRODUCAO

A ocratoxina A (OTA) € um produto do metabolismo secundario de
algumas espécies fangicas. Esta micotoxina apresenta propriedades nefrotoxicas e
carcinogénicas e vem sendo detectada em varios produtos destinados a alimentacao
humana. Uma das espécies mais importantes que esta relacionada a producéo
desta toxina em alimentos produzidos em paises de clima tropical € Aspergillus
westerdijkiae. Esta espécie foi recentemente proposta por Frisvad et al. (2004). De
acordo com estes autores A. westerdijkiae é uma espécie muito comum e a maioria
dos isolados sdo capazes de produzir grandes quantidades de ocratoxina A. A.
westerdijkiae € muito similar a A. ochraceus e varios isolados previamente
identificados como A. ochraceus sé&o agora identificados como A. westerdijkiae. Um
importante exemplo € a linhagem NRRL 3174, a partir da qual a ocratoxina foi
descrita pela primeira vez. Dentre vinte e cinco isolados obtidos de graos de café no
Brasil e identificados pelo nosso grupo como A. ochraceus, vinte e um foram agora
reclassificados como A. westerdijkiae.

OTA é um derivado de dihidroisocumarina ligado a um grupo L-3
fenilalanina. Apesar de sua reconhecida importancia, a via biossintética desta
micotoxina € ainda pouco conhecida. Baseando-se em sua estrutura molecular
supde-se que varias atividades enzimaticas sdo requeridas para a biossintese de
OTA, mas somente uma parte de um gene (pks) envolvido na biossintese de OTA foi
caracterizado a partir de A. ochraceus (renomeado como A. westerdijkiae).

A metodologia de mutagénese insercional mediada por
Agrobacterium tumefaciens € uma estratégia Util para a identificacdo de genes. Esta
estratégia € baseada na habilidade de A. tumefaciens em transferir parte de seu
DNA (T-DNA) para o nucleo hospedeiro. Em plantas, a mutagénese insercional via
T-DNA tem sido amplamente explorada para clonar genes, promotores, e
sequéncias regulatérias. Comparado as plantas, a descricdo de protocolos de
transferéncia de T-DNA para células fungicas é recente. O numero de espécies
fungicas passiveis de serem transformadas por esta metodologia ja é bastante
grande e h& consenso que para cada uma delas deve-se otimizar o protocolo de

transformacao.
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A vantagem da mutagénese insercional via T-DNA sobre os
procedimentos classicos de mutagénese é que as sequéncias que flanqueiam o sitio
onde ocorreu a integracdo do T-DNA podem ser isoladas facilmente. Existem na
literatura alguns relatos recentes de sucesso no isolamento de mutantes defectivos
na esporulacdo, na patogenicidade e na pigmentacdo, usando a metodologia de
agrotransformacao.

Este trabalho teve por objetivo adaptar a metodologia de
agrotransformacgédo para a espécie A. westerdijkiae visando a obtencdo de mutantes
insercionais que possam ser Uteis para a identificacdo e a clonagem de genes

envolvidos na biossintese de ocratoxina A.
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2 OBJETIVOS

Com vistas a identificacdo de genes que participam da via
biossintética da ocratoxina A, este trabalho teve por objetivo a obtencdo de mutantes
insercionais, com deficiéncia na producdo de ocratoxina, via transformacao por

Agrobacterium tumefaciens.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPERGILLUS OCHRACEUS E ASPERGILLUS WESTERDIJKIAE

Aspergillus ochraceus é um fungo ubiquo, encontrado em solos
cultivados, na rizosfera, em grédos, e em uma ampla variedade de alimentos
(KOZAKIEWICZ, 1989 apud VARGA et al. 2000b). A presenca de A. ochraceus ja foi
relatada para graos de café (URBANO et al. 2001; BUCHELI & TANIWAKI, 2002;
PALACIOS-CABRERA et al. 2004; TANIWAKI et al. 2003; SUAREZ-QUIROZ et al.
2004;), cevada (PARDO et al. 2004), milho (LEE & MAGAN, 2000) e uvas
(BATTILANI & PIETRI, 2002; BELLI et al. 2004a). Alguns isolados de A. ochraceus
séo utilizados na industria farmacéutica na bioconversao de esteroides e alcaldides
(CHEN et al. 1994). A propriedade de produzir enzimas industriais e compostos com
propriedades inseticidas é um destaque da importancia econémica desta espécie
(CHADHA & GARCHA, 1992; DE GUZMAN et al. 1994). No entanto, a capacidade
de produzir algumas micotoxinas tais como as ocratoxinas (VAN DER MERVE et al.
1965a), viomeleinas, xantomegninas (STACK & MISLIVEC, 1978; ROBBERS et al.
1978) e acido penicilico (CIEGLER, 1972) é que tem justificado a maioria dos
investimentos para estudos desta espécie flngica.

A. ochraceus é um deuteromiceto pertencente a seccado Circumdati.
Esta seccdo inclue espécies com conidios pequenos, biseriados, nas cores que
variam desde o amarelo até o ocre, e esclerédios em tons de amarelo, vermelho e
preto. Baseando-se em caracteres morfoldgicos e culturais, esta seccao foi
inicialmente subdividida em dezoito espécies (RAPER & FENNELL, 1965).

Nos ultimos anos, a analise de acidos nucléicos tem permitido um
aumento expressivo dos conhecimentos sobre a variabilidade da secgéao Circumdati.
A utilizagdo de marcadores moleculares de RAPD e de sequenciamento de DNA,
principalmente dos genes que codificam para B-tubulina e RNAr, tem sido de grande
utilidade para a reorganizacao taxondmica da secc¢éo Circumdati.

Varga et al. (2000b) realizaram estudos de sequéncias de

nucleotideos da regido ITS1-5,8S-ITS2, de Aspergillus identificados como
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pertencentes a seccdo Circumdati. Dois clados principais foram propostos.
Aspergillus ochraceus foi incluido no Clado | da seccdo Circumdati juntamente com
A. petrakii, A. melleus e A. ostianus. Essas espécies normalmente produzem
conidioforos curtos, conidios de subglobosos a globosos, e esclerédios que podem
apresentar coloracdes que variam desde o creme até o vermelho. Em A. petrakii,
esclerodios ainda ndo foram descritos. O Clado Il foi formado pelas espécies A.
sclerotiorum, A. sulphureus, A. bridgeri e A. insulicola, tais como: conidiéforos
longos, conidios globosos e esclerddios variando entre a cor creme e amarelo claro
(VARGA et al. 2000b).

Dentre as linhagens de A. ochraceus analisadas por Varga et al.
(2000b), a linhagem NRRL 3174, descrita por van der Merwe et al. (1965b) como
produtora de ocratoxina A, e que é usada freqlentemente como modelo para
estudos fisiolégicos e bioquimicos da producdo desta toxina, mostrou-se
filogeneticamente distante das demais linhagens de A. ochraceus analisadas. Esta
mesma observacao foi feita por Varga et al. (2000a), quando analisaram varios
isolados de A. ochraceus quanto aos perfis de RFLP e RAPD. A linhagem NRRL
3174, juntamente com a linhagem 306, apresentou perfil diferenciado das demais
linhagens de A. ochraceus.

Fungaro et al. (2004) sequenciaram a regido ITS1-5,8S-ITS2 de 25
isolados de A. ochraceus coletados de grdos de café brasileiro. A analise conjunta
das sequéncias obtidas com aquelas depositadas no Banco de dados do NCBI
(VARGA et al. 2000b) mostrou dois grupos de A. ochraceus (A e B): o grupo A
subdividido em subgrupos Al e A2; e um novo grupo denominado B, o qual
acomoda a maioria dos isolados brasileiros e a cepa NRRL 3174.

Recentemente, Frisvad et al. (2004) propuseram uma nova
classificacdo para os fungos da seccdo Circumdati baseados em dados
morfoldgicos, producdo de micotoxinas, e capacidade de crescimento em diferentes
substratos e temperaturas. Os autores foram capazes depropor novos taxa da
seccdo, incluindo entre eles, alguns que eram caracterizados e identificados
formalmente como A. ochraceus. Baseando-se nos resultados obtidos e nas
sequéncias de nucleotideos depositadas no NCBI (FUNGARO et al. 2004; VARGA
et al. 2000b) o grupo B identificado por Fungaro et al. (2004) foi renomeado a uma
nova espécie da seccao Circumdati. Esta nova espécie foi denominada Aspergillus

westerdijkiae. Consequentemente, a linhagem original produtora de ocratoxina A,
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NRRL 3174 (VAN DER MERWE et al. 1965 a, b) também foi renomeada para A.
westerdijkiae.

De acordo com Frisvad et al. (2004), A. westerdijkiae € uma espécie
comum, e a maioria dos isolados a ela pertencente € capaz de produzir grandes
quantidades de ocratoxina A. Varios isolados previamente identificados como A.
ochraceus sdo agora reconhecidos como A. westerdijkiae. Algumas caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas diferenciam A. ochraceus de A. westerdijkiae. A.
westerdijkiae € incapaz de crescer a temperatura de 37°C e tem coloragdo de
esclerodios que varia do branco ao creme. Diferentemente, A. ochraceus é capaz
de crescer a temperatura de 37°C e tem esclerédios de coloracdo rosada e vinho
(FRISVAD et al. 2004).

A recente revisado da seccao Circumdati feita por Frisvad et al. (2004)
conclui que 19 espécies constituem esta seccdo: A. auricomus, A. bridgeri, A.
cretensis, A. elegans, A. flocculosos, A. insulicola, A. roseoglobulosus, A.
sclerotiorum, A. steynni, A. melleus, A. neobridgeri, A. ochraceus, A. ostianus,
A.persii, A. petrakii, A. pseudoelegans, A. sulphureus, A. westerdijkiae, e
Neopetromyces muricatus. Dentre as espécies que constituem esta seccdo as
espécies A. ochraceus, A. westerdijkiae e A. steynii, sdo as principais responsaveis
pela contaminacdo de alimentos por ocratoxina A. No que se refere ao café
produzido no Brasil, a principal fonte de contaminagcédo por ocratoxina A é a espécie
agora denominada A. westerdijkiae. A contaminacdo do café € um fator de grande
importancia no que diz respeito & compreensdo do problema da Ocratoxina A no
produto, bem como, do desenvolvimento de estratégias de controle. A experiéncia
com outras culturas mostra que a contaminacgao ocorre no periodo pré-colheita, onde
o controle € muito mais dificil de ocorrer do que se a contaminacao ocorresse no
periodo pés-colheita, durante a secagem ou o armazenamento (TANIWAKI et al.,
2003). Taniwaki et al., (2003) concluiram em seu trabalho que a maioria da
contaminacéao no café estudado ocorreu no periodo pés-colheita, 0 que envolve as
condicbes gerais do ambiente de colheita e as falhas nos procedimentos de

secagem e armazenamento do produto.
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3.2 PRODUCAO DE OCRATOXINA A

As micotoxinas sdo produtos do metabolismo secundario de algumas
espécies de fungos, e quando ingeridas pelos seres humanos e animais podem
causar alteracdes biologicas prejudiciais a saude. Esses metabdlitos sao
quimicamente diversos, e a variedade de estruturas esta diretamente relacionada a
diversidade de efeitos toxicos. As atividades toxicas persistem por um longo tempo
nos alimentos, mesmo apos o desaparecimento dos fungos que as originaram. Os
substratos contaminados com doses elevadas de micotoxinas, quando ingeridos,
podem causar intoxicacdes de evolucdo rapida com o comprometimento de varios
orgaos.

