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RESUMO

Potencial biotecnolégico de fungos do género Penicillium e interacio com cana-de-acticar

Os fungos endofiticos tém sido reconhecidos pela sua grande importancia para as plantas
hospedeiras, pois podem conferir protegdo contra insetos herbivoros e patdogenos, promover o
crescimento vegetal, além de produzir metabdlitos secundarios com atividades biologicas
diversas, entre outros. A cana-de-actcar ¢ uma cultura de grande importancia social e econémica
no Brasil, especialmente para o estado de Sao Paulo. Ultimamente esta cultura vem recebendo
especial atencdo devido ao crescente aumento da demanda de matéria prima, principalmente em
fun¢do do acréscimo no consumo de etanol como biocombustivel. Fungos do género Penicillium
habitam os tecidos e a rizosfera de cana-de-agucar, onde podem estabelecer associagdes
mutualisticas com a planta e conferir diversos beneficios. Dentro deste contexto, estudos que
avaliem a interacdo de Penicillium spp. com cana-de-agiicar sdo bastante promissores para
geracao de conhecimentos que auxiliem na otimizacao da agricultura. Dessa forma, o presente
trabalho teve como objetivos a avaliagdo do potencial biotecnologico dos endofiticos de raiz e da
rizosfera, do género Penicillium, pertencentes a comunidade fingica de cana-de-actcar, por meio
de ensaios de antagonismo, producdo de enzimas, solubilizagdo de fosfato inorganico e producdo
de acido indol acético; assim como o estudo da interagdo de um isolado de P. pinophilum com
cana-de-agucar a partir do desenvolvimento de um sistema de transformac¢do genética mediada
pela bactéria Agrobacterium tumefaciens. Tanto a andlise da atividade antimicrobiana como a
produ¢do de metabolitos apresentaram extensa variacao fisioldgica entre os isolados avaliados.
Um isolado da espécie P. pinophilum (linhagem 44) foi escolhido para ser usado na
transformag@o genética por mostrar-se superior estatisticamente em relagdo aos demais isolados
nos ensaios anteriores. Para aumento da eficiéncia deste sistema de transformagdo foram
avaliados diferentes parametros, dentre eles: tempo de co-cultivo (24 e 48 horas), concentragio
do indutor acetoseringona (200 uM e 400 uM) e tipos de membrana (papel filtro e nailon). O
sistema de agrotransformagdo apresentou alta eficiéncia (482 transformantes por 107 conidios),
gerando uma elevada quantidade de transformantes resistentes a higromicina B e expressando
GFP. Dentre os parametros avaliados, a combina¢do que deu origem aos melhores resultados de
transformagdo envolveu o co-cultivo por 48 horas sobre membrana de nailon, em meio de cultura
contendo 200 uM de acetoseringona. A interagdo fungo-planta foi avaliada a partir da inoculagao
de P. pinophilum linhagem selvagem e transformantes, em plantulas de cana-de-agucar, seguida
da andlise por microscopia Optica de epifluorescéncia e reisolamento. Os resultados revelaram a
natureza nao patogénica desse fungo, uma vez que ele foi capaz de colonizar endofiticamente
cana-de-agucar e persistir nas raizes desta planta, sem levar ao desenvolvimento de qualquer
sintoma de doenca. Além disso, os ensaios de agrotransforma¢do deram origem a uma biblioteca
com mil e cem transformantes insercionais, o que constitui uma ferramenta importante para o
estudo molecular do metabolismo secundario desse fungo endofitico e poderd contribuir para o
entendimento da interacdo do complexo fungo-cana-de-actcar, possibilitando no futuro a sua
aplicagcao no melhoramento vegetal e exploracdo do seu potencial biotecnologico.

Palavras-chave: Endofitico; Antagonismo; Metabolitos secundarios; Transformacdo mediada por
Agrobacterium tumefaciens; Gene gfp; Interacao fungo-planta
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ABSTRACT

Biotechnological potential of fungi Penicillium and interaction with sugarcane

Endophytic fungi have been recognized for its great importance for the host plants, they
may provide protection against herbivores and pathogens, promote plant growth, and produce
secondary metabolites with biological activity, among other benefits. Sugarcane is a socially and
economically important crop in Brazil, especially for the state of Sdo Paulo. Lately, this culture
has received special attention due to the growing demand for raw materials, mainly due to the
increase in consumption of ethanol as a biofuel. Fungi Penicillium inhabit the tissues and
rhizosphere of sugarcane, where they can establish mutualistic associations with the plant and
provide several benefits. Within this context, studies evaluating the interaction of Penicillium
spp. with sugar cane are very promising to generate knowledge in order to assist in the agriculture
optimization. Thus, this study aimed to evaluate the biotechnological potential of endophytic
Penicillium from root and rhizosphere, belonging to the fungal community of sugarcane, through
tests of antagonism, enzyme production, solubilization of inorganic phosphate and indole acetic
acid production, as well as studying the interaction of an isolate of P. pinophilum with sugarcane
using the development of a system for genetic transformation mediated by Agrobacterium
tumefaciens. Both the analysis of antimicrobial activity and the production of metabolites showed
extensive physiological variation among isolates. An isolate of the species P. pinophilum (strain
44) was chosen to be used in genetic transformation for being statistically superior than the other
strains in previous trials. Different parameters were evaluated to increase the efficiency of this
transformation system, among them: co-culture time (24 and 48 hours), concentration of the
inducer acetosyringone (200 uM and 400 uM) and types of membrane (filter paper and nylon).
Agrotransformation system showed high efficiency, generating a high amount of hygromycin B
resistant transformants that expressed GFP. Among the factors evaluated, the combination that
showed the best results involved the transformation with a co-cultivation for 48 hours on a nylon
membrane, in culture medium containing 200 uM of acetosyringone. The plant-fungus
interaction was assessed from the inoculation of wild type and transformants P. pinophilum in
seedlings of sugarcane followed by analysis by epifluorescence microscopy and reisolation.
Results revealed the non-pathogenic nature of this fungus, since it was capable of endophytically
colonize sugarcane and persisted in the roots of this plant, without developing any symptoms of
illness. In addition, agrotransformation tests gave rise to a library with a thousand and one
hundred insertional transformants, which is an important tool for molecular study of secondary
metabolism of endophytic fungus, and may contribute to the comprehension of the complex
interaction of fungus-sugarcane, allowing its future application in plant breeding and exploitation
of their biotechnological potential.

Keywords Endophyte; Antagonism; Secondary metabolites; Genetic transformation mediated by
Agrobacterium tumefaciens; gfp gene; Interaction
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ lider mundial na produ¢do de cana-de-actcar, a qual ¢ destinada para
fabricacao de agucar e alcool. O Estado de Sao Paulo caracteriza-se como o maior produtor dessa
cultura no pais, o0 mesmo ocorrendo para a producao de acticar e alcool. Entre as razdes para esta
eficiéncia na produtividade estdo a grande experiéncia com a cultura e a alta tecnologia utilizadas
na producdo de cana-de-agucar no Brasil, a qual ¢ responsavel pela redugdo dos custos e aumento
da produgdo. Além disso, projetos de pesquisa na area biotecnologica, como o sequenciamento
do genoma de cana-de-agticar e estudo de expressdo de genes, permitiram o desenvolvimento de
novas variedades, as quais incluem plantas geneticamente modificadas que sdo resistentes a
herbicidas (glifosato e imidazolinona) ou insetos (gene cryA; de Bacillus thuringiensis).

Uma grande diversidade de microrganismos vive em interagdo com as plantas, as quais
podem ser consideradas um microecossistema complexo, onde diferentes nichos sdo explorados.
Estes nichos incluem ndo somente as superficies externas da planta, mas também os tecidos
internos, nos quais fungos e bactérias endofiticos podem habitar sem causar dano aparente ao
hospedeiro ou desenvolver estruturas externas.

Grande parte das pesquisas com microrganismos endofiticos foram realizadas com
plantas de clima temperado, contudo, sabe-se que a diversidade em plantas de clima tropical ¢
maior, para isso revisdes recentes tém sido publicadas sobre a ocorréncia e distribui¢do de
endofiticos em plantas de clima tropical e sub-tropical. Entretanto, como esses estudos ainda sdo
incipientes se faz necessario pesquisa mais detalhada sobre interacdes dos endofiticos com
plantas de clima tropical, visando entender melhor as fungdes desses microrganismos na planta
hospedeira e avaliagdo do potencial biotecnologico dos mesmos.

O género Penicillium possui grande importancia, sendo utilizado como organismo modelo
em diversos estudos de pesquisa basica e pesquisa aplicada, por exemplo controle bioldgico,
secrecao de metabolitos secundarios, fonte de novos farmacos para industria farmacéutica, fonte
de enzimas de interesse industrial, entre outros. Esse género tem sido frequentemente isolado
como endofitico em tecidos de diversas plantas. Pesquisas anteriores do Laboratorio de Genética
de Microrganismos “Professor Dr. Jodo Lucio de Azevedo” — ESALQ/USP, Departamento de
Genética, mostraram uma grande abundancia desse género na comunidade fingica associada a

cana-de-agucar, tanto na forma de endéfito de raizes como habitando a rizosfera da planta.
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Nesse contexto, estudos sobre comunidades microbianas associadas a cana-de-agucar
podem fornecer aspectos cientificos basicos e aplicados relativos ao cultivo da cana-de-agucar no
Brasil, e que podem auxiliar no entendimento dessas interagdes. Sendo assim do ponto de vista de
pesquisa aplicada, o presente estudo buscou avaliar o potencial biotecnolégico de fungos do
género Penicillium da comunidade fungica associada a cana-de-acucar (endofiticos de raiz e
rizosfera). Para isso foram realizados ensaios de antagonismo, producdo de enzimas,
solubilizagdo de fosfato inorgédnico e produgdo de acido indol acético. Ja do ponto de vista de
pesquisa basica, este trabalho buscou desenvolver um sistema de transformacao genética mediada
por Agrobacterium tumefaciens, para inser¢ao dos genes da proteina verde fluorescente (GFP) e
resisténcia a higromicina B no genoma do fungo Penicillium pinophilum, um endofito de raiz de
cana-de-acucar, visando a analise da interacdo com cana-de-aguicar ¢ obtencdo de uma biblioteca

de transformantes insercionais.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Fungos associados as plantas

2.1.1.1 Aspectos gerais

Como descrito por Hawksworth (1991, 2001), o numero estimado de espécies de fungos ¢
de 1,5 milhdo. Porém outros autores estimam a existéncia de 8,25 milhdes de espécies fungicas
(ARNOLD et al., 2000; FROHLICH; HYDE, 1999), entretanto o nimero de espécies descritas
at¢ o momento ¢ de aproximadamente 100 mil (HAWKSWORTH, 2004; NAKAYASHIKI,
2005), o que representa menos de 7% da diversidade total estimada, considerando a estimativa de
1,5 milhdo de espécies, e menos de 1,2%, considerando a estimativa de 8,25 milhdes de espécies.
Dentro desse contexto de vasta diversidade fingica, ¢ possivel afirmar que existe um grande
potencial a ser explorado, seja para estudos de aplicagdes biotecnoldgicas como para a descri¢ao

de novas espécies.
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Dois ter¢os das espécies de fungos conhecidas estabelecem intimas relagdes parasiticas,
comensalisticas ou mutualisticas com outros organismos vivos (BARBIERI; CARVALHO,
2001). Um grande nimero dessas espécies fungicas vive associado aos vegetais, seja na
superficie, no interior dos tecidos ou na rizosfera. Atualmente, devido as inimeras pesquisas de
isolamento de microrganismos sabe-se que todas as espécies de plantas sdo potenciais
hospedeiros para diversos fungos. Apesar de muitos fungos serem responsaveis por doencas em
plantas, causar doenca ¢ preferencialmente uma excecdo do que uma regra, ou seja, grande parte
das interagdes naturais entre fungos e plantas ndo leva a manifestagdo de uma doenga (AGRIOS,
1997). A maioria dessas interacdes nao resulta em patogénese, visto que o fungo ndo ¢
patogénico a planta, provavelmente porque este fungo nao possui fatores essenciais para
expressar a patogénese (HEATH, 1997).

No entanto, aproximadamente 10% de todas as espécies conhecidas de fungos podem
causar doengas em plantas, sendo alguns destes fungos considerados como parasitas obrigatorios,
estando associados ao hospedeiro durante todo seu ciclo de vida. Outros, saproéfitas, podem
proliferar tanto em tecido vivo como em restos de material vegetal morto, enquanto que os
parasitas ndo obrigatorios dependem da planta em alguns estagios de seu ciclo de vida. Estas
diferengas no estilo de vida requerem adaptagdes especificas ao hospedeiro, como visto para
fungos patogénicos biotroficos obrigatorios, como ferrugens e mildios, os quais vivem em intimo
contato com seu hospedeiro sem induzir morte de células e respostas de defesa, enquanto que
patdgenos necrotroficos podem causar necroses em penetracdo avangada. Patogenos biotroficos
facultativos podem ser cultivados em condigdes axénicas, mas, alguns como Ustilago maydis,
necessitam intimo contato com a planta hospedeira para concluir seu ciclo de vida sexual
(KAHMANN; BASSE, 2001). Fungos hemibiotréficos como Phytophthora infestans,
Cladosporium fulvum, Magnaporthe grisea e Colletotrichum spp. podem completar seu ciclo de
vida fora da planta, mas desenvolvem estruturas especializadas durante a infec¢do que nao sao
observadas durante crescimento axénico, sugerindo que a interagao com a planta ocorre devido a
um complexo sistema de reconhecimento das partes envolvidas (KAHMANN; BASSE, 2001).
Neste caso, alteragdes na planta ou na diversidade microbiana associada a planta hospedeira
poderiam alterar esta interacao.

Em cana-de-aclicar os fungos patogénicos sdao bastante estudados, sendo descritos

principalmente: Colletotrichum falcatum, agente causal da Podriddo Vermelha; Ustilago
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scitaminea, agente causal do Carvao; Leptosphaeria sacchari, agente causal da Mancha Anelar;
Bipolaris sacchari, agente causal da Mancha Ocular; Puccinia melanocephala, agente causal da
Ferrugem; Fusarium moniliforme, agente causal da “Podridao de Fusarium” e “Pokkah-Boeng” e
Thielaviopsis paradoxa, agente causal da Podridao do Abacaxi. Neste sentido, tém sido estudados
aspectos que visam o controle do patégeno, como o envolvimento de enzimas quitinoliticas na
supressao de Colletotrichum falcatum (VISWANATHAN; SUNDAR; PREMKUMARI, 2003) ¢
uma melhor classificacdo taxondmica de fungos, como Leptosphaeria (ERIKSSON et al., 2003).

Assim, enquanto alguns fungos s3o bem conhecidos por causarem diversas doengas em
plantas ¢ em determinados casos devastar grandes culturas (JAROSZ; DAVELOS, 1995;
THORN, 1997), outros s3ao conhecidos como antagonistas de patogenos de plantas ou
decompositores provendo nutrientes para as plantas e estimulando o crescimento vegetal
(BRIDGE; SPOONER, 2001; MARTIN; PEROTTO; BONFANTE, 2001; THORN, 1997). As
plantas evoluiram para adaptagdo a diferentes estresses, bidticos e abidticos, existentes no
ambiente terrestre, o que permitiu a associacdo mutualistica com o0s microrganismos
(RODRIGUEZ; REDMAN, 2008). Atualmente, acredita-se que todas as espécies de plantas que
vivem em ecossistemas naturais estabelecem algum tipo de associagdo simbidtica com fungos
(RODRIGUEZ et al., 2009). Fungos que formam simbioses com plantas podem estar presentes
na rizosfera, nas superficies vegetais (epifitos) e no interior dos tecidos (endofitos). A rizosfera ¢
o solo influenciado pelas raizes das plantas e seus exsudados, e abriga a associacdo simbidtica
fungo-planta mais comum na natureza, as micorrizas, presentes em mais de 90% das plantas
terrestres (SELOSSE; TACON, 1998). O termo micorriza ¢ empregado para se referir as
associacdes mutualisticas que ocorrem entre fungos de solo e raizes de plantas, onde a planta se
beneficia do fornecimento de 4gua e minerais coletados pelo fungo e, em contrapartida, o fungo
recebe carbono derivado da fotossintese realizada pela planta (SMITH; READ, 1997). Além dos
fungos micorrizicos, a rizosfera também abriga outros fungos benéficos as plantas, os quais
contribuem de diferentes maneiras, em geral sinergisticas, para a protecdo, nutricdo e
desenvolvimento das mesmas. J4 no comensalismo, a associacdo favorece o fungo sem gerar
qualquer efeito benéfico ou prejudicial a planta hospedeira (REDMAN; DUNIGAN;
RODRIGUEZ, 2001).

Como citado por Schulz e Boyle (2005) e Kogel; Franken e Huckelhoven (2006), as

relacdes fungo-planta compreendem um gradiente de interagdes (parasitismo-comensalismo-
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mutualismo) que depende ndo somente da adaptacdo e especificidade a um hospedeiro, mas
também do estagio de desenvolvimento das partes envolvidas, da viruléncia inata do
microrganismo, das respostas de defesa da planta e das condigdes ambientais que permeiam a
interacao.

Até o momento poucos estudos foram realizados para avaliar a comunidade de fungos
endofiticos associada a cana-de-agtcar, alguns trabalhos avaliaram a comunidade da rizosfera
(ABDEL-RAHIM; BAGHADADI; ABDALLA, 1983; EL AMIN; ABDALLA, 1980; EL-
AMIN; SAADABI, 2007; MENDES, 2008). Poucos trabalhos avaliaram os fungos endofiticos
associados a cana-de-agticar, um deles estudou a ocorréncia de fungos endofiticos em folhas,
hastes e raizes e observou a presenca dos seguintes fungos: F. solani, F. moniliforme, Fusarium
sp., Curvularia geniculata, P. citrinum, P. italicum, Penicillium sp., A. niger, Aspergillus sp., M.
racemosus, Monilia sp., Trichophyton rubrum e Trichoderma sp. (VON MUHLEN; SILVA et
al., 2005). Outro trabalho avaliou a populagdo de fungos endofiticos presentes em folhas de cana-
de-acucar convencional e geneticamente modificada (expressando gene de resisténcia ao
herbicida imazapir) por meio dos métodos dependente e independente de cultivo (STUART,
2006; STUART et al.,, 2010). Os resultados obtidos pelo método dependente de cultivo
mostraram que a comunidade de endéfitos possui grande diversidade e foi representada por doze
familias diferentes do filo Ascomicota, que incluiram fungos dos géneros Ampelomyces,
Aspergillus, Cladosporium, Cochliobolus, Epicoccum, Fusarium, Guignardia, Leptosphaeria,
Paecilomyces, Pestalotiopsis, Xylaria entre outros (STUART, 2006; STUART et al., 2010). A
analise independente de cultivo com base no gene 18S, identificou a presenga de outros géneros,
todos pertencentes ao filo Basidiomicota, como os géneros Bullera, Coniothyrium, Cryptococcus,
Phoma, Pulvinula, Rhodotorula e Ustilago (STUART, 2006). Esses dados indicaram que os
métodos dependente e independente de cultivo tiveram diferentes espectros de amostragem,
reforcando a importancia de se aliar os dois métodos na avaliagdo da diversidade de populagdes
microbianas. Romao (2010) avaliou os efeitos da transgénese, estdgio de crescimento € manejo
agricola sobre a estrutura e diversidade das comunidades fingicas da rizosfera e endofitica de
raizes de plantas de cana-de-acucar. Constatou que os efeitos da transgénese, se existentes,
devem ser secundarios quando comparados as fontes naturais de variagdo, sendo que, a
comunidade fingica endofitica de raiz mostrou-se muito mais dependente da idade da planta do

que da modificacdo genética presente na variedade transgénica.
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2.1.1.2 Fungos endofiticos e suas potencialidades

O termo endofitico foi utilizado por Bary em 1866, e aplicado a flora microbiana interna
dos tecidos vegetais, em casos de infec¢des assintomaticas ou ndo, € nos casos de interacdes
antagonisticas ou simbioticas. Carroll (1988) utilizou o termo endofito para organismos que
causam colonizagdo assintomatica em folhas e ramos de plantas sadias, sendo encontrados
frequentemente no interior das plantas. Petrini (1991) propds uma maior abrangéncia para o
termo endoéfito, a fim de incluir todos os microrganismos que habitam a parte aérea das plantas,
sendo capazes de colonizar, em alguma fase de seu ciclo de vida, os tecidos internos dos vegetais
sem causar dano aparente.

