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RESUMO

Este trabalho descreve o estabelecimento de um sistema de transformagdo eficiente para as
espécies de leveduras oportunistas Candida albicans, C. tropicalis ¢ C. glabrata, importantes
patéogenos humanos, pelo emprego da metodologia de transformagdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens. As células fungicas foram transformadas em diferentes
condi¢des de co-cultivo utilizando o vetor binario pBTS-4, que contém o gene de resisténcia
ao antibidtico Higromicina B (hph) como marcador de sele¢do. Nossos resultados indicam
uma freqiiéncia de transformagdo para C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata de até 1471,
1612 e 83 transformantes obtidos por co-cultivo, respectivamente. Apds quatro repiques em
meio ndo seletivo, todos os transformantes analisados cresceram quando expostos novamente
ao meio de selecdo, sendo desta forma 100% estaveis mitoticamente. A PCR e o dot-blot
confirmaram molecularmente a transformagao das espécies de Candida, gerando o produto de
amplificacao esperado de 600pb, e hibridado positivamente com os transformantes quando o
mesmo foi utilizado como sonda. A habilidade da linhagem AGL-1 em aderir as células
fingicas nas condi¢des de co-cultivo foi observada através do emprego de microscopia
eletronica de varredura e transmissdo. A reprodutibilidade do sistema de transformagao
descrito neste trabalho pode fornecer um método para a manipulacdo genética destes
patogenos que ira facilitar a analise molecular detalhada destas espécies fungicas.

Palavras-chaves: Candida albicans. Candida tropicalis. Candida glabrata. Agrobacterium
tumefaciens. Transformagao genética. Higromicina B.
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ABSTRACT

This paper describes the establishment of an efficient transformation system for the
opportunistic yeasts species C. albicans, C. tropicalis and C. glabrata, by the employment the
Agrobacterium-mediated transformation method (AMT). Yeast cells were transformed to
hygromycin B resistance using the binary vector pBTS4 carrying a hygromycin B resistance
gene (hph) as a selection marker under different co-cultivation conditions. Overall, our data
indicate a transformation frequency of up to 1472, 1612 and 83 transformants/co-cultivation
for C. albicans, C. tropicalis and C. glabrata, respectively. Following 4 serial passages of
transformants on non-selective medium, 100% of the transformants were found to be
mitotically stable for the selection mark. PCR and dot-blot targeted at a 600 bp fragment from
hph gene confirmed the transformation of Candida species. The ability of Agrobacterium
strain AGL-1 to attach to Candida cells under co-cultivation was analysed under scanning and
transmission electron microscopy. The reproducible transformation system described in this
work may provide a method for the genetic manipulation of these pathogens, which will
facilitate detailed molecular analysis of these fungal species.

Keywords: Candida albicans. Candida tropicalis. Candida glabrata. Agrobacterium
tumefaciens. Genetic transformation. Hygromycin B.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de infec¢des oportunistas causadas por espécies de leveduras
do género Candida tem aumentado significativamente nas ultimas décadas, gerando altos
indices de morbidade, longos periodos de permanéncia em hospitais, dificuldade e alto custo
do tratamento, assim como altas taxas de mortalidade, o que faz com que espécies deste
género sejam consideradas microrganismos de grande importancia clinica. A expressao
diferencial de genes entre espécies de Candida, principalmente de genes relacionados a
determinantes de viruléncia, assim como diferencas no perfil de suscetibilidade aos
antifungicos empregados na rotina médica, torna necessario o estudo de cada espécie
individualmente. Descobrir e compreender a biologia referente a cada espécie de Candida, em
todos os seus estados morfologicos, bioquimicos e genéticos, se faz necessario para o
desenvolvimento de terapias de prevencao e tratamento mais eficazes e apropriadas para o
combate de infec¢des causadas por esses patdgenos oportunistas.

O sequenciamento do genoma de C. albicans e a disponibilidade de
seqiiéncias genomicas de outras espécies marcam o inicio de uma nova era para a elucidagao
dos mecanismos de patogenicidade do género Candida e desenvolvimento de novas drogas.
Entretanto, hd uma busca por metodologias que atendam de maneira mais eficiente o estudo
da funcdo génica nestes microrganismos, € novas técnicas sdo necessarias para que as
seqiiéncias disponiveis sejam convertidas em informagdes com significado biologico.

Recentemente, a metodologia de transformagdo genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens, baseada na capacidade natural desta bactéria em transferir parte
de seu plasmideo para células hospedeiras, vem sendo empregada para diversos fungos
filamentosos e algumas leveduras. Estes estudos demonstram a praticidade de execucdo desta
metodologia de transformacao, assim como sua aplicabilidade como ferramenta para o estudo
de expressao e disrupgao génicas.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo descrever pela primeira vez a
metodologia de transformacdo genética de espécies do género Candida, particularmente C.
albicans, C. tropicalis ¢ C. glabrata, mediada por Agrobacterium tumefaciens, ou seja, o
desenvolvimento de uma nova metodologia para o estudo de genes de interesse do género

Candida.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANDIDA sPP — DE COMENSAL A PATOGENO

Espécies de leveduras do género Candida sdo comumente encontradas como
comensais na cavidade bucal, nos tratos gastro-intestinal e vaginal de individuos sadios,
estando desta forma em equilibrio com a microbiota normal e o sistema imune do hospedeiro.
Entretanto, determinados fatores predisponentes podem favorecer a mudanca do estado
comensal destes fungos para um estado de patogenia, tornando-os capazes de causar infecgdes
superficiais, de mucosas e sistémicas.

O numero de individuos predispostos a sofrer infec¢des por microrganismos
oportunistas, como ¢ o caso de espécies do género Candida, tem aumentado
significativamente nas ultimas décadas, seja pela emergéncia de doengas que causam
diretamente ou indiretamente imunossupressdo, ou por outros fatores predisponentes que
desencadeiem desequilibrios fisiologicos favoraveis a proliferacdo deste fungo (BANERJEE
etal., 1991; BECK-SAGUE et al., 1993; PFALLER et al., 2005; PFALLER et al., 20006).

Consequentemente, a ocorréncia destas infecgdes tem aumentado
dramaticamente, gerando altos indices de morbidade, longos periodos de permanéncia em
hospitais, dificuldade e alto custo do tratamento, assim como altas taxas de mortalidade, o que
faz com que espécies do género Candida sejam consideradas microrganismos de grande
importancia clinica (WEY et al., 1988; PITTET e WENZEL, 1995; DIEKEMA et al., 2003;
GUDLAUGSSON et al., 2003; PAPPAS et al., 2003; KOJIC et al., 2004; ALMIRANTE et
al., 2005; MORRELL et al., 2005; COLOMBO et al., 2006).

Os fatores que geram um estado de predisposicdo ao desencadeamento de
infec¢des oportunistas por este género compreendem tanto aqueles considerados amenos, que
causam desequilibrios fisiologicos leves, quanto os que debilitam mais severamente o
organismo do hospedeiro, ambos proporcionando condi¢des favoraveis a proliferacdo do
fungo. Dentre estes destacam-se doengas como AIDS, o imunocomprometimento de pacientes
provocado pela quimioterapia ao combate do céancer, terapias imunossupressoras devido a
transplantes de orgdos, o uso de antibidticos de amplo espectro de agdo, diabetes mellitus,
nutricdo parenteral, entre muitos outros casos. A ma higiene e alimentagdo (dieta rica em

agucares e carboidratos), consumo excessivo de bebidas alcoolicas, deficiéncia de ferro e
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vitaminas, o uso de contraceptivos orais, fumo e estresse, apesar de nado comprometer de
forma mais grave o organismo, também sao considerados importantes fatores predisponentes
(SAMARANAYAKE e SAMARANAYAKE, 2001; AKPAN ¢ MORGAN, 2002; DE LEON
et al., 2002; DIEKEMA et al., 2002; NAGLIK et al., 2003; HAJJEH et al., 2004; KOJIC et
al., 2004; ALMIRANTE et al., 2005; CHENG et al., 2005; ALMIRANTE et al., 2006).

Considerada como uma das infec¢des fingicas mais comum em humanos, a
candidiase bucal afeta ndo somente individuos cuja saude estd debilitada, mas também
pessoas sadias, onde o crescimento excessivo do fungo (coloniza¢do) provocado por certos
fatores predisponentes, apesar de nao estabelecer uma infec¢do propriamente dita, causa
desconforto local e alteragdo do paladar. Em niveis mais intensos de colonizagdo ou se
estabelecendo a infeccdo, observa-se disfagia (dificuldade de deglutir alimentos) e odinofagia
(sensac¢dao de dor deflagrada pela passagem dos alimentos pelo esdfago), que pode levar a
perda de peso, desnutricao e recuperacgdo lenta da normalidade (AKPAN e MORGAN, 2002).

O indice de isolamento da espécie C. albicans em pacientes saudaveis ¢ alto,
e faixas percentuais de 20% a 75% tém sido reportadas sem a constatagdo de qualquer
sintomatologia. A incidéncia de isolamento desta espécie a partir da cavidade bucal de recém
nascidos ¢ de 45%, em criancas saudaveis este indice varia de 45 % a 65%, enquanto em
adultos sadios estd entre 30% e 45%. Em individuos que fazem o uso de proteses dentarias
moveis esta incidéncia varia de 50% a 65%, e taxas de 65% a 88% tem sido relatadas
naqueles que apresentam fatores predisponentes relacionados, por exemplo, a periodos de
tratamentos hormonais e ao uso de antibioticos (SAMARANAYAKE ¢ SAMARANAYAKE,
2001; AKPAN e MORGAN, 2002).

Espécies do género Candida sdo os patdgenos oportunistas que mais
acometem pacientes com AIDS, ocorrendo em cerca de 95% dos individuos no decorrer da
doenga, se manifestando principalmente em infec¢des orais, que também € muito comum em
pacientes com cancer, atingindo em média 90% dos casos. Além disso, aproximadamente
75% de todas as mulheres sadias apresentam pelo menos uma infec¢do vaginal provocada por
Candida spp ao longo da vida, e destas, 5% a 10% sofrem infecgdes recorrentes da doenga
(FIDEL e SOBEL, 1996; REDDING et al., 1999; LEUNG et al., 2000; SAFDAR et al., 2001,
AKPAN e MORGAN, 2002; VARGAS e JOLY, 2002; DE REPENTIGNY et al., 2004;
RICHTER et al., 2005).

Aliado aos dados citados anteriormente, entra em questdo as infeccdes
sistémicas causadas por espécies do género Candida, ressaltando-se a importancia clinica

desses microrganismos. Espécies deste género, entre todos os microrganismos patogenos, ¢ a



16

quarta principal causa de infec¢des nosocomiais na Europa, EUA e Brasil, ndo sendo muito
diferente para as demais regides demograficas (WEY et al., 1988; PITTET e WENZEL, 1995;
FRIDKIN e JARVIS, 1996; HAZEN et al., 2003; PFALLER et al., 2005; COLOMBO et al.,
2006; PFALLER et al., 2006).

Candidemia tem se tornado um problema crescente em quase todas as
regioes demograficas, apresentando indices e implicagdes relevantes no que diz respeito a
custo e dificuldades de tratamento, e principalmente mortalidade. Infecgdes deste tipo nao
somente estdo relacionadas aos fatores predisponentes que acometem cada paciente, mas
também aos procedimentos ¢ materiais médicos utilizados na rotina hospitalar, que sio
responsaveis por pelo menos metade dos casos nosocomiais de candidemia (DIEKEMA et al.,
2003; GUDLAUGSSON et al., 2003; PAPPAS et al., 2003; HAJJEH et al., 2004; KOJIC et
al., 2004; ALMIRANTE et al.,, 2005; CHENG et al.,, 2005; MORRELL et al., 2005;
BASSETTI et al., 2006; COLOMBO et al., 2006).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DAS ESPECIES DO GENERO CANDIDA

O perfil epidemiologico de espécies do género Candida referente até certo
tempo atras demonstrava a prevaléncia de C. albicans, chegando a indices superiores a 80%
do total, sendo as demais espécies apenas designadas como Candida nao-albicans
(BANERIJEE et al., 1991; BECK-SAGUE et al., 1993). Porém, o desenvolvimento de novas
metodologias de identificagdo e diagndstico microbioldgico e a emergéncia de infecgdes
causadas pelas demais espécies do género Candida, tem revelado mudanga neste perfil.

Estudos recentes confirmam a prevaléncia de C. albicans como a espécie
mais encontrada entre os isolados clinicos do género, mas também indicam um aumento
significativo na incidéncia de outras espécies. Em alguns casos, observa-se a igualdade dos
indices de isolamento e até a prevaléncia de espécies ndo-albicans sobre C. albicans. No
geral, a ordem das cinco espécies mais isoladas tem sido a mesma no decorrer dos ultimos
anos, compreendendo C. albicans seguido de C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis ¢ C.
krusei (HAZEN et al., 2003; PFALLER et al., 2005; PFALLER et al., 2006; SANDVEN et
al., 2000).

A epidemiologia de espécies do género Candida ¢ uma questdo

multifatorial, e varia de acordo com as caracteristicas da regido demografica e do grupo de
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individuos estudado, assim como caracteristicas particulares referentes a cada espécie. Por
exemplo, apesar do indice de isolamento de C. albicans ser alto na maioria dos casos
independente de qualquer variavel, candidemia causada por C. parapsilosis esta associada
com cateteres vasculares e nutrigdo parenteral, ja infec¢des sistémicas por C. tropicalis esta
associada com cancer e neutropenia, ¢ a prévia exposi¢ao a antifingicos da classe dos azoles
esta relacionada a casos de C. krusei e C. glabrata. A faixa etaria dos pacientes também é um
dos muitos outros exemplos que influenciam a distribuicdo das espécies deste género, onde se
observa altas taxas de incidéncia de C. parapsilosis em neonatos e principalmente de C.
glabrata e C. tropicalis em pacientes adultos e de idades mais avangadas (DIEKEMA et al.,
2003; GUDLAUGSSON et al., 2003; PAPPAS et al., 2003; HAJJEH et al., 2004; KOJIC et
al., 2004; ALMIRANTE et al.,, 2005; CHENG et al.,, 2005; MORRELL et al., 2005;
BASSETTI et al., 2006; COLOMBO et al., 20006).

Estudos demonstram um aumento notavel na freqiiéncia de isolamento de C.
glabrata, principalmente nos EUA e regides como Franga, Suica, Noruega, Dinamarca,
Islandia e Reino Unido (ASMUNDSDOTTIR et al, 2002; DIEKEMA et al., 2002;
OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; HAJJEH et al., 2004; MARCHETTI et al., 2004;
ARENDRUP et al., 2005; PFALLER et al., 2005; PFALLER et al., 2006; SANDVEN et al.,
2006; SENDID et al.,, 2006). No Canada, América Latina, regides da Asia e Pacifico,
Espanha, Portugal e Italia, as espécies C. tropicalis ¢ C. parapsilosis tem sido as mais
frequentemente isoladas ap6s C. albicans (CUENCA-ESTRELLA et al., 2001; ALMIRANTE
et al., 2005; CHENG et al.,, 2005; PFALLER et al., 2005; BASSETTI et al., 2006;
COLOMBO et al., 2006; CUENCA-ESTRELLA et al., 2006; MESSER et al., 2006;
PFALLER et al., 2006).