Membros do género Aspergillus seccdo Circumdati (o grupo A.
ochraceus de RAPER & FENNEL, 1965) sdao importantes devido a capacidade que
tém de produzirem algumas micotoxinas tais como: a Ocratoxina A (OTA). Essa
toxina teve seu nome originado a partir do produtor A. ochraceus (VAN DER
MERWE et al. 1965a). Posteriormente, outros fungos foram relatados como
produtores de OTA: Penicillium viridicatum e P. verrucosum (HAGGBLOM, 1982;
LARSEN et al. 2001) entre representantes do género Penicillium, e uma grande
variedade de representantes do género Aspergillus: A. alliaceus e A. albertensis
(seccao Flavi); A. carbonarius, A. niger, A. awamori e A. foetidus (seccéo Nigri); e A.
auricomus, A. melleus, A. ostianus, A. petrakii, A. sclerotiorum, A. sulfureus e A.
westerdijkiae (seccado Circumdati) (ABARCA et al. 2001; BAYMAN et al. 2002;
DALCERO et al. 2002; FRISVAD et al. 2004). A OTA foram atribuidas as seguintes
propriedades: propriedades nefrotoxica, imunotdxica, genotdxica e teratogénica para
varias espécies animais. Foi classificada pela Agéncia Internacional de pesquisa do
Cancer como um possivel carcinbgeno para seres humanos (POHLAND, 1993;
IARC, 1993; MANTLE, 2002). A OTA despertou maior interesse por parte da
comunidade cientifica apos ter sido relacionada a Nefropatia Endémica dos Balcas
(BEN), uma disfuncéo renal crénica degenerativa, que causou a faléncia renal em
uma populacdo adulta na regido dos Bélcds. As investigacbes epidemioldgicas
baseadas em estudos dos tumores do trato urinario, no sangue dos pacientes da
regido, apontaram a OTA como agente causal da BEN (STOEV, 1998). Ela é uma

molécula moderadamente estavel que pode se manter viavel apds ser submetida a
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maioria dos métodos de processamento de alimentos (SCOTT & KANHERE, 1995).
Relatos na literatura expdem a ocorréncia de OTA em varios produtos alimenticios
destinados a alimentacdo humana, como por exemplo: trigo, milho, cacau, frutas
secas, uva, vinho, cerveja e café (SHOTWELL et al. 1976; SCOTT & KANHERE.
1995; ZIMMERLI & DICK, 1996; TANIWAKI et al. 2001; MACDONALD et al. 2003;
AMEZQUETA et al. 2005).

Quimicamente, a OTA (N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-
1-ox0-1H-2-benzopyran-7-yl)-carbonyl]-3-phenyl-L-alanine) é um derivado de
dihidroisocumarina ligado por uma ligacdo peptidica a um grupo L-I3 fenilalanina
(HARRIS & MANTLE, 2001) (Figura 1). Embora existam algumas informacgdes sobre
a formacéo dos grupos quimicos componentes da estrutura quimica da OTA (MOSS,
1996), detalhes sobre sua biossintese ainda sdo desconhecidos. Um Unico gene
relacionado a biossintese desta toxina, em A. ochraceus, foi relatado até o momento.
Trata-se de um gene que codifica uma policetideo sintase (pKs) (O'CALLAGHAN et
al. 2003).

@iiL L.
O QO
NH O

Cl

Figura 1 — Estrutura quimica da Ocratoxina A.

Devido aos danos que esta toxina pode trazer a saude e a economia
de forma geral, se faz pertinente identificar maneiras de eliminar ou minimizar os
danos provocados pela presencga da toxina no alimento. Varios estudos vém sendo
realizados na tentativa de desenvolver métodos rapidos e especificos de detec¢éo
da ocratoxina em alimentos assim como de fungos produtores deste metabdlito

secundario. Trabalhos que vislumbrem desvendar a via biossintética desta
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micotoxina poderdo contribuir no desenvolvimento de métodos de diagndstico e
prevencao do problema.

Dentre as estratégias para deteccdo destes fungos em alimentos,
destaca-se a Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR). A PCR é uma técnica que
se aplica muito bem para este objetivo porque € simples, rapida, ndo exige grandes
guantidades e alto grau de pureza de DNA, e é altamente sensivel. Evidentemente,
para que a PCR possa ser utilizada para a deteccéo de fungos produtores de toxina
em alimentos é necessario o conhecimento de sequiéncias de nucleotideos espécie-
especificas. Os alvos gene especificos sdo sequéncias pertencentes a genes que
codificam para as enzimas que participam da via biossintética das micotoxinas
(genes estes ditos: “genes da biossintese de micotoxinas”). Entretanto, A. ochraceus
ainda é um fungo pouco estudado geneticamente e ndo se conhecem 0s genes que
participam da biossintese de OTA a partir deste fungo. A maioria dos trabalhos da
literatura relacionados a esta espécie refere-se ao isolamento a partir de diferentes
substratos (BATISTA et al. 2002; BENICIO et al. 2003), ao seu potencial de
producdo de ocratoxina (MANTLE & CHOW, 2000; HARRIS & MANTLE, 2001,
BAYMAN et al. 2002; TANIWAKI et al. 2003; O’ CALLAGHAN et al. 2003), e a de
analise de variabilidade genética (VARGA et al. 2000a, 2000b, 2003; SCHIMIDT et
al. 2003; FUNGARO et al. 2004; FRISVAD et al. 2004). A identificacdo de genes
relacionados a biossintese de OTA, podera contribuir para o desenvolvimento de

métodos de deteccao de isolados produtores desta micotoxina em alimentos.

3.3 TRANSFORMACAO GENETICA DE FUNGOS FILAMENTOSOS

Grande parte dos estudos de Biologia Molecular depende do uso de
estratégias de transformacéo genética. Pode-se dizer que a transformacao genética
€ uma etapa essencial da pesquisa moderna dos fungos, e € de grande importancia
também para o melhoramento de espécies de importancia biotecnolégica. Assim, o
namero de estratégias de transformacao genética tem aumentado nos ultimos anos,
abrindo caminho para andlises moleculares mais detalhadas (RUIZ-DIEZ, 2002).

O sistema denominado protoplasto - polietileno-glicol (PEG) foi
descrito em 1979 por Case et al. para o fungo filamentoso Neurospora crassa. O



21

sistema protoplasto - PEG é a metodologia de transformac&o mais utilizada até o
momento, e baseia-se na acdo do agente fusogénico polietilenoglicol (PEG) e ions
calcio (CaCl,) sobre protoplastos originados a partir da digestdo enzimatica da
parede celular de hifas. Entretanto, apesar de muito comum, esta técnica demanda a
otimizacdo etapas envolvidas na obtencdo e regeneracdo de protoplastos
(FINCHAM, 1989). Para algumas espécies fungicas, a frequéncia de transformacéo
obtida através da utilizagdo de protoplastos € muito baixa (DABOUSSI et al. 1989;
BOGO et al. 1996; SUN et al. 2002; ZWIERS & WAARD, 2001), o que inviabiliza
alguns estudos de Biologia Molecular que necessitam de um grande namero de
transformantes.

O segundo sistema que faz uso de protoplastos, denominado
eletroporagéo, foi descrito em 1989 por Ward & Barnes, para Aspergillus awamori e
Aspergillus niger. Este sistema baseia-se na permeabilizacdo reversivel de
biomembranas, por curto periodo de tempo, induzida por correntes elétricas de alta
amplitude. A acdo da corrente elétrica de alta voltagem permite formar poros na
membrana da célula hospedeira, facilitando a entrada do DNA exdgeno (RUIZ-DIEZ,
2002). Alguns pesquisadores descreveram este sistema de transformacédo para
diferentes espécies fangicas (St. LEGER et al. 1995; BOGO et al. 1996; MEYER et
al. 2003).

A técnica de REMI (Integracdo mediada por enzimas de restri¢do), foi
descrita primeiramente para Saccharomyces cerevisiae (SCHIESTL & PETES, 1991)
e posteriormente para outros fungos (LU et al. 1994; BOLKER et al. 1995; SHI et al.
1995; SWEIGARD et al. 1998) como método de transformacao eficiente quando se
tem por objetivo a busca de mutantes insercionais. Nessa metodologia, enzimas de
restricdo sdo introduzidas na mistura de transformacdo. Através de um processo
ainda pouco compreendido, a enzima tem acesso ao DNA gendémico no ndcleo do
recipiente de transformacéo, onde ocorre a introdu¢do do material genético em sitios
especificos de reconhecimento (THON et al. 2000). Esse sistema possui algumas
vantagens como, por exemplo, a alta frequéncia de transformac&o, 0 sucesso na
obtencdo de mutantes e isolamento de genes em diversas espécies como:
Dictyostelium discoideum (KUSPA & LOOMIS 1992, 1994), Neurospora crassa
(KANG & METZENBERG 1993), Ustilago maydis (BOLKER et al. 1995), Alternaria
alternata (AKAMATSU et al. 1997), Candida albicans (BROWN et al. 1995), Coprinus
cinereus (GRANADO et al. 1997), Magnaporthe grisea (SWEIGARD et al. 1998; SHI
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et al. 1995), Coniothyrium minitans (ROGERS et al. 2004) e Fusarium graminearum
(SEONG et al. 2005). Algumas desvantagens também podem ser observadas, entre
elas: o elevado niumero de delecdes genéticas, reorganizacdes génicas, mutacdes
inespecificas e multiplas insercées (BOLKER et al. 1995).

A biobalistica é um procedimento que foi desenvolvido por Sanford et
al. (1987) para a transformacdo genética de plantas. Na década de 90, este
procedimento foi adaptado para a transformacdo genética de micélio ou conidios de
fungos filamentosos tais como: Neurospora crassa (ARMALEO et al. 1990),
Phytophthora spp. (BAILEY et al. 1993) e Aspergillus nidulans (FUNGARO et al.
1995). Este método consiste na introducdo de microprojéteis de metal pesado (ouro
ou tungsténio), recoberto com o DNA do vetor, em células hospedeiras com o auxilio
de um acelerador de particulas. Em geral, as frequéncias de obtencdo de
transformantes sdo maiores através da biobalistica quando comparadas ao sistema
de protoplasto-PEG (St LEGER et al. 1995).

Recentemente, Agrobacterium tumefaciens, uma bactéria do solo,
aerébica, Gram-negativa, ndo formadora de esporos, capaz de induzir a formacao de
tumores em plantas (BRASILEIRO, 1998; BRASILEIRO & LACORTE, 1998;
STAFFORD H. A., 2000) e que até alguns anos era responsavel somente pela
transformacado de células vegetais, passou a ser utilizada também como mediadora
da transformacdo genética de leveduras (BUNDOCK et al. 1995) e fungos
filamentosos (De GROOT et al. 1998). Este procedimento de transformacdo tem
mostrado uma série de vantagens com relacdo aos anteriormente descritos, tais
como: a nao utilizacao de protoplastos como material inicial, 0 que otimiza tempo e
custos, e ainda nao faz uso de equipamentos caros (FRITZGERALD et al. 2003).

A. tumefaciens € uma das cinco espécies do género Agrobacterium
que pode infectar plantas, causando a doenca denominada galha-da-coroa. A
doenca € caracterizada pela proliferagcdo descontrolada das células proximas a
regido do colo da planta, o que resulta na formacdo de um tecido neopléasico, o
tumor (SAVKA et al. 1996; AGRIOS, 1997). Ao sofrer uma lesédo, a planta libera
moléculas-sinal que atraem o Agrobacterium e estas infectam as células vegetais. A
capacidade de infeccdo estd associada a presengca nas agrobactérias de um
plasmidio de alto peso molecular (200Kb), denominado plasmidio Ti (“tumor
inducing”). Durante a formac&o do tumor, o T-DNA que é uma regido que contém

oncogenes e é flanqueada por duas sequéncias curtas (aproximadamente 25 pares
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de bases) denominadas de borda esquerda (LB) e borda direita (RB), € incorporado
no nucleo da planta hospedeira a qual passa a produzir horménios vegetais (auxina
e citocinina) e opinas (compostos sintetizados para a nutricio da bactéria) (BOREM,
1998). As bordas direita e esquerda do T-DNA sdo necessarias para que ocorra a
transferéncia do mesmo para o ndcleo das células vegetais, no entanto a presenca
ou ndo dos outros genes contidos nesta regido nao interfere no processo de
transferéncia.

O plasmidio Ti contém véarios genes, cuja atividade media a
transferéncia do T-DNA. Os genes mais imprescindiveis na transferéncia do T-DNA
para o ndcleo da célula vegetal estdo em uma regido do plasmidio Ti que é
denominada “regido vir“. A regido vir tem cerca de 30kb e contém pelo menos 10
genes (vir A — vir J) cujos produtos séo vitais para o processamento e a transferéncia
do T-DNA (WEI et al. 2000). Para que desencadeie a transferéncia do T-DNA para o
nacleo da planta, a expressédo dos genes vir deve ser induzida. Um dos compostos
que tem esta propriedade de induzir os genes vir € o horménio vegetal
acetoseringona (AS) (KADO, 1991).