Azevedo e Araujo (2007) definiram microrganismos endofiticos como aqueles que podem
ou ndo crescer em meios de cultura, ou seja, cultivados ou ndo, e que habitam o interior de
tecidos e oOrgdos vegetais sem causar prejuizos ao seu hospedeiro e sem produzir estruturas
externas emergindo dos vegetais. Entretanto, Mendes e Azevedo (2007) definiram endofiticos
como microrganismos que habitam o interior das plantas hospedeiras e que se distinguem de
outro grupo, os patdogenos que sdo capazes de causar doengas em plantas e classificaram em dois
tipos: Tipo I, os que ndo produzem estruturas externas a planta; e Tipo II, os que produzem
estruturas externas as plantas. Essas relacdes dependem de um gradiente de interacdes
(parasitismo-comensalismo-mutualismo) que depende da adaptacdo e especificidade a um
hospedeiro, do estagio de desenvolvimento das partes envolvidas, da viruléncia inata do
microrganismo, das respostas de defesa da planta e das condigdes ambientais que permeiam a
interacdo (AZEVEDO et al., 2000; SCHULZ; BOYLE, 2005).

Rodriguez et al. (2009) propuseram a separagdo dos fungos endofiticos em diferentes
grupos funcionais. Estes autores basearam-se em alguns critérios tais como: padrio de
colonizacdo, mecanismo de transmissdo entre as geragdes do hospedeiro, niveis de biodiversidade
in planta e fungao ecoldgica. Os autores mencionam que a medida que novas associagcdes vao
sendo analisadas, a composicdo dos grupos podera ser revisada e ampliada. At¢é o momento,
dividiram os fungos endofiticos em quatro grupos, quais sejam: grupo 1 - fungos endofiticos
clavicipitaceos, os quais sdo restritos a algumas espécies de plantas da familia Poaceae.

Os grupos 2, 3 e 4 representam fungos endofiticos ndo clavicipitaceos. Entretanto, os

fungos endofiticos do grupo 2 possuem capacidade de conferir beneficios ao fitness da planta
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adaptados ao habitat. A associacdo entre Curvularia protuberata e plantas de solos termais
(Dichanthelium lanuginosum) ¢ um exemplo desse grupo. Em experimentos de laboratdrio e em
campo foi observado que nessa associacdo nem a planta e nem o fungo conseguem sobreviver
separadamente em solos com elevada temperatura, mas em associacdo ambos toleram altas
temperaturas (REDMAN et al., 2002; MARQUEZ et al., 2007). Porém, quando a associagdo ¢
submetida a outro tipo de estresse, como, por exemplo, estresse salino ou patogenos, o fungo nao
protege a planta dos efeitos danosos do estresse (RODRIGUEZ et al., 2009).

Os fungos do grupo 3 sdo amplamente diversos e encontrados nas partes aéreas das
plantas. Sua transmissdo ¢ exclusivamente horizontal e a sua fun¢do na planta hospedeira ¢ pouco
conhecida (RODRIGUEZ et al., 2009). O estudo desse grupo ¢ voltado para a busca de
metabolitos ativos, embora existam relatos sobre seu potencial para o biocontrole de patdogenos
em plantas de clima tropical (ARNOLD et al., 2003).

Os fungos do grupo 4 sdo conhecidos como DSE (dark septate endophytes) e colonizam
exclusivamente as raizes das plantas. Apresentam fungdes relacionadas a promogao de
crescimento, protecdo contra patégenos e distribuicdo de plantas em ambientes extremos
(MANDYAM; JUNPPONEM, 2005), entretanto, sua fun¢cdo também ¢ pouco compreendida.

O ciclo de vida dos fungos associados as plantas inicia com a germinacdo do esporo
seguido do crescimento da hifa na folha ou superficie de raiz. A penetracdo de fungos endofiticos
na planta pode ocorrer por aberturas naturais do hospedeiro como estdmatos (WAGNER;
LEWIS, 2000), e também tem sido observado que fungos endofiticos como Piriformospora
indica podem produzir apressorios durante a penetracdo nos tecidos da planta hospedeira
(VARMA et al., 1999). Entretanto, outros fungos como Beauveria bassiana parecem nao precisar
destas estruturas de penetragdo para colonizar a planta hospedeira, pois, foi observado que
esporos de B. bassiana germinam sobre a planta de milho e crescem de forma aleatoria nesta
superficie, onde posteriormente podem penetrar via estdmatos ou por entre as células da
epiderme através da cuticula. Nesta penetracdo, esta envolvida a a¢do de enzimas a partir das
hifas de B. bassiana sobre a cuticula dos tecidos do hospedeiro (WAGNER; LEWIS, 2000).
Segundo os autores, apds penetracdo, o endofito pode se movimentar de forma passiva no interior
do hospedeiro, por meio do xilema.

Os microrganismos endofiticos tém sido reconhecidos como sendo de grande importancia

para a planta hospedeira, pois podem conferir prote¢do contra insetos herbivoros e patdgenos
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(AZEVEDO et al. 2000; ARNOLD et al. 2003; NARISAWA et al. 2004; SCHARDL;
LEUCHTMANN; SPIERING, 2004). Fungos endofiticos podem conferir resisténcia a planta
contra herbivoria por meio do estimulo direto do vigor da planta ou por meio da produgdo de
metabodlitos que aumentam a resisténcia a herbivoria, podendo estes ser toxinas alcaldides
(CLAY et al., 1993). Existe uma associacdo simbiodtica entre a planta hospedeira e o
microrganismo endofitico, na qual a planta protege e nutre o microrganismo e este por sua vez
induz a sintese ou produz metabolitos bioativos que auxiliam a protecdo da planta contra o ataque
de fitopatégenos (OWEN; HUNDLEY, 2004; TAN; ZOU, 2001; ZHANG; SONG; TAN, 20006),
podendo ser usado no controle bioldgico de patogenos. O controle bioldgico pode ocorrer por
meio de diversos modos de acdo dos antagonistas, como antibiose, competi¢ao por ferro pela
produgdo de sideréforos, competicdo por sitios de colonizagdo e nutrientes, indugdo de resisténcia
sistémica na planta hospedeira, inativagdo dos fatores de germinacdo do patogeno, degradagdo de
toxinas do patdégeno, parasitismo e producdo de enzimas degradadoras da parede celular do
patogeno (WHIPPS, 2001).

A tolerancia a estresses abioticos, como acidez do solo e estresse hidrico, bem como
promog¢do de crescimento vegetal (ERNST et al. 2003; MALINOWSKI; BELESKY, 2000;
MUCCIARELLI et al. 2003; VARMA et al. 1999) também foram relatados como efeito destes
microrganismos na planta. Além disso, podem produzir fitormdnios (TUDZYNSKI; SHARON,
2002; NASSAR; EL-TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2005) e estimular a propagacdo
clonal de gramineas (CHEPLICK, 2004). O fungo Neotyphodium ¢ um endofitico de Festuca
aerundinacea que beneficia seu hospedeiro aumentando a tolerancia a seca (WHITE Jr. et al.,
2002), o crescimento da raiz, a produgdo de sementes, a germinacao, a captacdo de fosforo e a
resisténcia a nematoides e insetos (PANACCIONE et al.,, 2001). Fungos endofiticos estdo
relacionados a promocdo de crescimento vegetal de algumas espécies pela sintese de
fitohormdnios, solubilizagdo de fosfato inorganico, producdo de acido indol acético e fixagdo de
nitrogénio (PEIXOTO-NETO et al., 2002). O basideomiceto Piriformospora indica, um endéfito
de raiz, estd associado a capacidade de promover o crescimento vegetal de Zea mays, Nicotiana
tabacum, Petroselinum crispum L., A. annua e Bacopa monnieri L., uma vez que a inoculagio
nessas plantas favorece o aumento de biomassa e consequentemente o crescimento vegetal

(VARMA et al., 1999).
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Esses organismos podem funcionar como vetores para expressao de genes nas plantas
hospedeiras (HAAPALAINEM et al., 1998). E ainda permitem a ocupagao de ambientes
extremos pelas plantas (REDMAN et al., 2002; MARQUEZ et al., 2007; RODRIGUEZ et al.,
2008).

Os microrganismos endofiticos estdo ainda envolvidos na sintese de novos compostos
bioativos com aplicagdo em diversas areas como medicina, industria e agricultura (GUO et al.,
2008). Também sdao envolvidos na producdo de compostos de interesse biotecnologico como
enzimas (TORRES et al., 2003). Participam na potencializacdo da capacidade de biorremediacao
de compostos toxicos por plantas (DOTY, 2008). Recentemente, foi relatado o papel de bactérias
endofiticas na fitorremediacio (NEWMAN; REYNOLDS, 2005; ZHUANG et al., 2007). As
bactérias endofiticas levam a um aumento da tolerancia as moléculas quimicas fitotdxicas e
aumentam a remog¢ao de poluentes (DOTY, 2008). Germaine et al. (2006) inocularam plantas de
ervilha (Pisum sativum), com bactérias endofiticas do género Pseudomonas capazes de degradar
2,4-acido diclorofenoxiacético, mostrando que essas linhagens sdo capazes de colonizar a planta
e apresentar alta capacidade de degradar esse composto. Dessa forma, bactérias e fungos
endofiticos podem ser tteis para o aumento da fitorremediagcdo. Enzimas podem ser produzidas
por fungos endofiticos, favorecendo a resposta de defesa bioquimica induzida, com a produgao de
altos niveis de peroxidases, H,O,, fenilalanina, amonio liase, como ocorre na colonizagdo da
planta com Cladosporium fulvum (OSBOURN, 2001).

O potencial biotecnologico dos microrganismos endofiticos t€ém sido estudado por varios
autores (KRECHEL et al., 2002; SESSITSCH et al., 2004; GUO et al, 2008). Considerando a
baixa porcentagem das espécies fungicas conhecidas (HAWKSWORTH; ROSSMAN, 1997),
pode-se concluir que existe um grande potencial a ser explorado, sugerindo que milhdes de
espécies fungicas poderdo fornecer importantes biomoléculas. Historicamente, de todos os
microrganismos estudados, os actinomicetos ¢ os fungos tém sido os maiores produtores de
metabolitos secundarios. Sugere-se ainda que os fungos sdo fundamentais para a saude e
prosperidade de muitos ecossistemas terrestres sendo essenciais para a sustentabilidade e
biodiversidade dos mesmos (OWEN; HUNDLEY, 2004).

Fica evidente a grande importancia dos fungos endofiticos. Este aspecto, aliado ao fato
dos fungos serem uma das maiores fontes de diversidade genética entre os seres vivos, mostram

que estudos relacionados a esses organismos tornam-se de suma relevancia. Além disso, grande
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parte das pesquisas relativas a microrganismos endofiticos foi realizada a partir de plantas de
clima temperado. Dessa forma, faltam informacdes nos aspectos ecologicos, genéticos e
fisiologicos para elucidar a interacdo endofito-planta em clima tropical. Sendo que as plantas
tropicais sdo consideradas grandes reservatorios de microrganismos endofiticos e a conservacgao,
prospeccao e uso da diversidade microbiana endofitica depende da conservagao dos ecossistemas
tropicais (AZEVEDO; ARAUJO, 2007). Alguns pesquisadores tém relatado que um dos maiores
desafios dessa 4rea de pesquisa ¢ manusear as comunidades microbianas para favorecer a
colonizagdo das plantas por esses microrganismos benéficos (ROSENBLUETH; MARTINEZ-
ROMERO, 2006).

2.1.2 O género Penicillium

O género Penicillium pertence ao filo Ascomycota, ao subfilo Pezizomycotina, a classe
Eurotiomycetes, e a ordem Eurotiales, mitosporico Trichocomaceae
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy), sendo a fase teleomoérfica pertencente ao género
Eupenicillium ou Talaromyces.

Fungos do género Penicillium sao utilizados como organismo modelo em diversos
estudos de pesquisa basica. Além disso, diversas pesquisas aplicadas t€ém mostrado seu enorme
potencial, podendo ser utilizado no biocontrole, micoparasitismo, secrecdo de metabolitos
secundarios, fonte de novos farmacos para industria farmacéutica, fonte de enzimas de interesse
industrial, entre outros.

Esse género de fungo tem sido frequentemente isolado como endofitico em tecidos de
diversas plantas. Pesquisas anteriores do nosso grupo mostraram a grande frequéncia desse
género habitando internamente tecidos de cana-de-agucar, assim como a rizosfera (STUART,
2006; MENDES, 2008; FAVARO, 2009; ROMAO 2010). Fungos do género Penicillium foram
também isolados como endofiticos de folhas e raizes de Musa acuminata (CAO; YOU; ZHOU,
2002). Esse género foi o mais frequente no isolamento de fungos endofiticos de folhas, raizes e
frutos de Melia azedarach (SANTOS et al., 2003). Vega et al. (2008) verificaram a presenca de
fungos endofiticos em tecidos de café (Coffea arabica, C. congensis, C. dewevrei e C. liberica),

os quais foram caracterizados como sendo do género Penicillium, apresentando diferentes
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espécies: P. brevicompactum, P. brocae, P. cecidicola, P. citrinum, P. coffeae, P. crustosum, P.
Jjanthinellum, P. olsonii, P. oxalicum, P. sclerotiorum e P. steckii.

O fungo P. pinophilum ¢é capaz de secretar um metabolito antifingico, o 3-o-
Methylfunicone, para a inibi¢do do crescimento de Rhizoctonia solani e outras espécies de
fitopatogenos (De STEFANO et al., 1999). P. frequentans ¢ um fungo residente da microbiota de
ramos ¢ flores de péssego e pode ser utilizado como produto comercial para biocontrole dos
fungos Monilinia laxa e M. fructigena, causadores da putrefagdo marrom em péssego
(GUIJARRO et al., 2008). Ma et al. (2008) estudaram um isolado de P. striatisporum, da
rizosfera de pimenta, em relagdo ao seu potencial de biocontrole, sendo detectado elevado efeito
de antagonismo contra Phytophthora spp., Cladosporium cucumerium e Sclerotinia sclerotiorum,
e separacdo de trés substancias antifingicas por cromatografia. Mmbaga; Sauvé e Mrema (2008)
identificaram microrganismos potenciais para o controle bioldgico do fungo Microsphaera
pulchra, causador de doenca em Cornus florida, uma arvore nativa dos Estados Unidos,
encontrando isolados de Acremonium spp., Ampelomyces spp., Penicillium spp., Cladosporium
spp., Trichoderma spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp., Bradyrhizobium spp., Brachybacterium
spp., Curtobacterium spp., Cryptocoocus spp., Rhodosporidium spp., sendo que os isolados mais
efetivos foram capazes de reduzir a incidéncia da infec¢do em folhas de 75-100% para menos que
10%.

Sabuquillo et al. (2006) avaliaram o potencial de biocontrole do fungo P. oxalicum contra
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, causador da murcha do tomateiro, obtendo formulagdes
eficientes em casa de vegetagdo. Larena et al. (2003) observaram a redugdo na murcha vascular
causada por Verticillium dahliae e F. oxysporum f. sp. lycopersici em casa de vegetacdo e em
condi¢cdes de campo por indugdo da resisténcia em plantas de tomate inoculadas com P.
oxalicum. Estudos de microscopia revelaram que o fungo P. oxalicum é um poderoso
micoparasita, que ataca conididsporos e esporos do fitopatogeno de arroz Nigrospora oryzae,
penetrando, deformando e destruindo as estruturas reprodutivas (SEMPERE; SANTAMARINA,
2008).

Microrganismos sdo amplamente explorados como fonte de novos farmacos para a
industria farmacéutica. Nicoletti et al. (2008) avaliaram quinze isolados de Penicillium spp.
quanto a habilidade de produzir antitumorais baseados na antiproliferagdo e efeito pro-apoptotico

em células tumorosas humanas, mostrando que doze linhagens apresentam potencial para um
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estudo mais detalhado, podendo ser utilizadas no futuro para o controle da proliferacao de células
cancerigenas. Zheng et al. (2005) avaliaram a atividade antibidtica de 24 isolados endofiticos de
rizoma de Polygonum cuspidatum, uma planta herbacea nativa da Asia. Os resultados mostraram
que trés isolados identificados como Aspergillus, Penicillium e Mycetia sterillia foram capazes de
produzir substancias ativas. Xu et al. (2008) mostraram o potencial de isolados endofiticos de
rizomas de Dioscorea zingiberensis, uma tradicional planta medicinal da China, na producao de
compostos antibacterianos. Os isolados foram caracterizados como pertencentes aos géneros
Nectria, Fusarium, Rhizopycnis, Acremonium e Penicillium spp.

Mandalari et al. (2008) otimizaram a producdo de feruloyl esterases e xilanases por
Talaromyces stipitatus ¢ Humicola grisea var. thermoidea para a industria de processamento de
alimentos, conseguindo resultados que possibilitam o uso desses fungos para a produgdo das

enzimas em escala comercial.

2.1.3 Transformacio genética de fungos como ferramenta em estudos de interacio

2.1.3.1 Aspectos basicos da transformacao genética de fungos

Os primeiros trabalhos relacionados a transformagdo genética de fungos iniciaram na
década dos anos 70 com a transforma¢do do fungo Neurospora crasa (MISHRA; SZABO;
TATUM, 1973; MISHRA; TATUM, 1973) e da levedura Saccharomyces cerevisiae (BEGGS,
1978; HINNEN; HICK; FINK, 1978). Doravante, os trabalhos com transformacgdo genética de
fungos passaram a ser crescentes, com relatos da transformagao genética de fungos filamentosos,
como Neurospora crassa (CASE et al., 1979) e Aspergillus nidulans (BALLANCE; BUXTON;
TURNER, 1983; TILBURN et al., 1983; YELTON; HAMER; TIMBERLAKE, 1984).

O grande desafio da transformacdo genética em fungos ¢ a passagem do DNA exdgeno
para o interior da célula, devido a parede celular (OLMEDO-MONFIL; CORTES-PENAGOS;
HERRERA-ESTRELLA, 2004). Assim, a forma mais convencional ¢ a obtengao de células sem
parede, os protoplastos (FINCHAM, 1989). No sistema denominado de protoplasto-PEG, a
transferéncia do DNA exdgeno (vetor de transformagdo) para os protoplastos ¢ feita na presenca
de ions de calcio e alta concentragdo de polietileno glicol (PEG), os quais promovem o

agrupamento dos protoplastos e aumentam a permeabilidade da membrana plasmatica
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(FINCHAM, 1989). Esse sistema foi um dois primeiros a ser usado em fungos filamentosos, ¢
ainda hoje, mesmo apds o surgimento de diversos outros métodos, continua sendo amplamente
empregado (AMEY et al., 2002; BAEK; KENERLEY, 1998; KERSHAW; TALBOT, 2009; LI et
al., 2006; LIMA et al., 2003; SANDHU et al., 2001; ZHANG; YANG; YANG, 2009;
ZUCCARO et al., 2009). A eletroporagdo também ¢é uma técnica de transformacgdo genética
utilizada para fungos filamentosos, como podemos observar para os fungos A. fumigatus
(KWON-CHUNG et al., 1998), T. longibrachiatum (SANCHEZ-TORRES et al., 1994) e B.
bassiana (JIANG; YING; FENG, 2007). Essa técnica substitui o uso de PEG pela indu¢do da
permeabilidade reversivel das membranas biologicas via exposi¢do a um campo elétrico de alta
amplitude por um periodo de curta duracdo, onde o pulso elétrico promove mudangas na
membrana o que permitem a entrada do vetor de transformagao (RUIZ-DIEZ, 2002).

Entretanto, a obten¢do de protoplastos € um processo trabalhoso e exige muitos cuidados,
além da limitacdo para algumas espécies. Dessa forma, metodologias foram desenvolvidas para
evitar a necessidade dos protoplastos. O método de transformagao por acetato de litio envolve a
exposi¢do de esporos germinando ao vetor de transformagdo na presenca de 0,1 mol.L" de
acetato de litio, seguida da incubagdo tipica com CaCl, e PEG. Acredita-se que os cations de
metal alcalino ajudem a passagem do DNA exdgeno para o interior das células (FINCHAM,
1989). Outro método para evitar a necessidade do uso de protoplastos ¢ a biolistica, desenvolvida
para plantas (SANFORD et al., 1987) e estendida para outros organismos. Nesse sistema, o vetor
de transformagdo ¢ transferido para células fingicas com parede celular intacta por meio da
aceleragdo explosiva (por pressdo de hélio e vacuo) de microparticulas (de ouro ou tungsténio)
cobertas com DNA (vetor de transformagdo) contra esporos ou hifas fungicas. Esse método
apresenta a vantagem da possibilidade de transferir DNA exd6geno para qualquer célula, tecido ou
orgdo capaz de se regenerar, superando as limitacdes de especificidade de hospedeiro. A
transformagao genética por biolistica passou a ser bastante utilizada para fungos filamentosos nos
casos em que ¢ dificil obter protoplastos e/ou quando se tratam de fungos dificeis de serem
cultivados, como os biotroficos. Diversos fungos foram transformados utilizando-se essa técnica
(FUNGARO et al., 1995; GOMES-BARCELLOS et al., 1998; HAZELL et al., 2000; RIACH;
KINGHORN, 1996).

Por fim, podemos citar a transformagao genética de fungos mediada por Agrobacterium

tumefaciens. A qual também ndo necessita de protoplastos e baseia-se na capacidade dessa
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bactéria em transferir parte do seu DNA (DNA de transferéncia, T-DNA) para células
eucaridticas (MICHIELSE et al., 2005). Essa metodologia, bastante empregada na transformacgao
genética de plantas (MICHIELSE et al., 2005), foi adaptada para a transformacdo de fungos,
primeiro para a levedura S. cerevisiae (BUNDOCK et al.,, 1995) e depois para fungos
filamentosos (DE GROOT et al., 1998).