Esses mesmos estudos constatam um aumento notavel na freqiiéncia de
isolamento de C. glabrata, que vem aumentando gradativamente mesmo em regides onde esta
espécie nao corresponde a segunda mais comumente isolada. Este fato indica a possibilidade
de C. glabrata vir a prevalecer sobre as espécies ndo-albicans em quase todas regides
demograficas e até mesmo prevalecer futuramente sobre C. albicans.

No Brasil, ¢ de particular interesse a espécie C. tropicalis, segunda mais
comumente isolada ap6s C. albicans, como demonstrado por Colombo e colaborados em
2006, no maior estudo do género realizado no pais até o momento. Observa-se neste mesmo
trabalho que o numero de casos de candidemia, a cada 1000 pacientes, ¢ de 2 a 15 vezes
maior do que os relatados pelos principais estudos epidemiologicos das demais regides

demograficas, o que torna a situacao clinica deste tipo de infec¢ao no Brasil mais problematica.
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2.3 GENERO CANDIDA — SENSIBILIDADE, TOLERANCIA E RESISTENCIA A ANTIFUNGICOS

Estudos que abordam a sensibilidade das espécies de Candida aos principais
antifingicos demonstram que C. glabrata, seguida por C. krusei e C. tropicalis sdo as
espécies menos suscetiveis € as que apresentam uma maior propensao a resisténcia,
particularmente quanto aos azoles (Fluconazol e Itraconazol). Estas analises revelaram que a
sensibilidade aos antifingicos pode variar com a espécie de Candida considerada, com a
regido demografica, assim como caracteristicas da populacao estudada (HAZEN et al., 2003;
OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2003; PFALLER et al., 2005; RICHTER et al., 2005;
PFALLER et al., 2006).

Segundo os dados obtidos por esses autores, observa-se que para o controle
de C. krusei faz-se necessario o emprego de maiores concentragdes das drogas antifingicas
quando comparada as demais espécies analisadas. No entanto, C. glabrata tem desenvolvido
mais resisténcia, enfatizando seu potencial como patégeno.

Existem diversos mecanismos responsaveis pela tolerdncia e
desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos por parte das espécies do género Candida.
Dentre os principais estdo alteragdes nas enzimas-alvo das drogas, assim como a super-
expressdo de genes relacionados a producdo dessas enzimas e 4 bombas de efluxo. Rotas
alternativas para a via de biossintese afetada pelo antifingico e alteragdes na composi¢do da
parede celular e membrana plasmatica também s3o importantes. Esses mecanismos sdo bem
descritos em revisoes realizadas por WHITE e colaboradores em 1998, e por GHANNOUM e
RICE em 1999.

A tolerancia e desenvolvimento de resisténcia as varias classes de
antifingicos utilizados na rotina médica para o controle de candidiases, também ¢ considerada
uma questdo multifatorial, onde véarios mecanismos podem atuar em conjunto, dependendo
principalmente do antifingico utilizado e da espécie de Candida estudada (WHITE et al.,
1998; GHANNOUM e RICE, 1999: SANGLARD et al., 2003; PFALLER et al., 2005;
SANGUINETTI et al., 2005; PFALLER et al., 2006).
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2.4 FATORES DE VIRULENCIA EM ESPECIES DO GENERO CANDIDA

O estado fisiologico do hospedeiro ¢ o primeiro fator que influencia a
etiologia de infecgdes causadas por espécies do género Candida, contribuindo para o
desencadeamento de um extenso repertério de determinantes de viruléncia seletivamente
expressados de acordo com o tipo, estagio e sitio anatdmico da infeccdo, com a resposta
natural do organismo, assim como os fatores de predisposi¢do pelos quais o individuo esté
sendo afetado (STAIB et al., 2000; HAYNES, 2001; HUBE e NAGLIK, 2001,
KANTARCIOGLU e YUCEL, 2002; NAGLIK et al., 2003; TAVANTI et al., 2004).

Os principais determinantes de viruléncia atribuidos a espécies de Candida
sdo a de morfologia celular (capacidade de formar de hifas e pseudo-hifas, formacdo de
biofilme e variacdo fenotipica), fatores de adesdo como moléculas reconhecedoras de
superficies, habilidade de responder rapidamente as mudangas do meio, producao de enzimas
hidroliticas extracelulares como proteases e fosfolipases, entre outros (CALDERONE e
BRAUN, 1991; SOLL, 1992; CHAFFIN et al., 1998; GHANNOUM, 2000; HAYNES, 2001;
HUBE e NAGLIK, 2001; NAGLIK et al., 2003).

A maior parte dos estudos de caracterizagdo de fatores de viruléncia em
espécies do género Candida foi realizada empregando-se C. albicans como modelo.
Entretanto, observa-se diferencas significativas quanto a presenga de genes relacionados a
esses determinantes de viruléncia entre as demais espécies, bem como a expressdo dos
mesmos, a qual ¢ dependente da interagao fungo-hospedeiro, assim como da necessidade
nutricional e fisioldégica do fungo no curso da infecg¢do, deixando clara a necessidade de
estudos mais detalhados referentes a cada espécie. (MONQOD et al., 1994; GILFILLAN et al.,
1998; FIDEL et al., 1999; STAIB et al., 2000; BRIELAND et al., 2001; HAYNES et al.,
2001; ZAUGG et al., 2001; KANTARCIOGLU et al., 2002; FOTEDAR e AL-HEDAITHY,
2003; NAGLIK et al., 2003; TAVANTI et al., 2004; DAGDEVIREN et al., 2005; TAYLOR
et al., 2005).

Dentre os principais determinantes de viruléncia, as enzimas hidroliticas
extracelulares desempenham um papel importante na viruléncia, sendo fundamentais na
instalagdo e desenvolvimento da infec¢do. Dentre estas, destaca-se as aspartil proteases
(Saps), que vem sendo alvo de muitos estudos. Varias espécies de Candida possuem genes
SAP (Secreted Aspartyl Proteases), que variam numericamente e qualitativamente entre as

espécies (TOGNI et al., 1991; DE VIRAGH et al., 1993; MONOD et al., 1994; GILFILLAN



20

et al., 1998; STAIB et al., 2000; ZAUGG et al., 2001; KANTARCIOGLU et al., 2002;
FOTEDAR et al., 2003; TAVANTI et al., 2004; DAGDEVIREN et al., 2005).

Estudos referentes a C. albicans constataram a existéncia de 10 genes SAP
(SAP1-SAP10), que estdo associados com outros determinantes de viruléncia como fatores de
adesdo, formagdo de hifas e alteracdo fenotipica. Estudos empregando mutantes SAP-
deficientes demonstram que SAP1, SAP2 e SAP3 estao relacionados a infecgdes de mucosas e,
SAP4, SAP5 e SAP6 a infecgdes sistémicas. Dependendo da combinacdo de genes mutados
pode-se observar uma diminuicdo significativa da viruléncia e dos danos causados aos
tecidos, assim como uma resposta imunoldgica mais eficiente por parte do hospedeiro, tanto
em infecg¢des sist€émicas como de mucosas. No entanto, a disrupcao de genes SAP pode ser
compensada pela expressdo dos outros genes desta familia que permanecem inalterados
(HUBE e NAGLIK, 2001; NAGLIK et al., 2003).

A expressdo génica em espécies do género Candida, principalmente de
genes relacionados a determinantesde viruléncia, ¢ um campo de estudo complexo devido aos
diversos fatores que influenciam esta expressdo, de acordo com cada espécie. Muito ainda
precisa ser elucidado, deixando clara a necessidade de estudos visando a caracterizacdo dos
fatores de viruléncia referente a cada espécie. Neste contexto, destaca-se C. glabrata, visto
sua acentuada emergéncia e existéncia de poucos estudos relacionados a esses fatores, assim
como ao fato desta espécie ser filogeneticamente distante de C. albicans, possuindo, por
exemplo, mais similaridade com Saccharomyces cerevisiae, fato que dificulta a comparagao
de genes funcionais de C. glabrata baseados em informagdes obtidas no estudo das demais
espécies (BARNS et al., 1991; WONG et al., 2003).

Devido ao alto indice de isolamento de C. tropicalis em varias regides,
inclusive no Brasil, e ao fato desta espécie, junto com C. albicans ¢ C. glabrata, estar
relacionada as maiores taxas de mortalidade, se faz importante a caracterizagdo de genes de
interesse e diferenciagdo da expressdo dos mesmos referente a cada uma delas
(GUDLAUGSSON et al., 2003; PAPPAS et al., 2003; HAJJEH et al., 2004; ALMIRANTE et
al., 2005; COLOMBO et al., 2006).

Descobrir ¢ compreender a biologia de espécies do género Candida, em
todos os seus estados morfoldgicos, bioquimicos e genéticos, se faz necessario para o
desenvolvimento de terapias de prevencdo e tratamento mais eficazes e apropriadas para o
combate de infecgdes causadas por esses microrganismos, visto a toda problemadtica

mencionada anteriormente.
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2.5 TRANSFORMACAO GENETICA

A transformagdo genética, como uma das técnicas da biotecnologia
moderna, ¢ definida como um processo de introdugdo controlada de DNA exodgeno (genes)
em cé¢lulas hospedeiras, com o propdsito de alterar o genotipo do organismo receptor e/ou
expressar este DNA exogeno, possibilitando através da manipulagdo do genoma de
microrganismos correlacionar o estudo de DNA in vitro com suas conseqiiéncias biologicas in
vivo (RUIZ-DIEZ, 2002).

Metodologias de transformagdo genética representam uma ferramenta
importante para o estudo de espécies de leveduras do género Candida, pois permitem através
da expressdo e/ou disrup¢do de genes especificos, como determinantes de viruléncia,
caracterizar a funcdo dos mesmos e desta forma elucidar a biologia e mecanismos de
patogenicidade destes microrganismos. (DE BACKER et al., 2000; BERMAN e SUDBERY,
2002; MAGEE et al., 2003; BRUNO e MITCHELL, 2004; NOBLE e JOHNSON, 2005).

2.5.1 Metodologias de Transformacao Genética para Leveduras

O primeiro sistema de transformagdo genética para fungos leveduriformes
foi estabelecido em 1978 por Hinnen e colaboradores, utilizando Saccharomyces cerevisiae
como modelo biologico. No decorrer dos anos seguintes, precisamente até o inicio de 1990,
foram desenvolvidos os métodos que até hoje servem de base e sdo os mais empregados para
transformagdo genética de leveduras. Apesar da proposta de outras metodologias, as mais
utilizadas continuam sendo as estabelecidas neste periodo, e consistem no emprego de
esferoplastos (células desprovidas de parede celular) ou células intactas competentes
(artificialmente induzidas), seguida por tratamento quimico ou eletropora¢do, assim como
técnicas de biobalistica e conjugacdo (WANG et al., 2001).

A geracao de esferoplastos consiste na remog¢do da parede celular, que
representa uma barreira a entrada do DNA exodgeno. Para tal ¢ realizada uma digestao
enzimatica em presenca de um estabilizador osmoético em solugdo tampao, sendo necessario a
otimizagao deste processo quanto a escolha do composto litico, do estabilizador osmotico e da

solucao tampao a serem empregados, de acordo com o modelo bioldgico em questao.
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ApOs a obtengdo dos esferoplastos, € promovida a entrada do DNA exogeno
por tratamento quimico com ions calcio (CaCl,) e polietilenoglicol (PEG), que neutralizam a
carga negativa da membrana e promove a interacdo das moléculas de DNA com os
esferoplastos, respectivamente. Esta etapa também requer otimizagdes no que diz respeito a
concentragdo dos reagentes utilizados, tempo de exposi¢do aos mesmos e temperatura do
sistema.

Uma variacdo desta metodologia ¢ a integragdo mediada por endonuclease
de restrigdo (Restriction Enzyme-Mediated Integration - REMI), descrita pela primeira vez
por Schiestl e Peter para S. cerevisae em 1991. Esta técnica compreende a adi¢ao de enzimas
de restri¢do ao sistema de transformacao, que ao cortar sitios especificos tanto do genoma da
célula alvo quanto do vetor contendo o DNA exodgeno a ser inserido, torna possivel a
integracdo deste vetor em vdrios locais do genoma da célula fungica pela exposi¢do de
seqiiéncias de nucleotideos compativeis (complementares) entre ambos.

Na metodologia de eletroporagado, o sistema de transformacgdo empregando-
se esferoplastos, ao invés de sofrer um tratamento quimico como mencionado anteriormente,
¢ submetido a uma corrente elétrica de alta voltagem que facilita a entrada do DNA exdgeno
na célula. Quando o pulso de voltagem ¢ aplicado ao esferoplasto, os componentes da
membrana ficam polarizados, gerando uma diferenga de potencial. Quando este potencial
ultrapassa um certo limiar de voltagem, ocorrem microrupturas na membrana celular,
tornando-a permeéavel a compostos exdgenos como o DNA transformante. Este ¢ um processo
reversivel, cuja remoc¢do do campo elétrico resulta no fechamento espontineo dos poros
formados permitindo o restabelecimento da integridade da membrana plasmatica (WATTS e
STACEY, 1990).

O sucesso da técnica de eletroporacdo, além das otimizagdes necessarias
para obtengdo dos esferoplastos como mencionado anteriormente, exige ainda a otimizacao de
parametros como tempo e intensidade da voltagem utilizada na transformagao, assim como o
tamanho da célula alvo, a condutividade do meio de eletroporacdo e a viabilidade apds o
choque elétrico. Em adicdo, os eletroporadores sdo equipamentos caros € nem sempre vidveis
para todos os laboratérios.

Tanto o método de esferoplastos /Ca Cl,/ PEG quanto
esferoplastos/eletroporacdo requer a regeneragdo dos esferoplastos & condicdo de células
vidveis normais (com parede celular), que ¢ a etapa mais delicada para estes sistemas de
transformagdo. Por isso, todos os cuidados de otimizagdo mencionados anteriormente sao

validos ndo so para obtengao de esferoplastos e entrada do DNA exdgeno em seu interior, mas
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também para regeneracdo dos mesmos e conseqiiente relacdo com a eficiéncia de
transformacao.

O emprego de células intactas competentes para transformagao de leveduras,
induzidas por ions metalicos alcalinos (Li", Cs", Rb", Ca" e Na"), foi primeiramente descrito
por Ito e colaboradores em 1983. A partir de entdo, este protocolo foi amplamente explorado e
modificado por muitos autores, ¢ atualmente ¢ uma das metodologias de transformacgao
genética mais comumente empregada para fungos leveduriformes. A técnica baseia-se nas
propriedades do composto acetato de litio (LiAc), que aumenta a permeabilidade celular,
permitindo assim a entrada do DNA exo6geno. Esta metodologia também requer otimizagdes
no que diz respeito a concentracao dos reagentes utilizados, tempo de exposi¢ao aos mesmos
e temperatura do sistema.

Em 1987, Sanford e colaboradores propuseram uma metodologia,
posteriormente denominada biobalistica ou “gene gun”. Seu fundamento baseia-se na
aceleracdo de particulas de alta densidade (microprojéties constituidos de ouro ou tungsténio)
recobertas por DNA exogeno contra as células hospedeiras. Este sistema dispensa a utilizacao
de corrente elétrica, visto que o microprojétil pode ultrapassar tanto a parede celular, quanto a
membrana citoplasmatica e nuclear. Além disso, o projétil é capaz de atingir diretamente o
nucleo, evitando dessa forma a degradagcdo do DNA exdgeno pela agdao de nucleases
citoplasmaticas. O emprego da biobalistica como método de transformacdo em fungos foi
primeiramente descrito para S. cerevisae em 1990 por Armaleo e colaboradores.