Baseando-se neste sistema natural de transferéncia de genes de
procarioto para eucarioto, estratégias para transferir genes de interesse do homem
as plantas foram desenvolvidas. Este sistema tem sido muito utilizado para a
obtencao de plantas transgénicas. No entanto, quando o objetivo € a obtencéo de
plantas transgénicas, os oncogenes presentes no T-DNA devem ser deletados para
evitar a formacédo de tumor. As linhagens de Agrobacterium contendo plasmidios
sem a regido T, portanto sem oncogenes, sdo denominadas linhagens “desarmadas”
(LACORTE & MANSUR, 1993). Conforme ja mencionado, a remocao de todos os
genes do T-DNA néo inibe a transferéncia de DNA pela bactéria, mas evita-se a
formacdo de tumores. As linhagens de Agrobacterium a serem utilizadas na
obtencdo de transgénicos podem possuir ainda um segundo vetor, contendo as
extremidades do T-DNA (bordas direita e esquerda), entre as quais 0S genes de
interesse sao clonados (ZAMBRYSKI et al. 1983; BEVAN, 1984; ROGERS et al.
1986). Esses vetores sao denominados de vetores binarios e sao derivados de
plasmidios capazes de se replicar tanto em Escherichia coli quanto em A.
tumefaciens, e de se manter de forma independente do plasmidio Ti. O vetor deve
conter uma regido de multiplos sitios de clonagem entre as extremidades do T-DNA,

para a insercao das sequéncias desejadas, uma origem de replicacdo apropriada, e
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um gene para selecdo em bactéria, geralmente, resisténcia a um antibiotico
(ROGERS et al. 1986).

A Higromicina B € um antibiético aminoglicosidico que inibe a sintese
de proteinas em procariotos e eucariotos interferindo na translocacdo dos
ribossomos e causando erro na leitura da fita de RNAmM. Genes que conferem
resisténcia a esse antibiotico foram isolados e caracterizados a partir de linhagens
de Streptomyces hygroscopicus (ZALACAIN et al. 1986) e Escherichia coli (GRITZ &
DAVIES, 1983; KASTER et al. 1983). Ambos codificam para uma fosfotransferase
que inativa o antibiotico através de fosforilacdo (GRITZ & DAVIES, 1983). Vetores de
clonagem contendo o gene de resisténcia a higromicina B, hph de E.coli, foram
desenvolvidos para uma série de organismos, inclusive para fungos filamentosos
(QUEENER et al. 1985).

Bundock et al. (1995) demonstraram pela primeira vez que o co-
cultivo de Agrobacterium e células de S. cerevisiae proporciona a transformacao
genética desta levedura. Mais tarde, de Groot et al. (1998) mostraram que
Agrobacterium também possui a capacidade de transformar fungos filamentosos.
Da mesma forma que para plantas, a transferéncia do T-DNA para a célula fangica
s6 ocorre se houver a ativacdo in vitro dos genes da regido vir, a qual vem sendo
feita através do uso de acetoseringona na etapa de co-cultivo (BUNDOCK et al.
1995, MULLINS et al. 2001; COMBIER et al. 2003).

Uma das vantagens de se utlizar o meéetodo baseado em
Agrobacterium para transformar fungos filamentosos esté relacionada a eficiéncia de
transformacao. Alguns trabalhos compararam a eficiéncia de transformacéo obtida
por este método com aquela obtida por protoplasto PEG e/ou Biobalistica, e
demonstraram que o sistema Agrobacterium permite a obtencdo de um maior
namero de transformantes (AMEY ET AL. 2002; CAMPOQY et al. 2003; FITZGERALD
et al. 2003; RODRIGUEZ-TOVAR et al. 2005).

Atualmente, varios parametros vém sendo investigados visando a
otimizacdo da frequéncia de transformacéo de diferentes espécies fungicas. Dentre
estes parametros, destacam-se: a linhagem de Agrobacterium utilizada na
transformacéo, a quantidade de células de Agrobacterium utilizada no cocultivo, o
tempo de cocultivo e a presenca ou ndo de acetoseringona no pré-cultivo da
bactéria. O efeito de todas estas variaveis sdo bem discutidos na revisdo de
Michielse et al. (2005b).



25

A integracdo do DNA exogeno em fungos filamentosos pode ocorrer
tanto por recombinacdo homdloga como por recombinacdo heteréloga, sendo que
esta Ultima tem sido bastante utilizada para a obtencdo de mutagénese aleatdria em
substituicdo aos métodos para obtencdo de mutantes via mutagénese quimica e
radioativa (KHANG et al. 2005; SUGUI et al. 2005). A vantagem da mutagénese
insercional via T-DNA sobre os métodos classicos de indu¢do de mutacédo, € que as
sequéncias que flanqueiam o sitio de inser¢cdo podem ser identificadas facilmente. A
identificacdo dessas regibes permite associar a fungcdo de um gene a um dado
fendtipo mutante. Dentro deste contexto, ou seja, de mutagénese insercional com
vistas a obtencdo de mutantes aleatdrios e subsequente identificacdo do gene
mutado, € extremamente relevante o nimero de copias do DNA exégeno integrado
ao genoma do fungo transformado por Agrobacterium. A obtencdo de
transformantes com insercfes Unicas € desejavel, pois s6 assim pode-se assegurar
que o fendtipo mutante estd associado ao gene interrompido. A maioria dos
trabalhos que fizeram uso do sistema Agrobacterium para a transformacao de
fungos demonstra que o T-DNA se insere em sitios aleatorios, e que had uma
predominancia de insercdes Unicas no genoma do hospedeiro (de GROOT et al.
1998; COVERT et al. 2001, MORIOKA et al. 2006). Esta caracteristica torna o
método de agrotransformacéo bastante atraente quando se deseja obter fenotipos
mutantes e identificar os genes a estes relacionados. Alguns trabalhos descrevem
variaveis que interferem com o numero de coépias integradas ao genoma. Uma das
variaveis é a presenca ou auséncia de acetoseringona no pré-tratamento da bactéria
antes do co-cultivo. Neste sentido, os dados sao divergentes na literatura. Para
Fusarium oxysporum, Mullins et al.,, (2001) demonstraram que a presenca de
acetoseringona no pré-tratamento da bactéria diminuiu a frequéncia de
transformantes com integracdes Unicas. O mesmo tipo de resultado foi obtido por
Morioka et al., (2006) ao trabalhar com o fungo Aspergillus carbonarius. Ao contrario
disso, Combier et al. (2003) registraram que a presenca de acetoseringona no preé-
tratamento de A. tumefaciens aumentou a frequéncia de transformantes com
integracBes Unicas do T-DNA no genoma do fungo Hebeloma cylindrosporum.
Michielse et al. (2005b), discutem em sua revisdo que o efeito da acetoseringona no
pré-cultivo da bactéria pode ser favoravel ou negativo, dependendo da espécie em

estudo.
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Embora seja grande o numero de espécies fungicas ja descritas
como passiveis de serem transformadas via A. tumefaciens (Tabela 1), poucos
genes fungicos foram identificados até o momento através de mutacdo insercional
via A. tumefaciens.

O fungo Coniothyrium minitans tem despertado interesse dos
pesquisadores por ser capaz de parasitar o fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum e
ter, portanto, potencial para uso no controle bioldgico. Rogers et al. (2004) ap6s
transformarem este fungo via A. tumefaciens e procederem a andlise fenotipica de
1000 transformantes, obtiveram dois mutantes ndo patogénicos. Posteriormente este
mesmo fungo, Coniothyrium minitans, foi alvo da pesquisa realizada por Li et al.
(2005). Estes autores otimizaram a metodologia de transformacéo mediada por A.
tumefaciens e obtiveram uma biblioteca de trinta mil transformantes. A observacéo
de cada um dos transformantes permitiu detectar quatro tipos de mutantes: com
deficiéncia de esporulacédo, ndo patogénicos, com alteracdo na pigmentacdo e com
deficiéncia na producdo de antibidticos. Dentre estes tipos de mutantes o mais
frequente foi do tipo deficiéncia de esporulacédo, i.e. 98 mutantes em um total de
30000 transformantes analisados. A analise de sequéncias do DNA de um dos
mutantes para esporulacdo mostrou que o gene MAP kinase foi interrompido pelo T-
DNA.

Idnurm et al. (2004) estudaram a potencialidade do método de
agrotransformacédo para a obtencdo de mutantes insercionais de Cryptococcus
neomorfans. Dentre 576 transformantes avaliados, trés mutantes com deficiéncia na
producdo de melanina foram identificadas. Para dois destes mutantes foi possivel
identificar o gene nocauteado. Um destes mutantes apresentou a insergcédo do T-DNA
a 575pb upstream do inicio do gene LAC1. O segundo mutante mostrou a inser¢ao
do T-DNA 80pb upstream do inicio do gene CLC1l. A habilidade de produzir
melanina é um fator de viruléncia chave no patdgeno Cryptoccus neoformans.
Apesar do grande significado da biossintese de melanina, os processos moleculares
e celulares envolvidos nesta biossintese sdo ainda pouco conhecidos. Visando
identificar genes envolvidos nesta biossintese, Walton et al. (2005) também
investiram na mutagénese insercional deste fungo via A. tumefaciens. Os autores
isolaram doze mil transformantes visando recuperar genes envolvidos na sintese de
melanina. Quatro novos alelos do gene que codifica lacase (LAC1) foram

identificados.
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Véarios métodos tém sido descritos para identificar as sequéncias de
DNA que flanqueiam as bordas direita e esquerda do T-DNA inserido ho genoma
fungico (BALZERGUE et al. 2001; COTTAGE et al. 2001; LIU et al. 1995; SINGER &
BURKE, 2003). Dentre essas metodologias, a técnica de TAIL-PCR (Thermal
Asymmetric Interlaced), descrita primeiramente por Liu et al. (1995), vem sendo
bastante utilizada na tentativa de identificar genes em organismos eucarioticos. Ela
permite o rapido e eficiente reconhecimento das sequéncias que flanqueiam o T-
DNA no genoma transformado (COMBIER et al. 2003; MULLINS et al. 2001; RHO et
al. 2001 ROLLAND et al. 2003; van ATTIKUM et al. 2001). Essa técnica baseia-se
em reacbes de PCR consecutivas usando primers de sequUéncias especificas e
primers de sequéncias degeneradas. A especificidade do produto resultante apés
trés ciclos de amplificacdo é alta, o que permite seu sequenciamento e identificacao.
Cerca de 60 a 80% das reacfes resultam em produtos especificos com qualquer dos

primers degenerados desenvolvidos por LIU et al. (1995).