A maioria dos estudos de Biologia molecular depende do uso de estratégias de
transformagdo genética, portanto, essa ¢ uma etapa essencial da pesquisa moderna dos fungos.
Além disso, apresenta grande relevancia para o melhoramento de espécies de importancia
biotecnolégica. Em decorréncia do exposto, o numero de estratégias de transformagdo genética
tem aumentado nos ultimos anos, abrindo caminho para andlises moleculares mais detalhadas
(RUIZ-DIEZ, 2002). Atualmente as estratégias utilizadas sdo capazes de realizar tanto a
mutagénese insercional aleatdria, como também a mutagénese dirigida. A mutagénese dirigida
permite a realizacdo da superexpressdo de um ou mais genes, ou também o silenciamento génico,
seja ele parcial ou completo (MEYER, 2007). Podemos ainda citar as técnicas baseadas no RNA,
as quais sdo capazes de realizar o silenciamento génico por meio de regulacdo pds-transcricional
do mRNA (NAKAYASHIKI, 2005). O silenciamento génico parcial pode ser conseguido com a
utilizacdo do RNA antisense ¢ RNA de interferéncia; ja o silenciamento completo é possivel
utilizando a interrupcdo do gene em vetores que permitam a recombinagdao homologa, via
ribozimas e transposons (NAKAYASHIKI, 2005; MUELLER; STAHL; MEYER, 2006).

Nao existe regra geral entre as metodologias e as diferentes espécies de fungos. Ha
necessidade de otimizar cada método para a espécie de fungo estudada, assim como a escolha do

método depende do objetivo a ser atingido e da disponibilidade da técnica no local de trabalho.

2.1.3.2 Transformacao genética de fungos mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT)

A metodologia de transformacgdo genética utilizando Agrobacterium tumefaciens foi
primeiramente utilizada para transferéncia de genes em plantas e vem sendo muito utilizada
nesses organismos (TZFIRA; CITOVSKY, 2006). A A. tumefaciens, uma bactéria do solo,
aerdbica, Gram-negativa, nao formadora de esporos, capaz de induzir a formagao de tumores em
plantas; passou a ser utilizada também como mediadora da transformacgao genética de leveduras

(BUNDOCK et al., 1995) e fungos filamentosos (DE GROOT et al. 1998).



31

O género Agrobacterium ¢ composto por cinco espécies, das quais a 4. tumefaciens faz
parte. Essa bactéria pode infectar plantas, causando a doeng¢a denominada galha-da-coroa. A
doenca ¢ caracterizada pela proliferacdo descontrolada das células proximas a regido do colo da
planta, o que resulta na formacao de um tecido neoplésico, o tumor (AGRIOS, 1997). A planta ao
sofrer a lesdo libera moléculas-sinal que atraem a Agrobacterium, que infectam as células
vegetais. A capacidade de infeccao esta associada a presenca, nas agrobactérias, de um plasmideo
de alto peso molecular (150-250 Kb), denominado plasmideo Ti (tumor inducing). Durante a
formacgao do tumor, o T-DNA ¢ incorporado no nucleo da planta hospedeira a qual passa a
produzir hormdnios vegetais como auxina, citocinina € opinas, que sdo compostos sintetizados
para a nutri¢do da bactéria (BOREM, 1998).

O plasmideo Ti contém varios genes que mediam a transferéncia do T-DNA,
denominados de genes vir e que sdo essenciais na transferéncia do T-DNA para o nucleo da
célula vegetal. A regido vir tem cerca de 30 kb e contém pelo menos 10 genes (vir A — vir J)
cujos produtos sdao vitais para o processamento ¢ transferéncia do T-DNA (WEI et al., 2006).
Para que desencadeie a transferéncia do T-DNA para o nucleo da planta, a expressdo dos genes
vir deve ser induzida, sendo a acetoseringona (AS) um desses compostos que tem essa
propriedade (KADO, 1991). O T-DNA ¢ uma regido que contém oncogenes ¢ ¢ flanqueada por
duas sequéncias curtas (aproximadamente 25 pares de bases) denominadas de borda esquerda
(LB) e borda direita (RB). As bordas direita e esquerda do T-DNA sdo necessarias para que
ocorra a transferéncia do mesmo para o nticleo das células vegetais. No entanto, a presenga ou
nao dos outros genes contidos nesta regido ndo interfere no processo de transferéncia.

Esse sistema natural de transferéncia de genes de procarioto para eucarioto despertou
interesse para estratégias de transferéncia de genes de interesse do homem as plantas.
Posteriormente, a transformagdo genética mediada por A. tumefaciens passou a ser utilizado para
a transformagdo genética de fungos, sendo realizada para diversos fungos, incluindo os filos
Ascomicota, Basidiomicota, Zigomicota, Glomeromicota e oomicetos (MICHIELSE et al., 2005;
LACROIX et al., 2006).

No entanto, quando o objetivo ¢ a obten¢do de fungos com inser¢do de genes exdgenos, 0s
oncogenes presentes no T-DNA sdo deletados. As linhagens de Agrobacterium contendo
plasmidios sem a regido T, portanto sem oncogenes, sao denominadas linhagens desarmadas

(LACORTE; MANSUR, 1993). A remog¢do de todos os genes do T-DNA ndo inibe a
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transferéncia de DNA pela bactéria, mas evita a formacdo de tumores. As linhagens de
Agrobacterium a serem utilizadas na transformacgdo genética devem possuir ainda um segundo
vetor, contendo as extremidades do T-DNA (bordas direita e esquerda), entre as quais os genes de
interesse sdo clonados (ROGERS et al.,, 1986). Esses vetores sdo denominados de vetores
binarios e s3o derivados de plasmidios capazes de se replicar tanto em Escherichia coli quanto
em A. tumefaciens, ¢ de se manter de forma independente do plasmidio Ti. O vetor deve conter
uma regido de multiplos sitios de clonagem entre as extremidades do T-DNA (para a inser¢do das
sequéncias génicas desejadas), uma origem de replicacdo apropriada e um gene para selegdo,
geralmente, um gene de resisténcia a um antibidtico.

Michielse et al. (2005) descreve com detalhes o sistema de transferéncia genética mediada
por Agrobacterium em fungos. Nos fungos o sistema regulatério ¢ composto por proteinas de
viruléncia VirA e VirG, que sdo ativadas sob o reconhecimento da acetoseringona. A proteina
ChvE interage com VirA na presenca de monossacarideos. VirA sente a presenga da
acetoseringona e ¢ autofosforilada. Essa fosforizagdo transfere um grupo fosforil para VirG. A
ativacdo de VirG, a qual tem a propriedade de se ligar ao DNA, atua como um ativador
transcricional de outros genes localizados nessa regido. Para a geracdo de uma uUnica copia de
DNA do T-DNA sio necessarios os produtos dos genes VirC e VirD. A transferéncia do T-DNA
da membrana da bactéria ¢ realizada pelo mecanismo de secre¢ao do tipo IV, e proteinas VirD e
VirB estdo envolvidas nesse processo. VirB forma um poro de transporte e uma estrutura na
superficie, chamada de T-pilus. As proteinas VirE2 , VirE3 e VirF sdo exportadas no sistema de
secrecdao do tipo IV. Essas proteinas protegem contra nucleases e facilitam o transporte até o
nucleo. Uma vez o T-DNA no nucleo, este ¢ integrado no genoma do fungo (MICHIELSE et al.,
2005). O sistema em fungos apresenta diferencas com o sistema em plantas, os quais sejam: a
proteina VirE2 ¢ mais importante em fungos, por exemplo, a ndo expressdo desse gene leva a
uma diminuicdo de 63 para 10% na porcentagem de transformantes de A. awamori (MICHIELSE
et al., 2004); as plantas produzem proteinas que interagem com proteinas Vir, sendo que isso nao
ocorre em fungos; plantas produzem inibidores da sintese de purina, o que aumenta a expressao
transiente do T-DNA (MICHIELSE et al., 2005). Estes fatores contribuem ainda mais para o
sucesso da técnica em fungos.

O fungo Coniothyrium minitans tem despertado interesse dos pesquisadores por ser capaz

de parasitar o fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum e ter, portanto, potencial para uso no controle



33

biologico. Rogers et al. (2004) ap6s transformarem este fungo via A. tumefaciens e procederem a
analise fenotipica de 1000 transformantes, obtiveram dois mutantes totalmente ndo patogénicos.
Li et al. (2005) utilizaram a metodologia de transformagdo mediada por A. tumefaciens e
obtiveram uma biblioteca de trinta mil transformantes de C. minitans. A observacdo de cada um
dos transformantes permitiu detectar mutantes com deficiéncia de esporulacdao, com deficiéncia
de patogenicidade, com altera¢do na pigmentacdo e com deficiéncia na produgdo de antibioticos.
A andlise de sequéncias do DNA de um dos mutantes para esporulagdo mostrou que o gene MAP
kinase foi interrompido pelo T-DNA.

Para o género Penicillium, trés espécies foram transformadas geneticamente mediante 4.
tumefaciens. Sun; Kong e Xu (2002) reportaram a inserc¢ao, de forma eficiente, dos genes vgb e o
gene de resisténcia a bleomicina para o fungo P. chrysogenum, que apresenta grande importancia
industrial, com auxilio da 4. tumefaciens LBA4404. O patdégeno P. digitatum, responsavel por
infectar frutos de citros pds-colheita, foi transformado via A. tumefaciens AGL-1 com o gene
hph, e os autores concluiram que essa pode ser uma ferramenta util para geracdo de mutantes
insercionais nesse organismo para estudo de gendomica funcional e consequente controle da
doenca (WANG; LI, 2008). P. marneffei, um patdogeno humano, foi transformado com duas
linhagens de 4. tumefaciens (LBA4404 e EHA105) e os vetores binarios (pCB309A, pBI129A, ¢
pCaMBIA1312A), entretanto a combinacdo EHA105/pBI129A se mostrou mais eficiente; os
resultados mostraram que esta técnica pode ser extremamente importante na geracao de mutantes
insercionais, visando analise de genética funcional desse importante patdgeno humano (ZHANG
et al., 2008).

Este procedimento de transformagao genética tem mostrado uma série de vantagens, tais
como, a ndo utilizacdo de protoplastos como material inicial, o que otimiza tempo e custos,
podendo ser utilizadas células intactas como conidios, micélio vegetativo ou corpos de
frutificagdo (MICHIELSE et al., 2005); ndo faz uso de equipamentos caros como a biobalistica
(FRITZGERALD et al., 2003) e apresenta a preferéncia por integracdo de uma tUnica cdpia no
genoma (MICHIELSE et al., 2005). Assim, as vantagens de se utilizar o método baseado em
Agrobacterium para transformar fungos filamentosos estdo relacionadas a eficiéncia de
transformagdo e simplicidade da metodologia (LIMA, 2005). Alguns trabalhos compararam a
eficiéncia de transformacao obtida por este método com a obtida por protoplastos PEG e/ou

biobalistica, e demonstraram que o sistema Agrobacterium permite a obten¢do de um maior
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numero de transformantes (AMEY et al., 2002; CAMPOY et al., 2003; FITZGERALD et al.,
2003; RODRIGUEZ-TOVAR et al., 2005).

Esta metodologia pode tanto ser utilizada para a mutagénese insercional aleatéria como
também se a regido de T-DNA compreender sequéncias homologas em relagdo ao genoma do
hospedeiro, a integragdo pode ocorrer por recombinagdo homologa, evidenciando a utilidade da
transformagdo por Agrobacterium para mutagénese direcionada ou em experimentos de
interrupc¢ao de genes (MICHIELSE et al., 2005, LACROIX et al., 2006).

Nos estudos de interagdo fungo-planta a transformacdo genética mediada por A.
tumefaciens pode contribuir para o estudo da biologia da interagdo entre fungos endofiticos ¢ a
planta hospedeira por meio da transferéncia de genes reporteres € monitoramento da expressao
desses genes durante os estdgios de colonizagdo do tecido hospedeiro. Os chamados genes
reporteres, sob condig¢des apropriadas, promovem uma mudanga na coloragdo de estruturas do

fungo, permitindo a visualizagdo facil de aspectos que se deseja estudar (MULLINS; KANG,

2001). Os sistemas reporteres mais comuns incluem o do GUS (gusA, B-D-glicoronidase de

Escherichia coli), onde as estruturas/células transformadas adquirem cor azul na presenga do
substrato da enzima (X-glicuronide) (JEFFERSON; KAVANAGH; BEVAN, 1987), e da
proteina GFP (gene gfp da proteina verde fluorescente de Aequorea victoria), onde as
estruturas/células transformadas emitem fluorescéncia verde em resposta a exposicdo a luz
ultravioleta ou luz azul (CHALFIE et al., 1994; HASELOFF; DORMAND; BRAND, 1999). A
GFP apresenta vantagens no estudo da interacdo fungo-planta em relagdo aos demais reporteres,
isso devido ao fato da alta estabilidade dessa proteina, a qual necessita apenas de luz UV ou luz
azul e oxigénio para emissdo de fluorescéncia, ndo requerendo co-fatores ou substratos para
atividade (LORANG, 2001). O primeiro relato de transformagdo de um fungo filamentoso
expressando GFP foi reportado por Spellig; Bottin e Kahmann (1996), ao quais inseriram esse
gene no fitopatogeno Ustilago maydis para avaliar a interagdo com plantas de milho. Doravante
varios vetores de expressao contendo diferentes genes promotores e formas variantes da GFP tém
sido desenvolvidos.

Em estudos que envolvem a interacdo fungo-planta, esses sistemas t€ém sido bastante
utilizados para estimar a biomassa fungica nos tecidos vegetais (HERD et al., 1997; VAN DEN
WYMELENBERG et al., 1997), avaliar a expressdao de genes em estagios especificos da
interacao (FEY; COX, 1997; LIU; KOLATTUKUDY, 1999), analisar a atividade metabodlica do
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fungo in planta (HERD et al., 1997; TAN et al., 2001), determinar a localizagdo celular ¢ o
transporte dos produtos génicos durante a infeccao fungica (FEY; COX, 1997; HELBER;
REQUENA, 2008; MANNERS, 2000; WEBER et al., 2006) ¢ analisar a dinamica de crescimento
e/ou infecgdo do fungo nos 6rgios do hospedeiro vegetal (ABELLO; KELEMU; GARCIA, 2008;
CHACON et al., 2007; CHRISTENSEN et al., 2008; MURRAY; LATCH; SCOTT, 1992;
OLIVAIN; ALABOUVETTE, 1999; PLIEGO et al., 2009; SPELLIG; BOTTIN; KAHMANN,
1996; TAN et al., 2001; VAN DEN WYMELENBERG et al., 1997).

Eckert et al. (2005) transformaram com eficiéncia quatro fungos patogénicos, via A.
tumefaciens, com os genes Dsred (proteina vermelha fluorescente) e gfp, para avaliar a
colonizagdo e os sintomas das doencas. Leptosphaeria maculans e L. biglobosa causam doenga
em canola e Oculimacula yallundae e O. acuformis causam doenca em cereais, ou seja, as
doengas sdo causadas pela associacdo de duas espécies, o que dificulta os estudos de interagao.
Assim, a transformagdo permitiu um conhecimento molecular da doenca com avaliacdo da
interacdo com a planta. O fungo 7. harzianum, comumente encontrado como saprofita de solos,
foi transformado com um vetor contendo o gene gfp sob controle de um promotor constitutivo
para avaliar a capacidade de colonizar endofiticamente tecidos das raizes de plantas de tomate
(CHACON et al., 2007). Favaro (2009) introduziu o gene gfp no fungo endofitico de cana-de-
agucar Epicoccum nigrum, por meio de transferéncia mediada por A. tumefaciens, o que
possibilitou o estudo da interacdo com esta planta, mostrando que este fungo coloniza
endofiticamente a mesma. Romao (2010) obteve transformantes de 7. virens, expressando GFP,
sendo possivel observar que esse fungo ndo promoveu alteragdes fenotipicas visiveis em plantas
de cana-de-agucar, colonizou predominantemente as raizes, onde formou camadas densas de
micélio ao seu redor, antes de penetrar o espaco intercelular das primeiras camadas de célula da
epiderme do tecido radicular.

Desse modo, fica evidente a grande importincia da metodologia de transformagdo
genética mediada por A. tumefaciens para fungos. Além disso, os sistemas reporteres nos estudos
de interagdo fungo-planta tem grande potencial para revelar detalhes da relagdo simbiotica entre

esses organismos e com isso fornecer elementos para otimizagdo das relagdes mutualisticas.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material biolégico e condicoes de cultivo

Foram utilizados isolados de fungos endofiticos do género Penicillium spp. (Tabela 1),
pertencentes a colecdo do Laboratorio de Genética de Microrganismos “Professor Dr. Joao Lucio
de Azevedo” - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Departamento de Genética,
Piracicaba, SP, obtidos em isolamentos de raiz e rizosfera de plantas de cana-de-agucar.

Durante todos os experimentos os isolados foram cultivados em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) (200 g de batata cozida; 18 g de dextrose e 15 g de agar para 1000 mL de
agua destilada; pH 6,8; autoclavados a 120°C, 1 atm de pressdo, durante 20 min). As placas de

Petri foram mantidas a 28°C por até 7 dias.

2.2.2 Extracao e manipulacio de DNA genoémico

Discos de micélios de cultura de 7 dias crescidas em BDA foram inoculadas em frascos
erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de caldo de batata (200 g de batata cozida; 18 g de
dextrose para 1000 mL de agua destilada; pH 6,8; autoclavados a 120°C, 1 atm de pressao,
durante 20 min). Os frascos foram mantidos a 28°C durante 7 dias.

Ap6s o cultivo o micélio foi filtrado em bomba a vacuo e posteriormente macerado em
nitrogénio liquido utilizando cadinho e pistilo de porcelana previamente esterilizados.

Aproximadamente 200 mg do macerado foi transferido para 1 mL de tampao de extracao
(SDS 1%; EDTA 25 mM; NaCl 250 mM e Tris-HC1 200 mM [pH 8,0]), incubados por 20 min a
65°C e centrifugado a 16000X g (Centrifuge 5402, Eppendorf) por 10 min a 4°C. O sobrenadante
(aproximadamente 800 uL) foi transferido para tudo contendo 1 vol de fenol homogeneizado e
centrifugado a 16000X g por 5 min. O sobrenadante foi para transferido para novo tubo contendo
1 vol de fenol:cloroférmio (1:1 vol/vol). O sobrenadante foi transferido para novo tubo com 1 vol
de cloroférmio, homogeneizado e centrifugado a 16000X g. Para a precipitagdo do DNA, o
sobrenadante foi novamente coletado, transferido para novo tubo e adicionado 0,6 vol de
isopropanol, entdo, o tubo foi homogeneizado e incubado por 5 min a temperatura ambiente. A

suspensao foi centrifugada a 16000X g por 15 min e o sobrenadante descartado. O precipitado de
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DNA foi lavado com 500 uL de etanol 80% gelado, centrifugado a 16000X g, o etanol foi
descartado e o precipitado seco a 37°C. Finalmente, o DNA foi ressuspendido em 50 uL de dgua
ultra-pura autoclavada (Milli-Q). O DNA gendmico total foi quantificado por meio de
comparagio com marcador DNA do fago A (Invitrogen), em gel de agarose 0,8% a 3 volts.cm™, e

estocado a -20 °C.

2.2.3 Ensaios de antagonismo contra fungos fitopatogénicos

As linhagens fungicas fitopatogénicas de cana-de-aglicar utilizadas nos ensaios de
antagonismo foram: Ceratocystis paradoxa, Fusarium verticillioides e Colletotrichum falcatum.
Estas pertencem a colegdo do Laboratorio de Genética de Microrganismos “Professor Dr. Jodo
Lucio de Azevedo” - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Departamento de
Genética, Piracicaba, SP. Os fungos foram cultivados em meio de cultura BDA (Difco) e
mantidos a 28°C durante 7 dias.

A atividade antagonista contra os fungos fitopatogénicos de cana-de-agucar foi avaliada
pelo método da cultura pareada, a qual consiste no confronto direto, em meio de cultura sélido,
do antagonista - no caso fungo endofitico ou da rizosfera - e do fungo fitopatogénico
(MARIANO, 1993).

Posteriormente, com o auxilio de um palito previamente esterilizado, esporos de zonas de
crescimento ativa das colonias dos endofitos do género Penicillium foram inoculados na margem
de placas de Petri contendo 15 mL de meio de cultura BDA. Em seguida, discos de micélio de 6
mm de didmetro dos fitopatégenos foram inoculados a uma distancia de 5 cm das colonias dos
endofitos. Os controles consistiram na inoculagdo apenas dos patdgenos. As placas de Petri foram
incubadas por 3 e 5 dias a 28°C na auséncia de luz.

Foram realizadas mensurac¢des do tamanho da zona de inibi¢ao entre as coldnias pareadas.
Dessa forma, foi calculada a porcentagem de inibigdo do crescimento radial dos patégenos, em
relacao ao controle.