Os fatores fisicos envolvidos na eficiéncia da biobalistica estdo relacionados
ao aparelho e microprojéteis a serem utilizados no experimento. Entre os principais estdao
variagdes de pressdo do gas, nivel de vacuo gerado e posi¢do do material alvo, assim como
constitui¢do, tamanho e concentragdo das microparticulas, e o procedimento utilizado para
ligar o DNA a elas. Ja os pardmetros bioldgicos que afetam esta eficiéncia incluem o modelo
biologico e genotipo da célula alvo, a fase de crescimento em que se encontram as células na
cultura, densidade e composi¢do osmoética do meio durante o bombardeamento (ARMALEO
et al., 1990).

O método de transformagdo genética denominado conjugacdo entre reinos
(Trans-kingdom transformation) foi primeiramente evidenciado por Heinemann e Sprague em
1989. Como o proprio nome diz, o método ¢ baseado na transferéncia de material genético
(plasmideo) da bactéria Escherichia coli pelo processo natural de conjugagdo, para células
hospedeiras pertencentes a reinos distintos.

Variagdes destas metodologias vém sendo elaboradas e otimizadas de
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acordo com cada microrganismo, visando o aumento da eficiéncia de transformagao, redugao
de gastos e tempo, assim como o desenvolvimento de técnicas menos trabalhosas. A
incorporacdo de substancias aos sistemas de transformacdo ja estabelecidos ¢ a principal
modificacdo realizada, assim como a fusdo de protocolos e otimizagdes referentes a
construcdo génica (tipo e composicdo do vetor) empregada na transformagdo genética,
temperatura ¢ periodos de incubagdo do sistema (MEILHOC et al., 1990; ISHIGURO e
KOBAYASHI, 1995; THOMPSON et al., 1998; DE BACKER et al., 2000; WANG et al.,
2001; WALTHER ¢ WENDLAND, 2003; DOHMEN et al., 2004; GIETZ ¢ SCHIESTL,
2007a; GIETZ e SCHIESTL, 2007b).

Os métodos mencionados anteriormente ja foram aplicados com sucesso na
transformagdo genética de muitos géneros de leveduras. No entanto, ao contrario do que
ocorre para S. cerevisae, a qual ja foi transformada por todos os sistemas, nenhum outro fungo
leveduriforme possui todos estes métodos de transformagdo estabelecidos. Também ndo ha
uma metodologia que prevaleca entre os diferentes organismos, visto que a metodologia a ser
utilizada para a introdugdo do DNA exogeno esta diretamente ligada as caracteristicas
particulares da célula hospedeira (WANG et al., 2001).

Dentre as principais metodologias descritas para leveduras, a
esferoplastizagao/CaCl,/PEG, células intactas/LiIAc/PEG e a eletroporacdo sao as
rotineiramente empregadas. Ja as técnicas de biobalistica e conjugagcdo ndo sdo comumente
utilizadas quando comparadas as anteriores (DE BACKER et al., 2000; GIETZ ¢ WOODS,
2001; e WANG et al., 2001).

No ano de 1995, foi demonstrada por Bundock e colaboradores a capacidade
da bactéria Agrobacterium tumefaciens de transferir DNA para S. cerevisae, metodologia de
transformagdo genética primeiramente desenvolvida e comumente utilizada para plantas
(ZHU et al., 2000 e ZUPAN et al., 2000). A partir de entdo, esta técnica foi amplamente
difundida e utilizada para transformacdo de muitos géneros fungicos, principalmente
filamentosos, onde se observa vantagens significativas em relagdo as demais metodologias
existentes, que serdo mencionadas mais adiante, tornando o seu emprego interessante e

diferencial (MICHIELSE et al., 2005).
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2.5.2 Transformacgao Genética de Espécies do Género Candida

As metodologias de esferoplastizacdo/CaCl,/PEG, células
intactas/LiAc/PEG e a eletroporagdo sdo as rotineiramente empregadas na transformagao
genética de espécies de Candida, sendo que modificagdes das mesmas e/ou fusdo entre
protocolos ¢ comumente observado. Muitas espécies deste género foram transformadas e
diversos estudos desenvolvidos, tendo por objetivo a andlise de genes de interesse
relacionados a diversas fungdes. A eficiéncia de transformacgao varia de acordo com a espécie
de Candida em questdo e com a construgdo génica empregada no experimento. A
metodologia de transformacdo empregada e suas possiveis modificacdes também sdo fatores
importantes (DE BACKER et al., 1999; DE BACKER et al., 2000; GIETZ ¢ WOODS, 2001;
WANG et al., 2001; BERMAN e SUDBERY, 2002; WALTHER et al., 2003; BRUNO e
MITCHELL, 2004; GACSER et al., 2005; DMYTRUK et al., 2006).

Porém, o grande desafio a realizagdo de transformagdo genética para o
estudo da fungdo génica em leveduras do género Candida, estd no fato de serem
microrganismos dipldides (salvo raras excegdes como C. glabrata) e da auséncia de um ciclo
sexual, além de caracteristicas particulares da genética deste género. Dessa forma, vérias
construcdes génicas e transformagdes seqiienciais geralmente sdo necessarias para a obtengao
de mutantes nulos homozigdticos, e varias sdo as técnicas de construgdo de vetores e
transformagao para atingir tal objetivo, justificando o quio trabalhoso e complexo pode ser o
processo (DE BACKER et al., 2000; WANG et al., 2001; BERMAN e SUDBERY, 2002;
MAGEE et al., 2003; NOBLE ¢ JOHNSON, 2005).

As metodologias de esferoplastizacdo/CaCl,/PEG, células
intactas/LiAc/PEG e eletroporacdo, apesar de serem extensivamente empregadas, apresentam
algumas limitacdoes. A eficiéncia de transformagdo de forma integrativa no genoma ¢
geralmente baixa (< 300 transformantes/pug DNA) e dependendo da metodologia observam-se
altos indices de transformantes abortivos. Essas integracdes nem sempre ocorrem de forma
randomica, € em muitos casos ¢ constatado a presenga de mais de uma cdpia inserida no
genoma. Quando vetores ndo integrativos sao usados, observa-se aumento na eficiéncia de
transformagdo, mas problemas relacionados a estabilidade entram em questdo, assim como
limitacdes quanto a aplicagdo destes para o desenvolvimento de estratégias de disrupcao
génica (DE BACKER et al., 1999; DE BACKER et al., 2000; WANG et al., 2001; BERMAN
e SUDBERY, 2002; MAGEE et al., 2003; NOBLE e JOHNSON, 2005). Informagdes mais
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detalhadas das principais estratégias e dificuldades para a analise da fungdo génica em
espécies de leveduras do género Candida sdo descritas por esses mesmos estudos, que ainda
deixam clara a necessidade do desenvolvimento de ferramentas que atendam de maneira mais

eficaz os requisitos para este tipo de anélise genomica.

2.5.3 Transformacdo Genética mediada por Agrobacterium Tumefaciens

A. tumefaciens ¢ um bacilo aerobico Gram negativo encontrado no solo e
responsavel por causar tumores em vdrias espécies vegetais. Em condi¢des naturais, a bactéria
transfere parte de seu plasmideo Ti (tumor inducing) para a célula hospedeira. Esta seqiiéncia
de DNA que ¢ transferida (T-DNA) ¢ capaz de se integrar eficientemente em seu genoma, €
genes que codificam enzimas envolvidas na biossintese de reguladores de crescimento vegetal
(auxinas e citocininas) sdo expressos, resultando em uma multiplicacdo descontrolada das
células. Genes relacionados a sobrevivéncia da bactéria também sdo expressos, codificando
enzimas para a sintese de opinas, utilizadas como fonte de nutrientes (ZHU et al., 2000;
ZUPAN et al., 2000; GELVIN, 2003). Desta forma, pela modificacdo genética das c€lulas da
planta, a bactéria cria para si um nicho favoravel, sendo este processo denominado
“colonizagao genética” (HOOYKAAS & BEIJERSBERGEN, 1994).

O plasmideo Ti também contém um outro segmento (cluster génico)
denominado de regido de viruléncia, que é constituida por varios genes denominados Vir.
Estes genes codificam proteinas envolvidas na copia do T-DNA, assim como no transporte,
protecdo e integragdo do T-DNA na célula hospedeira. Compostos fendlicos liberados quando
a planta sofre algum tipo de injuria, como o acetoseringona, sdo necessarios para a inducao
dos genes vir e conseqiiente desencadeamento da maquinaria de transferéncia da A.

tumefaciens (ZHU et al., 2000; ZUPAN et al., 2000; GELVIN, 2003) (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema simplificado ilustrando algumas das etapas do mecansimo de
trasferéncia do T-DNA de A.tumefaciens para céulas vegetais.

Para o emprego desta bactéria como ferramenta de transformagao genética
fez-se modificagdes no plasmideo Ti, com a finalidade de remover genes responsdveis por
causar tumor, deixando somente o0s necessarios para o processo de transferéncia.
Modificagdes no T-DNA também sdo realizadas para inserir genes a serem expressos, CoOmo
marcadores de selecdo e demais genes de interesse. Além disso, ¢ empregado o sistema de
vetor binario, onde o T-DNA ¢ a regido de viruléncia (vir) estdo presentes em plasmideos
distintos, facilitando assim a manipulagdo genética e adequando o seu uso como ferramenta

de biologia molecular (GELVIN, 2003; MICHIELSE et al., 2005).

2.5.3.1 Mecanismo de transferéncia do T-DNA a partir de modelos vegetais

Viérias etapas s3o necessarias para que ocorra o processo de infeccdo da
planta ¢ transferéncia do T-DNA por A. tumefaciens. Estas etapas compreendem a
quimiotaxia ¢ adesdo da bactéria ao vegetal, inducdo da expressdo dos genes Vir, e
conseqiiente processamento, transferéncia, direcionamento do T-DNA até o nucleo e
integracilo do mesmo no genoma hospedeiro (SHENG & CITOVSKY, 1996;
ZIEMIENOWICZ, 2001; GELVIN, 2003).

O primeiro evento do processo de transferéncia ocorre quando um tecido da
planta sofre injaria, liberando diferentes moléculas para o ambiente. Algumas destas
moléculas sdo capazes de atuar como sinalizadoras, promovendo quimiotaxia positiva para o
Agrobacterium. Estes sinalizadores foram identificados principalmente como compostos

fenolicos tais como acetoseringona, acido p-hidroxibenzodico e vanilina, embora existam
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relatos de que alguns aclcares e aminodcidos também possam atuar como quimiotaticos
(HAWES et al., 1988). Independente da molécula sinalizadora, o processo de reconhecimento
e quimiotaxia do Agrobacterium ¢ dependente dos genes VirA e virG, presentes no plasmidio
Ti (SHAW et al., 1988). Acetoseringona ¢ um dos compostos fenolicos que participam
ativamente na indu¢ao dos genes de viruléncia (BOLTRON et al., 1986).

O processo de adesdao envolve moléculas receptoras tanto na planta como na
superficie do Agrobacterium. O receptor bacteriano ¢ um polissacarideo rico em f-glucanas
ancorado no lipopolissacarideo da parede celular, enquanto os receptores de superficie na
planta foram caracterizados como pectinas, proteinas tipo-vitronectina e tipo-germina
(MATTHYSSE & KIINE, 1998). E provavel que as proteinas tipo-vitronectina das plantas
estejam envolvidas na adesdo celular entre Agrobacterium e planta, uma vez que a adesdo
entre estas células foi inibida em presenca de anticorpos anti-vitronectina (WAGNER &
MATTHYSSE, 1992). A vitronectina ¢ um componente da matriz extra-celular de células
animais e ¢ utilizada como receptor de superficie por varias linhagens de bactérias
patogénicas (PAULSSON & WADSTROM, 1990).

Os genes envolvidos na adesao de A. tumefaciens a planta estao localizados
no cromossomo circular bacteriano, e incluem chvA, chvB, pscA, attA-Z e celABCDE
(ZIEMIENOWICZ, 2001; MATTHYSSE et al., 2000). Os produtos dos genes chvA e chvB
promovem a sintese de B-1,2 glucanas e o gene psCA (exoC) codifica enzimas responsaveis
pela sintese de exopolissacarideos. A fungdo exata do produto dos genes attA-Z ainda ndo ¢é
conhecida, mas a presenca de um grande numero de genes envolvidos no processo de adesao
sugere que a habilidade de A. tumefaciens em ligar-se as células hospedeiras seja importante
para a transferéncia do T-DNA (MATTHYSSE et al., 2000).

Apo6s a indugdo dos genes de viruléncia, a proteina VirD reconhece as
bordas do T-DNA, promovendo a formagao de fita simples e linear de DNA, que se associam
as proteinas Vir E que conferem estabilidade ao processo, € a proteina Vir D2 que se une
covalentemente a extremidade 5" do T-DNA. Esse complexo, proteinas-DNA, ¢ transferido
para o citoplasma da célula vegetal, onde regides de sinalizagdo de direcionamento nuclear
das proteinas VirE2 e VirD2 orientam o complexo aos poros nucleares (GELVIN et al.,
2000). Uma vez que o complexo encontra-se no nucleo, a integragao do T-DNA, no genoma,
envolve proteinas que participam do processo de reparo, recombinagdo e sintese de DNA
(OHBA et al., 1995). O sistema de integracio do T-DNA ndo ¢ conhecido, entretanto a
inser¢ao parece ser ao acaso, havendo uma preferéncia por regides transcricionalmente ativas

(KONCZ et al., 1992).
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2.5.3.2 Expresséao e fungéo dos genes vir baseado em modelos vegetais

As proteinas Vir sdo codificadas pela regido vir, contendo 20 genes
essenciais e expressos em operons: Vir A, B, C, D, E e G. A regulagdo da expressdo dos genes
vir ¢ induzida em resposta a presenga de compostos fendlicos em combina¢do com
monossacarideos e acidez extracelular (pH 5,0 a 5,5). Esta acidez pode ser necessaria para
promover a protonagdo dos compostos fendlicos, aumentando sua permeabilidade através da
membrana citoplasmatica bacteriana. Este estimulo quimico ¢é detectado por dois
componentes sensores transmembrana, proteinas VirA e VirG, resultando em auto-regulagao
positiva de todos os promotores vir (JUN et al., 2000). Essas proteinas estdo presentes em
niveis basais no interior celular.

O locus VirA ¢ constitutivamente expresso e o seu produto (VirA),
localizado na membrana interna das células de Agrobacterium, funciona como um
quimioreceptor para as moléculas sinalizadoras da planta. Apos a aproximacao da bactéria até
a regido onde ocorreu a injuria no tecido vegetal, da-se inicio a adesdo entre as células. A
proteina VirA contém 4 dominios funcionais, designados de periplasmatico, linker, quinase e
dominio receptor, apresentando dimeros tanto na presenca quanto na auséncia de moléculas
indutoras (GELVIN, 2003).

Ao se ligar a molécula indutora, a proteina VirA inicialmente se auto-
fosforila e modifica a proteina VirG (que também ¢ expressa constitutivamente, mas em
menor escala) através da fosforilagdo da mesma. A proteina VirG fosforilada atua como
ativador transcricional dos genes Vir, através da ligagdo no Vvir-box, uma seqiiéncia de 12 pb
presente na regido promotora desses genes (GELVIN, 2003). Recentemente foi investigada a
fung@o do plasmideo pAtC58 sobre a viruléncia de A. tumefaciens C58. A participagdo deste
plasmideo na viruléncia de A. tumefaciens era supostamente nula, mas ficou comprovado que
genes do pAtC58 estdo envolvidos na regulagdo da expressdo dos genes vir de pTiC58 (NAIR
et al., 2003).