Tabela 1 — Espécies fungicas transformadas via Agrobacterium tumefaciens)

Espécies de fungos Referéncias

Agaricus bisporus de Groot et al. (1998)

Aspergilus awamori de Groot et al. (1998), Michielse et al. (2004a,
2005a)

Aspergillus carbonarius Morioka et al. (in press)

Aspergillus fumigatus Sugui et al. (2005)

Aspergillus giganteus Meyer et al. (2003)

Aspegillus niger de Groot et al. (1998)

. ) Dos Reis et al. (2004); Fang et al. (2004); Leclerque
Beauveria bassiana

et al. (2004)
Beauveria dermatiditis Brandhorst et al. (2002)
Blakeslea trispora Heinekamp et al. at ECFG7, 2004
Botrytis cinerea Rolland et al. (2003)
Calonectria morganii Malonek & Meinhardt (2001)

Ceratocystis resinifera Loppnau et al. (2004)



Espécies de fungos Referéncias

Chaetomium globosum Gao & Yang (2005)

Claviceps pururea Scheffer & Tudzynski at 22nd FGC, 2003
Coccidiodes immitis Abuodeh et al. (2000)

Coccidiodes posadasii Kellner et al. (2005)

Colletotrichum gloeosporioides de Groot et al. (1998)

Colletotrichum graminicola Flowers & Vaillancourt. (2005)
Colletotrichum lagenarium Tsuji et al. (2003)

Colletotrichum trifolii Takahara et al. (2004)

Coniothyrium minitans Rogers et al. (2004); Li et al. (2005)
Cryphonectria parasitica Park & Kim (2004)

Cryptococcus neomorfans Idnurm et al. (2004)

Cryptococcus gatii McClelland et al. (2005)

Fusarium circinatum Covert et al. (2001)

Fusarium oxysporum Mullins et al. (2001); Mullins & Kang (2001)
Fusarium venenatum de Groot et al. (1998)

Glarea lozoyensis Zhang et al. (2003)

Hebeloma cylindrosporum Combier et al. (2003)

Helminthosporium turcicum Degefu & Hanif (2003)

Histoplasma capsulatum Sullivan et al. (2002)

Hypholoma sublateritium Godio et al. (2004)

Kluyveromyces lactis Bundock et al. (1999)

Leptosphaeria maculans Gardiner & Howlett (2004); Gardiner et al. (2004)
Magnaporthe grisea Rho et al. (2001); Khang et al. (2005)

Metarhizium anisopliae var. L
M. Furlaneto, comunicacgao pessoal

acridum
Monascus purpureus Campoy et al. (2003)
Mycosphaerella fijiensis Donzelli et al. at 22nd FGC, 2003
Mycosphaerella graminicola Zwiers & de Waard (2001)
Mucor miehei Monfort et al. (2003)

Neurospora crassa de Groot et al. (1998)



Espécies de fungos
Omphalotus olearius
Ophiostoma piceae
Ophiostoma piliferum
Paecilomyces fumosoroseus
Paracoccidioides brasiliensis
Paxillus involutus

Pisolithus microcarpus
Pisolithus tinctorius
Phytophthora infestans
Phytophthora palmivora

Pythium ultimum

Rhizopus oryzae
Saccharomyces cerevisiae

Sclerotinia sclerotiorum

Suillus bovinus
Trichoderma asperellum

Trichoderma atroviride
Trichoderma hazianum
Trichoderma longibrachiatum
Trichoderma reesei

Tuber borchii

Venturia inaequalis
Verticillium dahliae

Verticillium fungicola

Referéncias

Voss et al. at ECFG6, 2002
Tanguay & Breuil (2003)
Hoffman & Breuil (2004)
Lima et al. (in press)

Leal et al. (2004)

Pardo et al. (2002)

Pardo et al. (2005)
Rodriguez-Tovar et al. (2005)

Vijn & Govers (2003)
Vijn & Govers (2003)
Vijn & Govers (2003)

Michielse et al. (2004b)
Bundock et al. (1995; 1996)

Weld et al. (2005)

Hanif et al. (2002); Pardo et al. (2002)
Cardoza et al. at ECFG7, 2004

Cardoza et al. at ECFG7, 2004; Zeilinger (2003)
Quoc-Khanh et al. at 21st FGC, 2001

Cardoza et al. at ECFG7, 2004

de Groot et al. (1998)

Grimaldi et al. (2005)

Fitzgerald et al. (2003)

Dobinson et al. (2003)

Amey et al. (2002)

Modificacdo e atualizacdo da tabela apresentada por MICHIELSE et al. 2005b

29



30

4 MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGEM DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Agrobacterium tumefaciens linhagem AGL1 (ATCC/BAA-101) usada
para a transformacdo foi gentiimente cedida pelo Dr. C. Peter Romaine da
Universidade da Pensilvania, EUA. A agrobactéria foi estocada em meio Luria-
Bertani (LB) contendo os antibidticos para a manutencdo do plasmidio Ti

desarmado: canamicina (50 pg.mL™) e estreptomicina (50 pg.mL™).

4.2 VETOR BINARIO

O vetor binario plasmidio pPK2 (10,77 Kb) foi construido pela Dra.
Sarah F. Covert no Departamento de Botanica da Universidade da Gedrgia, EUA e
cedido gentilmente ao Departamento de Microbiologia da Universidade Estadual de
Londrina, Brasil. Este vetor, derivado do plasmidio pPZP201 (HAJDUKIEWICS et al.
1994), possui as bordas esquerda (LB) e direita (RB) do T-DNA, flanqueando o gene
da fosfotransferase (hph) de E. coli, que confere resisténcia a higromicina B,
controlado pelo promotor Pgpd (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) e pela
sequéncia terminal Ttrp C (sintese do triptofano), ambos de A. nidulans. No
plasmidio Ti a bactéria possui o gene Kan® marcador genético para resisténcia a
canamicina. O vetor binario pPK2 foi introduzido em A. tumefaciens via
eletroporagdo pela Profa. Dra. Méarcia Cristina Fulaneto do departamento de
Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana, Brasil.
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4.3 ISOLADO FUNGICO

Aspergillus westerdijkiae linhagem ITAL 142 foi gentilmente cedida
pela Dra. Marta H. Taniwaki do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL),
Campinas, Sao Paulo, Brasil. Trata-se de uma linhagem isolada de gréos de café e

caracterizada como produtora de ocratoxina A (TANIWAKI et al., 2003).

4.4 TESTE DE SENSIBILIDADE DA LINHAGEM ITAL 142 A HIGROMICINA B

A inibicdo do crescimento de A. westerdijkiae (ITAL 142), por
higromicina B foi determinada antes dos experimentos de agrotransformacéo. Para a
determinacao da CIM (concentracdo inibitéria minima) o isolado fungico foi inoculado
em placas de petri contendo meio completo (MC) (PONTECORVO et al. 1953), com
diferentes concentracdes de higromicina B (0, 100, 150, 200 e 300 ug Hyg/mL). As
placas foram incubadas a 28°C durante sete dias e posteriormente o
desenvolvimento do fungo foi analisado nas placas com diferentes concentracdes do

antibiotico.

4.5 COLORACAO DE NUCLEOS DOS CONIDIOS

A coloracdo de nudcleos dos conidios foi realizada seguindo-se o
protocolo de Tanaka et al. (1979). Os conidios foram aderidos a uma laminula
usando uma gota de solucdo de albumina. Apds secagem, o material foi fixado
usando acido acético —etanol (3:1 v/v) por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds
secagem procedeu-se a lavagem do material em etanol 95% e posteriormente em
etanol 70%. ApGs estas duas lavagens o material foi submetido a hidrélise em HCI 1
N a 60°C por 12 min. Apos a hidrolise a laminula foi lavada em agua destilada,
tratada com corante Giemsa (0.07% Giemsa em tampao fosfato 50 mM / pH 6.9 / 3%
glicerol / 3% metanol) por 30 minutos. Por fim, a laminula foi lavada em &agua

corrente e depositada sobre uma lamina para observagdo sob microscépio éptico.
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4.6 TRANSFORMACAO MEDIADA POR AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Apos sete dias de crescimento do isolado A. westerdijkiae ITAL 142,
conidios foram suspensos em solucdo tween 80 e contados em camara de
Neubauer. A suspensao de conidios foi centrifugada e ressuspensa em meio de
inducdo (MIl) em um volume de 7 mL contendo 200 uM de acetoseringona (AS) a
uma concentrac&o ajustada de 2 x 10° conidios/mL ou 2 x 10’ conidios/mL.

Agrobacterium tumefaciens linhagem AGL1 carregando o plasmidio
pPK2 foi recuperada do estoque em glicerol, cultivada duas vezes subsequentes
durante 12 h a 28°C, 180 rpm em meio LB liquido (V = 7 mL) suplementado com
canamicina (50 pg/ mL™ ) e estreptomicina (50 pg/ mL™). Uma suspensdo de células
da agrobactéria foi diluida para um densidade 6ptica DOgso nm de 0,15 em meio de
inducdo na presenca ou na auséncia de AS (200 uM) em um volume final de 10 mL .
Para os experimentos de transformacéo as células foram incubadas, a 28°C em 180
rpm, por um tempo adicional até que a cultura alcancasse DOggonm de 0,6 a 0,8. Nas
condicOes utilizadas este tempo de inducédo de competéncia foi de aproximadamente
9 horas.

Apés este periodo, as suspensdes de agrobactéria (DOgsonm = 0,6 —
0,8) e fungo (2 x 10° conidios/mL ou 2 x 107 conidios/mL) foram misturadas em igual
volume (100 pL). Essa mistura (200 ulL) foi plaqueada em uma membrana de
nitrocelulose (de 0,45 um de porosidade e 90 mm de diametro, MFS, Japan) que
estava posicionada sobre meio de inducdo solidificado contendo AS (200 uM). As
placas foram incubadas a 28°C durante 36 horas. Apds este periodo que é
denominado, tempo de co-cultivo, as membranas foram transferidas para placas
contendo meio de cultivo M-100 (STEVENS, 1974) suplementado com 150 pg.mL™
de mefoxina (MERCK) e 200 ug. mL™ de Hyg B (INVITROGEN Life Technologies). A
mefoxina € usada para eliminar a bactéria, e a Hyg B para selecionar os
transformantes. As col6nias resistentes a Hyg B visualizadas apés 7 dias foram
contadas e repicadas para placas de petri contendo meio de cultivo seletivo (M-100

suplementado com 200 pug.mL*de Hyg B) até a conidiogénese.
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4.7 EXTRACAO DE DNA PARA USO EM PCR E SOUTHERN BLOT

Trinta transformantes escolhidos ao acaso e a linhagem selvagem
ITAL 142 de A. westerdijkiae foram cultivados durante 7 dias a 28°C em placas
contendo meio seletivo solidificado 1,5% (M-100 suplementado com 200 pg.mL™ de
Hyg B), sendo em seguida repicados em erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de
meio completo sem adicdo de Hyg B a 28°C sob agitagdo de 180 rpm durante 20
horas. Aglomerados de micélios foram coletados por filtracdo e lavados por varias
vezes com agua destilada autoclavada. O filtrado foi congelado duas a trés vezes
em nitrogénio liquido e macerado até obter um p6. O DNA genbmico dos
transformantes e da linhagem selvagem foi isolado do material macerado usando o
protocolo descrito em Azevedo et al. (2000).

A quantidade de DNA dos transformantes foi determinada por leitura
da intensidade de fluorescéncia do brometo de etidio, apds eletroforese do DNA em
gel de agarose 0,8% (p/v). O brometo de etidio € um corante (toxico) que se
intercala nas moléculas dos acidos nucléicos sendo que a luz ultravioleta induz sua
fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia observada sob UV é proporcional a
massa total de DNA da amostra colocada no poco da eletroforese. Foi preparada
uma diluicdo 1:10 do DNA de cada transformante onde 10uL da diluicdo foi
introduzido no gel para eletroforese. Para quantificagcdo comparou-se a fluorescéncia
da amostra com aquela de um padrao conhecido (DNA de fago lambda a 1,2; 5,0;
10,0; 15,0 e 20,0 ng/uL).

4.8 ANALISE DOS TRANSFORMANTES POR PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

O DNA genbmico dos transformantes e da linhagem selvagem foi
analisado para a presenca do gene hph por PCR (Polymerase Chain Reaction). Os
primers: hph 1 (5-TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT-3) e hph 2 (5-
CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG -3), que reconhecem porc¢des do gene hph foram
utilizados na reagcdo de PCR. Cada reacdo de amplificacdo foi preparada com um

volume final de 25 uL, contendo 2,5 pL de tampéo 10x (Invitrogen, Life Technologies
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200 mM Tris — HCI pH 8,4 / 500 mM KCI); 2,0 uL de dNTP (Invitrogen — Life
Technologies 2,5 mM) / 1,5 puL de primer hph 1 e hph 2 (Invitrogen, Life
Technologies — 10 pmol/uL) / 1,0 uL de MgCl, (Invitrogem, Life Technologies — 50
mM) / 0,2 uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies — 1U/uL) / 3 uL
da amostra de DNA (5 ng/uL). O volume foi completado para 25 uL com agua
ultrapura.

Para a amplificacdo foi utilizado o termociclador PT — 100 (MJ
Research, Inc). As condi¢cdes de ciclagem foram aquelas descritas por Malonek e
Meinhardt (2001), ou seja: um ciclo de desnaturacdo inicial de 4 minutos a 95°C,
seguidos de 35 ciclos, sendo cada ciclo consistindo de 45 segundos a 92°C
(desnaturagdo), 1 minuto a 60°C (anelamento) e 1,5 minutos a 72°C (polimerizagao),
finalizando o processo com 5 minutos a 72°C (extensdo). Apés a amplificacéo, as
amostras foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corrido
em tampdo TBE 1x. Os géis foram corados com brometo de etidio e fotografados em

fotodocumentador Digi Doc.