Para acessar a estabilidade das zonas de inibicdo, as placas que apresentaram reacdes de
antagonismo foram reavaliadas apds 20 dias de cultivo. Os experimentos foram realizados com

quatro repeti¢des, em um delineamento inteiramente casualizado.
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2.2.4 Secrecao de enzimas hidroliticas em meio de cultura sélido

A utilizacdo de meio s6lido para deteccdo de enzimas em fungos, abordagem sugerida por
Hankin e Agnostakis (1975), constituiu o procedimento bésico utilizado no presente trabalho.
Foram realizados ensaios semiquantitativos em meio de cultura solido para avaliar a capacidade
de secre¢do, pelos isolados endofiticos e da rizosfera de Penicillium spp., das seguintes enzimas:
lipase, esterase, protease, amilase, celulase e pectinases (pectina liase e poligalacturonase).

Foram realizados indculos, com auxilio de palito esterizado, de culturas crescidas em
BDA a 28°C durante 7 dias. Os inoculos foram transferidos para o centro de placas de Petri
descartaveis (didmetro 90 x 15 mm) contendo 20 mL de meio de cultura acrescido de diferentes
fontes de carbono.

Para a producdo de lipase, foi utilizado meio de cultura contendo peptona (10g); NaCl
(5g); CaCl,.2H,0 (0,1 g); agar (15 g) em 1000 mL de agua destilada (pH 6,0). Para avaliar a
atividade da enzima, 10 mL de Tween 20 (Sigma) foram esterilizados separadamente e
adicionados ao meio de cultura previamente autoclavado (SIERRA, 1957). A atividade lipolitica
foi detectada pelo aparecimento de um precipitado visivel, resultante da deposicdo de cristais de
sais de calcio formados pelos acidos graxos liberados devido a a¢do enzimatica (GOPINATH;
ANBU; HILDA, 2005).

Para a produgdo de protease foi utilizado meio de cultura Agar nutriente (Difco). Uma
solugdo de gelatina 8% (Sigma) foi esterilizada separadamente e adicionada ao meio agar
nutriente na propor¢ao de 5 mL para cada 100 mL de meio de cultura. A atividade gelatinolitica
foi detectada pela formagao de uma zona clara ao redor das colonias, em comparagdo a opacidade
do agar (GOPINATH; ANBU; HILDA, 2005).

A secre¢do das enzimas amilase e endoglicanase foi avaliada em meio Minimo (6 g
NaNO:s. 0,5 g KCI; 1,5 g KH,PO4, 0,5 g MgS04.7H,0; 0,01 g ZnSO4. 0,01 g FeSO4. 15 g de agar
para 1000 mL de agua destilada, pH 6,8) (PONTECORVO et al., 1953) sem a adicao de glicose e
suplementado com 1% de amido soltavel (Sigma) e 1% de carboximetilcelulose (Sigma) como
fonte de carbono, respectivamente. A atividade amilolitica foi detectada apos a adigdo de 10 mL
de uma solugdo de iodo (3 g de iodeto de potassio; 1 g de cristal de iodo para 100 mL de agua
destilada) sobre cada colonia. A formagao de uma zona amarelada ao redor da colonia fungica e o

desenvolvimento de coloragdo azul na superficie restante da placa de Petri indica a ocorréncia da
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hidrélise do amido. A atividade celulolitica, especificamente a atividade de endoglicanases, foi
verificada apos a adi¢do de 5 mL de uma solugdo aquosa de vermelho congo 0,1% sobre cada
coldnia e incubacdo das placas em temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, a solucdo de
corante foi descartada e as placas de Petri foram descoradas com uma solu¢do de NaCl 4M por
alguns minutos. A degradacdo da carboximetilcelulose ao redor da colonia fingica apareceu
como uma area clara e opaca contra uma coloracao vermelha para a carboximetilcelulose nao
degradada (POINTING, 1999).

A secre¢do de pectinases foi avaliada em meio de cultura contendo extrato de levedura
(1g), pectina citrica (5g), 500 mL de solugdo de sais (2 g (NH4)2,SO4; 4 g KH,PO4; 6 g NayHPOy;
0,2 g FeSO4. 1 mg CaCl,. 10 pg H3;BOs; 10 pg MnSO4. 70 pg ZnSO4. 50 pg CuSO4 10 pg MoOs
para cada 1000 mL de agua destilada), 500 mL de 4gua destilada e 15 g de 4gar. O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,0, permitindo a detec¢ao de endopoligalacturonase e também para 7,0,
permitindo a deteccdo de pectina liase (HANKIN; AGNOSTAKIS, 1975). A atividade
pectinolitica pode ser verificada apo6s a adicgdo de uma solucdo de brometo
hexadeciltrimetilamonia (1%) durante 5 min, o que permitiu a formag¢do de uma zona clara ao
redor da colonia (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

A producdo enzimatica foi realizada em triplicata. Foram medidos os didmetros
perpendiculares tanto da colonia quanto do halo de degradacdo e o indice enzimatico foi
calculado por meio da razdo entre o didmetro do halo e o didmetro da col6nia. Os dados foram
submetidos a testes de Tukey a 5% e a 1% de significancia, com o auxilio do programa SAS -

Copyright (c) 1989-1996 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.

2.2.5 Solubilizacao de fosfato inorganico

A solubilizagdo de fosfato inorganico foi realizada em placas de Petri (GOLDSTEIN,
1986). Os isolados endofiticos e da rizosfera de cana-de-agucar do género Penicillium foram
inoculados em trés meios de cultura diferentes, enriquecidos com fosfato inorganico Casz(POy),:
meio de cultura PVK (10 g de glucose; 5 g de Ca3(POy),; 0,5 g de (NH4)2SOy4; 0,2 g de NaCl; 0,1
g de MgS04.7H,0; 0.2 g de KCI; 0,5 g de extrato de levedura; 0,002 g de MnSO4.H,0; ¢ 0,002 g
de FeSO4.7H,0) (PIKOVSKAYA, 1948); meio de cultura NBRIP (National Botanical Research
Institute’s phosphate growth midium) (10 g de glucose; 2,5 g de Ca3z(POs),; 0,5 g de (NH4)2SO4;
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0,2 g de NaCl; 0,1 g de MgS04.7H,0; 0,2 g de KCl,; 0,002 g de MnSO4.H,O; 0,002 g de
FeS0,.7H,0) (NAUTIYAL, 1999) e meio de cultura Agar (0,8g de Ca3(PO,),, 10g de glicose, 5g
de NH4Cl, 1g de NaCl, e 1g de MgS0,4.7H,O (VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001).

Os isolados foram cultivados a 28°C durante 7 dias. A capacidade dos isolados em
solubilizar fosfato foi considerada a partir da formagdo de um halo transparente em torno das
colonias. Como controle foi utilizado o fungo Colletotrichum acutatum. As andlises foram
realizadas em triplicata. Os dados foram submetidos a testes de Tukey a 5% e a 1% de
significancia, com o auxilio do programa SAS - Copyright (¢) 1989-1996 by SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA.

2.2.6 Producio de acido indol acético (AIA)

Os isolados endofiticos e da rizosfera de cana-de-agucar do género Penicillium foram
cultivados em placa de Petri com meio de cultura Czapek (2 g NaNOs; 1 g de KH,POy4; 0,5 g de
MgS04.7H,0; 0,5 g de KCI; 0,01 g FeSO4.7H,0; 30 g de Sucrose; 15 g de agar para 1000 mL de
agua destilada; pH 6,5) e mantidos a 28°C durante 7 dias. Posteriormente trés discos de micélio
de 8 mm de diametro foram inoculados em erlenmayer de 250 mL, contendo 25 mL do meio de
cultura Czapek liquido adicionado de L-triptofano 1 mM. Estes foram mantidos a 28°C durante 4
dias.

Apos esse periodo o micélio foi centrifugado por 5 min a 12000 X g, sendo coletado 1
mL do sobrenadante, adicionado ao mesmo 1 mL do reagente de Salkowski (FeCl, 27,6 mM e
H,SO4 6,6 M) e incubado durante 30 minutos no escuro. Em seguida, foram realizadas leituras no
Espectrofotometro (Pharmacia Biotech Ultraespec 3000) com um comprimento de onda de 540
nm. As leituras foram normalizadas por meio de uma curva padrdo previamente obtida com
concentragdes conhecidas de acido indol acético comercial. Como controle positivo para
producao de AIA foi utilizado o fungo C. acutatum. As analises foram realizadas em triplicata.
Os dados foram submetidos a testes de Tukey a 5% e a 1% de significancia, com o auxilio do

programa SAS - Copyright (c) 1989-1996 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.
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2.2.7 Transformacio genética do fungo endofitico de cana-de-agucar Penicillium pinophilum

mediada por Agrobacterium tumefaciens

2.2.7.1 Isolado fungico

O isolado 44, Penicillium pinophilum, foi utilizado para a transformacdo genética
mediada por Agrobacterium tumefaciens, visando a inser¢do do gene da proteina verde

fluorescente (gfp).

2.2.7.1.1 Identificacdo molecular

O DNA do isolado 44 foi extraido de acordo com o item 2.2.2. As regides ITS1-5,8S-
ITS2 e 18S do rDNA foram amplificadas pela técnica de PCR em termociclador (Peltier Thermal
Cycler 200, MJ Research), programado para realizar uma desnaturagio inicial a 94°C por 5 min,
seguido de 24 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C por 30 s ¢ 72°C por 30 s, apds os ciclos, uma
extensdo final a 72°C por 7 min.

Foram utilizados os iniciadores universais ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e
ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), os quais anelam em posigdes especificas do 18S e
28S do rDNA e amplificam uma regido de aproximadamente 600 pares de bases (WHITE et al.,
1990). A reagdo de amplificagcdo foi realizada em um volume final de 50 pL, contendo Tampao
1x (50 mM de KCl; 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4)); 3,7 mM de MgCI2; 1 mM de dNTP; 0,05U. n
L' de Taq DNA polimerase (Invitrogen); 0,4 pM de cada iniciador e 3 ng de DNA. O fragmento
amplificado foi observado por eletroforese em gel de agarose 1,4% a 3 volts.cm™, juntamente
com o marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb (Invitrogen).

Ap0s a eletroforese o gel foi corado em solug@o de brometo de etidio e fotodocumentado.
Posteriormente os fragmentos amplificados foram purificados com o Kit GFX PCR (Amersham
Pharmacia Biotech) e sequenciados no Centro de Estudos do Genoma Humano, Siao Paulo,
Brasil.

Para a identificag@o do isolado fingico, as sequéncias foram analisadas comparativamente
via BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) contra
a base de dados do GenBank no NCBI (National Center For Biotechnology Information), que
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utiliza o método heuristico para encontrar o melhor score de alinhamentos locais entre a
sequéncia submetida e o banco de dados. Dessa forma foram consideradas as sequéncias que
apresentaram os mais altos valores de similaridade.

A éarvore filogenética foi construida com base nas regides ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA,
obtidas no sequenciamento. Para o alinhamento, edi¢do e construgdo da arvore foi utilizado o
programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007). O agrupamento foi calculado de acordo com o
método de Neighbor-Joining (NJ) para 1000 réplicas com base nas matrizes de distancia genética

calculadas pelo modelo de Jukes-Cantor.
2.2.7.1.2 Teste de sensibilidade do isolado 44 a higromicina B

A inibi¢do do crescimento do isolado 44 por higromicina B (Invitrogen) foi determinada
antes dos experimentos de agrotransformagdo. Para a determinacdo da CIM (concentragdo
inibitoéria minima) o isolado fingico foi inoculado em placas de Petri contendo meio BDA com
diferentes concentragdes de higromicina B (0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 ],Lg.mL'l). Para cada
concentragdo de higromicina B foram avaliadas 4 placas. As placas foram incubadas a 28°C
durante 7 dias e entdo o crescimento do fungo (cm) foi avaliado. O crescimento da linhagem foi
monitorado at¢é o momento em que as colonias da placa controle (sem antibidtico) atingiram a
extremidade da placa. A concentracdo de higromicina B que inibiu totalmente o crescimento

micelial foi escolhida para os experimentos de agrotransformacao.
2.2.7.1.3 Obtencio e preparo dos conidios

Os experimentos de transformag@o genética foram realizados mediante a germinagdo dos
conidios, o que tornou necessario determinar o tempo no qual os conidios iniciam a germinagao
em meio liquido. Para isso, 20 mL de caldo de batata (200 g de batata cozida; 18 g de dextrose
para 1000 mL de 4gua destilada; pH 6,8; autoclavados a 120°C, 1 atm de pressdo, durante 20
min) foram colocados em tubo Falcon de 50 mL contendo 1x10” conidios.mL™". Esta suspensio
foi incubada a 28°C sob agitagdo constante (100 rpm) e os conidios foram periodicamente

monitorados ao microscopio otico (2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas) quanto a emissdo de tubo
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germinativo. O tempo na qual a maioria dos conidios apresentava tubo germinativo visivel foi

escolhido para os experimentos de transformacao genética.

2.2.7.2 Linhagem de Agrobacterium tumefaciens

A linhagem de Agrobacterium tumefaciens utilizada na transformacdo foi a EHAI10S5, a
qual foi gentilmente cedida pela Dra. Léia C. de Lima Favaro (Laboratorio de Genética de
Microrganismos, Departamento de Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, Brasil) para a realizagdo dos estudos desse trabalho. A
agrobactéria foi estocada em meio Luria-Bertani (LB) contendo os antibitticos rifampicina (100

ng.mL™) e espectinomicina (200 pg.mL™") para a manutengdo do plasmidio Ti desarmado.

2.2.7.3 Vetor de transformacao

O vetor binario de transformacdo de fungos pFAT-gfp (FITZGERALD et al., 2003) foi
gentilmente cedido a Dra. Léia C. de Lima Favaro pelo Dr. Kim M. Plummer (CSIRO Plant
Industry, Australia). Este vetor contém, na regido T-DNA, o gene de resisténcia a higromicina de
E. coli, hph, dirigido pelo promotor do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, gpd, de
Glomerella cingulata, bem como o gene da proteina verde fluorescente, gfp (pGreen Lantern,

Life Techonologies), dirigido pelo promotor do gene gpd de Aspergillus nidulans (Figura 1).
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Figura 1 - Mapa do vetor de transformag¢do de fungos mediada por A. tumefaciens pFAT-gfp,
desenvolvido por Fitzgerald et al. (2003) e gentilmente cedido por Kim M. Plummer (CSIRO
Plant Industry, Australia). (RB) Borda direita do T-DNA. (LB) Borda esquerda do T-DNA.
(hph) Gene de resisténcia a higromicina B de E. coli. (trpC 3") Sinal de terminagdo
transcricional do gene tprC de A. nidulans. (An p-gpd) Promotor do gene gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase de 4. nidulans. (Ge p-gpd) Promotor do gene gpd de G. cingulata. (Gc
gpd 3°) Sinal de terminagdo transcricional do gene gpd de G. cingulata. (Sp") Gene de
resisténcia a espectinomicina. (RK2 oriV) Origem de replicagao vegetativa RK2. (RK2 oriT)
Origem de transferéncia RK2. (322 ori) Origem de replicagdo de pBR322. (#7f4) Gene de
replicacdo de #f4 de RK2. (gfp) Gene da proteina verde fluorescente pGreen Lantern (Life
Techonologies). Fonte: Fitzgerald et al. (2003)

2.2.7.4 Otimizacao do protocolo de transformacao

Visando otimizar as condi¢des da transformagdo genética mediada por A. tumefaciens
para o fungo P. pinophilum, varios parametros foram estudados. A metodologia adotada seguiu
basicamente o protocolo descrito por De Groot et al. (1998) para fungos filamentosos, com
modificagdes.

Colonias isoladas da linhagem EHA105 de 4. tumefaciens, crescidas durante trés dias em
meio de cultura YEP (10 g de extrato de levedura; 10 g de bactopeptona; 5 g de NaCl; 15 g de
agar; 1000 mL de dgua destilada; pH 7,0), foram transferidas para 20 mL de meio de cultura YEP
liquido (10 g de extrato de levedura; 10 g de bactopeptona; 5 g de NaCl; 1000 mL de agua
destilada; pH 7,0), acrescido dos antibidticos espectinomicina e rifampicina (100 pg.mL™). Os

frascos foram incubados a 28°C sob agitacao (200 rpm) durante 16 horas. Em seguida, a cultura
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foi diluida para densidade optica de 0,15 (ODggp) em meio de cultura de indugdo (10 mM de
K;HPOy4; 10 mM KH;POy; 2,5 mM de NaCl; 2,0 mM de MgSO4; 0,7 mM de CaCl,; 9 uM de
FeSO4; 4 mM de (NH4)2SO4; 0,5% (v/v) de glicerol; 10 mM de glicose e 40 mM de acido-2[N-
morfolino]-etanossulfonico, esse ultimo foi esterilizado por filtragdo e adicionado apds a
autoclavagem do meio de cultura; pH 5,3). O meio de indugdo foi acrescido de 200 uM de
acetoseringona (Fluka), dependendo do tratamento. O controle consistiu de meio de indugdo sem
acetoseringona.

As células foram incubadas a 28°C sob agitacdo (200 rpm), por um tempo adicional até
que a cultura alcangasse densidade optica de 0,6 (ODggo). Nas condigdes utilizadas este tempo de
inducdo de competéncia foi de aproximadamente 9 horas. No intervalo de crescimento da cultura
bacteriana, conidios da linhagem 44 de P. pinophilum com 7 dias de crescimento foram
suspensos em agua e contados em camara de Neubauer. A suspensdo de conidios foi misturada
com 30 mL de meio de cultura caldo de batata e incubada a 28°C sob agitacdo (100 rpm) para
inducdo da germinacdo dos esporos. Apds 8 horas a suspensdo de conidios foi centrifugada a
12000 X g e ressuspensa em meio de indu¢do, a fim de retirar o caldo de batata, e novamente
centrifugada 12000 X g e ressuspensa com a suspensdo de bactéria induzida para ajustar a
concentracdo a 10’ conidios.mL"'. Essa mistura foi plaqueada (200 uL) em uma membrana de
papel filtro (8 um de porosidade J. Prolab, Brasil) ou membrana de ndilon (0,45 um de
porosidade GE Healthcare) que estavam posicionadas sobre meio de cultura de inducdo solido
(10 mM de K,HPO4; 10 mM KH;POy4; 2,5 mM de NaCl; 2,0 mM de MgSQOy; 0,7 mM de CaCly; 9
uM de FeSO4; 4 mM de (NH4),SOq; 0,5% (v/v) de glicerol; 10 mM de glicose e 40 mM de 4cido-
2[N-morfolino]-etanossulfonico esterilizado por filtracdo e adicionado apos a autoclavagem do
meio de cultura; 20 g de agar; pH 5,3). Ao meio de indugdo so6lido foram testadas as
concentragdes de 200 uM e 400 uM de acetoseringona (Fluka) ou o controle sem acetoseringona.
A mistura de células bacterianas e conidios foi cuidadosamente espalhada sobre as membranas
com o auxilio de al¢a de Drigalski flambada, de modo que a suspensao ndo ultrapassasse a borda
das membranas. As placas foram incubadas a 25°C durante 24 e 48 horas na auséncia de luz.
Ap6s este periodo, que ¢ denominado tempo de co-cultivo, as membranas foram transferidas para
placas contendo meio de cultivo BDA suplementado com 100 pg.mL™ de higromicina B
(Invitrogen Life Technologies) ¢ 200 pg.mL™" de cefoxitina sodica (Eurofarma) e incubadas a

28°C por 7 e 15 dias. A cefoxitina sddica ¢ usada para eliminar a bactéria, e a higromicina B para
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selecionar os transformantes. As placas foram avaliadas 7 e 15 dias apos a transferéncia das
membranas. As colonias resistentes a higromicina B, foram contadas e repicadas para placas de
Petri contendo meio de cultivo seletivo (BDA suplementado com 100 pg.mL" de higromicina B)
para posterior purificagdo e armazenamento.

Dessa forma, os parametros avaliados foram: concentracdo do indutor acetoseringona
(200 uM e 400 uM), diferentes tipos de membrana (papel filtro 8 um de porosidade J. Prolab,
Brasil) e nailon (0,45 pm de porosidade, Amershan Hybond N*, GE Healthcare) e tempo de co-
cultivo (24 ou 48 horas).

Para verificar a reprodutibilidade dos resultados, foram realizados trés experimentos
independentes, ou seja, em tempos diferentes, porém adotando as mesmas condigdes. Para maior
confianca dos dados obtidos, durante cada experimento independente, foram utilizadas cinco

repeti¢des para cada tratamento.