Com a indugdo da expressdao dos genes vir, da-se inicio a montagem do
“complexo-T” (a molécula final de T-DNA associada a diversas proteinas), a partir da sintese
de uma copia fita simples do T-DNA. Este processo ¢ dependente das proteinas VirDI e
VirD2, duas proteinas do operon virD. Estas proteinas sdo capazes de reconhecer as bordas

esquerda e direita do T-DNA. A proteina VirD2 hidrolisa a ligagdo fosfodiéster da fita

inferior, entre o 3° e 4° nucleotideo de cada borda, e conseqlientemente gera um segmento fita
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simples do T-DNA. Este fragmento de T-DNA fita simples ¢ removido do plasmideo Ti, que
por sua vez ¢ reparado através da incorporagdo de novos nucleotideos. Em seguida, a proteina
VirD2 permanece covalentemente ligada a extremidade 5° do T-DNA. A presenca desta
proteina estd relacionada com a polarizagio do complexo-T. A fun¢do exata da proteina
VirD1 ainda ¢ desconhecida, mas ¢ sugerido que tenha atividade semelhante a topoisomerase
I (GHAI & DAS, 1989). A etapa final no processamento do T-DNA envolve as proteinas
VirCl e VirC2. VirC1 ¢ capaz de ligar-se ao sitio overdrive, localizado adjacente a borda
direita, aumentando a atividade enzimatica de VirD1/VirD2 (GELVIN, 2003).

A montagem do complexo-T ¢ finalizada com a associacdo de proteinas
VirE2 ao conjunto T-DNA/VirD2. Varias copias desta proteina ligam-se ao longo da
molécula de T-DNA, sem especificidade de seqiiéncias (ZUPAN & ZAMBRYSKI, 1995).
Diversas fungdes foram associadas a esta proteina, incluindo protecdo da fita de T-DNA
contra nucleases do hospedeiro e formacdo do canal de transporte de T-DNA (GELVIN,
2003). Anélises do complexo-T através de microscopia eletronica revelaram que esta
molécula exibe uma estrutura helicoidal semelhante a um solendide (CITOVSKY et al., 1997;
ABU-ARISH et al., 2004).

A transferéncia do complexo-T até a planta ¢ mediada por um pillus do
Agrobacterium, semelhante ao encontrado no sistema de conjugagdo bacteriana (FULLNER
et al., 1996). Esse pillus ¢ formado por proteinas VirB, sendo VirB2 a subunidade maior. O
pillus é ancorado a membrana externa da célula bacteriana através da proteina VirB7. O
complexo-T ¢ acoplado ao pillus através da proteina VirD4, localizada na membrana interna
da bactéria, e ¢ transferido até o citoplasma da célula hospedeira. No citoplasma do
hospedeiro, o complexo-T ¢ direcionado para o nlcleo através de sinais de localiza¢ao nuclear
(SLN). Estes sinais, presentes nas proteinas VirD2 e VirE2, sdo reconhecidos por proteinas da
membrana nuclear, como a importina e proteinas Ran. Uma vez reconhecido, o complexo-T ¢
incorporado para o interior do nucleo da célula hospedeira (ZIEMIENOWICZ, 2001).

A internaliza¢do do complexo-T ¢ um evento ainda ndo esclarecido. A
proteina VirD2 supostamente confere polarizacdo para o complexo-T interagir com as
importinas. O papel de VirE2 no transporte nuclear do T-DNA ainda € bastante controverso.
No interior das células de Agrobacterium, VirE2 provavelmente interage com a chaperonina
VirEl, tornando-se incapaz de se ligar a fita simples de T-DNA. Contudo, quando VirE2 esta
ligada ao T-DNA, este assume a forma estrutural de um solendide-helicoidal. Suspeita-se que
esta conformagdo possa ser necessdria para a internalizagdo do complexo-T no ntcleo do

hospedeiro. A molécula do complexo-T ¢ um conjunto nucleoprotéico extremamente grande,
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uma vez que o T-DNA pode conter até 150 kb de extensao (HAMILTON, 1996). Além disso,
aproximadamente 600 moléculas de VirE2 ligam-se ao longo do T-DNA, conferindo a este
um comprimento de aproximadamente 3600 nm. A molécula final do complexo-T possui
cerca de 5 x 10’ Da de massa e 60 vezes a espessura da membrana nuclear. No contexto de
toda a estrutura desta molécula, ¢ possivel que a proteina VirE2 seja fundamental para a
internalizacdo do complexo-T. Além de estabelecer a ultraestrutura helicoidal ao T-DNA, a
presenca de VirE2 ao longo de todo o seu comprimento permite que os poros da membrana
nuclear estejam abertos em ambos os meios, nucleo e citoplasma (ZUPAN & ZAMBRY SKI,
1995).

No nucleo da célula vegetal, o T-DNA ¢ integrado ao genoma por
recombinac¢do ilegitima (GHEYSEN et al, 1991; ZIEMIENOWICZ, 2001) ou, menos
freqiientemente, por recombina¢do homologa (LEE et al., 1990). De acordo com o modelo
atual (TINLAND & HOHN, 1995), a integragdo tem inicio quando a regido 3" do T-DNA
encontra homologia e forma um pareamento em algum sitio do DNA vegetal. Os nucleotideos
pareados sofrem restrigdo por nuclease(s). Em seguida, a extremidade 5°-VirD2 também
pareia com o DNA vegetal e ¢ ligado na terminagdo 3'-OH deste. A fita superior do DNA
vegetal ¢ degradada e a maquinaria de reparo do DNA sintetiza a fita complementar do T-
DNA, finalizando o processo de integracdo. As proteinas envolvidas na integracao do T-DNA
ainda ndo sdo conhecidas, mas ha evidéncias de que VirD2 atue como integrase ou ligase
(ZIEMIENOWICZ, 2001). Fatores da célula hospedeira também participam do evento
integracao, a exemplo da histona H2A (MYSORE et al., 2000).

Diferentemente do que ocorre para modelos vegetais, a expressao e fungao
dos genes vir em fungos ¢ pouco estudada. Até o momento, existe somente um relato do papel
das proteinas Vir na transformag@o de fungos por A. tumefaciens (MICHIELSE et al., 2004).
Segundo estes autores, a inativagdo de genes que codificam as proteinas VirA, VirB, VirC,
VirD, VirG e VirE resulta na auséncia ou reducao significativa de geracao de transformantes
de Aspergillus awamori. Estes resultados sugerem que a transformagdo desta espécie fingica

¢ dependente do complexo-T intacto.
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2.5.4 Agrobacterium Tumefaciens como Ferramenta de transformacao Genética

O principal avango que permitiu a utilizagdo de Agrobacterium como
mediador de transformagdo genética foi a descoberta que a substituicdo dos oncogenes do T-
DNA por genes de interesse ndo inibe o mecanismo natural de transferéncia. Desta forma, a
primeira demonstragdo real de que a interacdo Agrobacterium-planta poderia resultar em
sistemas eficientes de transformac¢do foi a introdu¢do do gene que confere resisténcia ao
antibidtico canamicina em plantas de fumo (HERRERA-ESTRELLA et al, 1983),
confirmando a possibilidade de manipulagdo do plasmideo de Agrobacterium. Desde entao,
esta metodologia foi aplicada com sucesso para inumeras espécies vegetais (GELVIN, 2003).

Os plasmideos utilizados para sistemas de transformagao via Agrobacterium
sdo chamados de vetores desarmados, isto ¢, ndo possuem os oncogenes do T-DNA, mas
conservam os genes de viruléncia (regido vir). Os vetores podem ser divididos em dois
sistemas: sistema cointegrado (sistema in cis) no qual os genes vir e o T-DNA modificado
estdo no mesmo replicon (ZAMBRYSKI et al., 1983) e sistema binario (sistema in trans),
onde o T-DNA modificado ¢ mantido em um plasmideo distinto do Ti (HOEKMA et al.,
1983). O sistema de vetores binarios tem sido a estratégia mais utilizada na transformagao via
Agrobacterium. Estes vetores apresentam tamanho muito reduzido quando comparado ao
plasmideo Ti desarmado, facilitando sua manipulagdo in vitro. Além disto, possuem
seqiiéncias ori (origem de replicagdo bacteriana), marcadores de resisténcia a antibioticos e
sitios unicos para endonucleases de restricdo dentro da seqiiéncia de T-DNA. Estas
caracteristicas permitem a manipulagdo do vetor binario em Escherichia coli contendo
praticamente qualquer seqiiéncia clonada entre as bordas esquerda e direita. Atualmente
existem varias construgcdes de vetores binarios, os quais variam em tamanho, sitios de
restri¢ao, marcador de selecdo, origem de replicagdo e outras propriedades (KLEE, 2000).

A escolha do vetor bindrio adequado, assim como da linhagem bacteriana,
pode ser decisiva para uma transformagdo genética eficiente. A eficiéncia das linhagens de
Agrobacterium esta diretamente associada ao background cromossomico ¢ ao plasmideo Ti
desarmado. As linhagens C58 sdo as mais utilizadas na transformacao de plantas e atualmente
existem muitas variantes com plasmideos Ti selvagem e desarmado (KLEE, 2000).

A gama de hospedeiros que o Agrobacterium pode infectar pode variar de
acordo com a linhagem bacteriana. A base molecular que envolve a especificidade de

hospedeiros ainda ndo foi completamente determinada, entretanto existem trabalhos indicando



33

que genes do plasmideo Ti tenham papel relevante no reconhecimento de hospedeiros
(LOPER & KADO, 1979; THOMASHOW et al., 1980). Os genes VirC, virF e virH foram
fundamentais para determinar as espécies vegetais susceptiveis a infec¢do e formagdo do
tumor. Outros genes Vir, incluindo VvirG, contribuem para a hiperviruléncia de algumas
linhagens bacterianas. Entretanto, o processo de especificidade de hospedeiros é controlado
por multiplos fatores genéticos, tanto da bactéria quanto da planta (GELVIN, 2003).

Algumas linhagens de Agrobacterium foram modificadas para aumentar a
eficiéncia de transformagdo. A principal alteragdo pode ser relacionada a expressdo do gene
virG, que ¢ responsavel pelo controle de todos os outros genes vir. Outra modificagdo
importante foi 0 aumento na expressao de VirEL, cujo produto é capaz de ligar-se ao T-DNA,

protegendo-o da a¢do de endonucleases do hospedeiro (KLEE, 2000).

2.5.5 Transformagéo genética de leveduras via Agrobacterium tumefaciens

Em meados de 1995, Bundock e colaboradores descreveram o primeiro
relato de transformacdo genética de fungos via A. tumefaciens (AMT- Agrobacterium
mediated transformation). Simulando in vitro o sistema natural de transformagdo vegetal,
estes pesquisadores conseguiram transformar eficientemente a levedura S. cerevisae com o
gene ura3 (biossintese da uracila). Posteriormente, De Groot e colaboradores (1998)
estenderam a AMT para vérias espécies de fungos filamentosos. Desde entdo o nimero de
espécies fungicas transformadas via Agrobacterium vem crescendo progressivamente
(MICHIELSE et al., 2005).

Até o momento, S. cerevisae (BUNDOCK et al., 1995) e Kluyveromyces
lactis (BUNDOCK et al., 1999) sao as unicas leveduras transformadas por esta metodologia.
No entanto, a fase leveduriforme de alguns fungos dimorficos como Histoplasma capsulatum
e Blastomyces dermatitidis (SULLIVAN et al., 2002), Paracoccidioides brasiliensis (LEAL
et al., 2004), Cryptococcus neoformans (IDNURM et al., 2004) e Cryptococcus gattii
(McCLELLAND et al., 2005) também foram transformadas via A. tumefaciens. Estes estudos
demonstraram ndo somente a praticidade desta metodologia quando comparada as demais
técnicas, como também a obtencdo de altas freqiiéncias de transformag¢do de forma
integrativa, aleatoria e inica no genoma da célula hospedeira.

A praticidade de execucao desta metodologia de transformagdo, que permite
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o emprego de células intactas tornando assim desnecessaria a laboratoriosa obtencao de
protoplastos, nem a necessidade de equipamentos caros como o acelerador de microprojéteis
ou eletroporador ¢ um dos atrativos que justificam seu emprego, assim como o fato de que
qualquer segmento de DNA inserido entre as bordas esquerda e direita do T-DNA poder ser
integrado no genoma do hospedeiro. Além disso, quando do emprego de vetores contendo
seqliéncias que ndo apresentam homologia com o genoma da célula alvo, observa-se e a
ocorréncia de integracdo aleatoria do T-DNA em sitios Unicos no genoma da célula
hospedeira, o que tem estimulado o emprego desta metodologia para obten¢do de mutantes,
tornando esta técnica uma poderosa ferramenta em estudos de mutagénese insercional

(MICHIELSE et al., 2005).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS DE CANDIDA SPP, LINHAGEM BACTERIANA E VETOR BINARIO

As linhagens de C. albicans (Ca5”), C. tropicalis (Cs) e C. glabrata (C¢)
foram isoladas da mucosa bucal de pacientes sadios da Clinica de Nutricdo e Odontologia da
Universidade Norte do Parand (UNOPAR), submetidas a uma identificagdo preliminar em
meio cromogénico diferencial Chromagar-Candida e posteriormente identificadas
molecularmente pela técnica semi-nested PCR com o emprego de oligonucleotideos
iniciadores género- especifico e espécie-especifica.

A linhagem bacteriana empregada nos experimentos de transformacao
genética foi AGL-1::pBTS-4 (AGL-1 de A. tumefaciens - ATCC BAA-101 contendo o vetor
binario pBTS-4) (dos REIS et al., 2001) (Figura 2a). O vetor bindrio apresenta clonado, entre
as bordas direita e esquerda do plasmidio pBIN19, um cassete de expressao de resisténcia ao
antibiotico higromicina-B (ROONEY et al., 2001) (Figura 2b). Este cassete de resisténcia ¢
constituido pelo gene hph de Escherichia coli, sob o controle do promotor Pgpd de

Aspergillus nidulans (Figura 2c).

b)

hph
(T-DNA)

vir |

A. tumefaciens i
(AGL1) Ti‘desarmado”  Vetor Bindrio

Figura 2 — Ilustragdo da linhagem bacteriana ¢ do sistema binario empregado na
transformag¢do de Candida spp. a) Linhagem AGL-1 de A. tumefaciens
contendo o sistema bindrio. b) Componetes do sistema binario. ¢) Vetor binario
pBTS-4.
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3.2 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DE HIGROMICINA

PARA O CRESCIMENTO DE ESPECIES DO GENERO CANDIDA

C¢élulas de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata foram cultivadas por 18
horas em meio Sabouraud liquido (1% peptona; 4% glicose; 0,25% extrato de levedura) a
28°C sob agitacdo de 180 rpm. Apods este periodo, as células foram submetidas a uma
centrifugacdo inicial de 2000 rpm por 5 minutos, e posteriormente centrifugadas nas mesmas
condi¢des com a adicdo de agua destilada esterilizada para retirada total do meio de cultura. O
sedimento celular foi ressuspendido com agua destilada esterilizada e a concentracao ajustada
para 10® células/mL.