4.9 ANALISE DA ESTABILIDADE MITOTICA DOS TRANSFORMANTES

Para estimar a estabilidade mitética do DNA exdgeno no genoma do
hospedeiro, 16 transformantes escolhidos ao acaso foram analisados. Conidios das
extremidades das coldnias crescidas em meio seletivo (M-100 suplementado com
200 pg.mL™ de Hyg B), durante 7 dias & 28°C foram repicados para placas contendo
meio completo sem adicdo de Hyg B durante 10 (dez) geracfes sucessivas. Apds
este procedimento conidios provenientes do crescimento da décima repicagem em
meio nao seletivo foram transferidos para placas de 26 pontos contendo meio M-100
suplementado com 200 pg.mL™* de Hyg B. Ap6s incubacdo a 28°C durante 7 dias
procedeu-se a contagem de colonias crescidas e calculou-se a percentagem de

transformantes que mantiveram o fenétipo higromicina resistente.
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4,10 ANALISE DOS TRANSFORMANTES QUANTO AO NiVEL DE RESISTENCIA A HIGROMICINA B

Para determinar o nivel de resisténcia a Hyg B, os transformantes
foram inoculados em placas de 26 pontos, contendo meio M-100 solidificado em
diferentes concentracdes de higromicina B (0, 25, 50, 75, 150, 300, 600, 900 e 1200
ng.mL™). A linhagem selvagem ITAL 142 foi utilizada como controle.

4.11 RESTRICAO DO DNA GENOMICO DOS TRANSFORMANTES E TRANSFERENCIA PARA A

MEMBRANA DE NAILON

Para a analise por Southern Blot os DNAs extraidos foram
submetidos a hidrolise com a enzima de restricdo Sstl (Invitrogen, Life Technologies)
a 10 U/uL. Esta enzima reconhece e cliva uma seqiéncia de nucleotideos presente
em uma das extremidades do cassete de expressao. A reacdo de restricao foi feita
em um volume total de 100 pL, contendo 3ug de DNA, 10 pL de tamp&o React® 2 e
20 U da enzima Sstl. A reacéo foi incubada a 37°C (em banho-maria) durante 12
horas, e apds este periodo a enzima foi inativada por aquecimento a 65°C por 5
minutos. Para concentrar a amostra hidrolisada foi feita uma precipitacdo
adicionando-se 10 uL de NaCl (3 M) e 250 uL de alcool absoluto gelado. Apos
incubacdo a -20°C por 12 horas, o material foi centrifugado (10.000 rpm por 10
minutos) e o precipitado lavado com &lcool 70%. Apés secagem em temperatura
ambiente, o DNA hidrolisado foi ressuspenso em 10 pL de H,O estéril. Os 10 uL de
DNA hidrolisado foram colocados em gel de agarose 0,8%. A eletroforese foi
realizada a 3 V por cm de distancia entre os eletrodos de modo a obter uma corrida
lenta. O gel foi posteriormente corado com brometo de etidio e fotografado em
fotodocumentador Digi Doc.

Apos a eletroforese o DNA foi transferido para uma membrana de
nailon conforme procedimento a seguir: foi feito um pequeno corte na porcéao inferior
do lado esquerdo do gel de agarose. O gel foi submetido a depurinizagcdo em
solugéo depurinizante HCI 0,2 N (4,97 mL de HCIl em 295,3 mL de H;0), por 10
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minutos. Apés este periodo o gel foi lavado com agua destilada e transferido para
uma solucéo desnaturante (NaOH 6,0 g; 26,26 g NaCl; H,O 300 mL) por 30 minutos.
O gel foi lavado com agua destilada e em seguida neutralizado através da incubacao
por 30 minutos em solucdo neutralizadora (150 mL de Tris-HCIl 2 M pH7,2; 150 mL
de NACI 3,0 M), com agitacdo branda a temperatura ambiente. Este procedimento
foi repetido mais uma vez, porém incubando-se por apenas 15 minutos. Enquanto o
gel estava na solucdo de neutralizacdo, utilizando-se de luvas em todas as etapas,
foi preparada a membrana de nailon (HYBOND-N — AMERSHAM). A membrana foi
umedecida em agua destilada e entdo imersa em tampao de transferéncia SSC 20 X
por 5 minutos. A transferéncia do DNA contido no gel para a membrana de nailon foi
feita por 12 horas em um aparato de transferéncia tradicional. Para fixar o DNA na
membrana, exp0s-se o lado da membrana com o DNA voltado para cima a uma
fonte de luz UV (baixa intensidade) dando 3 pulsos de 1 minuto, com 2 minutos de
intervalo entre os pulsos. A membrana foi lavada com agua destilada e seca em
cima de um papel de filtro comum por 2 horas em temperatura ambiente. Por fim, a
membrana foi guardada em um envelope de papel de filtro comum e aluminio a —
20°C.

4.12 EXTRAGAO DO PLASMIDIO PPK2 PARA PREPARO DA SONDA DE HIBRIDACAO

Células de E. coli transformadas com o vetor pPK2 que contém o
gene hph foram inoculadas em meio LB liquido (3 mL) com ampicilina 100 pg.mL™
(3,0 pL) e incubadas a 37 °C, 180 rpm, por 12 horas. Em seguida, o0 meio de cultura
contendo as células transformadas foi aliquotado em tubos de 1,5 mL e centrifugado
por 5 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 100 pL de GET (glicose 20%; EDTA 0,5 M pH 8,0; Tris-HCI 1M pH
7,4), homogeneizando-se suavemente. Apos esta fase, foram adicionados 100 pL da
solucdo de lise (2 mL NaOH 10 N; 1 mL SDS 10%), invertendo-se o tubo e
incubando-se em gelo por 5 minutos. Foram adicionados 200 pL da solucdo de
neutralizacdo (30 mL KOAc 5 M; 5,75 mL C,H4O;; 14,25 mL agua milliQ) e em
seguida misturou-se por inversao dos tubos, sendo logo apds incubados em gelo por

5 minutos, e centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
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transferido (400 uL) para um novo tubo, e foram colocados 2,5 volumes (1 mL) de
alcool absoluto, invertendo-se o tubo e deixando no freezer por 15 minutos. Logo
apos, centrifugou-se a 12000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado.
Em seguida, foram adicionados 500 pL de &lcool 70% na parede do tubo, e o
sobrenadante novamente descartado. Apdés a secagem do DNA, o mesmo foi
ressuspenso em 50 pL de agua milliQ. Nesta fase foram adicionados 7 pL de RNAse
(100 ng/uL) e incubados por 15 minutos a 37 °C. ApOs este periodo, foram
colocados 50 pL de clorofane, invertendo-se suavemente o tubo e centrifugando por
5 minutos a 12000 rpm, entdo, foi retirada a fase superior e a mesma transferida
para um novo tubo de microcentrifuga. No novo tubo, foram acrescentados 5 pL
(1/10 do volume) de NaCl 3 M juntamente com 100 pL de etanol absoluto gelado (2
volumes), e foi deixado no freezer por uma hora. Ao ser retirado do freezer, foi
novamente centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado,
entdo foram adicionados 100 pL de etanol 70%, para lavagem, descartando-se em

seguida e deixando secar. O precipitado foi ressuspendido em 20 pL de agua milliQ .

4.13 OBTENCAO DO FRAGMENTO DO GENE HPH E MARCACAO DA SONDA

Para a hidridacao foi utilizado como sonda um fragmento de DNA
contendo o gene hph de 1,75 Kb. Este fragmento foi obtido por PCR com os primers
hph 1 (5-TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT-3) e hph 2 (5-
CGCGTCTGCTGCTCCATAC AAG -3)).

A marcacao da sonda foi realizada segundo o protocolo do Kit DIG
High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit 1l (Roche). Trezentos
nanogramas de DNA molde foram desnaturados a 95°C em banho-maria por 10
minutos, seguido de resfriamento rapido em gelo. Ap6s desnaturacdo, foram
adicionados ao DNA 4 ul do Mix DIG-High Prime (fornecido pelo kit). A solugé&o foi
homogeneizada e incubada a 37°C por 18 horas. A reacdo foi interrompida pela
adicdo de 2 ul de EDTA (0,2 M, pH 8,0) e aquecimento em banho-maria a 65°C por
10 minutos.

A sonda foi quantificada conforme os procedimentos sugeridos no
protocolo do Kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit 1l (Roche).
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4.14 HIBRIDACAO

A hidridacao foi realizada conforme recomendado pelo protocolo do
Kit DIG High Prime DNA Labelling and Detection Starter Kit Il (Roche).

As membranas foram colocadas em saco plastico contendo 5 mL de
solugdo de pré-hibridacio (Kit) e incubadas a 42°C, sob 80 rpm de agitacéo, por 30
minutos. Decorrido este tempo, a solu¢do de pré-hibridacdo foi retirada do saco
plastico. Cerca de 120 ng de sonda previamente desnaturados a 100°C por 5
minutos seguidos de resfriamento em gelo, foram suspensos em 5 mL de solucéo de
hibridacdo, e entdo colocados no saco plastico. As membranas foram incubadas por
18 horas nas mesmas condic¢des de pré-hibridacao.

ApoOs hibridacdo, as membranas foram inicialmente lavadas duas
vezes com SSC 2x, SDS 0,1% por 5 minutos a 25°C, e mais duas vezes com SSC
0,5x, SDS 0,1% por 15 minutos a 68°C, sob 80 rpm de agitacdo. Em seguida, foram
lavadas em tampéo de lavagem (acido maléico 0,1 M; NaCl 0,15 M; Tween 20 0,3
%, pH 7,5) por 5 minutos a 30°C sob agitacdo, e incubadas em 144 mL de solucédo
de bloqueio (Kit) diluido 1:10 em tamp&o de Acido Maleico, por 30 minutos nas
mesmas condicdes. As membranas ainda foram incubadas por 30 minutos a 30°C
em 30 mL de solucdo de anticorpo (Kit), anteriormente diluida 1:10000 em solucao
de bloqueio, também sob agitacdo, e novamente lavadas em tampédo de lavagem
duas vezes por 15 minutos a 30°C sob agitacdo. Por Ultimo, foram colocadas em 30
mL de tampé&o de deteccao (NaCl 0,1 M; Tris-HCI 0,1 M pH 9,5) por 5 minutos em
iguais condi¢des. As membranas foram colocadas sobre uma folha de transparéncia
e as suas faces contendo o DNA foram aplicados 1,44 mL de CSPD (Kit). Em
seguida as membranas foram cobertas com outra folha de transparéncia e
incubadas por mais 5 minutos a 30°C. O excesso de liquido entre as folhas de
transparéncia entre as quais estavam as membranas foi retirado rolando-se um
bast&o de vidro sobre elas. As membranas foram incubadas por 10 minutos a 37°C e

expostas a filme de raio-X por 2 horas.
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4.15 SELECAO DE MUTANTES PARA OCRATOXINA A

Um total de 600 transformantes foi avaliado quanto a capacidade de
producao de ocratoxina A em meio leite de coco-agar (HEENAN et al. 1998). A cada
placa foi inoculado um transformante e a linhagem selvagem (ITAL 142). Apés
incubacdo das placas a 28°C por 6 dias as placas foram observadas em luz
ultravioleta. Os transformantes que ndo mostraram halo fluorescente azul foram
selecionados para andlise em HPLC usando a metodologia descrita por Bragulat et
al. (2001). Os transformantes foram inoculados em placas de Petri contendo meio
Agar Sacarose Extrato de Levedura (YESA). As placas foram incubadas por 7 dias a
25°C, sendo posteriormente testados quanto a producdo de ocratoxina através da
técnica de “agar plug”. Trés plugs de agar foram removidos da area central das
colénias, pesadas e introduzidas em um pequeno frasco. Um volume de 0,5 mL de
metanol foi adicionado e, ap6s 60 minutos, o extrato foi filtrado (Millex-Millipore,
Massachusetts, USA) e injetado em um sistema HPLC. O equipamento de HPLC
usado foi um Shimadzu LC-10VP System (Shimadzu, Japan) com um detector de
fluorescéncia de 333 nm de excitacdo e 477 nm de emissdo. O HPLC foi ajustado
com uma coluna de guarda Shimadzu CLC G-ODS (4 x 10 mm) e uma coluna
Shimadzu Shimpack CLC-ODS (4.6 x 250 mm). A fase movel foi metanol:
acetonitrila: agua deionizada: acido aceético (35:35:29:10) e a taxa de fluxo foi 0,8
mL/min. Uma ocratoxina A padrao (Sigma Chemical, St Louis, USA) foi usada para a
construcdo de uma curva de calibracdo, area de pico versus massa (ng). A
concentracdo de OTA no extrato da amostra foi determinada pela interpolacédo da

area de pico resultante a partir do grafico de calibracéo.