2.2.7.5 Purificacio e estoque dos transformantes

A purificacdo das coldnias estocadas foi realizada por meio de diluicdo em série e
semeadura em meio de cultura BDA. Para isso, com o auxilio de alga metalica esterilizada foram
coletados esporos e¢/ou micélios da colonia e transferidos para tubo de 2 mL contento 1 mL de
solucdo salina (8,5 g de NaCl em 1000 mL de agua destilada), apds, o tubo foi intensamente
agitado utilizando-se agitador (Vortex). Posterior a agitagdo a suspenséo foi diluida até 10° e 107
e 100 pL dessas dilui¢cdes foram semeadas em placas de Petri contendo meio BDA. As placas
foram incubadas em estufa a 28°C para o crescimento e obten¢do de colonias isoladas. As
coldnias isoladas foram armazenadas de acordo com o método Castelani (1963), no qual os
fungos foram crescidos em meio BDA, e entdo foram coletados discos de meio de cultura com
micélios e colocados em tubos de 2 mL contendo 4agua ultrapura (milliQ) esterilizada. Os frascos

foram identificados e armazenados em geladeira.

2.2.7.6 Analise da estabilidade mitotica dos transformantes

Para estimar a estabilidade mitotica do DNA exd6geno no genoma do hospedeiro, 100

transformantes foram escolhidos aleatoriamente e avaliados. Colonias monospodricas dos
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transformantes foram crescidas durante 5 dias a 28°C em meio BDA suplementado com 100
pg.mL™" de higromicina B. Os transformantes foram repicados cinco vezes consecutivas em meio
de cultura BDA sem a adicdo do agente seletivo. Apods as repicagens sucessivas, conidios
provenientes das colonias da ultima passagem foram semeados em meio de cultura. Fragmentos
de micélio provenientes da quinta repicagem em meio ndo seletivo foram transferidos para placas
contendo meio BDA suplementado com 100 pg.mL" de higromicina B e incubados a 28°C
durante 7 dias. Avaliou-se entdo o numero de transformantes que mantiveram o fendtipo
higromicina resistente. A porcentagem de transformantes estaveis foi calculada por regra de trés
simples. Alguns desses transformantes foram analisados ao microscéopio de epifluorescéncia para
verificar se a expressao de gfp foi mantida apds transferéncias sucessivas na auséncia do agente

seletivo.

2.2.7.7 Analise dos transformantes por microscopia optica de fluorescéncia (MOF)

Por meio de microscopia Optica de fluorescéncia (MOF), cinco transformantes escolhidos
aleatoriamente foram avaliados quanto a expressdo do gene gfp. Para visualizacdo do micélio
foram preparadas placas de Petri contendo meio de cultura BDA suplementado de 100 pg.mL"
de higromicina B, nas quais foi adicionada uma laminula de vidro esterilizada. Nas laterais de
cada laminula e adjacente ao meio de cultura, foram inoculados os transformantes, provenientes
de culturas crescidas em meio de cultura seletivo. As placas foram incubadas a 28°C durante 3
dias. Para preparo do material a ser visualizado por MOF, foi adicionado 100 pL de agua
ultrapura (milliQ) sobre a lamina, sendo a laminula colocada sobre a dgua. Posteriormente foi
realizada a vedacao com esmalte incolor.

Para a visualiza¢do dos conidios os transformantes foram cultivados em caldo de batata e
mantidos a 28°C durante 3 dias. Apos esse periodo aliquotas de 10 pl. da suspensdo foram
colocadas sobre a lamina e cobertas com uma laminula. Posteriormente foi realizada a vedagao
com esmalte incolor.

As analises foram realizadas em microscopio de epifluorescéncia sob filtro FITC (459-
490 nm) e as imagens capturadas com uma camera acoplada ao microscépio, com auxilio do

software ISIS (Meta System, Alemanha). A linhagem selvagem foi utilizada como controle.
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2.2.7.8 Confirmacao da transformacao genética por PCR (Polymerase Chain Reaction)

A confirmacdo da transformagdo foi realizada por meio da amplificacdo dos genes da
proteina verde fluorescente (gfp) e da higromicina (hph) presentes na regido T-DNA. O DNA
genomico de 8 transformantes escolhidos ao acaso foi extraido de acordo com o item 2.2.2. A
amplificacilo do gene gfp foi realizada com os iniciadores gIGFP5 (5’-
GCCGGAATTCATGAGCAAGGGCGAGGAACTGTTC-3) e glGFP3 (5°-
GCCGAGCTCAGATCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’), que amplificam o fragmento
da sequéncia do gene da proteina verde fluorescente do vetor de transformacdo pFAT-GFP
(FITZGERALD et al., 2003). J4 a amplificagdo do gene Aph foi realizada com os iniciadores
hphl (5’-TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT-3") e hph2 (5-
CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG-3’) (MALONEK; MEINHARDT, 2001).

As reagdes foram preparadas para um volume final de 25 pulL, com 0,2 mM de dNTP; 3,7
mM de MgCl,; Tampdo 1x (50 mM de KCI, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4)); 0,05 U.uL™ de Taq
DNA polimerase (Fermentas Life Sciences, Brasil) e 0,2 uM de cada iniciador. As amplificagdes
foram realizadas em termociclador (Peltier Thermal Cycler 200, MJ Research), programado para
realizar uma desnaturagio inicial a 94°C por 5 min, seguido de 32 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C
por 30 s e 72°C por 30 s, apds os ciclos, uma extensdo final a 72°C por 7 min. Como controle
positivo, 20 ng de DNA plasmidial foram utilizados como molde. Os fragmentos amplificados
(aproximadamente 750 pb para o gene gfp e 600 pb para o gene hph) foram observados por
eletroforese em gel de agarose 1,2% a 3 volts.cm™”, juntamente com o marcador de peso
molecular DNA Ladder 100 pb (Fermentas Life Sciences, Brasil). Apos a eletroforese os géis

foram corados em solugao de brometo de etidio e fotodocumentados sobre luz UV.

2.2.7.9 Analise de Southern blot

O DNA genomico da linhagem selvagem 44 de P. pinophilum e dos seus transformantes

foram extraidos de acordo com o item 2.2.2.
Com a finalidade de determinar o nimero de inser¢des do T-DNA, 10 pg de DNA de 4
transformantes e do isolado original, assim como 2 pg de DNA do vetor pFAT-gfp, foram

digeridos com a enzima de restri¢io EcoRI (Invitrogen, Life Technologies, Brasil) a 10 U.uL™. A
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regido do T-DNA do vetor pFAT-gfp apresenta dois sitios de reconhecimento para essa
endonuclease, ambos localizados no cassete de expressao do gene de resisténcia a higromicina B
(FITZGERALD et al., 2003). Dessa forma, a auséncia de sitios de reconhecimento da enzima
EcoRI no cassete de expressdo do gene da proteina verde fluorescente (gfp) implica que a
utilizagdo desse gene como sonda na analise de Southern blot deve dar origem a uma unica banda
de 15 kb a partir da digestdo do DNA do vetor pFAT-gfp ¢ uma ou mais bandas de tamanhos
variados, dependendo do local da inser¢do e do nimero de copias inseridas, a partir da digestdo
do DNA dos transformantes.

A reacdo de restricao foi feita em um volume total de 250 pL, contendo 15 pg de DNA
genodmico, 25 pL de tampao React 3 10X e 40 U da enzima EcoRI. A reacao foi incubada a 37° C
durante 12 horas. Para concentrar a amostra digerida, foi feita uma precipita¢do adicionando 25
uL de acetato de amoénio (7,8 M) e 625 pL de alcool absoluto. Apds incubagdo a -20° C por 12
horas, o material foi centrifugado (10.000X g por 40 min a 4°C). O sobrenadante foi descartado e
foram adicionados 700 mL de alcool 70%. As amostras foram centrifugadas por mais 10 min
(10.000X g a 4°C). O sobrenadante foi descartado e o precipitado seco a 37°C. Apos a secagem, o
DNA hidrolisado foi ressuspendido em 32 pL de TE, e foram adicionados 8 pL de sacarose 40%
para preparo da amostra para eletroforese. O DNA hidrolisado foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 1%, contendo 1% de brometo de etidio (p/v) (1 mg.mL™). Foi utilizado como
marcador de peso molecular o DNA Ladder 1 kb (Fermentas Life Sciences, Brasil). Apos a
eletroforese, o gel foi fotodocumentado e preparado para a transferéncia para membrana de
nailon, conforme procedimento a seguir: lavagem do gel em solugdo depurinizante HCI 0,25 M
(10 mL de HCl em 490 mL de agua ultra pura) por 10 min; lavagem com agua destilada; lavagem
em 500 mL de solucdo desnaturante (NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M) por 30 min; lavagem em agua
destilada, e duas etapas de neutralizacdo, por 15 min cada, em 250 mL de solug¢do neutralizadora
(Tris-HCI 0,5 M; NaCl 1,5 M; EDTA 0,001 M, [pH=7,2]). A transferéncia do DNA contido no
gel para a membrana de nailon (Hybond N+, Amersham) foi feita por 12 horas num aparato de
transferéncia tradicional, utilizando-se a solucdo de transferéncia SSC 20X (NaCl 3 M; citrato de
sodio 0,3 M, [pH=7,0]). A membrana foi seca sobre papel de cromatografia por 2 horas em forno

a 80°C e armazenada a 4°C.
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2.2.7.9.1 Extracao do plasmidio pFAT-gfp

Células de E. coli DH5a transformadas com o vetor pFAT-gfp foram inoculadas em meio
LB liquido (5 mL) com espectinomicina 200 pg.mL™" e incubadas a 37°C sob agitagdo (200 rpm)
por 12 horas. Em seguida, procedeu-se a extragdo do plasmidio com uso do kit Mobio (Ultra
Clean 6 minute mini plasmid prep kit) seguindo as orientagcdes do fabricante. O plasmidio de 18,4
kb foi observado por eletroforese em gel de agarose 1,4% a 3 volts.cm™. Para quantificagdo,
comparou-se a fluorescéncia da amostra com a de um padrao conhecido (DNA de fago A a 12,5;
25; 50; 75; 100 e 200 ng). Apos a eletroforese o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio e

fotodocumentado.

2.2.7.9.2 Hibridacao molecular

Para a hibridacao foi utilizado como sonda um fragmento de DNA contendo o gene gfp
de 700 pb. Este fragmento foi obtido por PCR com os iniciadores gIGFP5 (5°-
GCCGGAATTCATGAGCAAGGGCGAGGAACTGTTC-3’) e glGFP3 (5°-
GCCGAGCTCAGATCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3). A marcacdo da sonda foi
realizada segundo o protocolo do kit Gene ImagesTM AlkPhos DirectTM Labelling and
Detection System (GE Healthcare).

2.2.7.10 Amplificacio, clonagem e sequenciamento das regioes que flanqueiam o T-DNA

As regides que flanqueiam a inser¢do do T-DNA foram identificadas por meio da técnica
TAIL-PCR (Thermal Asymmetric Interlaced Polymerase Chain Reaction) (LIU; WHITTIER,
1995). Esta metodologia consiste de trés reacdes de PCR sucessivas, utilizando iniciadores
“nested” especificos para sequéncias das bordas do T-DNA juntamente com um iniciador
arbitrario e degenerado (AD) de sequéncia curta. A eficiéncia de amplificagdo de produtos
especificos e ndo especificos pode ser controlada pela temperatura (COMBIER et al., 2003). Os
iniciadores especificos para as sequéncias das bordas esquerda e direita do T-DNA do vetor
pFAT-gfp (FITZGERALD et al.,, 2003) foram construidos por Favaro (2010). Assim, os
iniciadores da borda esquerda foram LBI1-1 (5’-GTCAGCTCCGGCACCTTATCCTTG-3’),
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LB2-2 (5’-CCTCGTTACATCAGCTCGCAGCTAC-3") e LB3-1 (5°-
CGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC-3’) e os da borda direita foram RBI1-2 (5°-
AAGATGGGCAGTCTTTCAGAAGGG-3°), RB2-2 (5°-
ATCGCAAAGTGAAGTCTTGCTGCC-3’) e RB3-2 (5°-

CCAAACGTAAAACGGCTTGTCCCGC-3’). Os iniciadores especificos da borda esquerda
utilizados nas reagdes secundaria e terciaria (LB2-2 e LB3-1, respectivamente) foram
posicionados a uma distancia de 105 pb um do outro, para facilitar a confirmacdo da
especificidade do produto por meio de comparagdo do tamanho das bandas geradas. Os
iniciadores especificos para a borda direita do T-DNA (RB2-2 ¢ RB3-2) foram posicionadas a
uma distancia de 82 pb um do outro.

O DNA gendmico foi extraido de acordo com o item 2.2.2 e utilizado como molde nas
reacdes de TAIL-PCR. Os iniciadores arbitrarios (AD1, AD2 e AD3) e a composi¢ao das reagdes
de PCR foram as mesmas descritas por Liu et al. (1995). A amplificacio do TAIL-PCR foi
realizada seguindo as condi¢des propostas por Mullins et al. (2001). As rea¢des de amplificagdo
em termociclador PTC - 200 (MJ Research). Para cada transformante, os produtos gerados nas
reacdes primaria, secunddria e tercidria foram analisados lado a lado em um gel de agarose 1,2%
a 3 volts.cm™. Todos os fragmentos obtidos nas reagdes terciarias que mostraram diminui¢io do
comprimento consistente com a posicao dos iniciadores na regido T-DNA (em comparagdo aos
produtos da reacdo secundaria) foram considerados como sendo as jung¢des do T-DNA
(COMBIER et al., 2003).

Os produtos das reagdes terciarias foram purificados do gel de agarose, clonados em
plasmidio pGEM-T Easy (Promega, Brasil) e transformados em células de E. coli DH5a. A
amplificacdo do inserto foi realizada por PCR, utilizando os iniciadores universais M13. As
reacdes foram preparadas em volume final de 50 pL, com 0,2 mM de ANTP; 3,7 mM de MgCly;
Tampdo 1x (50 mM de KCI; 20 mM de Tris-HCI (pH 8.,4)); 0,05 U.uL™" de Taq DNA polimerase
(Fermentas Life Sciences, Brasil) e 0,2 uM de cada iniciador. A amplifica¢do foi realizada em
termociclador (Peltier Thermal Cycler 200, MJ Research), programado para realizar uma
desnaturagio inicial a 94°C por 4 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 min e
72°C por 2 min, apds os ciclos, uma extensdo final a 72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram
purificados (UltraClean™ PCR Clean-Up Kit, MOBIO Laboratories) e sequenciados no Centro

de Estudos do Genoma Humano, Sao Paulo, Brasil. Posteriormente, a regido correspondente ao
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T-DNA foi retirada e as sequéncias flanqueadoras restantes foram analisadas com auxilio da
ferramenta BLAST contra a base de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
As sequéncias também foram analisadas quanto a presenga de ORFs (Open Reading Frame) com

auxilio da ferramenta ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.2.7.11 Interacio de P. pinophilum e arroz

Com o objetivo de facilitar as analises em plantas de cana-de-agucar, assim como fazer
uma comparagdo da mesma com outra espécie de planta, foi avaliada a interagdo de P.
pinophilum transformado com o gene gfp com plantulas de arroz. As sementes de arroz foram
gentilmente fornecidas pela Epagri - Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Santa Catarina (Itajai,
SC) e sdo da variedade SCS BRS 112. As analises foram realizadas tanto com o isolado selvagem
(44), assim como com dois transformantes (P4-gfp e P6-gfp), expressando a proteina verde
fluorescente (GFP).

Apobs remocdo da casca da semente de arroz, foi realizada assepsia (1:2:1 — 4lcool,
hipoclorito, alcool) e acondicionamento em frascos com 20 mL de MS sélido (MURASHIGE;
SKOOG, 1962). Foram colocadas quatro sementes por frasco. Ap6s em periodo de cinco dias em
BOD com fotoperiodo de 12 horas, plantulas foram transferidas para novo frasco (uma plantula
por frasco) contendo MS liquido e uma suspensao de conidios com concentracdo de indculo para
1x10” conidios.mL ™",

Amostras foram coletadas ap6s 24, 48 ¢ 72 horas. Plantas nao inoculadas foram utilizadas
como controle. Foram avaliados fragmentos de raizes inteiras, assim como cortes transversais ¢
longitudinais. Para os cortes, fragmentos de raizes foram colocados em isopor e cortadas com
laminas (Gilete). Os materiais foram dispostos diretamente sobre laminas de vidro contendo 10
pL de dgua ultrapura (milliQ) esterilizada, as quais foram cobertas com uma laminula.

Raizes de trés plantas foram analisadas para cada tempo de incubagdo. As analises foram
realizadas em microscéopio de epifluorescéncia sob filtros FITC (459-490 nm) e Rodamina (546
nm), ¢ as imagens capturadas com uma camera acoplada ao microscopio, com auxilio do

software ISIS (Meta System, Alemanha).
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2.2.7.12 Interacao de P. pinophilum e cana-de-agicar

Com o objetivo de avaliar a capacidade de P. pinophilum em colonizar endofiticamente
os tecidos de cana-de-agtcar, duas abordagens foram utilizadas no presente trabalho: andlise de
microscopia Optica de fluorescéncia e reisolamento. As analises foram realizadas tanto com o
isolado selvagem (44), como com dois transformantes (P4-gfp e P6-gfp), expressando a proteina

verde fluorescente (GFP).

2.2.7.12.1 Analise in vitro da interacdo de transformantes de P. pinophilum expressando

GFP com plantas de cana-de-acuiicar por microscopia éptica de fluorescéncia (MOF)

As plantas axénicas de cana-de-agucar utilizadas sdo da variedade SP80-1842 e foram
gentilmente fornecidas pelo CTC (Piracicaba, SP).

Foram inoculados conidios, ajustando-se a concentracio de indculo para 1x10’
conidios.mL'l, em frascos de vidro esterilizados contendo 20 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) e uma ponte de papel filtro, de modo que as raizes ficassem
imersas no meio liquido contendo os conidios. Plantas ndo inoculadas foram utilizadas como
controle. As plantas foram incubadas em estufa a 28°C com fotoperiodo de 16 horas. Amostras
foram coletadas apos 24, 48 e 72 horas. Foram avaliados fragmentos de raizes inteiras, assim
como cortes transversais e longitudinais. Para os cortes, fragmentos de raizes foram colocados em
isopor e cortadas com laminas (Gilete). Os materiais foram dispostos diretamente sobre laminas
de vidro contendo 10 uL de dgua ultrapura (milliQ) esterilizada, as quais foram cobertas com
uma laminula.

Raizes de trés plantas foram analisadas para cada tempo de incubagdo. As analises foram
realizadas em microscopio de epifluorescéncia sob filtros FITC (459-490 nm) e Rodamina (546
nm), € as imagens capturadas com uma camera acoplada ao microscopio, com auxilio do

software ISIS (Meta System, Alemanha).
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2.2.7.12.2 Analise in vitro da interacio de transformantes de P. pinophilum expressando

GFP com plantas de cana-de-a¢ucar por reisolamento

A capacidade de P. pinophilum de colonizar raizes de cana-de-agucar foi avaliada in vitro.
Para isso, plantulas de cana-de-agucar da variedade SP80-1842 foram inoculados com uma
concentragio de inéculo de 1x107 conidios.mL™, em frascos de vidro esterilizados contendo 20
mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

Para o isolamento, superficies de raizes foram desinfectadas por meio de uma sequéncia
de imersdo: etanol 70% por 60 s; hipoclorito de s6dio (NaOCl) a 3% (v/v) de cloro ativo
acrescido de Tween 20 (1 mL.L™) por 90 s; novamente em etanol 70% por 60 s e duas lavagens
em agua esterilizada. Apods processadas, as raizes foram cortadas em pequenos fragmentos de
aproximadamente 50 mm®, com auxilio de um estilete sobre placa de Petri, ambos esterilizados.
Foram transferidos 7 fragmentos vegetais para cada placa de Petri contendo meio de cultura BDA
(Difco) acrescido dos antibidticos tetraciclina (50 pg.mL™) e penicilina (50 pg.mL™), para
impedir o crescimento de bactérias. Com a finalidade de se avaliar a eficiéncia do processo de
desinfeccao, 100 uL da agua utilizada na ultima lavagem foram semeadas sobre meio BDA
(Difco). As placas de isolamento foram incubadas a 28°C por 24, 48 ¢ 72 horas e acompanhadas
periodicamente para avaliagdo do crescimento de fungos. Apds crescimento fingico, as colonias
foram contadas. Foram realizadas trés repeti¢des de cada tratamento e os dados foram submetidos
a testes de Tukey a 5% de significancia, com o auxilio do programa SAS - Copyright (¢) 1989-
1996 by SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. Para avaliar o deslocamento do fungo no interior da

planta, foi realizado o isolamento de colmos e folhas.