A partir das suspensdes obtidas, quantidades de 100 pL correspondentes a
cada espécie de Candida foram plaqueadas (placas de Petri de 90 mm de didmetro) em meio
Sabouraud solidificado contendo diferentes concentragdes de higromicina (50, 100, 150, 200,
250 e 300 pg/mL). As placas foram incubadas a 28°C por um periodo de 30 dias com
finalidade de excluir a possibilidade do desenvolvimento de resisténcia por tempo de
exposicao por parte de alguma das amostras, ou perda da atividade do antibidtico.

A concentragao na qual houve total inibicdo do crescimento fungico foi

utilizada na selecao de transformantes.

3.3 TRANSFORMACAO GENETICA MEDIADA POR AGROBACTERIUM TUMEFACIENS:

PROCESSAMENTO DAS CELULAS FUNGICAS, BACTERIANA E CO-CULTIVO

As linhagens fungicas foram inoculadas individualmente em 5 mL do meio
Sabouraud liquido e incubadas por 18 horas a 28°C sob agitagdo de 180 rpm. Esta etapa foi
repetida trés vezes utilizando-se 100 uL de cada cultura para o indculo da nova suspensdo a
ser cultivada, com o objetivo de se estabelecer um maior sincronismo de divisdo e viabilidade
celular. Apos este periodo, as culturas foram centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento celular submetido a uma nova centrifugagdo
(lavagem) com meio de indu¢do (MI) (COVERT et al., 2001) nas mesmas condigdes. O
sedimento celular resultante foi ressuspendido em 1 mL de MI acrescido de acetoseringona

200 mM/mL (MIAS). O numero de células foi estimado através da camara de Neubauer e a
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concentracio ajustada para 107, 10° ¢ 10° células/mL.

A linhagem AGL-1::pBTS-4 de A. tumefaciens foi inoculada em 7 mL do
meio Luria-Bertani (1% triptona; 0,5% extrato de levedura; 0,5% NaCl [pH= 7.2]) contendo
os antibidticos estreptomicina e canamicina na concentracdo final de 50 pug/mL para
manutencao dos vetores. A cultura foi incubada por 18 horas a 28°C sob agitacao de 180 rpm.
Apos este periodo, foi determinada a densidade otica (DO) da cultura no comprimento de
onda de 660nm, a partir da qual se realizou uma diluicdo para a obtencdo de uma densidade
otica final correspondente a 0,15 em 20 mL de meio MIAS. A nova cultura foi entdo incubada
nas mesmas condi¢des de cultivo mencionadas anteriormente até atingir uma DO de 0,6. A
concentracdo foi entdo ajustada para 10° e 10® células da qual foi retirada uma aliquota para
determina¢do da unidade formadora de colonia (UFC) e o restante da cultura foi utilizado no
experimento de transformacao.

Os co-cultivos foram realizados em microtubos de 1,5 mL, utilizando-se
100 pL das culturas (107, 10° e 10> células/mL) de cada espécie de Candida, seguido da
adicdo de 100 pL da cultura de A. tumefaciens (10° células/mL) em cada um deles. Os
microtubos contendo os referentes co-cultivos (bactéria e fungo) foram incubados a 28°C por
48 horas. Apos este periodo fez-se o plaqueamento das amostras em meio seletivo
solidificado (Sabouraud acrescido de higromicina 250 pg/mL e mefoxina 150 pg/mL), o qual
foi submetido a incubagdo por 7 dias a temperatura de 28°C.

O mesmo protocolo descrito anteriormente foi realizado, utilizando-se
porém 100 pL de uma cultura de A. tumefaciens na concentragdo de 10° células/mL, e
temperatura de co-cultivo de 24°C. Ambos os protocolos de tranformacao genética mediada
por A. tumefaciens, tanto em temperatura de co-cultivo de 28°C quanto em temperatura de

24°C, foram realizados em trés experimentos distintos.

3.4 CONFIRMACAO FENOTIPICA, ANALISE DA ESTABILIDADE MITOTICA E NIVEL DE

RESISTENCIA A HIGROMICINA B DOS TRANSFORMANTES DE ESPECIES DO GENERO CANDIDA

As colonias resultantes, apos plaqueamento do co-cultivo em meio seletivo,
foram transferidas a um novo meio seletivo para confirmacgdo fenotipica de resisténcia a
higromicina. Dos transformantes confirmados, 100 colonias de cada espécie de Candida

foram selecionadas aleatoriamente e submetidas a quatro repiques em meio Sabouraud
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solidificado, e um ultimo repique em meio seletivo, todos realizados em condi¢des de
incubagado de 28°C por 18 horas, para a analise da estabilidade mitotica.

Uma nova selecdo aleatoria foi realizada, e 100 transformantes de cada
espécie foram submetidos ao crescimento em meio Sabouraud solidificado acrescido de
concentragdes de 500 pg/mL e 750 pg/mL de Higromicina B, em condi¢gdes de incubacdo de

28°C, com a finalidade de avaliar o nivel de resisténcia ao antibiodtico.

3.5 ANALISE MOLECULAR DOS TRANSFORMANTES DE C. ALBICANS, C. TRoPICALIS E C.

GLABRATA

O DNA gendmico das linhagens selvagens e dos transformantes estaveis
mitoticamente foi obtido conforme descrito por Gacser e colaboradores em 2005, com
algumas modificagdes. Cada amostra a ser analisada foi incubada a 28°C por 18 horas em 5
mL de meio Sabouraud liquido. Apos este periodo, as culturas foram transferidas para
microtubos de 1,5 mL, centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos ¢ submetidos a uma nova
centrifugacdo com agua destilada esterilizada nas mesmas condigdes para retirada do meio de
cultura restante.

O sedimento celular foi ressuspendido em 725 pL de tampdo de lise TENTS
(10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, 10 mM NaAc, 1% SDS, 2% Triton X-100), seguido
pela adi¢ao de pérolas de vidro e forte agitagdo com auxilio de um agitador tipo vortex por 3
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e 275 pL de
acetato de amonio 7M (pH=7) foi adicionado. As amostras foram entdo incubadas em banho-
maria a 65°C por 5 minutos e logo em seguida em gelo por adicionais 5 minutos. Apds esta
etapa, 500 pL de cloroformio foi adicionado. As amostras foram homogeneizadas e
submetidas a uma centrifuga¢do de 13000 rpm durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram
transferidos para novos microtubos e precipitado com etanol absoluto gelado por 18 horas a -
20°C. Cada amostra foi centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos e lavada com alcool etilico
70 % gelado nas mesmas condigdes de centrifugagdo. Apds secagem e eluicdo do DNA com
20 pL de agua ultrapura esterilizada, as amostras foram tratadas com RNAse A e a qualidade
e quantidade do DNA extraido foi determinado por eletroforese em gel de agarose 0.8 % em
tampao de corrida TEB 1%.

A confirmag¢do molecular quanto a presenga do gene hph foi realizada pelo
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emprego da reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Os oligonucleotideos iniciadores
empregados foram: Hphl (5’-TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT-3’) e Hph2 (5’-
CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG-3’). As reagdes de amplificagdo foram realizadas nas
seguintes condi¢des: um ciclo inicial de 5 minutos a 94° C, seguido de 35 repeti¢cdes do ciclo
de 94° C (desnaturacdo), 60° C (anelamento) e 72° C (extensdo), respectivamente, de 1
minuto em cada temperatura. A reagao se encerra com um ciclo de extensao de 5 minutos a
72° C. O produto da amplificagdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1 % em
tampao de corrida TEB 1%, e analisado apds coloracao do gel com brometo de etideo.

A técnica de Dot-blot foi realizada com 100 ng do DNA gendmico das
linhagens selvagens de C. albicans (Ca5’), C. tropicalis (C;) ¢ C. glabrata (C¢) e de 8
transformantes de cada espécie, empregando protocolo descrito por Sambrook e Russel
(2001).

As membranas de nailon foram hibridadas por 20 horas a 40°C com a sonda
correspondente a um fragmento (produto de PCR) de 600 pares de bases do gene hph
purificado pelo emprego do High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Applied
Science), marcadas e detectadas com o sistema digoxigenina (DIG High Prime DNA labeling

and Detection Starter) (Roche Applied Science), segundo recomendacdo do fabricante.

3.6 ANALISE DOS CO-CULTIVOS EMPREGANDO MICROSCOPIA ELETRONICA

Um novo experimento de transformac¢do genética mediada por A.
tumefaciens foi realizado para cada espécie de Candida como descrito anteriormente, visando

a analise Optica da interacdo do par Candida-Agrobacterium na condigdo de co-cultivo.

3.6.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Dos co-cultivos obtidos apds 48 horas, aliquotas referentes a cada uma das
espécies de Candida foram depositadas sobre laminulas tratadas com poli-L-lisina e
submetidas a um periodo de repouso de 1 hora para a sedimentacao e adesao celular.

ApOs este periodo, as amostras foram fixadas com solucao de gluteraldeido
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2,5% (Electron Microscopy Sciences) em tampao fosfato de s6dio 0,1 M (pH 7,2) a 8°C por
12 horas. As laminulas foram entdo submetidas a lavagens de 5 minutos com tampao fosfato
0,1 M (pH 7,2) e pos-fixadas com tetroxido de dsmio (OsO4) 1% diluido em tampao fosfato
0,1 M (pH 7,2) por 1 hora. O material foi novamente lavado em tampao fosfato 0,1 M (pH
7,2), e desidratado em uma série de concentragdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%,
80%, 90%, 95% e absoluto).

As amostras foram secas ao ponto critico (BALTEC SDC 030 Critical Point
Dryer), recobertas com uma camada de ouro de 25 nm de espessura (BALTEC SCD 050

Sputter Coater) e observadas ao microscopio eletronico de varredura Quanta 200 (FEI).

3.6.2 Microscopia eletronica de transmissao

O mesmo experimento de transformacdo genética foi utilizado para andlise
ao microscopio eletronico de transmissdo. O co-cultivo obtido referente a cada espécie de
Candida foi fixado, lavado e pds-fixado de acordo com as condigdes descritas anteriormente
para microscopia eletronica de varredura. No entanto, para as lavagens e solucdes foi utilizado
o tampao cacodilato de s6dio 0,1 M (pH 7,2). A desidratagdo foi realizada em uma série de
concentragdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 80%, 90% ¢ 100%) e o material foi
embebido e incluido em resina Spurr (Electron Microscopy Sciences).

Cortes de 70 nm obtidos em ultramicrotomo (Leica Ultracut UCT) foram
coletados em telas de cobre de 200 mesh e contrastados com acetato de uranila 2% e citrato de
chumbo. O material foi observado ao microscopio eletronico de transmissdo TECNAI 12

(FEI) e as imagens capturadas com auxilio do Soft Imaging System.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TRANSFORMACAO DE ESPECIES DO GENERO CANDIDA MEDIADA POR AGROBACTERIUM

TUMEFACIENS

Para o emprego de marcadores de resisténcia em experimentos de
transformag@o genética, no caso a resisténcia ao antibiotico Higromicina B, conferida pelo
gene hph, faz-se necessario a analise preliminar da sensibilidade da célula hospedeira a
referida droga. Desta forma, foi determinada a concentragdo inibitdria minima deste
antibidtico, plaqueando-se 107 células de C. albicans (Ca5”), C. tropicalis (C3) ¢ C. glabrata
(Cs) em meio Sabouraud solidificado acrescido de concentragdes crescentes de Higromicina
B. Interessante citar que para a determinacdo da concentragdo inibitéria minima foram
utilizadas placas de Petri de 90 mm de diametro, uma vez que a dimensdo da placa pode
influenciar a inibi¢do do crescimento das células pelo antibidtico, cuja acdo ¢ dependente da
densidade celular.

O crescimento das trés linhagens fungicas foi totalmente inibido na
concentragdo de 150 pg/mL. Como critério de seguranca, foi utilizada a concentragao de 250
ug/mL de higromicina B para a sele¢do dos transformantes.

A metodologia de transformagdo genética via A. tumefaciens (AMT-
Agrobacterium mediated transformation) proposta no presente trabalho foi aplicada com
sucesso para a transformacdo de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Os resultados

obtidos estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 — Transformagdo de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata via A. tumefaciens em
co-cultivo realizado a 28°C

Espécie de Candida  N° de células Razio N° de transformantes
(linhagem) alvo Agro/Candida
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
. 10¢ 1000/1 1472 1117 1375
C. albicans 10° 100/1 1235 1284 1439
(Ca5) 108 1011 1266 1209 1457
o 10° 100071 218 103 1329
C. tropicalis 105 1001 128 110 389
(Cy 108 10/1 201 287 217
10° 100071 02 00 00
C.glabrata 10° 100/1 0l 03 8
(Cy) 108 1011 38 44 68

Tabela 2 — Transformgao de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata via A. tumefaciens em
co-cultivo realizado a 24°C

Espécie de Candida  N° de células Razdo N° de transformantes
(linhagem) alvo Agro/Candida
Experimento 1 Experimento 2 Eggerimento 3
. 10° 1000071 320 308 511
C. albicans 105 1000/1 739 595 667
(Ca5’) 10¢ 1001 618 867 704
o 10¢ 1000071 426 1417 1381
C. tropicalis 105 1000/1 1612 1324 1275
(Cy 108 10071 1439 1358 1429
10° 10000/1 00 02 0s
Cglabrata 10° 1000/1 18 31 23
(Cy 10¢ 1001 83 67 54

Muitos parametros podem influenciar a eficiéncia de transformacao via A.
tumefaciens, sendo necessaria a otimiza¢ao do protocolo de acordo com as caracteristicas do
material bioldgico a ser transformado. Dentre estes, tem-se como principais a linhagem de
Agrobacterium empregada no experimento, fatores relacionados as condigdes de co-cultivo
como a razdo entre células de Agrobacterium e do hospedeiro, assim como o tempo e
temperatura de incubacdo do co-cultivo. O tipo de membrana utilizada em co-cultivo

realizado em sistema so6lido, € o pH do meio de indugao também sao parametros importantes
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(MCCLELLAND et al., 2005; MICHIELSE, et al., 2005; SUGUI, et al., 2005).

No presente trabalho, alguns destes parametros foram analisados, sendo
estes, diferentes concentracdes de células alvo (10%, 10°, 10°) e de Agrobacterium (10" ¢ 10%),
e temperaturas de co-cultivo distintas (24°C e 28°C).

A influéncia da temperatura de co-cultivo na freqliéncia de transformagao
foi variavel, em funcgdo da espécie de Candida considerada (Tabelas 1 ¢ 2). O nimero de
transformantes de C. albicans foi maior quando a temperatura de co-cultivo foi de 28°C,
comparativamente ao obtido em 24°C. Ja para as espécies C. tropicalis e C. glabrata a
diminui¢ao da temperatura de co-cultivo resultou numa maior freqiiéncia de transformacao.

Segundo a literatura, a temperatura de co-cultivo exerce influéncia sobre a
eficiéncia de transformacao, sendo os melhores resultados obtidos entre faixas de 22°C a
25°C (MICHIELSE et al., 2005).

A menor freqiiéncia de transformagdo de C. albicans observada em co-
cultivo realizado a 24°C pode ser decorrente do fato desta temperatura ser sub-6tima para seu
desenvolvimento. O aumento do niumero de transformantes em fungdo do aumento do nimero
de células alvo (Tabela 2) sugere a possibilidade de um maior numero de células estarem
aptas a formar pares-conjugativos com Agrobacterium, e conseqiiente transferéncia e
expressao do T-DNA, resultando numa melhor eficiéncia de transformacao.