4.16 TAIL-PCR E SEQUENCIAMENTO DE DNA

O DNA gendmico dos mutantes (T10 e TS18) foram usados como
molde nas reac6es de TAIL-PCR. O par de primer, degenerado AD2 e especifico RB
foram usados conforme mostra a Tabela 2. As condi¢cdes de reacao e amplificacédo

foram idénticas aquelas descritas por Combier et al. (2003). Trés ciclos de
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amplificacdo foram feitos em termociclador PTC 100 (MJ Research). Os produtos
secundarios e terciarios foram analisados por eletroforese em gel de agarose (1,5%).
Os produtos resultantes das PCR terciarias que eram cerca de 100 bp menores que
0s respectivos produtos obtidos nas PCR secundarias foram excisados do gel e
purificados usando o Kit CONCERT™ Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL,
Germany, US, UK). O DNA resultante foi sequenciado usando DYEnamic™ ET dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) em
MegaBACE 1000. As seqliéncias foram comparadas através da ferramenta BLAST
disponivel nos sites do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov), e do TIGR
(http:/tigrblast.tigr.org).

Tabela 2 - Sequiéncias e temperaturas de anelamento dos primers usados na TAIL-
PCR (Combier et al. 2003).

Primer Sequéncia de nucleotideos (5’ para 3’) Temperatura de anelamento (C°)
RB1 GGCACTGGCCGTCGTTTTACAAC 64
RB2 AACGTCGTGACTGGGAAAACCCT 62
RB3 CCCTTCCCAACAGTTGCGCA 61
AD2 NGTCGASWGANAWGAA 47

W=AouT;N=A,T,CouG;S=GoucC.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://tigrblast.tigr.org/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao desta dissertacdo sao apresentados na
forma de um artigo cientifico que serad enviado para o peridédico “Antonie van
Leeuwenhoek”. As normas de publicacdo para este periédico encontram-se nos

anexos (Anexo 2).
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Abstract

Aspergillus westerdijkiae is a potent ochratoxin A producer that has been
found in coffee beans. Ochratoxin A is known to have nephrotoxic effects and
carcinogenic potential in animal species. Here we report the Agrobacterium-mediated
transformation for A. westerdijkiae. Conidia were transformed to hygromicin B
resistance using AGL-1 strain of Agrobacterium tumefaciens. The obtained
transformation frequency was up to 47 transformants per 10° target conidia. Among
600 transformants around 5% showed morphological variations. Two transformants
(T10 and TS18) with consistently reduced ochratoxin A production were obtained.
Fungal sequences flanking the insertion site could be amplified by Thermal
Asymmetric Interlaced PCR. The sequence obtained from TS18 had homology to a
monooxygenase putative from Aspergillus fumigatus. For the transformant T10 it was
found a jumoniji family of transcription factor with a C4HC3 zinc-finger-like motif that

has homology with A. fumigatus.

Keywords:
Agrobacterium-mediated  transformation,  Agrobacterium-mediated insertional

mutagenesis, Aspergillus ochraceus, Aspergillus westerdijkiae, Ochratoxin A
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Introduction

Ochratoxin A (OTA) is a secondary metabolite that is known to have
nephrotoxic effects and carcinogenic potential in animal species (IARC, 1993). This
mycotoxin was first identified in Aspergillus ochraceus, which belongs to section
Circumdati. The taxonomy of this section remains in progress and recently Frisvad et
al. (2004) proposed the division of formal A. ochraceus species into two species, A.
ochraceus and A. westerdijkiae. Several isolates previously identified as A.
ochraceus is now recognised as A. westerdijkiae, including the original OTA
producing strain (NRRL 3174). In a previous work, we showed that two groups (A
and B) of A. ochraceus are found in Brazilian coffee beans (Fungaro et al. 2004), and
the majority of the isolates was accommodated in group B. Based on the recently
proposed classification (Frisvad et al. 2004) the group B isolates was recognised as
A. westerdijkiae, which is the most important OTA producing species in Brazilian
coffee beans.

OTA consists of a chlorinated isocoumarin-derivative linked to L-phenylalanine
(Moss 1996; O'Callaghan et al. 2003). Despite its importance, the knowledge of the
biosynthetic pathway for OTA is very limited. Based on OTA molecular structure,
several enzymatic activities are supposed to be required for its biosynthesis. To our
knowledge, only a part of one gene (pks) involved in the OTA biosynthesis has been
characterized from A. ochraceus (O’ Callaghan et al. 2003).

The T-DNA insertional mutagenesis strategy is a recent and powerful tool for
the identification of genes involved in a particular function. This strategy is based on
the well-known ability of Agrobacterium tumefaciens to transform host genomes by
transferring part of its DNA (T-DNA) to the host nuclei. In plants, T-DNA insertional

mutagenesis has been extensively used for cloning genes, promoters, enhancers
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and other regulatory sequences (reviewed by Radhamony et al. 2005). In comparison
to plants, the protocols for the transference of T-DNA into fungi cells have recently
been described (Bundock et al. 1995; de Groot et al. 1998). The number of fungi that
can be transformed by Agrobacterium-mediated transformation (AMT) is still
increasing, and there is a consensus that each species must be considered
independently, and the transformation-protocols optimized (Michielse et al. 2005 and
references therein).

The Agrobacterium-mediated transformation methodology generates a high
number of transformants, mostly with one single foreign-DNA copy integrated at
random sites in the fungal genome (Mullins et al. 2001; Combier et al. 2003; Tsuji et
al. 2003; Leclerque et al. 2004). The advantage of T-DNA over classical mutagens is
that the fungal sequences flanking the insertion site can be isolated easily. This
simplifies the identification of genes corresponding to interesting mutants. There are
some very recent reports about success in obtaining sporulation deficient mutants,
pathogenicity deficient mutants, and pigmentation change mutants (Li et al. 2005;

Rogers et al. 2004; Leclerque et al. 2004) by using AMT methodology.

Here, we initiated our work by adapting the AMT methodology to A.
westerdijkiae aiming at the isolation of insertional mutants that can be useful for
cloning genes involved in the biosynthetic pathway of OTA. We report the first
Agrobacterium-mediated transformation of A. westerdijkiae and the isolation of five

ochratoxin-defective mutants.
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Material and methods
Strains and plasmid

The ITAL 142 strain of Aspergillus westerdijkiae, which was isolated from
Brazilian coffee-bean samples (Taniwaki et al. 2003) was used. Agrobacterium
tumefaciens strain AGL-1, harbouring the Ti plasmid was kindly given by C. P.
Romaine (Pennsylvania State University, PA, USA). The binary vector pPK2 (Covert
et al. 2001) that contains the T-DNA borders harbouring the hygromycin B resistance
gene (hyg B) driven by the Aspergillus nidulans gpd promoter and trpC terminator

was kindly provided by S. Covert (University of Georgia, Athens, GA, USA).

Nuclei staining

The conidia staining were performed according to Tanaka et al. (1979). Briefly,
conidia were attached to a coverlid by using one drop of albumin solution. The
material was fixed by using ethanol-acetic acid (3:1 v/v) for 30 min at room
temperature. The slide was dried, washed once in 95% ethanol and once in 70%
ethanol, and then treated with 1N HCI at 60°C for 12 min. The coverlid was washed in
water, treated with Giemsa stain (0.07% Giemsa in 50 mM phosphate buffer, pH 6.9,
3% glycerol, 3% methanol) for 30 min, and again rinsed in water. The stained nuclei

in conidia were viewed by light microscopy.

Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation

The protocols for the transformation of A. westerdijkiae were adapted from de
Groot et al. (1998). Cells of the AGL-1 strain of A. tumefaciens were grown at 28°C
for 48 h in Agrobacterium minimal medium (Hooykaas et al. 1979) supplemented with

kanamycin (50 mg.ml™) and streptomycin (50 mg.ml™). The culture was diluted to an
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0OD660 = 0.15 in induction medium (IM) (10 mM K;HPO4, 10 mM KH;POy4, 2.5 mM
NaCl, 2 mM MgSOQOg, 0.7 mM CaCl,, 9 uM FeSO4, 4 MM NH4SO4, 10 mM glucose, 40
mM 2-[N-morpholino] ethanesulfonic acid, pH 5.3, 0.5% glycerol) in the presence
(IM+AS) or absence (IM-AS) of 200 uM acetosyringone (AS) (Sigma, St. Louis, Mo.).
The cells were grown for an additional 9 h before mixing them with an equal volume
of a conidial suspension from the A. westerdijkiae recipient strain (10° or 10’ per ml
each). For co-cultivation, this mix (200 ul) was spread onto a nitrocellulose filter (0.45
um pore and 90 mm diameter, MFS-Japan) that was placed on an agar plate
containing the co-cultivation medium (same as IM, but containing 5 mM instead of 10
mM of glucose and 200 uM AS). Following co-cultivation at 28°C for 36 h, the
membranes were transferred to M-100 plates (Stevens 1974) that had hygromycin B
(200 mg.ml™) as the selection agent, and mefoxin (150 mg.ml™) to inhibit growth of A.
tumefaciens cells. After incubation for 7 days at 28°C, the number of hygromycin-
resistant colonies was counted. For each transformation trial, co-cultivation under

non-inducing conditions (without AS) was used as negative controls.

Assay for mitotic stability of transformants

To determine mitotic stability, 16 randomly selected A. westerdijkiae
transformants were cultured on CM (Pontecorvo et al. 1953) devoid of hygromycin B.
Following growth, conidia of each of the transformants were transferred onto fresh
CM. This procedure was repeated 10 times. Then, conidia of each of the

transformants were transferred onto M-100 containing hygromycin B (200 mg.ml™).
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PCR analysis

Fungal genomic DNA for the PCR was obtained according to a published
protocol (Azevedo et al. 2000). PCR detection of the hph gene was performed using
the following primer-pair: hphl (5-TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT-3’) and hph2
(5-CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG-3'). The reaction contained: 3.0 ul of template,
0.5 ul MgCl, (50 mmol), 2.5 pl Taq DNA polymerase buffer 10X, 1.0 ul of each primer
(Invitrogen- Life Technologies, USA, 10 pmol each), 2.0 ul dNTP (2.5 uM), and 0.1 pl
Taq polymerase (5 U/ul). The reaction was submitted to a PTC 100 thermal cycler
(MJ Research). Amplification reactions were carried out under the following
conditions: an initial denaturation step (95°C, 2 min), 35 cycles of denaturation (92°C,
45 s), annealing (60°C, 1 min) and elongation (72°C, 1.5 min), and a final elongation

(72°C, 5 min).

Southern blot analysis

The DNA (3 ug) was digested with Sstl that cuts the expression cassette once,
outside the hph gene. Standard procedures described by Sambrook and Russell
(2001) were used for restriction endonuclease digestion, agarose-electrophoresis,
and transference onto nylon membranes. As a DNA probe, a fragment of hph gene
(600 bp) was used. This fragment was obtained by PCR using the above-mentioned
primer-pair. DNA probe labelling and hybridization were performed using a
digoxigenin (DIG) hybridization system (Roche, Mannheim, Germany) according to

the manufacturer’'s recommendations.
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Screening of transformants for OTA-negative mutants

A total of 600 transformants were screened for OTA production on coconut-
agar medium (Heenan et al. 1998). Each transformant and the wild-type strain were
inoculated on coconut milk agar and incubated at 28°C for 6 days. The plates were
observed under UV light and transformants without a blue fluorescent halo were
selected for a secondary screening using the methodology described by Bragulat et
al. (2001). Briefly, the isolates were three point inoculated into Yeast Extract Sucrose
Agar (YES agar) and incubated at 25°C for 7 days. Three agar plugs were removed
from the central area of the colony, weighed and introduced into a small vial. A
volume of 0.5 ml of methanol was added to the vial and, after 60 minutes, the
extracts were filtered (Millex-Millipore, Massachusetts, USA) and injected into the
HPLC system. The HPLC equipment used was a Shimadzu 10VP system
(Shimadzu, Japan) with a fluorescence detector, set at 333 nm excitation and 477 nm
emission. The HPLC was fitted with a Shimadzu CLC G-ODS (4 x 10mm) guard
column and Shimadzu Shimpack CLC-ODS (4.6 x 250 mm) column. The mobile
phase was methanol:acetonitrile:water:acetic acid (35:35:29:10) and the flow rate
was 0.8ml/min. An ochratoxin A standard (Sigma Chemical, St Louis, USA) was used
for the construction of the 5 point calibration curve, peak areas versus mass (ng).
The OTA concentration in the sample extract was determined by interpolation of

resulting peak areas from the calibration graph.