2.2.7.13 Construcio de iniciadores

Com a finalidade de encontrar genes relacionados ao processo de interagdo, iniciadores
foram construidos. Para tanto, foi realizada uma pesquisa bibliografica de genes de fungos
relacionados a interagdo fungo-planta. Posteriormente, foi feita a sele¢do de ORFs, as quais
foram analisadas comparativamente via BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), encontrando homologia em outros fungos.
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O alinhamento das ORFs foi realizada pelo programa MEGA 4. A construgao e avaliagdao
in silico dos iniciadores foi alcancada por meio da ferramenta SciTools OligoAnalyzer 3.1
(www.idtdna.com). Os fatores considerados na construcdo dos iniciadores foram: sequéncias de
15 a 25 pb; conteudo de bases CG mais ou menos igual nos pares; 55 a 65% de GC; preferéncia
por GC na extremidade 3’ ¢ a mesma nunca seja degenerada; ter no maximo 4 bases degeneradas;

as temperaturas de melting devem ser proximas nos pares € nao podem se anelar na regiao 3’.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Material bioldgico

O material bioldgico foi composto por 51 isolados de cana-de-agucar variedade SP80-
1842, dos quais 24 sdo fungos endofiticos de raiz e 27 sdo fungos da rizosfera (Tabela 1). Estes
foram identificados por meio de amplificagdo e sequenciamento da regido ITS1-5,8S-ITS2 do
rDNA. Os isolados utilizados estdo divididos em 8 espécies diferentes (Eupenicillium
reticulisporum, Penicillium janthinellum, P. marneffei, P. minioluteum, P. ochrochloron, P.
pinophilum, P. radicum e Talaromyces trachyspermus) (Tabela 1). Entretanto alguns isolados
foram apenas classificados em género (isolados 27, 104, 205, 246, 292, 69, 140, 146 e 254). A
espécie com maior numero de isolados é a P. pinophilum, representada por 21 isolados,
perfazendo um total de 41,18% (Tabela 1).

Fungos do género Penicillium apresentam grande importancia, tanto do ponto de vista de
pesquisa basica, como de pesquisa aplicada. Desde os primordios da Micologia fungos desse
género sao utilizados como organismo modelo em diversos estudos. Além disso, varios estudos
de pesquisa aplicada tém mostrado seu enorme potencial, podendo ser utilizado no biocontrole,
micoparasita, secrecdo de metabolitos secundarios, fonte de novos farmacos para industria
farmacéutica, fonte de enzimas de interesse industrial, entre outros. Esse género de fungo tem
sido frequentemente isolado como endofitico em diversos hospedeiros, assim como na rizosfera,
em alguns casos, inclusive, como os géneros mais frequentes. Pesquisas anteriores do nosso
grupo mostraram a grande frequéncia desse género habitando internamente tecidos e a rizosfera
de cana-de-acucar (FAVARO 2009; MENDES, 2008; ROMAO, 2010; STUART, 2006). No

estudo de Cao, You e Zhou (2002) os fungos endofiticos de raizes de bananeiras mais
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frequentemente isolados pertenciam aos géneros Penicillium, Aspergillus e Fusarium. Em plantas
de trigo, Fusarium e Penicillium foram os géneros mais frequentes (LARRAN et al., 2007). Além
disso, esses géneros também tém sido comumente isolados da rizosfera de outros hospedeiros,
como Picea mariana (VUJANOVIC et al., 2007), milheto (KUMAR et al., 2005), cevada
(ORAZOVA; POLYANSKAYA; ZVYAGINTSEV, 1999) e juta (BASHAR; KHATUN, 1999).

Aliado a importancia do género Penicillium, o interesse no estudo dessa comunidade se
deu pelo fato de que no trabalho de Romao (2010) foi possivel verificar a predominancia do
género nos experimentos de isolamento de raiz e rizosfera de plantas de cana-de-agticar. No
citado trabalho, o Filo Ascomiceto apresentou 96% de frequéncia de fungos isolados, o Filo
Zigomiceto foi representado por 2,4% e o Filo Basidiomiceto por apenas 1,6%. As classes
Eurotiomiceto, Sordariomiceto e Dothideomiceto predominaram dentre os isolados do Filo
Ascomiceto, sendo que os géneros mais frequentes foram Penicillium, Fusarium, Aspergillus,
Chaetomium, Epicoccum ¢ Trichoderma. Entretanto, o fato mais evidente foi a predominancia do
género Penicillium (33,3%), que foi observado em todos os tratamentos, tanto em raizes como na
rizosfera.

Além disso, a cana-de-agucar apresenta grande importancia para o Brasil. A producdo de
cana-de-agucar na safra 2008/2009 no pais foi de aproximadamente 570 milhdes de toneladas
(ANUARIO DA CANA, 2009), a qual é destinada para fabricagdo de agucar e alcool. O Estado
de Sdo Paulo é responsavel por 61% da produgdo dessa cultura (ANUARIO DA CANA, 2009).



Tabela 1 - Fungos endofiticos e da rizosfera do género Penicillium isolados de cana-de-agticar
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Nome dos isolados

Origem dos isolados

Identificacdo

27
38
44
46
49
72
74
89
104
165
166
167
186
191
192
201
203
205
212
246
269
289
292
298
30
69
85
127
132
135
140
142
143
146
148
152
154
159
162
180
181
214
216
217
218
254
264
265
266
267
282

endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
endofitico de raiz
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera
rizosfera

Penicillium sp.
Eupenicillium reticulisporum
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium janthinellum
Penicillium minioluteum
Penicillium pinophilum
Penicillium sp.

Penicillium marneffei
Penicillium marneffei
Talaromyces trachyspermus
Penicillium radicum
Penicillium minioluteum
Penicillium marneffei
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium sp.

Penicillium ochrochloron
Penicillium sp.

Penicillium pinophilum
Talaromyces trachyspermus
Penicillium sp.

Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium sp.

Penicillium janthinellum
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium marneffei
Penicillium sp.

Penicillium pinophilum
Talaromyces trachyspermus
Penicillium sp.
Talaromyces trachyspermus
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Talaromyces trachyspermus
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium pinophilum
Penicillium sp.
Talaromyces trachyspermus
Talaromyces trachyspermus
Talaromyces trachyspermus
Talaromyces trachyspermus
Penicillium radicum
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2.3.2 Atividade antifingica

A capacidade de inibig¢do in vitro de diferentes fungos patogénicos, foi avaliada para uma
colecdo de 51 endofiticos e de rizosfera de cana-de-agucar do género Penicillium. Apenas 4
isolados (27, 104, 89 ¢ 205) foram capazes de inibir crescimento do patégeno Ceratocystis
paradoxa, o que representa apenas 7,84% do total de isolados (Figura 2). Para o fitopatogeno
Colletotrichum acutatum, dos 51 isolados testados apenas 7 (27, 44, 49, 89, 104, 186 e 205)
foram capazes de inibir crescimento desse patdgeno (13,72%).

J& para o patoégeno de cana-de-agucar Fusarium verticillioides 22 isolados foram capazes
de inibir crescimento do mesmo (43,14%) (Tabela 2). Nesse caso, foram observados trés tipos de
comportamento: 1) as colOnias crescem uma em direcdo a outra, e s6 cessam o crescimento
quando as coldnias se tocam, o que foi considerado ndo antagdénico; 2) héd sobreposi¢do de uma
colonia sobre a outra (Figura 2); 3) as colonias apresentam crescimento inicial, mas em certo
ponto a colonia do patdogeno cessa o crescimento € apenas o crescimento do endofito foi
observado (o patégeno continua crescendo no controle sem o endofito), nesse caso foi
considerado como inibi¢do. Para o segundo comportamento, foram avaliadas laminas coradas no
microscopio Optico, a fim de avaliar se a inibicdo ocorria por parasitismo, entretanto, foi
observado um comportamento ndo antagénico. As inibigdes foram estaveis mesmo apos 20 dias
de cultivo, demonstrando que compostos difusiveis foram liberados no meio de cultura pelos
fungos endofiticos.

Assim, o fitopatdégeno que apresentou maior numero de isolados endofiticos antagonistas
foi o Fusarium verticillioides. Favaro (2009) observou que 96,42% e 51,78% dos endofiticos do
género Epicoccum produziram zonas de inibicdo para os fitopatogenos C. paradoxa e
F.verticillioides, respectivamente.

A média de reducao do crescimento do patogeno foi de 49,90% para C. paradoxa, ja para
o fitopatogeno Colletotrichum acutatum a média de reducao observada pelos isolados foi de
35,80%. Na Tabela 2 podemos observar os valores de redugdo de crescimento dos isolados para o
patdgeno F. verticillioides, no qual o maior valor de redu¢do foi de 60,10%. Para Epicoccum,
valores de 72,0% e 62,0% de redugdo de crescimento foram observados para os fitopatdégenos C.

paradoxa e F. verticillioides, respectivamente (FAVARO, 2009).
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Um fato interessante ¢ que todos os isolados capazes de inibir o crescimento dos
patogenos C. paradoxa e C. acutatum sao endofiticos de raiz de cana-de-acgtcar. Para o
fitopatogeno F. verticillioides a maioria também ¢ endofito de raiz (17 isolados) e apenas 5 sdo
da rizosfera. Diversos trabalhos demonstram a atividade antifingica de fungos endofiticos do
género Penicillium. Mmbaga; Sauvé e Mrema (2008) avaliaram o potencial de endofiticos de
folhas da arvore nativa de florestas dos Estados Unidos (Cornus florida L.) para o controle de
oidio, dos 157 isolados avaliados, 14 foram altamente efetivos como agentes de controle
bioldgico em casa de vegetagdo. As espécies mais eficientes foram identificadas como
Acremonium spp., Penicillium spp., Cladosporium spp. e Trichoderma spp. Fungos endofiticos
de raiz berinjela, meldo, tomate, morango e repolho foram capazes de controlar, em condigdes de
campo, Verticillium dahliae de berinjela. A maioria desses endofiticos faz parte do género
Penicillium, entretanto os mecanismos que coferem essa capacidade sdo desconhecidos e serdo
avaliados (NARISAWA et al., 2008). P. frequentans, um endofitico de galhos e flores de
péssego, mostrou reduzir Monilinia laxa em pomares experimentais (MELGAREJO et al., 1986;
De CAL et al., 1990; GUIJARRO et al., 2008) e pds-colheita de podriddo parda causada por M.
laxa e M. fructigena em ensaios de laboratério (GUIJARRO et al., 2006, 2007). Sempere e
Santamarina (2008) avaliaram in vitro a capacidade de fungo P.m oxalicum, um endofitico de
graos de milho, em controlar Nigrospora oryzae, um fitopatdogeno de sementes de arroz,
mostrando que este ¢ um poderoso micoparasita.

Determinados isolados avaliados no presente trabalho mostraram efeito antagonista in
vitro contra os fitopatégenos de cana-de-agucar estudados. Experimentos em campo podem
mostrar a capacidade da comunidade fungica do género Penicillium, endofiticos de raiz e
rizosfera de cana-de-agucar, em controlar esses fitopatdgenos. Além disso, o conhecimento dos
mecanismos que levam a esse antagonismo podem contribuir no aumento da eficiéncia desses

sistemas de controle bioldgico.
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Figura 2 - Ensaio de antagonismo in vitro. A) Controle - fitopatdogeno Ceratocystis paradoxa. B)

Linhagem 104, endofitico de raiz de cana-de-agucar contra o fitopatogeno C. paradoxa. C)
Sobreposicdo das colonias do endofitico, isolado 180, e do fitopatogeno Fusarium
verticillioides

Tabela 2 - Ensaio de antagonismo de isolados endofiticos e da rizosfera de Penicillium contra o

fitopatogeno Fusarium verticillioides

Isolado Local do isolamento Redugdo do crescimento (%)
Controle - -
27 endofitico de raiz 60,1
44 endofitico de raiz 60,0
49 endofitico de raiz 60,0
89 endofitico de raiz 60,0
104 endofitico de raiz 59,8
165 endofitico de raiz 59,8
166 endofitico de raiz 58,9
186 endofitico de raiz 58,9
191 endofitico de raiz 58,9
192 endofitico de raiz 58,0
201 endofitico de raiz 58,0
203 endofitico de raiz 58,0
205 endofitico de raiz 58,0
246 endofitico de raiz 58,0
269 endofitico de raiz 57,5
292 endofitico de raiz 57,5
298 endofitico de raiz 57,0
143 rizosfera 57,0
154 rizosfera 56,8
159 rizosfera 56,8
180 rizosfera 56,8
254 rizosfera 56,0
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2.3.3 Secrecio de enzimas hidroliticas

A capacidade de produ¢do de zonas de clareamento em meio de cultura sélido ¢ um modo
simples e rapido de avaliar a secre¢dao de enzimas por fungos (PATERSON; BRIDGE, 1994; St.
LEGER; JOSHI; ROBERTS, 1997). Dessa forma, esse método foi utilizado com a finalidade de
realizar um screening dos isolados do género Penicillium, pertencentes a comunidade fungica de
raiz e rizosfera de cana-de-aglicar. Para isso as enzimas lipase, protease, celulase, amilase,

pectina liase e poligalaturonase foram avaliadas (Figura 3).

Figura 3 - Secrecdo de enzimas hidroliticas. A) Pectina liase. B) Poligalacturonase. C) Lipase. D)
Protease. E) Celulase. F) Amilase

Em relagdo a secregdo de lipases, 44 isolados (86,27%) foram capazes de produzir esta
enzima (Tabela 3). Os isolados diferem estatisticamente quanto a produgdo de lipase (Pr > F =
0,0001). Favaro (2009) avaliou endofiticos de cana-de-acticar em relagdo a produgdo de lipases e
constatou que 87,5% das linhagens avaliadas foram capazes de secretar essa enzima. A secrecao
da lipase nado teve correlagao quanto ao local de origem dos isolados, endofitico de raiz ou da
rizosfera. Como se constatou por meio do teste de Tukey, os dois isolados (162 e 269) que
apresentaram superioridade estatistica em relagdo a produg@o dessa enzima, um ¢ de rizosfera e o

outro endofito de raiz, respectivamente (Tabela 3).
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Segundo Rollof et al. (1988) a produgdo de lipases por microrganismos nao tem fungao
totalmente conhecida, porém esta relacionada com a localizagao e possibilidade de expansao da
infeccdo em fungos patogénicos Apesar dos isolados avaliados no presente trabalho ndo serem
patogénicos a cultura da cana-de-agtcar, indicando que as lipases, neste caso, ndo t€ém fungao
relacionada a patogenicidade, os fungos endofiticos podem utilizar-se desse mecanismo para
acessar a planta. A elevada produgdo de lipases pelos isolados avaliados mostra a capacidade
destes fungos de usar lipideos como fonte de energia e que a epiderme da planta hospedeira pode
constituir um nicho preferencial para estas espécies.

Para a enzima protease foi possivel verificar que 7 isolados (13,72%) foram capazes de
secretar essa enzima (Tabela 4). Silva et al. (2006) avaliou 29 isolados endofiticos de folhas,
caules e raizes de plantas de pinha e graviola, de diversos géneros (Acremonium, Chaetomium,
Colletotrichum, Cylindrocladium, Fusarium, Glomerella, Nigrospora e Phomopsis) e observaram
que apenas 5 (17,24%) foram positivos para a atividade proteolitica. Para endofiticos de cana-de-
acucar do género Epicoccum a producao de protease nao foi verificada em nenhuma das
linhagens avaliadas (FAVARO, 2009). Pouco ¢ conhecido sobre o papel das proteases na
penetragcdo dos fungos nas plantas (GRIFFIN, 1994), porém, vale ressaltar que as proteases sao
complexos enzimaticos bastante estudados em fungos e sdo de grande importancia em processos
industriais (HANCOCK; MILLAR, 1965). Os principais usos das proteases sdo na producao
biotecnoldgica de detergents (pepsina) (BAILEY; OLLIS, 1977), indGstrias de laticinios como
agentes de coagulacdo de leite (FOX, 1982), agente para amaciamento de carnes (BERNHOLDT,
1975) e aplicagao médica, na redugdo de inflacdo de tecidos (BAILEY; OLLIS, 1977; NOUT;
ROMBOUTS, 1990). Todos os isolados produtores de protease sdao da espécie P. pinophilum e
endofiticos de raiz de cana-de-agticar (Tabela 4), portanto, a caracteristica de produzir essa
proteina pode estar associada aos isolados e ndo ser uma caracteristica relacionada ao processo de
interacao fungo-planta.

Apesar de alguns fungos endofiticos terem apresentado atividade lipolitica e proteolitica,
isto ndo caracteriza a fitopatogenicidade, pois, segundo Annis e Goodwin (1997), as diferentes
isoenzimas de cada grupo de enzimas que degradam a parede celular podem ter diferentes
fungdes, incluindo a obtengdo de nutrientes durante o crescimento.

A secrecdo de amilase foi verificada em 11 isolados (21,57%) do género Penicillium

(Tabela 5). Silva et al. (2006) constataram que os fungos endofiticos de pinha e graviola testados
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ndo produziram as enzimas hidroliticas extracelulares celulase e amilase. Avaliando o teste de
Tukey ¢ possivel verificar que o isolado que apresentou maior producdo de amilase, tanto a 5%
como a 1% de significancia, foi o isolado 269, um endofito de raiz de cana-de-aglicar da espécie
P. pinophilum (Tabela 5). A producdo de amilase por fungos filamentosos varia de acordo com o
género ¢ a espécie (GRIFFIN, 1994) e, segundo Dianese (1989), as amilases sdo comuns em
fungos, permitindo a hidrolise do amido até glucose.

Estes resultados reforcam as observagdes de St. Leger et al. (1997) de que os fungos
apresentam adapta¢do enzimadtica aos requerimentos de seus nichos ecologicos, por exemplo,
espécies fitopatogénicas produzem altos niveis de enzimas degradadoras de polissacarideos
pécticos, celulose e xilana, assim como cutinase, mas secretam baixos niveis de quitinases e
protease. Reddy, Lam e Belanger (1996) verificaram a producdo de proteases pelo fungo
endofitico Acremonium typhinum durante a simbiose com Poa ampla. Este estudo mostrou que
uma serino-proteinase fingica, Atl, semelhante a subtilisina de eucariotos, estd presente em altos
niveis no apoplasto, constituindo de 1 a 2% das proteinas totais da bainha das folhas. Esta
proteinase pode ser um importante fator na interagdo, facilitando a colonizacdo dos espacos
intercelulares por degradar proteinas da parede celular ou do apoplasto, liberando produtos que
podem servir como uma fonte nutricional para o fungo.