Como observado nas Tabelas 1 e 2, o numero de transformantes obtidos de
C. tropicalis ndo variou significativamente em fungdo da razdo de células de Agrobacterium e
células alvo. Desta forma, a razdo celular estabelecida nos experimentos, tanto em 28°C
quanto 24°C, nao foi um parametro diferencial para a eficiéncia de transformacdo desta
espécie. Para C. albicans também ndo foi observado variagdo no niimero de transformantes
obtidos em resposta as diferentes concentragdes celulares empregadas, quando o co-cultivo
foi realizado a 28°C (Tabela 1). No entanto, observou-se variagdo na freqii€éncia de
transformagao em fun¢dao do aumento da concentragdo celular de células alvo, quando o co-
cultivo foi realizado a 24°C (Tabela 2). Este resultado pode estar relacionado ao efeito desta
temperatura sobre as células desta espécie, como mencionado anteriormente. Ja para C.
glabrata houve um aumento no nimero de transformantes em fun¢do do aumento da
concentracdo celular de células alvo em ambas as temperaturas de co-cultivo empregadas.

Segundo revisdo de Michielse et al. (2005) na maioria dos estudos de
transformagdo genética via A. tumefaciens, observou-se que o aumento do numero celular
tanto de Agrobacterium quanto de células alvo, resulta em aumento da eficiéncia de

transformagdo. Entretanto, o aumento excessivo da concentragdo celular de ambos pode
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resultar na diminui¢do desta eficiéncia. E relatado na maioria dos estudos que o emprego de
10" ¢ 10® células de Agrobacterium no co-cultivo gera melhores resultados, e ordens menores
(10%) e maiores (10°) resultam em menor numero de transformantes, possivelmente devido a
limitagcdes espaciais e nutricionais (BUNDOCK et al., 1995; BUNDOCK et al., 1999;
ABUODEH, et al., 2000; SULLIVAN et al., 2002; LEAL et al., 2004; dos REIS et al., 2004;
McCLELLAND et al., 2005; LIMA, et al, 2006; SUGUI, et al., 2005).

Segundo Sullivan e colaboradores (2002), o emprego tanto de altas
concentragdes celulares como de baixas podem estabelecer uma mesma razdo entre células de
Agrobacterium e células alvo, porém razdes estabelecidas com concentragdes celulares
menores geram um melhor resultado. Contudo, segundo os autores, cada modelo biologico
apresenta uma combinagdo 6tima de parametros de co-cultivo visando a obtencdo de um
nimero maximo de transformantes.

A freqiiéncia de transformagdo obtida para as linhagens Ca5’ (C. albicans) e
C; (C. tropicalis) corroboram com, e até superam as freqiiéncias obtidas para fungos
filamentosos, leveduras e fase leveduriforme de fungos dimorficos empregando a metodologia
de AMT (BUNDOCK et al.,, 1995; BUNDOCK et al., 1999; ABUODEH, et al., 2000;
SULLIVAN et al., 2002; LEAL et al., 2004; REIS et al., 2004; McCLELLAND et al., 2005;
LIMA, et al, 2006; DUARTE et al., 2007), sendo obtido até 01 transformante para cada 10
células alvo, dependendo da condi¢do de co-cultivo analisada. J4 para a linhagem C¢ (C.
glabrata) foi observada uma baixa freqiiéncia de transformag@o nas condi¢des de co-cultivo
testadas, quando comparada as demais espécies de Candida transformadas.

Uma hipoétese para este resultado pode ser o fato desta espécie ser haploide.
Desta forma, a integragdo do T-DNA em regides essenciais para viabilidade celular ndo pode
ser compensada como ocorre nas demais espécies diploides, resultando na morte da célula
transformada. Outro fato que sustenta esta possibilidade ¢ o aumento diretamente
proporcional do numero de transformantes de C. glabrata com o aumento do ntimero de
células alvo (Tabelas 1 ¢ 2).

Outra hipdtese que poderia explicar a baixa eficiéncia de transformacao,
seria de que a linhagem bacteriana ndo seja capaz de formar o par conjugativo com as células
de C. glabrata de forma eficaz como observado para as demais espécies testadas. Desta
forma, o aumento da concentragdo celular de A. tumefaciens resultaria no aumento do nimero
de transformantes, o que nao foi observado nas diferentes condi¢des de co-cultivo (Tabelas 1
e 2). Além disso, as analises do par Agrobacterium-Candida em co-cultivo através das

microscopias eletronicas de varredura e transmissao revelaram o mesmo perfil de interacao
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entre o Agrobacterium e as trés espécies de Candida transformadas. Outras hipdteses também
podem ser postuladas, como limitagdes referentes a construcao génica e ao vetor utilizado
(pBTS-4) particularmente para esta espécie.

O emprego de AMT para C. albicans e C. tropicalis resultou em alta
eficiéncia na obtengdo de transformantes, chegando a numeros de 1472 e 1612,
respectivamente. A AMT da espécie C. glabrata resultou numa menor freqiiéncia, gerando
um nimero maximo de 83 transformantes. Géacser e colaboradores em 2005, empregando as
metodologias de eletroporacdo e acetato de litio para transformacdo de C. parapsilosis,
obtiveram um namero de 150 transformantes integrativos ao utilizar 20ug de DNA e 10°
células alvo e 0,1 transformantes por pg de DNA e 10® células alvo, respectivamente. Yehuda
e colaboradores em 2001, também empregando estas metodologias, porém para transformacao
de C. oleophila, obtiveram um numero de 125 transformantes integrativos ao utilizar 1 pg de
DNA ¢ 10® células alvo na eletroporagdo e 0,32 transformantes por pg de DNA e 10° células
alvo na metodologia de acetato de litio. Gietz ¢ Wood em 2001, em revisao dos principais
métodos de transformacgdo de leveduras, relatam eficiéncias de transformacdo de C. albicans
que abrangem faixas de 50 a 300 transformantes integrativos por ug de DNA, dependendo da
metodologia utilizada. O niimero de células alvo utilizado nestes experimentos varia entre 10’
e 10° por mL. Dmytruk e colaboradores em 2006 obtiveram aproximadamente 200
transformantes integrativos de C. famata por pg de DNA, empregando a metodologia de
esferoplastos com a adi¢cdo de endonucleases de restricdo. Frangois e colaboradores em 2003
obtiveram de 100 a 200 transformantes integrativos de C. lusitaniae por pg de DNA através
da eletroporacdo. Rohrer e Picataggio em 1992, através da metodologia de eletroporagdo
obtiveram 45 transformantes integrativos de C. tropicalis por pg de DNA.

Neste trabalho, para o estabelecimento da metodologia de transformagao
genética de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata mediada por A. tumefaciens foram feitas
modificagdes em relagdao aos protocolos comumente descritos. Nestes protocolos, o co-cultivo
¢ realizado sobre a superficie de membranas (nitrocelulose, celulose ou nailon) e, apds o
periodo de incubagdo, as membranas sdo transferidas para o meio de selecdo (De GROOT et
al., 1998; MULLINS et al., 2001; SULLIVAN et al., 2002; LIMA et al., 2006; DUARTE et
al., 2007; MATTA et al., 2007). Outro protocolo utilizado, principalmente para as leveduras e
fases leveduriformes de fungos dimorficos, também se baseia no emprego de membranas para
o co-cultivo, entretanto, as membranas nao sdo transferidas como no protocolo anterior, e sim
lavadas com solugdo salina ou agua destilada esterilizada e a suspensdo celular ¢ plaqueada

em meio seletivo (BUNDOCK et al., 1995, 1999; ABUODEH et al., 2000; LEAL et al., 2004;
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MCCLELLAND et al., 2005; ALMEIDA et al., 2007).

Para a transformagdo de espécies do género Candida mediada por A.
tumefaciens, o emprego de membranas foi descartado devido a alguns fatores. Em
experimentos preliminares realizados em nosso laboratdrio, para as trés espécies analisadas
(C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata), as colonias resultantes apos transferéncia da
membrana contendo o co-cultivo para meio de selecdo, quando submetidas a confirmagao
fenotipica quanto a resisténcia a Higromicina B e a andlise da estabilidade mitdtica,
demonstraram resultados falso-positivos. A suspeita de falsos transformantes foi confirmada
pela auséncia do produto de amplificagdo em parte das amostras ap6s analise por PCR (dados
nao mostrados). Estes resultados sugerem que a membrana possa representar uma barreira
para a acdo eficaz da droga utilizada na sele¢do de transformantes, podendo dessa maneira
resultar no crescimento de falsos transformantes. O protocolo que langa mado da recuperacao
dos transformantes a partir da membrana por lavagem nao foi testado, por acreditarmos que
este procedimento pode resultar em super-estimativa da freqiiéncia de transformacao e
conseqiiente geracdo de clones, visto que a possivel presenga de colonias (no caso de
leveduras) no co-cultivo ao serem submetidas a lavagem se dispersam, sendo caracterizadas
como transformantes distintos apos crescimento em meio de selecdo. Alguns protocolos ainda
realizam uma pré-incubagdo das células apds o co-cultivo, antes do plaqueamento em meio
seletivo. Esta estratégia também pode super-estimar o numero de transformantes, visto que o
tempo desta pré-incubagdo muitas vezes ¢ superior ao tempo de geracdo (ciclo celular) de
espécies de Candida, permitindo desta forma a multiplicagdo celular dos possiveis
transformantes.

Outro fato analisado por Sugui e colaboradores (2005), na transformagao de
Aspergillus fumigatus via A. tumefaciens, foi a influéncia que o tipo de membrana
(nitrocelulose, celulose ou nailon) exerce na eficiéncia de transformagao, também relatado em
outros trabalhos (MICHIELSE et al. 2005). Este fato ocorre possivelmente devido a
diferencas de composi¢do e propriedades quimicas destas membranas, que podem afetar a
distribuicdo e/ou interacdo entre as células da bactéria e do hospedeiro, assim como diferencas
na capacidade de difusdo de compostos, inclusive antibioticos, por estas membranas.

Para contornar as limitagdes metodoldgicas mencionadas acima, a etapa de
co-cultivo foi modificada, sendo realizada em microtubos contendo meio liquido como
descrito no item Materiais e Métodos, e as células plaqueadas diretamente em meio de
sele¢do.

O crescimento de colonias transformantes Higromicina B-resistentes foi
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constatado a partir do segundo dia de incubagdo apos o plaqueamento do co-cultivo em meio
seletivo. Transformantes de C. glabrata foram recuperados apos 48 de incubagao, sendo que o
surgimento de transformantes de C. albicans e C. tropicalis ocorreu no decorrer de uma
semana.

Embora os testes de concentracdo inibitdria minima, para as trés espécies de
Candida, tenham sido realizados empregando-se um periodo longo de incubagao (30 dias), a
recuperagdo de transformantes foi realizada até o 7° dia, com a finalidade de prevenir a perda
da a¢do do antibidtico e possivel crescimento de transformantes falso-positivos, assim como
coldnias resistentes ou tolerantes a doses sub-inibitorias da droga. A presenca de restos
celulares de bactérias mortas pela agdo da mefoxina no meio de selecdo também pode
interferir, visto que altera a densidade celular no meio e serve como fonte alternativa de
nutrientes.

Além das medidas de prevencdo realizadas anteriormente, as colonias
resultantes do co-cultivo plaqueadas em meio de selegdo ainda foram transferidas e
submetidas ao crescimento em um novo meio de sele¢do, para confirmagdo do fenotipo de
resisténcia ao antibidtico Higromicina B. Todas as colonias transferidas apresentaram
crescimento na concentracao de 250 ug/mL da droga.

Do total de transformantes confirmados, 100 colonias de cada espécie
fingica foram aleatoriamente selecionadas e analisadas quanto a estabilidade mitdtica, sendo
que apos quatro repiques em meio ndo seletivo, todos os transformantes de C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata analisados cresceram quando expostos ao antibiotico na concentragdo
de 250 pL/mL em meio Sabouraud solidificado, sendo dessa forma estaveis mitoticamente.

Os transformantes também foram analisados quanto ao nivel de resisténcia a
concentragdes de 500 pg/mL e 750 pg/mL do antibidtico. Em concentragdo de 500 uL/mL da
droga, houve o crescimento de 100%, 97% e 90% dos transformantes de C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata, respectivamente. Ja na concentragao de 750 pg/mL, observou-se a
diminuigdo destes indices, sendo que 74%, 29% e 68% dos transformantes de C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata cresceram nesta condi¢ao, respectivamente.

A capacidade de gerar um grande numero de transformantes ndo ¢ a unica
caracteristica desejada no estabelecimento de uma determinada metodologia de
transformagdo. A simplicidade e reprodutibilidade de execu¢ao metodoldgica, a maleabilidade
quanto ao emprego e competéncia em atender os requisitos necessarios como ferramenta de
biologia molecular também sdo caracteristicas importantes.

Muitos trabalhos de AMT consideram o crescimento na placa de co-cultivo
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como sendo o numero real de transformantes obtidos. Como constatado em alguns trabalhos,
existem variagdes significativas quanto ao numero de transformantes obtidos diretamente a
partir do co-cultivo em relacdo aqueles que sdo confirmados fenotipicamente, refletindo a
ocorréncia de falsos transformantes. Outra questdo fundamental ¢ a obtencdo de
transformantes estaveis. Poucos estudos realizam a analise da estabilidade mitética, € nestes,
também sdo observadas variagdes significativas pela presenga de transformantes abortivos
(COVERT et al. 2001; RHO, et al. 2001; FITZGERALD et al. 2003; MEYER et al. 2003;
REIS et al. 2004, DUARTE et al., 2007; MATTA et al., 2007).

Sédo raros os relatos deste tipo de analise para transformantes de Candida,
sendo que no geral, somente a confirmagao fenotipica em relacdo a marca seletiva empregada
¢ realizada. Como demonstrado por De Backer e colaboradores (1999), do total de
transformantes de C. albicans obtidos pelo emprego de esferoplastos, constatou-se apos o re-
plaqueamento em meio seletivo que 70% a 90% dos transformantes eram abortivos. Também
tem sido relatada a limitacdo do numero de transformantes integrativos, assim como a
estabilidade de transformantes obtidos pelas diversas metodologias de transformagdo
estabelecidas para espécies do género Candida (DE BACKER et al., 2000; GIETZ e
WOODS, 2001).

Como mencionado anteriormente, outro parametro que pode afetar a
eficiéncia de transformacdo por ATM ¢ o vetor binario utilizado. Ha variagdes significativas
na eficiéncia de transformacdo de acordo com o vetor utilizado (ABUODEH et al., 2000;
SULLIVAN et al., 2002; DOS REIS et al., 2004; DUARTE et al., 2007), e em alguns casos,
até a ausé€ncia de transformantes (LEAL et al., 2004).

O vetor pBTS-4, utilizado no presente trabalho, demonstrou ser eficiente
para transformacdo de espécies de Candida, possibilitando a obtengdo de um maior numero
de transformantes quando comparado aos resultados obtidos para Blastomyces dermatitidis e
Histoplasma capsulatum (SULLIVAN et al., 2002), ¢ Beauveria bassiana (DOS REIS et al.,
2004), estudos que também empregaram a metodologia de AMT e o mesmo vetor.

No estudo de dos Reis e colaboradores em 2004 citado acima, trés vetores
foram utilizados para transformagdo de B. bassiana, e constatou-se diferengas na estabilidade
mitotica dos transformantes de acordo com o vetor (faixas entre 80% a 100%), sendo o
melhor resultado gerado pelo emprego do vetor pBTS-4. Nossos resultados de estabilidade
mitotica corroboram com este estudo, cujo a estabilidade mitdtica dos transformantes
analisados foi de 100%.