TAIL-PCR and DNA sequencing
Genomic DNA from two mutants was used as template in TAIL-PCR reactions.
The degenerated primers AD2, and the RB-specific primers used are shown in Table

1. The reaction conditions and thermal cycling settings were identical to those used
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by Combier et al. (2003). Three rounds of amplifications were performed (PTC 100
thermal cycler, MJ Research), and secondary and tertiary PCR were analyzed by
electrophoresis (1.5 % agarose gel). The product resulting from the tertiary PCR was
c.a. 100 bp shorter than ones obtained after the secondary PCR were excised from
the gel and purified using CONCERT™ Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL,
Germany, US, UK). The resulting DNA was sequenced using the DYEnamic™ ET
dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) on
MegaBACE 1000. Sequence comparison was performed using BLAST tools

available on the NCBI website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), and TIGR website

(http://tigrblast.tigr.orq).

Results and discussion

Untransformed A. westerdijkiae were initially tested for their ability to grow on
agar plates containing M-100 medium in the presence of various hygromycin B
concentrations. Growth was totally inhibited on plates containing at least 150 mg.ml -
'Hyg B (minimal inhibitory concentration), therefore 200 mg.ml* Hyg B was used for
selecting Hyg B-resistant colonies in all the subsequent transformation experiments.
Co-cultivation of A. westerdijkiae with A. tumefaciens harbouring the pPK2 binary
vector resulted in hygromycin-resistant colonies seven days after the transference to
the selection medium (Fig. 1). In the absence of acetosyringone (AS) during co-
cultivation, no resistant colony was found, as previously reported for other fungi
species (de Groot et al. 1998; Rho et al. 2001; Combier et al. 2003).

Two conditions of genetic transformation were evaluated: growing A.
tumefaciens cells in induction medium containing (IM+AS condition) or not

acetosyringone (IM-AS condition). Acetosyringone is an inducer of the vir operon in


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://tigrblast.tigr.org/

51

Agrobacterium cells, and serves as an inducer agent for in vitro transformation.
Although the presence of AS in the IM is not essential to grow bacterial cells prior to
co-cultivation, previous reports showed that its addition improves transformation
frequencies in Aspergillus carbonarius, Beauveria bassiana, Fusarium oxysporum,
and Magnaporthe grisea (Morioka et al. 2006; Leclerque et al. 2004; Mullins et al.
2001; Rho et al. 2001). On the other hand, no difference in the Colletotrichum trifolii
transformation frequency was observed when AS was omitted during Agrobacterium
pre-culture (Takahara et al. 2004). In our work it was found that the addition of AS in
Agrobacterium pre-culture slightly increased the number of A. westerdijkiae
transformants (Table 2). The mean numbers of resistant colonies after growing A.
tumefaciens cells onto IM+AS were 20.33+7.5 and 35.66+10.26 transformants per
10°> and 10° target conidia, respectively. In the IM-AS condition, the numbers of
resistant colonies were lower, i.e. 10,66+2.08 and 25,33+11.01 transformants per 10°
and 10° target conidia, respectively.

The stability of the hygromycin B-resistance gene of sixteen putative
transformants was examined after 10 cultivation rounds onto non-selective media.
100% of the transformants analysed retained the hygromycin-resistant phenotype. All

of them grew well on plates containing up to 1200 mg.ml™* Hyg B.

Thirty hygromycin B-resistant colonies randomly selected were confirmed as
transformants by using Polymerase Chain Reaction. The results showed that DNA
fragments with expected size (c.a. 600pb) could be amplified from DNA of all putative

transformants tested, but not from the original strain of A. westerdijkiae.

The Southern analysis of these thirty transformants showed that hph gene was
randomly integrated into the genome of A. westerdijkiae (Fig 2 shows 10 of them). A

single hph integration was found for most of A. westerdijkiae transformants analysed
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in both transformation conditions, e.g. 71% and 73% of the transformants obtained
with addition or not of AS to the Agrobacterium pre-culture, respectively. This kind of
treatment has been reported to result in either a decrease or an increase in single-
copy T-DNA integration (Combier et al. 2003; Mullins et al. 2001; Rho et al. 2001;

Morioka et al. 2006).

The heterologous integration of transforming DNA may be used as a random
process of gene disruption (insertional mutagenesis). The mutated gene is tagged by
transforming DNA and can be subsequently identified and cloned. The knowledge of
the number of nuclei per conidia is of considerable use for designing mutant
screening process. The loss-of-function allele is usually recessive and if it is present
together with the wild allele, the mutant phenotype will be not recognized. Because of
this fact, nucleus number per A. westerdijkiae strain ITAL 142 conidium was
assessed by Giemsa staining. Fortunately, 100 % of A. westerdijkiae conidia strain
ITAL 142 was mononucleated. This feature prevents the heterokaryon formation of
transformed and untransformed nuclei, thus making simple to screen for transgene-
associated phenotypes.

Among six hundred transformants growing in CM medium, some 5% showed
altered morphology. This result showed that Agrobacterium-mediated transformation
is a powerful mutagen for A. westerdijkiae. Examples for deviating phenotype
observed in our library transformants are shown in Fig. 3.

The same six hundred transformants were screened for OTA production on
coconut milk agar medium. Five putative ochratoxin-defective mutants were identified
based on the absence of a blue halo around the colony (Fig. 4). The ability of these
five putative mutants to produce ochratoxin A was quantified by HPLC. This led to the

identification of two mutants T10 and TS18 with consistently reduced ochratoxin A
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production (Table 3). Recently, Karolewiez and Geisen (2005) cloned a 10Kb
genomic DNA region of Penicillium nordicum carrying two genes (otapksPN and
npsPN) involved in ochratoxin A biosynthesis. The inactivation of otapksPN by gene
disruption did not lead to transformants completely unable to produce ochratoxin,
they still produce scarce amounts of OTA compared to high amounts produced by
wild type.

Both of mutants with reduced ochratoxin A production (mutants T10 and
TS18) had also reduced sporulation capacity. Several authors already showed some
correlation between sporulation and other secondary metabolites (Scheidegger and
Payne, 2003; Karolewiez and Geisen, 2005; Yu and Adams, 1996, Kale et al, 1994,
Hicks et al. 1997).

To test whether T-DNA insertion provides a suitable tool for gene identification
in A. westerdijkiae we investigated the two mutants that produced minor amounts of
ochratoxin A (T-10 and TS18). By using the thermal asymmetric interlaced PCR
(TAIL-PCR) (Liu et al. 1995) methodology we successfully amplified junction’s region
between mutant genomic DNA and the T-DNA right border (Fig. 5). The sequence
obtained from TS18 had homology (E value 1.3 e-45) to a monooxygenase putative
from A. fumigatus. For the transformant T10 it was found a jumonji family of
transcription factor with a C4HC3 zinc-finger-like motif that has homology with A.
fumigatus (E value 5.7e-10).

Biosynthetic pathways involved in secondary metabolism are commonly
associated with gene cluster in filamentous fungi. The aflatoxin cluster (afl) in A.
parasiticus and A. flavus includes 21 genes that was verified or predicted to encode
aflatoxin biosynthetic enzymes, including fatty acid synthases, a polyketide synthase,

monooxigenases, redutases, dehydrogenases, methytransferases, an esterase, a
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desaturase, and an oxidase. In addition, one gene (aflR) in aflatoxin cluster encodes
a binucler zinc cluster (ZN (I1)2 Cys6) transcription regulating transcription of the
aflatoxin biosynthetic genes (Yu and Keller, 2005 and references therein). More work
is in progress to verify the relation of the genes here identified to the production of
ochratoxin A from A. westerdijkiae.

In summary, this study described for the first time the Agrobacterium-mediated
transformation of A. westerdijkiae and the generation of mutants with reduced

ochratoxin A production.
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Table 1. Sequences and characteristics of the primers used for TAIL-PCR

(Combier et al. 2003).

Primer name Nucleotide sequence (5'to 3) Melting temperature (°C)
RB1 GGCACTGGCCGTCGTTTTACAAC 64
RB2 AACGTCGTGACTGGGAAAACCCT 62
RB3 CCCTTCCCAACAGTTGCGCA 61
AD2 NGTCGASWGANAWGAA 47

W=AorT;N=A,T,CorG;S=GorC.
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Table 2. Number of hygromycin-resistant Aspergillus westerdijkiae
colonies obtained after Agrobacterium-mediated transformation.
Acetosyringone added (IM+AS condition) or not (IM+AS condition) in pre-
treating of bacterial cells prior to co-cultivation. Results represent three

independent experiments.

Number of Hyg B colonies obtained after co-cultivation with acetosyringone.

Condition Three experiments.

Conidia concentration | I 1]
IM-AS 10° 10 9 13
IM-AS 10° 36 26 14
IM+AS 10° 16 16 29

IM+AS 10° 47 27 33




63

Table 3. Ochratoxin A levels (ug Kg™) from five mutants

and the wild-type strain.

Strains Ochratoxin A (ug Kg™) % relative

Wild-type strain 120.7 100
T10 mutant 1.3 11
TS18 mutant 3.2 26
T22 mutant 21.6 179
T62 mutant 23.6 195

T74 mutant 39.0 32.3
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Figure Legends

Figure 1. Appearance of typical A. westerdijkiae transformation plates
after co-culture with Agrobacterium tumefaciens for 36h, and growth on M-100

+ 200 pg.mi™* hygromycin B + 150 pg.ml™ mefoxin for 5 days.

Figure 2. Southern analysis of 10 random selected Aspergillus
westerdijkiae transformants. Genomic DNA was restricted with Sstl and
electrophoresed on a 0.8% agarose gel. For hybridization a 0.6 kb fragment of
hph gene labelled with digoxigenin was used. wt means: untransformed wild-

type strain; ¢ means: positive control, plasmid pPK2.

Figure 3. Wild type strain, and mutants having different morphological
characteristics. T10 and TS18 mutants had significantly reduced ochratoxin A

production in comparison to wild-type strain.

Figure 4. Screening for fluorescence (OTA production) on coconut milk

agar. (a) wild-type strain; (b) mutant defective for ochratoxin production.

Figure 5. Sequences of the T-DNA insertion junctions from T10 and TS18
mutants. The top line shows part of the T-DNA sequence from pPK2. Upper
case letters denote nucleotides of the T-DNA border. Flanking genomic
sequences are indicated by italics. Dots represent truncations of the T-DNA

ends.
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Transformants

T10
TS18

Figure 5

Plasmid T-DNA sequence

cagtttaaactatcagtgtt TGACAGGATATATTGGCGGGTAAAC
cagtttaaactatcagtgtt TGA ...,
cagtttaaactatcagtgtit TGA. ... e

Fungal sequence

tagacatctctactcggcaggatgttact
tcctaccgaagaggagttcagatcgg

69
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6 CONCLUSOES

X A transformacdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens é
uma eficiente metodologia para a transformacao do fungo ocratoxigénco Aspergillus
westerdijkae. Permite a obtencdo de um grande numero de transformantes, a

maioria deles com integracdes Unicas do T-DNA, e estaveis mitoticamente.