Quanto a secre¢do de celulase, especificamente endoglicanase, 41 isolados (80,39%)
foram capazes de produzir tal enzima (Tabela 6). Os isolados endofiticos de Epicoccum de cana-
de-agucar e de outros hospedeiros mostraram atividade celulolitica (FAVARO, 2009). A fungio
de celulases na intera¢do endofitica ndo ¢ bem compreendida, no entanto Moy et al. (2002)
observaram elevados niveis de uma B-1,6-glicanase fungica no apoplasto de plantas infectadas,
durante a interacdo entre o fungo Neotyphodium sp. e Poa ampla, concluindo que esta enzima
pode ter uma funcdo nutricional para o fungo, além de estar relacionada aos processos de
extensdo e ramificacdo das hifas no interior do apoplasto. Vela et al. (2007) observaram uma
relagdo positiva entre a extensao da penetracdo epidérmica pelo fungo Glomus mosseae € a
atividade celulolitica nas raizes. Da mesma forma, a presenga de quitinases e proteinases vém
sendo reportada dentro do apoplasto de gramineas infectadas por fungos endofiticos (REDDY;

LAM; BELANGER, 1996; LI et al., 2004).
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Tabela 3 - Producdo da enzima lipase em meio so6lido por isolados de Penicillium

Isolado @ Identificagdo Médias ® 5% © 1% ©
162 (RZ) Penicillium pinophilum 2,651 a A
269 (RA) Penicillium pinophilum 2,417 ab AB
49 (RA) Penicillium pinophilum 2,288 bc BC
203 (RA) Penicillium pinophilum 2,267 bed BCD
217 (RZ) Penicillium pinophilum 2,247 bede BCDE
27 (RA) Penicillium sp. 2,232 bede BCDE
132 (RZ) Penicillium pinophilum 2,000 bedef BCDEF
216 (RZ) Penicillium pinophilum 2,195 bedefg BCDEFG
146 (RZ) Penicillium sp. 2,146 bedefgh BCDEFGH
282 (RZ) Penicillium radicum 2,135 bedefghi BCDEFGHI
140 (RZ) Penicillium sp. 2,133 cdefghi CDEFGHI
205 (RA) Penicillium sp. 2,100 cdefghi CDEFGHI
46 (RA) Penicillium pinophilum 2,087 cdefghi CDEFGHI
186 (RA) Penicillium radicum 2,084 cdefghi CDEFGHI
191 (RA) Penicillium minioluteum 2,070 cdefghi CDEFGHI
180 (RZ) Penicillium pinophilum 2,068 cdefghi CDEFGHI
298 (RA) Penicillium pinophilum 2,052 cdefghi CDEFGHI
154 (RZ) Penicillium pinophilum 2,050 cdefghi CDEFGHI
89 (RA) Penicillium pinophilum 2,049 cdefghi CDEFGHI
167 (RA) Talaromyces trachyspermus 2,048 cdefghi CDEFGHI
135 (RZ) Penicillium marneffei 2,000 cdefghi CDEFGHI
165 (RA) Penicillium marneffei 2,000 cdefghi CDEFGHI
30 (RZ) Penicillium pinophilum 2,000 cdefghi CDEFGHI
166 (RA) Penicillium marneffei 2,000 cdefghi CDEFGHI
289 (RA) Talaromyces trachyspermus 2,000 cdefghi CDEFGHI
246 (RA) Penicillium sp. 2,000 cdefghi CDEFGHI
192 (RA) Penicillium marneffei 2,000 cdefghi CDEFGHI
218 (RZ) Penicillium pinophilum 1,988 defghi DEFGHI
181 (RZ) Penicillium pinophilum 1,985 defghi DEFGHI
127 (RZ) Penicillium pinophilum 1,950 efghijkl EFGHIJKL
74 (RA) Penicillium minioluteum 1,950 efghijkl EFGHIJKL
254 (RZ) Penicillium sp. 1,939 efghijkl EFGHIJKL
69 (RZ) Penicillium sp. 1,936 efghijkl EFGHIJKL
44 (RA) Penicillium pinophilum 1,924 efghijkl EFGHIJKL
214 (RZ) Penicillium pinophilum 2,000 efghijkl EFGHIJKL
38 (RA) Eupenicillium reticulisporum 2,000 efghijkl EFGHIJKL
85 (RZ) Penicillium janthinellum 1,911 efghijkl EFGHIJKL
201 (RA) Penicillium pinophilum 1,911 efghijkl EFGHIJKL
212 (RA) Penicillium ochrochloron 2,000 efghijkl EFGHIJKL
143 (RZ) Talaromyces trachyspermus 1,846 ijkl IJKL
142 (RZ) Penicillium pinophilum 1,829 jkl JKL
266 (RZ) Talaromyces trachyspermus 1,819 jkl JKL
152 (RZ) Penicillium pinophilum 1,688 kl KL
148 (RZ) Talaromyces trachyspermus 1,633 1 L

Coeficiente de varia¢do = 9,368

@ RA representa fungos endofiticos de raiz e RZ representa fungos da rizosfera

® As médias correspondem a razio entre o didmetro do halo e o didmetro da colénia

© Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras minusculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maiusculas representam nivel de significancia a 1%
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Tabela 4 - Producdo da enzima protease em meio so6lido por isolados de Penicillium

Isolado @ Identificagio Médias ® 5% © 1% ©
46 (RA) Penicillium pinophilum 2,205 a A
89 (RA) Penicillium pinophilum 2,122 ab AB
49 (RA) Penicillium pinophilum 2,000 ab AB
201 (RA) Penicillium pinophilum 2,000 ab AB
203 (RA) Penicillium pinophilum 2,000 ab AB
27 (RA) Penicillium sp. 2,000 ab AB
269 (RA) Penicillium pinophilum 2,000 ab AB

Coeficiente de varia¢do = 3,765

@ RA representa fungos endofiticos de raiz e RZ representa fungos da rizosfera

® As médias correspondem a razdo entre o didmetro do halo e o didmetro da colonia

©) Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras mindsculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maiusculas representam nivel de significancia a 1%

Tabela 5 - Producdo da enzima amilase em meio so6lido por isolados de Penicillium

Isolado @ Identificacdo Médias ® 5% © 1% ©
269 (RA) Penicillium pinophilum 3,033 a A
298 (RA) Penicillium pinophilum 2,800 b AB
46 (RA) Penicillium pinophilum 2,767 b ABC
201 (RA) Penicillium pinophilum 2,700 bc BC
203 (RA) Penicillium pinophilum 2,700 bc BC
49 (RA) Penicillium pinophilum 2,700 bc BC
44 (RA) Penicillium pinophilum 2,667 bc BC
192 (RA) Penicillium marneffei 2,500 c C
165 (RA) Penicillium marneffei i 2,133 d D
186 (RA) Penicillium radicum 2,133 d D
246 (RA) Penicillium sp. 2,133 d D

Cocficiente de variacdo = 3,106

@ RA representa fungos endofiticos de raiz e RZ representa fungos da rizosfera

® As médias correspondem a razdo entre o didmetro do halo e o didmetro da colonia

© Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras mindsculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maiusculas representam nivel de significancia a 1%
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Tabela 6 - Producdo da enzima celulase em meio sélido por isolados de Penicillium

Isolado @ Identificagdo Médias ® 5% © 1% ©
44 (RA) Penicillium pinophilum 2,650 a A
49 (RA) Penicillium pinophilum 2,350 ab AB
269 (RA) Penicillium pinophilum 2,300 bc BC
162 (RZ) Penicillium pinophilum 2,247 bed BCD
216 (RZ) Penicillium pinophilum 2,245 bed BCD
217 (RZ) Penicillium pinophilum 2,195 bed BCD
181(RZ) Penicillium pinophilum 2,000 bed BCD
132 (RZ) Penicillium pinophilum 2,182 bed BCD
203 (RA) Penicillium pinophilum 2,15 bede BCDE
146 (RZ) Penicillium sp. 2,133 bedef BCDEF
282 (RZ) Penicillium radicum 2,120 bedef BCDEF
205 (RA) Penicillium sp. 2,102 bedef BCDEF
140 (RZ) Penicillium sp. 2,100 bedef BCDEF
46 (RA) Penicillium pinophilum 2,083 bedef BCDEF
186 (RA) Penicillium radicum 2,068 bedef BCDEF
191 (RA) Penicillium minioluteum 2,050 bedef BCDEF
180 (RZ) Penicillium pinophilum 2,050 bedef BCDEF
298 (RA) Penicillium pinophilum 2,049 bedef BCDEF
154(RZ) Penicillium pinophilum 2,049 bedef BCDEF
89 (RA) Penicillium pinophilum 2,033 bedef BCDEF
201 (RA) Penicillium pinophilum 2,019 bedef BCDEF
135 (RZ) Penicillium marneffei 20,17 cdef CDEF
165 (RA) Penicillium marneffei 2,000 cdef CDEF
30 (RZ) Penicillium pinophilum 2,000 cdef CDEF
166 (RA) Penicillium marneffei 1,989 cdef CDEF
289(RA) Talaromyces trachyspermus 1,975 cdef CDEF
246 (RA) Penicillium sp. 1,971 cdef CDEF
142 (RZ) Penicillium pinophilum 1,958 cdef CDEF
218 (RZ) Penicillium pinophilum 1,956 cdef CDEF
167 (RA) Talaromyces trachyspermus 1,956 cdef CDEF
127 (RZ) Penicillium pinophilum 1,954 def DEF
74 (RA) Penicillium minioluteum 2,000 def DEF
254 (RZ) Penicillium sp. 1,952 def DEF
69 (RZ) Penicillium sp. 1,952 def DEF
27 (RA) Penicillium sp. 1,952 def DEF
214 (RZ) Penicillium pinophilum 1,952 def DEF
38 (RA) Eupenicillium reticulisporum 1,932 ef EF
85(R2) Penicillium janthinellum 2,000 ef EF
143 (RZ) Talaromyces trachyspermus 1,903 ef EF
212 (RA) Penicillium ochrochloron 1,829 ef EF
192 (RA) Penicillium marneffei 1,815 f F

Coeficiente de varia¢do = 8,998

@ RA representa fungos endofiticos de raiz e RZ representa fungos da rizosfera

® As médias correspondem a razio entre o didmetro do halo e o didmetro da col6nia

© Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras minusculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maiusculas representam nivel de significancia a 1%
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Em relacdo a atividade da enzima pectina liase, observou-se a producao por 41 isolados
(80,39%) (Tabela 7). Para a producdo de poligalagturonase 45 isolados (88,23%) foram capazes
de secretar essa enzima (Tabela 8). O que se ressalta em relagdo a essas duas enzimas ¢ que
ambas apresentaram elevada producdo nos isolados endofiticos e de rizosfera do género
Penicillium avaliados. Outro fato a se destacar ¢ que avaliando os testes de Tukey (Tabelas 7 e 8),
¢ possivel destacar que os isolados que apresentaram melhor desempenho em relagdo a essas
enzimas foram isolados endofiticos de raiz de cana-de-agucar. Os isolados 44 ¢ 49, ambos P.
pinophilum, apresentaram os maiores niveis de producdo dessas enzimas, tanto a 5% como a 1%
de significancia (Tabelas 7 e 8). Dessa forma, essas enzimas devem estar relacionadas aos
processos iniciais de colonizacao desses fungos na planta.

Mendes (2008) pode ser citado como um dos poucos exemplos de analise molecular da
interacdo entre endofitos e plantas de clima tropical. O autor verificou possiveis diferengas
genéticas entre isolados patogénicos e endofiticos de cana-de-agucar do fungo Fusarium
verticillioides por meio da analise da expressao génica de duas endopoligalacturonases (pgl e
pglll). Este trabalho demonstrou que os isolados podem ser diferenciados pelo nivel de
transcricdo do gene pglll, ¢ que esta diferenca pode desempenhar importante papel no
comportamento endofitico ou patogé€nico desse fungo na interacdo com cana-de-agucar.

Podemos mencionar a grande importancia que a analise dos padrdes de utilizacdo de
substrato por fungos endofiticos apresenta, pois além de evidenciar o potencial biotecnoldgico
destes fungos, pode auxiliar o entendimento das fungdes destes microrganismos durante a
interagdo. Estudos demonstram que os endoéfitos sdo capazes de metabolizar in vitro a maioria
dos substratos encontrados nas plantas. Durante infec¢do e colonizagdo da planta os fungos
precisam vencer algumas barreiras fisicas. Uma das estratégias utilizadas para suplantar essas
barreiras consiste na producdo de uma série de enzimas extracelulares, como proteases, amilases,
fenol oxidases, lipases, lacases, polifenol oxidases, celulases, manases, xilanases e pectina liase
(SCHULZ; BOYLE, 2005). A produgdo dessas enzimas ocorre desde os primeiros estagios de
infeccdo, para degradacdo de cutina e parede celular, até a efetiva penetracdo e subsequente
diferenciagdo das hifas dentro do hospedeiro (MENDGEN; DEISING, 1993). Embora a
associagdo entre plantas e fungos endofiticos seja ecologicamente e agronomicamente

importante, pouco ¢ conhecido sobre os aspectos fisioldgicos da interacdo. Nesse contexto, as
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proteinas secretadas por fungos provavelmente sdo componentes importantes da interagao
mutualistica, pois estdo localizadas na interface das duas espécies (MOY et al., 2002).

Um fato relevante sobre estudos enzimaticos em fungos endofiticos ¢ o envolvimento
destes microrganismos na decomposi¢ao de material vegetal (PETRINI et al., 1992; MULLER et
al., 2001). Por esses fungos estarem presentes nos tecidos senescentes das plantas, eles podem
iniciar a decomposicdo do tecido antes que este seja dominado por espécies saprofiticas.
Kumaresan e Suryanarayanan (2002), por meio da analise de fungos endofiticos de folhas de
diferentes idades de plantas de manguezal e de sua capacidade de producdo de enzimas
hidroliticas, verificaram que espécies endofiticas de ocorréncia relativamente baixa nas folhas
vivas sao recuperadas com alta frequéncia apds a queda das folhas, reforcando o envolvimento
destes fungos na decomposi¢do de material vegetal.

A capacidade dos fungos endofiticos em sintetizar grandes quantidades de metabolitos
secundarios na planta é o que constitui o principal beneficio ecologico para a simbiose e tem sido
o principal fator de evolugao dessa associagdo (SCOTT, 2001).

Nesse contexto, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a producdo de
enzimas hidroliticas por isolados endofiticos de raiz e rizosfera do género Penicillium também
pode ser importante para a nutrigdo do fungo durante a interacdo endofitica com os tecidos de

cana-de-acgucar. Além disso, apresentam um grande potencial biotecnologico para uso industrial.
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Isolado @ Identificagio Médias ® 5% © 1% ©
44 (RA) Penicillium pinophilum 4,677 a A
49 (RA) Penicillium pinophilum 4,999 a A
203 (RA) Penicillium pinophilum 3,175 b B
205 (RA) Penicillium sp. 3,156 bc B
269 (RA) Penicillium pinophilum 3,133 bc B
246 (RA) Penicillium sp. 3,123 be B
186 (RA) Penicillium radicum 3,000 be B
46 (RA) Penicillium pinophilum 3,000 bc B
165 (RA) Penicillium marneffei 3,000 be B
191 (RA) Penicillium minioluteum 3,000 be B
89 (RA) Penicillium pinophilum 3,000 bc B
298 (RA) Penicillium pinophilum 3,000 bc B
167 (RA) Talaromyces trachyspermus 3,000 bc B
201 (RA) Penicillium pinophilum 3,000 bc B
289(RA) Talaromyces trachyspermus 3,000 bc B
74 (RA) Penicillium minioluteum 2,987 bc B
298 (RA) Penicillium pinophilum 2,983 be B
166 (RA) Penicillium marneffei 2,978 be B
27 (RA) Penicillium sp. 2,968 be B
38 (RA) Eupenicillium reticulisporum 2,950 bc B
212 (RA) Penicillium ochrochloron 2,943 be BC
192 (RA) Penicillium marneffei 2,937 be BC
162 (RZ) Penicillium pinophilum 2,922 be BC
216 (RZ) Penicillium pinophilum 2,906 be BC
217 (RZ) Penicillium pinophilum 2,905 be BC
181(RZ) Penicillium pinophilum 2,000 bc BC
146 (RZ) Penicillium sp. 2,885 bc BCD
282 (RZ) Penicillium radicum 2,878 bc BCD
140 (RZ) Penicillium sp. 2,839 bed BCD
132 (RZ) Penicillium pinophilum 1,783 bede BCDEF
180 (RZ) Penicillium pinophilum 1,772 bede BCDEF
143 (RZ) Talaromyces trachyspermus 1,767 bede BCDEF
154(RZ) Penicillium pinophilum 1,755 bede BCDEF
142 (RZ) Penicillium pinophilum 1,733 bedef BCDEF
214 (RZ) Penicillium pinophilum 1,733 bedef BCDEFG
135 (RZ) Penicillium marneffei 1,600 cdef BCDEFG
218 (RZ) Penicillium pinophilum 1,157 cdefg CDEFG
254 (RZ) Penicillium sp. 1,117 cdefg DEFG
69 (RZ) Penicillium sp. 1,052 gf EFG
30 (RZ) Penicillium pinophilum 1,050 ef FG
127 (RZ) Penicillium pinophilum 1,000 g FG

Coeficiente de variacdo = 10,574

@ RA representa fungos endofiticos de raiz e RZ representa fungos da rizosfera
® As médias correspondem a razio entre o didmetro do halo e o didmetro da colénia

© Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras mindsculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maiusculas representam nivel de significancia a 1%
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Tabela 8 - Producdo da enzima poligalacturonase em meio sélido por isolados de Penicillium

Isolado @ Identificacdo Médias © 5% © 1% ©
44 (RA) Penicillium pinophilum 5,200 a A
49 (RA) Penicillium pinophilum 5,000 a A
269 (RA) Penicillium pinophilum 4,000 b B
89 (RA) Penicillium pinophilum 4,000 be B
203 (RA) Penicillium pinophilum 4,000 be BC
46 (RA) Penicillium pinophilum 3,896 bed BC
298 (RA) Penicillium pinophilum 3,853 bed BC
246 (RA) Penicillium sp. 3,853 bed BCD
186 (RA) Penicillium radicum 3,816 bede BCD
201 (RA) Penicillium pinophilum 3,737 bede BCD
165 (RA) Penicillium marneffei 3,658 bede BCD
205 (RA) Penicillium sp. 3,630 bede BCD
191 (RA) Penicillium minioluteum 3,605 bede BCD
166 (RA) Penicillium marneffei 3,596 bede BCD
298 (RA) Penicillium pinophilum 3,596 bede BCD
167 (RA) Talaromyces trachyspermus 3,596 bede BCD
27 (RA) Penicillium sp. 3,596 bede BCD
289(RA) Talaromyces trachyspermus 3,533 bede BCD
74 (RA) Penicillium minioluteum 3,533 bede BCD
192 (RA) Penicillium marneffei 3,516 bede BCD
38 (RA) Eupenicillium reticulisporum 3,516 bede BCD
212 (RA) Penicillium ochrochloron 3,500 bede BCD
72 (RA) Penicillium janthinellum 3,500 bede BCD
146 (RZ) Penicillium sp. 3,500 bede BCD
218 (RZ) Penicillium pinophilum 3,500 bede BCD
132 (RZ) Penicillium pinophilum 3,500 bede BCD
265 (RZ) Talaromyces trachyspermus 3,500 bede BCD
162 (RZ) Penicillium pinophilum 3,500 bede BCD
216 (RZ) Penicillium pinophilum 3,500 bede BCD
217 (RZ) Penicillium pinophilum 3,483 bede BCD
181(RZ) Penicillium pinophilum 3,475 bede BCD
127 (RZ) Penicillium pinophilum 3,472 bede BCD
282 (RZ) Penicillium radicum 3,467 bede BCD
140 (RZ) Penicillium sp. 3,467 bede BCD
142 (RZ) Penicillium pinophilum 3,460 bede BCD
180 (RZ) Penicillium pinophilum 3,433 cde BCD
143 (RZ) Talaromyces trachyspermus 3,412 cde BCD
154(RZ) Penicillium pinophilum 3,412 cde BCD
254 (RZ) Penicillium sp. 3,412 cde BCD
69 (RZ) Penicillium sp. 3,412 cde BCD
214 (RZ) Penicillium pinophilum 3,403 ed BCD
135 (RZ) Penicillium marneffei 3,396 ed BCD
159 (RZ) Talaromyces trachyspermus 3,391 ed BCD
264 (RZ) Talaromyces trachyspermus 3,333 ed CD
30 (RZ) Penicillium pinophilum 3,150 ed CD

Cocficiente de variacao = 6,8144

@ RA representa fungos endofiticos de raiz e RZ representa fungos da rizosfera

® As médias correspondem a razio entre o didmetro do halo e o didmetro da col6nia

© Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras minusculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maiusculas representam nivel de significancia a 1%
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2.3.4 Solubilizacio de fosfato inorganico

O fosforo ¢ um nutriente que tem papel chave no crescimento vegetal. Sua funcao além
de estrutural e funcional ¢ imprescindivel na transferéncia de energia. A maior parte do fosforo
no solo, aproximadamente 95-99%, encontra-se presente na forma de fosforo insoluvel e ndo
pode ser utilizado pelas plantas (PRADHAN; SUKLA, 2005). Os solos brasileiros sdo carentes
em fosforo (BRAGA et al., 1991). Para aumentar a disponibilidade de fosforo para as plantas, um
grande ntimero de fertilizante tem sido aplicado no solo. Mas esses fertilizantes, apds a aplicacao,
sdo rapidamente transformados na forma insoluvel (OMAR, 1998), sobrando uma pequena
porcentagem do que ¢ aplicado para as plantas, sendo necessarias continuas aplicagdes, o que
acarreta em elevados custos (PRADHAN; SUKLA, 2005).

Muitos fungos e bactérias sdo conhecidos como solubilizadores de fosfato inorgénico
(ILLMER; SCHINNER, 1992). Dessa forma, esses microrganismos tém um importante papel na
suplementagdo de fosforo para as plantas, permitindo o uso sustentdvel dos fertilizantes
fosfatados (KHAN; ZAIDI; WANI, 2007). Alguns trabalhos demonstram que os fungos
apresentam maior habilidade para solubilizar fosforo inorganico que as bactérias (NAHAS,
1996).

No presente trabalho buscou-se avaliar se os isolados do género Penicillium endofiticos
de raiz e rizosfera de cana-de-agucar sdo capazes de solubilizar fosfato inorganico em meio de
cultura solido. Assim, como estudar diferentes meios de cultura em relagdo a solubilizagdo de
fosfato.

A comunidade fingica avaliada foi capaz de solubilizar fosfato inorganico em meio de
cultura sélido nos trés meios de cultura avaliados (Figura 4, Tabelas 9, 10 e 11). Em relagao ao
meio de cultura PVK, 33 isolados (64,70%) dos 51 avaliados foram capazes de solubilizar
fosfato. Os isolados apresentaram diferenga estatistica significativa no que tange a solubilizagio
de fosfato (Pr > F = 0,0001). Os isolados 44 ¢ 49, ambos P. pinophilum, apresentaram maior
solubilizagdo de fosfato, inclusive maior que o controle positivo (Colletotrichum acutatum), que
os demais isolados (Tabela 9). Os dois isolados sdo endofiticos de raiz de cana-de-agucar.

Para o meio de cultura NBRIP foi observado que 33 isolados (64,70%) dos 51 avaliados
foram capazes de solubilizar fosfato. E estes diferiram estatisticamente quanto a solubilizagdo de

fosfato (Pr > F = 0,0001). O isolado 44, P. pinophilum, foi superior estatisticamente, tanto a 5%
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como a 1% de significancia (Tabela 10). Foi observado que os mesmos isolados que foram
capazes de solubilizar fosfato inorganico em meio PVK também tiveram a mesma capacidade no
meio NBRIP.

Contudo, quando foi utilizado o meio de cultura Agar, 24 isolados (47,06%) dos 51
avaliados foram capazes de solubilizar fosfato. Os isolados diferem estatisticamente em relagdo a
solubilizacao de fosfato (Pr > F =0,0001) (Tabela 11). Novamente, os isolados 44 e 49, ambos P.
pinophilum, apresentaram maior solubiliza¢do de fosfato que os demais isolados (Tabela 11).