A utilizagdo de marcadores de selecdo de resisténcia a quimioterapicos para
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espécies de Candida se faz atrativo e vantajoso, pois sabe-se que a expressdo de marcadores
auxotroficos, como o extensivamente utilizado URAS, influenciam a morfogénese, adesdo e
viruléncia em espécies de Candida. Em alguns casos, demonstram-se diferentes niveis de
expressdo de acordo com a posicdo de integracdo no genoma, e sabe-se que pequenas
variagdes na expressdo de URA3 sdo suficientes para causar alteragdes fenotipicas em
Candida. Tem sido sugerido que mais de 30% dos mutantes de viruléncia obtidos sdo
decorrentes da expressdao do marcador URA3 e foram erroneamente caracterizados, como se a
delecdo de outros genes fossem responsaveis por tais alteragdes. Outras etapas a que as
células sdo submetidas, como a exposi¢do ao acido 5-fluoro-oritico (5-FOA) na selecdo de
colonias URA3', também interferem na interpretagio dos possiveis defeitos de viruléncia
observados, visto que gera rearranjos cromossomais € outras anormalidades genéticas (DE
BACKER et al., 2000; MAGEE et al., 2003; NOBLE ¢ JOHNSON, 2005; WELLINGTON E
RUSTCHENKO, 2005). Outra vantagem de marcadores de selecdo de resisténcia esta no fato
de qualquer linhagem poder ser transformada, dispensando a necessidade do emprego de
mutantes auxotrdficos caracterizados.

No presente trabalho, foi utilizado como marcador de selegdo o gene hph,
que confere resisténcia ao antibidtico Higromicina B, contornando desta maneira as

limitagdes quanto ao uso de marcadores auxotréficos, como mencionado anteriormente.

4.2 ANALISE MOLECULAR DOS TRANSFORMANTES

A confirmagdo molecular do fendtipo de resisténcia observado em placa foi
realizada pelo emprego das técnicas de PCR e Dot-Blot. Observou-se a presenca do produto
de amplificagdo (600pb) correspondente ao gene hph em todos os transformantes testados
para as trés espécies através da PCR (Figura 3), assim como a hibridizac¢ao positiva da sonda
correspondente ao gene hph com o DNA de todos transformantes testados (Figura 4),
confirmando dessa maneira a presenca do T-DNA no genoma das células fungicas. Observa-
se auséncia de produto de amplificagdo (Figura 3) e de sinal de hibridacdo (Figura 4)
correspondente ao DNA gendmico das linhagens selvagens. A andlise quanto ao tipo de
integragdo estd sendo realizada através da técnica de Southern Blot para verificar se ocorreu
de forma randomica e em sitios unicos no genoma das células fungicas, como ¢ caracteristica
da metodologia de transformagdo via A. tumefaciens quando empregado vetores com

sequéncias a serem transferidas nao homologas ao genoma da célula hospedeira.
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Figura 3 — Confirmagdo da presenca do produto de amplifica¢do de 600 pb, correspondente a
parte do gene hph, dos transformantes de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata
por PCR. M) Padrdao de peso molecular (100 pb). CP) Controle positivo. S)
Linhagens selvagens (Ca5’; C; e Cq). 1, 2 ¢ 3) Transformantes de C. albicans. 4, 5
e 6) Transformantes de C. tropicalis. 7, 8 ¢ 9) Transformantes de C. glabrata.
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Figura 4 — Analise de Dot-blot para a confirmagdo da presenca do gene hph, hibridizado com
a sonda correspondente a um fragmento do gene hph (produto de PCR), das
linhagens selvagens ¢ dos transformantes de C. albicans, C. tropicalis e C.
glabrata. a) Linhagem selvagem (S) e transformantes de C. albicans (1 a 9). b)
Linhagem selvagem (S) e transformantes de C. tropicalis (1 a 9). ¢) Linhagem
selvagem (S) e transformantes de C. glabrata (1 a 9).

4.3 ANALISE DO CO-CULTIVO ATRAVES DE MICROSCOPIA ELETRONICA

A analise dos co-cultivos referentes a cada espécie de Candida empregando-
se microscopia eletronica, tanto de varredura quanto de transmissdo, foi realizada com a
finalidade de observar possiveis interagdes entre o par Agrobacterium-Candida.

Como demonstrado nas Figuras 5 e 6, percebe-se a inexisténcia da formacao
de estruturas de dimensdes bem delimitadas semelhante ao “T-Pilus” entre as células de
Candida e¢ Agrobacterium, nem entre células bacterianas, como relatado para modelos

vegetais (FULLNER et al., 1996; KADO, 2000; LAI e KADO; 2000; TZFIRA e
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CITOVSKY, 2000) e¢ demonstrado para o fungo filamentoso Metarhizium anisopliae
(DUARTE et al., 2007). Pode-se observar, no entanto, a producao de biofilme pelas células
fingicas das trés espécies, formando uma rede onde se encontram envolvidas também células
bacterianas (Figura 5 a-b), assim como a producdo de substancias extracelulares pelas células,
formando finos filamentos irregulares entre elas (tipo microfibrilas) (Figura 6¢-f), sendo
predominante o contato direto entre as paredes celulares dos microrganismos (Figuras 6 a-b-
d-e, 7 e 8). Nao houve diferencas entre as trés espécies quanto ao perfil de interacdo do par

Agrobacterium/Candida nas condi¢des de co-cultivo analisadas, tanto qualitativa quanto

quantitativamente, sendo observado o mesmo padrao de interagdo descrito acima entre elas.

Figura 5 — Eletromicrografia de varredura do par Agrobacterium-Candida em co-cultivo. a)
Células de C. albicans e Agrobacterium em co-cultivo a 28°C envolvidas por
rede de matriz extracelular (biofilme). b) Células de C. tropicalis ¢
Agrobacterium em co-cultivo a 28°C envolvidas por rede de matriz extracelular
(biofilme).



Figura 6 — Eletromicrografia de varredura do par Agrobacterium-Candida em co-cultivo a
28°C. a-b-e) Contato direto entre células de C. glabrata e Agrobacterium. c)
Presenca de filamentos irregulares e aglomerados amorfos de matriz extracelular
entre C. albicans e Agrobacterium. d) Contato direto entre células de C.
tropicalis ¢ Agrobacterium. f) Presenga de filamentos irregulares de matriz
extracelular entre C. glabrata e Agrobacterium.

Figura 7 — Eletromicrografia de transmissdo do par Agrobacterium-Candida em co-cultivo a
28°C. a, b) Mesma eletromicrografia mostrando o contato direto entre células de C.
albicans (Ca) e A. tumefaciens (At) em aumentos de 46.000X e 96.000X,
respectivamente. ¢) Contato direto entre células de C. tropicalis e A. tumefaciens
em aumento de 18.500X. d, e, f) Mesma eletromicrografia mostrando o contato
direto entre células de C. tropicalis e A. tumefaciens em aumentos de 37.000X,
135.000X e 310.000X, respectivamente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia proposta para transformacdo genética de espécies do género
Candida no presente trabalho, demonstrou ser eficiente para a geragdo de transformantes
integrativos estaveis, atendendo de maneira competente aos requisitos fundamentais para o
seu emprego como ferramenta de biologia molecular, sendo simples, reprodutivel e altamente
exploravel quanto a analise da expressao génica. O género Candida conta com mais de 300
espécies, portanto, esta metodologia pode ser explorada e empregada para a transformacao de
outras espécies de importancia clinica, assim como espécies envolvidas em processos de
melhoramento genético através da biotecnologia, como fermentacdo, producdo de proteinas
recombinantes ¢ metabolitos secundarios de interesse, e biocontrole, atendendo tanto a area

médica quanto o setor industrial alimenticio, entre outros.
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6 CONCLUSOES

* A linhagem AGL-1 foi efetiva na transformagao de C. albicans (Ca5”), C. tropicalis (Cs) e

C. glabrata (Cy);

* A influéncia da temperatura de co-cultivo na eficiéncia de transformagao foi variavel para as

espécies de Candida analisadas;

* A eficiéncia de transformacdo em funcao do numero de células alvo empregado nas

transformagoes foi variavel para as espécies de Candida analisadas;

* AMT permitiu a obtengdo de transformantes de C. albicans, C. tropicalis ¢ C. glabrata

mitoticamente estaveis;

* A interagdo de AGL-1 com células de Candida no co-cultivo parece ocorrer pelo contato

direto.
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Abstract

The opportunistic yeast Candida albicans and non-albicans species, Candida tropicalis and
Candida glabrata are of great clinical importance in human candidiases. This paper describes
the establishment of an efficient transformation system for these species, by the employment
the Agrobacterium-mediated transformation method (AMT). Yeast cells were transformed to
hygromycin B resistance using the binary vector pBTS4 carrying a hygromycin B resistance
gene (hph) as a selection marker under different co-cultivation conditions. Overall, our data
indicate a transformation frequency of up to 1472, 1612 and 83 transformants/co-cultivation
for C. albicans, C. tropicalis and C. glabrata, respectively. Following 4 serial passages of
transformants on non-selective medium, 100% of the transformants were found to be
mitotically stable. PCR and dot-blot targeted at a 600 bp fragment from hph gene confirmed
the transformation of Candida species. The ability of Agrobacterium strain AGL-1 to attach
to Candida cells under co-cultivation was analysed under electron microscopy. The
reproducible transformation system described in this work may provides a method for the
genetic manipulation of these pathogens, which will facilitate detailed molecular analysis of

these fungal species.

Keywords Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Agrobacterium

tumefaciens, hygromycin B

Running title: A. tumefaciens-mediated transformation of Candida spp
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Introduction

Several yeast species are among the agents causing opportunistic infections in humans and
mammals. Candidiases are of the greatest clinical importance among them. Candida albicans
is clearly the predominant species of Candida mycoses, however, a series of recent clinical
surveys have illustrated the increasing impact of non-albicans species, including Candida
tropicalis and Candida glabrata (Richardson & Warnock, 2003; Paulitsch et al., 2006). The
asexual diploid yeast C. tropicalis is one of the three most commonly isolated non-albicans
Candida species (Yang et al., 2006; Colombo et al., 2006; Mokaddas et al., 2007; Comert et
al., 2007). Unlike C. albicans, which is a normal commensal on human mucous membranes,
the detection of C. tropicalis is more often associated with the development of deep
candidiasis (Komshian et al., 1989; Chakrabarti et al., 2007). Candida glabrata (formely
Torulopsis glabrata) is a haploid fungal pathogen capable of causing both superficial mucosal
infections and life-threatening systemic diseases in humans (Kaur et al., 2005). In recent
years, cases of C. glabrata infection have increased significantly so that it is now one of the
most common cause of candidiases (Richardson, 2005) with a mortality rate nearing that of C.
albicans (Fidel et al., 1999).

Significant progress has been made in our understanding of Candida virulence. Several
reports suggested differences in virulence of non-albicans species in comparison to C.
albicans. C. tropicalis and C. glabrata show lower virulence in an animal model, but may be
associated with a higher mortality than C. albicans (reviewed in Krcmery & Barnes, 2002).

In this concern, molecular genetic tools, such as gene transfer, open new avenues for the
functional analysis of genes which may contribute in understanding virulence attributes of
Candida species. Previous developed tools for gene manipulation in Candida species have
relied on lithium acetate transformation (Ito et al., 1983) and spheroplast transformation

(Hinnen et al., 1983). Both widely used methods, suffer from significant limitations,
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especially when applied to C. albicans. The lithium acetate procedure is fast and simple but
gives low transformation efficiencies for C. albicans (Sanglard et al., 1996). Transformation
of spheroplasts was reported to be more efficient in C. albicans (Herreros et al., 1992),
however, this method often yields abortive transformants and even more problematic, can
result in spheroplast fusions, with resulting polyploidy. As an alternative, transformation of C.
albicans by electroporation was established (De Backer et al., 1999). This approach took
advantage of a combination of the lithium acetate procedure as a pretreatment to an
electroporation pulse and resulted in transformation efficiencies comparable with that of
spheroplast transformation.

Fungal transformation has progressed substantially due to the development of a approach
based on the ability of Agrobacterium tumefaciens to transfer DNA to fungi (Bundock et al.,
1995; de Groot et al., 1998). A. tumefaciens is a gram-negative soil bacterium that causes
crown gall in plants. A. tumefaciens is capable of transferring a piece of its Ti plasmid DNA
into plant cells, where it is integrated into the host chromosome and expressed. Ti plasmid
vectors have been developed to deliver target DNA sequences in many cell types, including
mammalian cells (Kunik et al., 2001). The Agrobacterium-mediated transformation (AMT)
has been applied to human pathogens such as Blastomyces dermatitidis and Histoplasma
capsulatum (Sullivan et al., 2002), Paracoccidioides brasiliensis (Leal et al., 2004),
Cryptococcus neoformans (Idnurm et al., 2004), Cryptococcus gatti (McClelland et al., 2005)
using yeast cells as starting material.

Agrobacterium-mediated  transformation  offers advantages over conventional
transformation methods. AMT renders high number of transformants, is easier to perform
since time consuming steps such as protoplasting are eliminated. The isolation of protoplasts
is laborious, and both yield and viability are dependent on the quality of enzyme preparation

(reviewed in Michielse et al., 2005b).
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In this paper, we report for the first time the employment of A. tumefaciens-mediated
transformation for Candida species, which is based on hygromycin resistance as a selectable
marker. Furthermore, the attachment of Agrobacterium to yeast cells was analysed under
electron microscopy opening new avenues for the study of this essential step of the T-DNA

transfer process.

Materials and methods

Strains and plasmid

Candida albicans strain Ca5, Candida tropicalis strain C; and Candida glabrata strain Cs
were recovered from the oral swabs of healthy individuals who were attended in the Dental
Clinic of the University of Parana (Londrina, Brazil). Agrobacterium tumefaciens strain AGL-
1 containing the pBTS4 binary vector (AGL-1::pBTS4) (dos Reis et al., 2004) was used in
transformation experiments. The pBTS4 binary vector contains a hygromycin B resistance
cassette from pAN7-1 driven by the Aspergillus nidulans gpd promoter and trpC terminator

(Rooney et al., 2001).

Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (AMT) of Candida spp

The A. tumefaciens strain AGL-1::pBTS4 was grown at 28°C for 18 h in liquid LB (Luria
Bertani) medium (Sambrook & Russel, 2001) supplemented with 50ug mL-1 of kanamycin
and 50pg mL-1 of streptomycin. The culture was diluted to an optical density at 660 nm
(ODggo) of 0.15 in 20 mL of induction medium (IM) (dos Reis et al., 2004) in the presence of
200 uM acetosyringone (2-[N-morpholimo]ethanesulfonic acid, pH 5.8) and grown under the
same conditions until an ODggp of 0.6 - 0.8 was reached (approximately 10® - 107 cells mL'l).
Yeast cells were grown for 18 h in Saboraud’s liquid medium with shaking at 28°C. The cells

were washed in induction medium, and resuspended in the same medium containing 200 uM
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acetosyringone to a final concentration of 105, 106 and 107 cells per mL. Co-cultivation
between A. tumefaciens and yeast cells was performed by addition of 100 ul of bacterial
culture in 100 pl of yeast cell suspension in sterile microfuge tubes. This mix was incubated
at 28 °C for 48 h, following plating on Saboraud agar medium containing hygromycin B
(250pg mL-1) as the selection agent for fungal transformants and mefoxin (150 pg mL-1) to
inhibit growth of A. tumefaciens cells. Putative transformants emerged from the selective
medium within 2-7 days later. All putative transformants were transferred to fresh Saboraud
plates containing 250ug mL-1 of hygromycin B for a second round of selection. Control

experiments were carried out by plating untransformed yeast strains into selective medium.