X A transformacdo genética mediada por A. tumefaciens é uma eficiente
metodologia para a geracdo de mutantes insercionais de A. westerdijkae. Mutantes
com significativa redugao na producao de ocratoxina A podem ser selecionados em
frequéncia relativamente alta (0,33%), o que suporta a idéia de que se trata de uma
estratégia interessante para a identificacdo de genes envolvidos na biossintese ou

regulacdo desta micotoxina em A. westerdijkae;

K/

o Uma monooxygenase e um fator de transcricdo da familia jumoniji
parecem estar envolvidos na biossintese e/ou regulacdo da biossintese de
ocratoxina A em A. westerdijkiae, porém estudos adicionais S840 necessarios para

comprovar esta evidéncia preliminar.
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ANEXO 1: Solugdes e Meios de Cultura

1) Meio minimo solidificado — MM

NaNO; 6,09
KH,PO,4 159
KCI 05¢9
MgSO,. 7 H,0O 0549
FeSO, 0,01g
Glicose 10,09
Agar 15,09
H,O destilada 1000 mL

Ajustar o pH para 6,8 utilizando NaOH 1M. Autoclavar o0 meio e armazenar a

temperatura ambiente.

2) Meio completo solidificado — MC

MM solido acrescido de:

Peptona 209
Caseina hidrolisada 159
Extrato de Levedura 0,59
Solugéo de Vitaminas 1,0 mL

Ajustar o pH para 6,8 utilizando NaOH 1M. Autoclavar o0 meio e armazenar a

temperatura ambiente.

3) Solucédo de Vitaminas

Acido nicotinico 0,19
Acido p-aminobenzéico 0,01g
Tiamina 0,059

Biotina 0,2 mg
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Piridoxina 0,05¢
Riboflavina 0,19
H,O destilada estéril 100 mL

Ferver a solucdo em banho-maria (100°C) por 15 minutos. Em seguida,

estocar em frasco ambar a 4°C.

4) Meio Luria-Bertani (LB) liquido

Triptona 10,0g
Extrato de Levedura 5009
NacCl 5009
H,O destilada 1000 mL

Ajustar o pH para 7,0 utilizando NaOH 1M. Autoclavar o meio e armazenar a

temperatura ambiente.

5) Meio Luria-Bertani (LB) solidificado

LB liquido acrescido de:
Agar 15,0 g

Ajustar o pH para 6,8 utilizando NaOH 1M. Autoclavar o meio e armazenar a

temperatura ambiente.

6) Meio de sais (2,5X) - (COVERT et al., 2001)

KH,PO, 3,625 g
KoHPO,4 5,125 g
NaCl 0,375 g
MgSO..7H,0 1,250 g
CaCl,.2H,0 0,165 g
FeS04.7H,0 0,0062 g

(NH.)2SO0. 1,250 g
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H,O destilada 1000 mL

Autoclavar o meio e armazenar a temperatura ambiente.

7) Solugédo KOH 5 M

KOH 7,013 g
H>O destilada 25 mL

Manter a solucdo em temperatura ambiente.

8) Solucéo de MES (2-[N-morpholino] ethanesulfonic acid) 1 M

MES 19,52 g
H>O destilada 80 mL

Ajustar o pH para 5,3 com KOH 5M, e completar o volume para 100 mL. Em
seguida, a solucdo deve ser esterilizada por filtracéo (filtro de 0,45 um). Aliquotar a

solugéo em frascos com 9 mL e estocar a -20°C.

9) Acetoseringona (AS) 10 mM (3’,5’-dimethoxy-4’hydroxyacetophenone)

Acetoseringona 0,01962 g
H,O destilada estéril 10 mL

Agitar a mistura por 1 hora. Em seguida, ajustar o pH para 8,0 com KOH 5M.
Esterilizar a solucdo por filtracdo (filtros de 0,45 um), aliquotada em frascos com 9

mL e estocada a -20°C.
10) Meio de inducéao (MI) liquido
Meio de sais (estoque 2,5X) 80,0 mL

Glicose 0,36 g

Glicerol 1mL
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H,O destilada 200 mL

Autoclavar o meio. Apos resfriar a 50°C, adicionar 8 mL da solugdo de MES
(2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid) 1M.

11) Meio de inducéao (MI) solidificado

Meio de sais (estoque 2,5X) 160 mL

Glicose 0,36 g
Glicerol 2 mL
Agar 6,09
H,O destilada 400 mL

Autoclavar o meio e apos resfriar a 50°C, adicionar 16 mL da solugdo de MES
(2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid) 1M.

12) Meio de indugéo + acetoseringona 200 uM (MIAS)

MI solidificado 376 mL
Acetoseringone (AS) 8 mL

Apos resfriar o meio de inducéo solificado, adicionar a solu¢do de acetoseringone.

13) Solugé&o de micronutrientes

HsBO3 30 mg
MnCl,.4H,0 70 mg
ZnCl, 200 mg
Na;Mo004.2H,0 20 mg
FeCl;.6H,0 50 mg
CuS04.5H,0 200 mg

H,O destilada estéril 500 mL
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Homogeinizar os reagentes e estocar a solucéo a 4°C.

14) Solucéo de sais (M-100)

Na,SO4 49

KCI 8¢
MgS0O,4.7H,O 29
CacCl; 1lg
Sol. micronutrientes 8mL
H,O destilada estéril 992 mL

Autoclavar a solucéo e estocar a 4°C.

15) Mefoxina (100 mg.mL™)

Mefoxina 19
H,O destilada 10 mL

Homogeneizar a solucdo por agitacdo, aliquotar (1 mL) em tubos de microcentrifuga
estéreis e estocar a -20°C.
16) Canamicina (50 pg.mL™)

Canamicina 0,59
H,O destilada 100 mL

Homogeneizar a solucdo por agitagdo, aliquotar (1 mL) em tubos de microcentrifuga

estéreis e estocar a -20°C.

17) Estreptomicina (50 pg.mL™)

Estreptomicina 0,59
H,O destilada 100 mL
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Homogeneizar a solugcdo por agitacéo, aliquotar (1 mL) em tubos de microcentrifuga

estéreis e estocar a -20°C.

18) Meio seletivo para colbénias transformantes resistentes a higromicina B, M-
100 (STEVENS, 1974)

Glicose 109
KNO; 39
Solucéo de sais (M-100) 62,5 mL
Agar 159

H,O destilada 937,5 mL

Autoclavar o meio e, apos resfriamento (no maximo 40°C) adicionar:
Mefoxina (100 mg.mL™) 3mL

Higromicina (50 mg.mL™) concentracdo determinada no MIC

A concentracdo final de Mefoxina sera de 150 mg.mL™ . A concentrac&o final

de Higromicina sera aquela determinada no MIC.

19) HCI 1N
HCI concentrado 82,5 mL
H,O destilada 1000 mL

Estocar em frasco escuro a temperatura ambiente.

22) Corante Giemsa

Giemsa 0,07%
Tampao fosfato 50mM
Glicerol 3%

Metanol 3%
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Ajustar o pH para 6,9 e estocar em frasco escuro a temperatura ambiente.

23) Tween 80

Tween 1mL
H,O destilada 1000 mL

Autoclavar e estocar a 4° C.

24) Tris-HCI 1 M pH 7,4

Tris 1219
H>O destilada 100 mL

Dissolver o Tris em 80mL de H,O destilada. Apds ajustar o pH para 7,4
adicionando HCI concentrado e em seguida completar o volume final para 100mL.

Autoclavar a solucéo e estocar a 4°C.

25) Tampao de corrida TEB 10X

Trizma-Base 54,09
H3;BO3 27,59
EDTA 4,659
H,O destilada 500 mL

26) Solucéo de brometo de etidio

Brometo de etidio 0,01g
H,O destilada 10,0 mL

Agitar a solucéo por varias horas e estocar a 4°C.
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27) Gel de agarose 0,8 %

Agarose A-0169 (GIBCOBRL) 0,8¢g
TEB (1x) 100 mL

Aquecer a mistura até completa dissolucdo da agarose. Deixar esfriar e verter em

cuba de eletroforese.

28) Cloreto de s6dio 3M

NaCl 8,769
H>O destilada 100 mL

Autoclavar a solucéo e estocar a — 4°C.

29) Solucéao depurinizante HCI 0,2 N

HCI 4 97 mL
H>O destilada 295, 3 mL

Preparar a solugcéo na hora do uso.

30) Solucéo para desnaturagcdo do DNA em gel de agarose

NaOH 20,09
NaCl 87,66 g
H>O destilada 1000 mL

Autoclavar e estocar a temperatura ambiente.

31) Solugéo para neutralizagdo do DNA em gel de agarose

Tris-HCI 2 M pH 7,2 500 mL
NaCl 3M 500 mL



O pH seré ajustado para 7,2 com NaOH.

32) Tris-HCI 2 M pH 7,2

Trizma-Base 2422 g
H,O destilada 1000 mL

Ajustar o pH para 7,2 com HCI concentrado e estocar a 4°C.

33) Tampao de transferéncia SSC (20 X)

NaCl 175,3 ¢
Citrato 88,2 ¢
H,O destilada 1000 mL

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 1 M.

34 ) Dodecil Sulfato de S6dio(SDS) 10%

SDS 10,0 g
H>O destilada 100 mL

Manter a solucdo a temperatura ambiente.

35) Solucéao de Lise

NaOH 10 N 2 mL
SDS 10% 1mL
H,O milli Q 100 mL

Preparar solugcéo na hora do uso.
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36) Solucédo de neutralizacéo para extragdo de plasmidio

KOAc 5M 30 mL
C2H402 5,75 mL
H>0 milli Q 14,25 mL

Preparar e estocar a 4°C.

37) Clorofil
Cloroférmio 24 mL
Alcool isoamilico 1mL

A solucdo néo deve ser autoclavada. Estocar a 4° C.

38) Clorofane

Fenol 1mL
Clorofil 1 mL

A solucédo néo deve ser autoclavada. Estocar a 4°C.
39) Fenol
A solucéo de fenol equilibrado utilizada foi de origem comercial (UC-DNA/ULTRA

CHEM).

40) Solugao SSC 2x

SSC 20x 10 mL
SDS 10% 01lg
H,O destilada completar para 100 mL

Misturar os reagentes. Preparar na hora do uso.
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41) Solugéao SSC 0,5x

SSC 20x 2,5mL
SDS 10% 01g
H,O destilada completar para 100 mL

Misturar os reagentes. Preparar na hora do uso.

42) Tampao de Lavagem

Acido Maleico 0,1M 11,61 g

NaCl 0,15M 8,77 ¢

Tween 20 0,3% 3 mL

H,O destilada completar para 1000 mL

Ajustar o pH para 7,5 com pastilhas de NaOH. Autoclavar e estocar a temperatura

ambiente.

43) Tween 20

Tween 0,3 mL

Tampao Maleato 100 mL

44) Tampao de deteccéo

NaCl 0,1 M 0,58 ¢
Tris-HCI 0,2 M 121¢g
H>o0 destilada 100 mL

Ajustar pH para 9,5 com HCI.

45) Tampé&o de Acido Maleico

Ac. Maleico 0,1 M 1,16 g
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NaCl 0,15M 0,889
H,O destilada 100 mL

Ajustar pH para 7,5. manter a temperatura ambiente.

46) Meio Leite de coco — Agar

Leite de coco (Sococo) 200 mL
Agar 16 9
H,O destilada 600 mL

Homogeinizar a mistura. Ajustar o pH para 6,9 , autoclavar e plaquear tao logo
esfriar (50° C).

47) Meio Agar Sacarose Extrato de Levedura (YESA)

Extrato de levedura 209
Sulfato de magnésio 0,59
Sacarose 150 g
Agar 209
H,O destilada 1000 mL

Autoclavar e estocar a temperatura ambiente e em local escuro.
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ANEXO 2: Normas do Periédico Antonie van Leeuwenhoek para envio e

preparacado do artigo cientifico

Antonie van Leeuwenhoek

Manuscript Preparation

Antonie van Leeuwenhoek welcomes research papers, review papers and short

communications.

Research papers describing original research should not exceed ten pages of
printed text, including tables, figures and references (one page of printed text =

approx. 600 words).

Reviews not exceeding 25 pages of printed text, including tables, figures and
references. Prospective authors are invited to contact the Editor-in-Chief with

suggestions for reviews.

Short Communications not exceeding five pages of printed text should be prepared
following the general style guidelines below but should not be divided into separate
text sections. Short communications should be clearly labelled as such, before the

Title on the first page of the manuscript.

Papers already published or in press elsewhere will not be accepted. If any part of
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