Mitotic stability and resistance analysis

Mitotic stability of the integrated T-DNA was assessed by successively culturing 100 putative
transformants obtained from each yeast strain subculturing on Saboraud agar medium for five
generations, after which transformants were transferred to selective medium (Saboraud +
250pg mL™ hygromycin B). The resistance analysis of putative transformants was tested after
subculturing on Saboraud agar medium containing hygromycin at different concentrations

(500 and 750 pg mL™). Plates were incubated at 28°C for 18 h.

DNA isolation and molecular analysis

DNA extraction of was carried out as described by (Gacser et al., 2005) with modifications.
Briefly, 3 mL culture of the yeast in Sabouraud was grown overnight to stationary phase and
cells were harvested by centrifugation at 1200 g. The pellets were washed with sterile water
and resuspended in 725 ul lysis buffer (10 mM Tris , pH 8.0 containing 2% v/v Triton-X-100,
1% w/v SDS, 100 mM NaAc and 1 mM EDTA) along with 3 glass beads (425-600 microns).

The suspension was vortexed at maximum speed for 3 min. The supernatant was recovered
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and 275 pl 7 M ammonium acetate (pH 7.0) was added. After 5 min of incubation at 65 °C,
the sample was left on ice for additional 5 min. Then 500 pl chloroform was added and the
sample was centrifuged for 2 min at 21,000g. The DNA from the aqueous phase was
precipitated with 2.5 volumes of chilled ethanol. The pellet was washed with 70% (v/v)
ethanol, air-dried, and resuspended in 20 pl H,O containing 10 ug RNase A/mL. The quality
and quantity of the isolated DNA were determined by 0.8% agarose gel electrophoresis in 1%
TBE.

Genomic DNA of putative transformants was analysed for the presence of the hph gene.
PCR  analysis was  performed using the  primer pair  hphl (5°-
TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT-3’) and hph2 (5’-CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG-
3”) that amplify a 600 bp hph fragment (dos Reis et al., 2004) with an initial denaturing cycle
of 4 min at 95°C, followed by 35 cycles of 92°C for 45 s (denaturation), 60°C for 1 min
(annealing) and 72°C for 1.5 min (polymerisation).

Dot blot analyses were performed with genomic DNA from both the putative transformants
and the untransformed strains of Candida (Sambrook & Russel, 2001). Hybridization and
chemiluminesent detection were performed under conditions recommended for the
digoxigenin (DIG) hybridization system by Roche (Mannheim, Germany) using a 600 pb

DIG-labelled DNA probe covering part of the hph resistance gene.
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Electron microscopic analysis of the co-cultivated pair

The co-cultivation of A. tumefaciens and yeast cells was analysed under scanning electron
microscopy (SEM). Firstly, aliquots of 10 pl of each mixture suspension were added on cover
glasses (13-mm diameter) previously treated with poli-L-lisine, following incubation of 1 h at
room temperature. Then, the cover glasses were washed twice with sterile distilled water
followed by 2.5% glutaraldehyde (Electron Microscopy Sciences) fixation at 8°C for 12 h.
The cover glasses were washed with 0.1 M phosphate buffer , pH 7.2. Post-fixation was
carried out for 1 h at 28°C with 1% osmium tetroxide in phosphate buffer. Subsequently, the
samples were dehydrated in graded ethanol, critical point-dried in CO, (BALTEC SDC 030
Critical Point Dryer) coated with carbon (BALTEC SDC 050 Sputter Coater) and viewed in a
Quanta 200 Field Emission Scanning Electron Microscope. Images were obtained using
secondary electrons.

The co-cultivation of A. tumefaciens and yeast cells was also analysed under transmission
electron microscopy. The samples were prepared as described above, except that the washing
solution was replaced by cacodylate buffer. Subsequently, the samples were dehydrated in
graded acetone, and embedded in Spurr resin (Electron Microscopy Sciences). Samples 70 nm
thick were colected critical point-dried in carbon- coated copper grid (200 mesh), floaded on
2% uranyl acetate and blotted dry. All samples were examined using a TECNAI 12 Field

Emission Transmission Electron Microscope.

Results

Establishment of an AMT system for Candida sp

Prior to experimental procedures for AMT establishment, the Hygromycin B (HygB)
minimum inhibitory concentration of Candida yeast cells was determined. Our results showed

that yeast growth of all three Candida species was inhibited at a final concentration of HygB
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of 150 pg mL™ (data not shown). However, for subsequent transformation experiments a
concentration of 250 pug mL" was used for selection of resistant colonies. For all controls
performed no hygromycin natural resistant clones were obtained.

In preliminary transformation procedure the Agrobacterium-yeast cells mix was plated on
nitro-cellulose filters on a co-cultivation medium. After co-cultivation period the membranes
were transferred to selective medium, as described by many authors (reviewed in Michielse et
al., 2005). This procedure, renders high percentage of putative transformants that could not be
confirmed by PCR analysis, suggesting the possible occurrence of false-positive
transformants.

For this reason, to start establishing a protocol for AMT of Candida, we first carried out
the co-cultivation in induction liquid medium, followed by plating the co-cultivated pair cells
onto selective medium. Our data showed that this procedure was reliable since transformants
recovered were confirmed by molecular means. Transformants emerged from the selective
medium as distinct colonies within 2-7 days of co-cultivation.

The transformation frequencies achieved for C. albicans, C. tropicalis and C. glabrata
using A. tumefaciens strain AGL-1 transformed with the vector pBTS4 are given in Table 1.

During the experiments we analysed the influence of co-cultivation temperature on
transformation frequency. As shown in Table 1 the influence of temperature varied among the
Candida species. For C. albicans a temperature of 28°C resulted in a higher average number
of Hyg' transformants than co-cultivation at 24°C. For C. tropicalis and C. glabrata the
highest transformation frequencies were obtained at temperature co-cultivation temperature of
24°C.

The increase of the number of recipient cells in the co-cultivation mixture (changing the
ratio of yeast cells to Agrobacterium) is a well known key factor in the establishment of an

AMT system (Michielse et al., 2005b). Thus, we tested different number of target yeast (107,
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10° and 10°) in the transformation experiments. As shown in Table 1 the influence of this
variable also varied among the Candida species. At best temperature of co-cultivation, for C.
albicans and C. tropicalis the increase of the yeast recipient cells (10-fold) in the co-
cultivation mixture did not led to an increase in the transformation frequency.

As shown in Table 1, AMT of C. glabrata yielded the lowest transformation frequencies
compared to that obtained for C. albicans and C. tropicalis. Furthermore, the increase of the

number of target cells lead to increase in number of transformants recovered.

Stability and resistance levels of transformants
The stability of the integrated T-DNA in a random selection of 100 putative transformants for
each Candida species was examined by cultivating the transformants in absence of
hygromycin. Following five rounds of growth on this medium, clones were transferred to
selective medium. All tested transformants still showed the ability to grow in the presence of
hygromycin, indicating that hph resistance gene is mitotically stable.

The resistance levels of putative transformants varied among the Candida species. For C.
albicans 100% and 74% of the transformants tested were capable of growing on 500 and 750
ng mL'hygromycin, respectively. For C. tropicalis and C. glabrata these percentage were

lower, where 97% and 90% of the transformants tested grew on 500 pg mL™ hygromycin, and

90% and 68% grew on 750 ug mL 'hygromycin, respectively.

Molecular analysis of transformants

PCR analysis of putative transformants targeted at the hph gene yielded an amplified product
of the expected size (600 bp) from all the transformants tested. No product was amplified
from the untransformed wild-type strains (Figure 1). Genomic DNA was also used for dot-

blot hybridization analysis, using the 600 pb amplicon as a probe. As shown in Fig. 2, all
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transformants tested gave a positive hybridization signal, indicating the presence of the hph

gene in Candida genome.

Analysis of the co-cultivated pair

Infection of host cells by Agrobacterium must begin from attachment of the bacteria to the
host cell. Thus, we examined the ability of Agrobacterium strain AGL-1 to associate with
Candida yeast cells under co-cultivation using scanning electron microscopy (SEM) and
transmission electron microscopy (TEM). As shown in Fig. 3A (a,b,c), Agrobacterium
attached to and formed aggregates around yeast cells. We also observed the presence of
extracellular matrix, resembling biofilm connecting neighbouring C. tropicalis cells (Fig

3B,a,b). Fig 4 shows a close interaction between yeast — agrobacteria.

Discussion

A prerequisite for molecular biological manipulation is a reliable and efficient means for
introducing exogenous DNA into the cell. In this study we developed a reproducible AMT
method for three Candida species using yeast cell as starting material and hygromycin
resistance gene as selective trait.

Currently, a number of tools have been developed to facilitate the genetic manipulation of
Candida species, but these methods have generally relied on the use of auxotrophic markers.
This limit the strains that can be studied, but can also affect a strain’s phenotype. The
employment of auxotrophic markers has affected the interpretation of gene deletion studies in
C. albicans (Lay et al., 1998; Bain et al., 2001). The gene hph which confers resistance to the
antibiotic hygromycin B has been employed as a selection marker in various transformation

systems (Hara et al., 2000)
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Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation has been successfully applied to a
variety of different fungal species due to its technical efficiency and simplicity (reviewed in
Michielse et al., 2005b). During this study, we aimed to establish a protocol for AMT of
Candida species, by evaluating co-cultivation conditions. Our data show that the co-
cultivation carried out in induction liquid medium instead of being plated on nitro-cellulose
filters is essential for Candida transformation. To our knowledge, this is the first report on the
interference of this physical barrier (membrane) on the yeast transformants recovering.
According to Michielse et al. (2005b) co-cultivation temperature has also been shown to have
an influence on transformation efficiency, and its selection may be balanced between
biological characteristics of Agrobacterium and recipient cells. Our data revealed that
decreasing the temperature stepwise from 28°C to 24°C in C. tropicalis and C. glabrata co-
cultivation lead to an increased transformation frequency. Finally, the influence of the number
of recipient cells in the co-cultivation mixture was assessed throughout this work. Our results
show that the effect of this variable on transformation frequency varied among the Candida
species tested. In fact, the addition of an increased number of fungal cells to co-cultivation
mixture may decrease or enhance transformation frequency, depending on the system
(Michielse et al., 2005b).

In this study, our tested experimental procedures led to transformation frequencies of up to
1472, 1612 and 83 transformants for C. albicans, C. tropicalis and C. glabrata, per 10%, 10°
and 10° target cells, respectively. The employment of the widely used methods of
transformation, e.g, spheroplasting, lithium acetate and electroporaction, for C. albicans
yielded 50 — 300 transformants per 10’ — 10° recipient cells (reviewed in Gietz & Wood,
2001). Transformation of Candida parapsilosis using electroporation yielded up to 150

transformants per 20 pg plasmid DNA per 10° recipient cells (Gacser et al., 2005).
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The efficiency and the simplicity of AMT potentially make this the preferred method for
Candida species transformation. In turn, the A. tumefaciens strain AGL-1 bearing the binary
vector pPBTS4 employed in this study has also been successfully used for transformation of
the dimorphic fungi Blastomyces dermatitidis and Histoplasma capsulatum (Sullivan et al.,
2002) and the filamentous fungus Beauveria bassiana (dos Reis et al., 2004).

An assessment of the mitotic stability showed that all of the transformants tested remained
mitotically stable, maintaining their hygromycin resistance after being cultured in the absence
of hygromycin B. This mitotic stability is consistent with T-DNA integration into
chromosomal DNA and compares favourably with those obtained for C. immitis (Abuodeh et
al., 2000) and P. brasiliensis (Leal et al., 2004; Almeida et al., 2007) using AMT.

A. tumefaciens recognition of and attachment to the host cells is an early and essential step
of the T-DNA transfer process. Currently, close examination of A. tumefaciens cells paired
with host cells other than plant cells is limited to Streptomyces lividans cells (Kelly & Kado
2002), human cells (Kunik et al., 2001) and filamentous fungal cells (Duarte et al., 2007).
Similar to what has been found in Agrobacterium-plant interaction (Matthysse et al. 1981) we
observed the occurrence of bacterial aggregates at and around the yeast and germ tubes
(Fig.3A). Our data show a close interaction between yeast — agrobacteria with absence of
microfibrils (Figs 3 and 4) as observed for plant cells (Chumakov et al., 2001) and fungal
cells (Duarte et al., 2007).

AMT approach requires no special equipment that might complicate biocontainment.
Furthermore, transformation does not require digestion of fungal cell walls, further
simplifying this procedure. Besides constituting an appropriate method for transforming
Candida species, the procedure could be applied to other molecular studies, such as
development of a mutagenesis system by random insertion in genes that may be related to

virulence. In addition, it could be used to produce specific gene mutants by gene replacement,
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such as previously reported in Aspergillus awamori (Michielse et al., 2005a).
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Table 1.
Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of Candida species by use of
hygromycin selection. Effects of different concentration of target yeast cells and co-

cultivation temperature.

Candida species Number of target Number of Hyg" transformants/co-cultivation®
yeast/co-cultivation 28°C 24°C
C. albicans 10* 1321 + 183 380+ 113
10° 1319 + 106 667 + 72
10° 1310 + 129 730 £ 126
C. tropicalis 10* 160 + 57 1399 + 18
10° 209 + 156 1404 + 182
10° 235+45 1409 + 44
C. glabrata 10* 0 24+2.0
10° 4+3.5 24+6.5
10° 50+ 15 68+ 14

* Each result is the mean of three independent transformation experiments + standard error of

the mean. Co-cultivation was performed at either 28°C or 24°C.
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Figures legends

Fig. 1 Polymerase chain reaction (PCR) of Candida wild-type straisn and AMT transformants
using the hph-specific primers. M- 100bp DNA molecular size marker; pc- pBTS4 plasmid
DNA (positive control); wt- Candida wild-types DNA; lines 1-3- C. albicans hygromycin-
resistant transformants; lines 4-6- C. tropicalis hygromycin-resistant transformants; lines 7-9-

C. glabrata hygromycin-resistant transformants.

Fig. 2 Dot blot analysis of wild-type (negative control) and nine hygromycin-resistant strains
transformed with the hph gene. (a) correspond to C. albicans wild-type (wt) and transformants
(1-9); (b) correspond to C. tropicalis wild-type (wt) and transformants (1-9); (c¢) correspond to

C. glabrata wild-type (wt) and transformants (1-9).

Fig. 3 (A,B) A. tumefaciens and Candida interaction under co-cultivation at a Field Emission
Scanning Electron Microscope. A (a,b) show the attachment of Agrobacterium with
aggregates at and around the C. glabrata cells and (¢) C albicans germ tube; B (a,b) show the
presence of extracellular matrix, resembling biofilm connecting neighbouring C. tropicalis

cells.

Fig. 4 A. tumefaciens and Candida interaction under co-cultivation at a Field Transmission
Electron Microscope. (a) C. albicans 46000x; (b) C. albicans 97000x; (c) C. tropicalis
18500x and (d) C. tropicalis 97000x show yeast-bacteria cell contact. At, Agrobacterium

tumefaciens; Ca, Candida albicans, Ct, Candida tropicalis.
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