Os meios de cultura ndo diferem quanto a solubilizag¢do de fosfato (dados ndo mostrados),
ou seja, a capacidade de solubilizar fosfato inorganico foi igual nos trés meios de cultura
avaliados. Esses dados corroboram com Nautiyal (1999), o qual comparou a solubilizacao de
fosfato nos meio PVK e NBRIP para oito linhagens de bactérias, dos géneros Pseudomonas e
Bacillus, e ndo constatou diferenca.

Os efeitos benéficos dos fungos capazes de solubilizar fosfato tém sido demonstrados em
diversas culturas com fungos dos géneros Aspergillus (BABANA; ANTOUN, 2006; OMAR,
1998;), Penicillium (KUCEY, 1987, REYES et al., 2002) e Trichoderma (RUDRESH;
SHIVAPRAKASH; PRASAD, 2005; ZAYED; MOTAAL, 2005). WHITELAW (2000) reportou
a capacidade de diversas espécies dos géneros Aspergillus ¢ Penicillium em solubilizar fosfato.
PRADHAN e SUKLA (2005) constaram que dois isolados, de rizosfera de arroz, dos géneros
Aspergillus sp. e Penicillium sdo capazes de solubilizar fosfato em meio de cultura na presenga
de diversas fontes de carbono e nitrogénio. Mittal et al. (2008) avaliaram seis isolados (dois de
Aspergillus awamori e quarto de Penicillium citrinum) de rizosfera de varias culturas em relagdo
a solubilizacdo de fosfato. Ambos os géneros de fungos foram bons solubilizadores de fosfato,
beneficiando o aumento da biomassa em plantas de grao de bico (Cicer arietinum L. cv. GPF2).

Dessa forma, foi possivel constatar que os isolados do género Penicillium, pertencentes a
comunidade fungica endofitica de raiz e rizosfera de cana-de-acucar ¢ capaz de solubilizar fosfato
inorganico em meio de cultura sélida. Ensaios de campo podem provar o papel desses
microrganismos na potencializacdo da disponibilidade de foésforo e consequentemente um

aumento na producdo da cana-de-acucar.
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Figura 4 - Solubilizagdo de fosfato inorganico. A) Isolado 154, P. pinophilum, em meio de cultura PVK.
B) Isolado 104, Penicillium sp. em meio de cultura NBRIP. C) Isolado 44, P. pinophilum, em
meio de cultura Agar

Tabela 9 - Teste de Tukey para solubilizacdo de fosfato (meio de cultura PVK)

Isolado @ Identificagdo Médias © 5% © 1% ©
44 (RA) Penicillium pinophilum 3,033 a A
49 (RA) Penicillium pinophilum 3,000 a A
Controle Colletotrichum acutatum 2,000 b B
89 (RA) Penicillium pinophilum 1,000 c C
298 (RA) Penicillium pinophilum 1,200 c C
27 (RA) Penicillium sp. 1,167 cd C
269 (RA) Penicillium pinophilum 1,100 cd C
191 (RA) Penicillium minioluteum 1,100 cd C
74 (RA) Penicillium minioluteum 1,100 cd C
72 (RA) Penicillium janthinellum 1,100 cd C
154 (RZ) Penicillium pinophilum 1,067 cd C
218 (RZ) Penicillium pinophilum 1,067 cd C
180 (RZ) Penicillium pinophilum 1,033 cd C
181 (RZ) Penicillium pinophilum 1,033 cd C
216 (RZ) Penicillium pinophilum 1,033 cd C
282 (RZ) Penicillium radicum 1,033 cd C
212 (RA) Penicillium ochrochloron 1,033 cd C
127 (RZ) Penicillium pinophilum 1,033 cd C
167 (RA) Talaromyces trachyspermus 1,033 cd C
201 (RA) Penicillium pinophilum 1,000 cd C
146 (RZ) Penicillium sp. 1,000 cd C
104 (RA) Penicillium sp. 1,000 cd C
264 (RZ) Talaromyces trachyspermus 1,000 cd C
38 (RA) Eupenicillium reticulisporum 1,000 cd C
140 (RZ) Penicillium sp. 1,000 cd C
214 (RZ) Penicillium pinophilum 1,000 cd C
192 (RA) Penicillium marneffei 1,000 cd C
266 (RZ) Talaromyces trachyspermus 0,966 cd C
165 (RA) Penicillium marneffei 0,966 cd C
30 (RZ) Penicillium pinophilum 0,966 cd C
69 (RZ) Penicillium sp. 0,966 cd C
159 (RZ) Talaromyces trachyspermus 0,933 d C
162 (RZ) Penicillium pinophilum 0,933 d C
254 (RZ) Penicillium sp. 0,933 d C

Coeficiente de variacdo = 6,595

@ RA representa fungos endofiticos de raiz e RZ representa fungos da rizosfera

® A médias correspondem ao halo (mm)

© Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras minusculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maiusculas representam nivel de significancia a 1%
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Tabela 10 - Teste de Tukey para solubilizagao de fosfato (meio de cultura NBRIP)

Isolado @ Identificacdo Médias ® 5% © 1% ©
Controle Colletotrichum acutatum 4,000 a A
44 (RA) Penicillium pinophilum 4,000 ab AB
49 (RA) Penicillium pinophilum 4,000 b B
89 (RA) Penicillium pinophilum 2,000 C
298 (RZ) Penicillium pinophilum 2,167 cd C
27 (RA) Penicillium sp. 2,100 cd C
269 (RA) Penicillium pinophilum 2,100 cd C
191 (RA) Penicillium minioluteum 2,100 cd C
38 (RA) Eupenicillium reticulisporum 2,100 cd C
72 (RA) Penicillium janthinellum 2,100 cd C
154 (RZ) Penicillium pinophilum 2,067 cd C
218 (RZ) Penicillium pinophilum 2,033 cd C
180 (RZ) Penicillium pinophilum 2,033 cd C
181 (RZ) Penicillium pinophilum 2,033 cd C
216 (RZ) Penicillium pinophilum 2,033 cd C
282 (RZ) Penicillium radicum 2,033 cd C
212 (RA) Penicillium ochrochloron 2,033 cd C
127(RZ) Penicillium pinophilum 2,033 cd C
167 (RA) Talaromyces trachyspermus 2,033 cd C
201 (RA) Penicillium pinophilum 2,033 cd C
146 (RZ) Penicillium sp. 2,033 cd C
104 (RA) Penicillium sp. 2,033 cd C
264 (RZ) Talaromyces trachyspermus 2,000 cd C
74 (RA) Penicillium minioluteum 2,000 cd C
140 (RZ) Penicillium sp. 2,000 cd C
214 (RZ) Penicillium pinophilum 2,000 cd C
192 (RA) Penicillium marneffei 2,000 cd C
266 (RZ) Talaromyces trachyspermus 2,000 cd C
165 (RA) Penicillium marneffei 2,000 cd C
254 (RZ) Penicillium sp. 2,000 cd C
69 (RZ) Penicillium sp. 1,967 d C
159 (RZ) Talaromyces trachyspermus 1,967 d C
162 (RZ) Penicillium pinophilum 1,967 d C
30 (RZ) Penicillium pinophilum 1,967 d C

Coeficiente de varia¢do = 3,056

@ RA representa fungos endofiticos de raiz ¢ RZ representa fungos da rizosfera

® A5 médias correspondem ao halo (mm)

© Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras minusculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maitisculas representam nivel de significancia a 1%
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Tabela 11 - Teste de Tukey para solubiliza¢do de fosfato (meio de cultura Agar)

Isolado @ Identificagio Médias ® 5% © 1% ©
Controle C. acutatum 4,400 a A
44 (RA) Penicillium pinophilum 4,000 ab AB
49 (RA) Penicillium pinophilum 4,000 b B
89 (RA) Penicillium pinophilum 2,000 c C
298 (RA) Penicillium pinophilum 2,100 c C
27 (RA) Penicillium sp. 1,167 d D
269 (RA) Penicillium pinophilum 1,133 d D
191 (RA) Penicillium minioluteum 1,100 d D
38 (RA) Eupenicillium reticulisporum 1,100 d D
72 (RA) Penicillium janthinellum 1,066 d D
162 (RZ) Penicillium pinophilum 1,033 d D
218 (RZ) Penicillium pinophilum 1,033 d D
180 (RZ) Penicillium pinophilum 1,033 d D
181 (RZ) Penicillium pinophilum 1,000 d D
216 (RZ) Penicillium pinophilum 1,000 d D
282 (RZ) Penicillium radicum 1,000 d D
212 (RA) Penicillium ochrochloron 1,000 d D
127 (RZ) Penicillium pinophilum 1,000 d D
167 (RA) Talaromyces trachyspermus 1,967 d D
201 (RA) Penicillium pinophilum 1,000 d D
146 (RZ) Penicillium sp. 0,900 d D
104 (RA) Penicillium sp. 0,900 d D
264 (RZ) Talaromyces trachyspermus 0,900 d D
154 (RZ) Penicillium pinophilum 0,800 e E
140 (RZ) Penicillium sp. 0,800 e E

Coeficiente de variacdo = 3,767

(@ RA representa fungos endofiticos de raiz e RZ representa fungos da rizosfera

® As médias correspondem ao halo (mm)

© Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras mindsculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maiusculas representam nivel de significancia a 1%

2.3.5 Producio de acido indol acético (AIA)

As auxinas sdo uma classe de fitohormonios capazes de afetar o crescimento vegetal, e,
podem ser produzidas por plantas (ARSHAD; FRANKENBERGER, 1998), bactérias (BAREA et
al., 1976) e fungos (DVORNIKOVA; SKRIABIN; SUVOROV, 1970). Dos varios tipos de

auxinas existentes, o acido indol acético é uma delas.
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No presente trabalho buscou-se avaliar se isolados do género Penicillium, endofiticos de
raiz e rizosfera de cana-de-agucar, sao capazes de produzir acido indol acético. Para isso 19
isolados foram testados, os quais foram escolhidos por apresentaram melhores desempenhos em
relacdo a solubilizagdo de fosfato. Dessa forma, foi possivel constatar que todos os isolados
avaliados foram capazes de produzir AIA (Tabela 12), e ainda os mesmos diferem
estatisticamente quanto a produgdo desse fitohorménio (Pr > F = 0,0001). O isolado 44
apresentou maior produgdo de AIA em relagdo aos demais isolados avaliados, tanto a 5% quanto
a 1% de significancia (Tabela 12). Foi possivel constatar que embora os dois isolados mais
produtivos sejam endofiticos de raiz, os isolados de rizosfera apresentaram melhor desempenho
(Tabela 12). Esta caracteristica pode estar associada a promocao de crescimento vegetal, pois
tendo em vista que esse fitohormonio aparentemente ndo funciona como um hormoénio em células
fungicas, esta habilidade pode ter evoluido devido sua importancia na intera¢do fungo-planta.
Microrganismos que habitam a rizosfera de diversas plantas sdo capazes de sintetizar e liberar
auxinas como metabolitos secundarios devido aos ricos fornecimentos de substrato exudado pelas
raizes em compara¢do com solos ndo rizosféricos. Em nosso estudo foi utilizado triptofano na
producdo de AIA. Khalid et al. (2004) e Shaharoona; Arshad e Zahir (2006), reportaram a
produgdo de AIA na presenga e auséncia de triptofano, sendo a produg¢do aumentada com a
adicao de triptofano.

Auxinas sdo produzidas por um grande numero de fungos ectomicorrizicos (EK;
LJUNGQUIST; STENSTROM, 1983; GAY; DEBAUD, 1987). Nassar; El-Tarabily e
Sivasithamparam (2005) demonstraram pela primeira vez o potencial de uma levedura endofitica
de raiz de milho, Williopsis saturnus, em promover o crescimento vegetal, este fato foi
relacionado a producdo de acido indol acético e acido indol piravico por essas leveduras. Mittal,
et al. (2008) avaliaram seis isolados (dois de Aspergillus awamori e quarto de Penicillium
citrinum) de rizosfera de varias culturas em relagdo a producdo de AIA. Ambos os géneros de
fungos foram capazes de produzir AIA, e consequentemente promover o crescimento vegetal em
plantas de grao de bico (Cicer arietinum L. cv. GPF2).

Os isolados avaliados foram bastante eficientes em relacdo a produgdo de AIA, como
pode ser verificado principalmente nos isolados 44, 49 e 282 (Tabela 12). Sendo importante

salientar que os isolados 44 e 49, ambos P. pinophilum, foram também bons solubilizadores de
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fosfato. Dessa forma, os mesmos podem apresentar habilidade em auxiliar na promog¢ao do

crescimento vegetal em condi¢des de campo.

Tabela 12 - Teste de Tukey para producio de acido indol acético (ng.mL™)

Isolado®™ Identificacdo Médias® 5%® 1%
Controle Colletotrichum acutatum 240,110 a A
44 (RA) Penicillium pinophilum 200,885 b
49 (RA) Penicillium pinophilum 160,216 c C
282 (RZ) Penicillium radicum 120,338 d D
218 (RZ) Penicillium pinophilum 90,983 e E
180 (RZ) Penicillium pinophilum 90,426 f F
181 (RZ) Penicillium pinophilum 80,000 g G
162 (RZ) Penicillium pinophilum 70,790 g G
127 (RZ) Penicillium pinophilum 60,823 h H
269 (RA) Penicillium pinophilum 60,000 h HI
191 (RA) Penicillium minioluteum 60,428 hi HIJ
38 (RA) Eupenicillium reticulisporum 60,018 ij JK
72 (RA) Penicillium janthinellum 60,018 ij JK
27 (RA) Penicillium sp. 60,000 J K
89 (RA) Penicillium pinophilum 50,944 J K
298 (RA) Penicillium pinophilum 50,894 j JK
216 (RA) Penicillium pinophilum 50,832 j K
212 (RA) Penicillium ochrochloron 50,717 jk KL
167 (RA) Talaromyces trachyspermus 50,324 k L
201 (RA) Penicillium pinophilum 40,828

CV =1,509

@ RA significa endofitico de raiz e RZ de rizosfera
® As médias correspondem pg.mL"’

© Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras mindsculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maiusculas representam nivel de significancia a 1%
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2.3.6 Transformacio genética do fungo endofitico de raiz de cana-de-agucar Penicillium

pinophilum mediada por Agrobacterium tumefaciens

2.3.6.1 Identificacao molecular

A linhagem 44, isolada como endofito de raiz de cana-de-agucar, foi identificada a partir
da comparagdo da sequéncia de nucleotideos da regidao ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA com banco de
dados do GenBank via BLASTn. Considerando os mais altos valores de identidade e a
similaridade entre as sequéncias foi possivel verificar que a linhagem 44 pode ser classificada
como Penicillium pinophilum. A arvore filogenética foi construida para a sequéncia da regido
ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA da linhagem 44 (Figura 5), adotando sequéncias do GenBank como
base para comparagao.

Esse isolado foi escolhido para a transformagdo genética em questdo por apresentar
capacidade de inibicdo de crescimento dos fitopatogenos C. acutatum e F. verticillioides,
apresentar secre¢do das enzimas lipase e amilase. Além disso, foi estatisticamente superior aos
demais isolados avaliados em relagdo a secrecdo de celulase, pectina liase e poligalacturonase,
tanto a 5% como a 1% de significancia. Também foi capaz de solubilizar fosfato inorganico nos
trés meios de cultura avaliados, também com superioridade estatistica. E foi o isolado que
apresentou maior producdo de acido indol acético. Além disso, esse isolado pertence a espécie P.
pinophilum, a qual foi a mais frequente na comunidade fungica estudada. Assim, o presente

estudo descreve pela primeira vez a transformagao de P. pinophilum pelo sistema Agrobacterium.
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Figura 5 - Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor-joining com base no modelo de Jukes
e Cantor para as sequéncias da regido [TS1-5.8S-ITS2 do rDNA da linhagem 44. Sequéncias de
referéncia do GenBank foram utilizadas para comparagdo entre as espécies. Como grupo
externo foi utilizado Hypomyces chrysospermus. Valores de bootstrap (n=1000 replicatas) > 50
estdo demonstrados nas intersec¢des dos nds. Barra de escala = 0,05 substitui¢cdes por posi¢ao
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2.3.6.2 Sensibilidade a higromicina B

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

Com o objetivo de desenvolver um protocolo eficiente de transformagdo para o fungo
endofitico de raiz de cana-de-agucar P. pinophilum, o presente trabalho estudou a capacidade da
A. tumefaciens, linhagem EHA 105, em transferir a regido T-DNA para este fungo, utilizando o
gene de resisténcia a higromicina (hph) como marcador de selegdo e o gene gfp (proteina verde
fluorescente) como repdrter. A sensibilidade da linhagem receptora ao antibidtico higromicina B
¢ um pré-requisito para o uso do gene hph como marcador de selecdo. Dessa forma, a
concentragdo minima inibitoria (CMI) de higromicina B foi determinada para a linhagem 44,
utilizando diferentes concentragdes do antibiotico (Figura 6).

Dentre as concentragdes de higromicina B avaliadas, foi possivel observar que a
concentragio de 50 pg.mL foi capaz de inibir totalmente o crescimento da linhagem 44 (Figura
6). Entretanto, para aumentar a confiabilidade dos resultados, a concentracdo de 100 pg.mL™"' de

higromicina B foi adotada para a sele¢ao dos transformantes.

Figura 6 - Colonias de P. pinophilum linhagem 44 cultivadas em meio de cultura BDA contendo
diferentes concentragdes do antibidtico higromicina B. A) Controle, linhagem crescida em
meio de cultura sem antibidtico. B) 6,25 pg.mL™. C) 12,5 pg.mL™". D) 25 pg.mL". E) 50

-1

pg.mL
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2.3.6.3 Transformacao genética de P. pinophilum mediada por A tumefaciens

A pré-germinacdo de conidios ¢ utilizada com frequéncia antes do co-cultivo na
transforma¢do mediada por A. tumefaciens visando aumentar a eficiéncia de alguns sistemas de
transformagdo, devido ao aumento das chances de infec¢do das hifas em desenvolvimento
(O'CONNEL et al.,, 2004). Em um primeiro momento, testou-se a transformagao de P.
pinophilum com conidios ndo germinados, ndo obtendo resultado satisfatério (dados nao
mostrados). Dessa forma, os experimentos subsequentes foram realizados com conidios
germinados como material inicial para a transformacdo genética em questdo. Avaliando os
tempos de germinagdo do fungo P. pinophilum foi possivel constatar que com 8 horas de
incubacdo a maioria dos conidios apresentou tubo germinativo, sendo este o tempo utilizado nos
experimentos de transformacao.

A partir da utilizagdo de conidios germinados foi possivel a obtengdo de colonias
resistentes a higromicina B e expressando proteina verde fluorescente (GFP), apos 7 e 15 dias de
de crescimento em meio de cultura seletivo (Figura 7). Os transformantes resultantes foram
nomeados da seguinte maneira: P-nimero do transformante e a palavra gfp (exemplo: P-1gfp, P-
2gfp). O estudo da interacdo entre fungos e plantas tem sido facilitada pela introdugdo de genes
reporteres, como o gene da B-D-glicoronidase e gusA de E. coli e o gene gfp da agua viva
Aequorea victoria (LARRAINZAR; O'GARA; MORRISSEY, 2005; MIKKELSEN et al., 2003).
A GFP apresenta vantagens no estudo da interacdo fungo-planta em relagdo aos demais
reporteres, isso devido ao fato da alta estabilidade dessa proteina, a qual necessita apenas de luz
UV ou luz azul e oxigénio para emissao de fluorescéncia, ndo requerendo co-fatores ou substratos
para atividade (LORANG, 2001).

O acetoseringona ¢ um composto fendlico essencial para a transferéncia do T-DNA,
porque funciona como indutor da expressdo de genes de viruléncia (vir) (GELVIN, 2003), o que
tem sido provado em diversos trabalhos de transformacao de fungos (MICHIELSE et al., 2005).
Os transformantes obtidos no presente trabalho tiveram a presenca de acetoseringona tanto no
meio de cultura de crescimento das bactérias, como no meio de cultura durante o co-cultivo. No
controle, sem a presenga de acetoseringona, ndo foi possivel a recuperacdo de nenhum

transformante (Figura 7).
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Utilizando a linhagem EHA 105 de A. tumefaciens como doadora, o nimero médio de
colonias transformadas (resistentes a higromicina B) variou de 13 colénias por 10’ conidios
(condigdo de 400 ug.mL™" de acetoseringona, membrana de papel filtro e 24 horas de co-cultivo)
a 482 coldnias por 10’ conidios (condicdo de 200 pug.mL™"' de acetoseringona, membrana de
nailon e 48 horas de co-cultivo), nos trés experimentos independentes (Figura 7). A eficiéncia de
transformagdo foi superior a apresentada em outros trabalhos de agrotransforma¢do com fungos
do género Penicillium. A eficiéncia de agrotransformacdo de Leptosphaeria maculans e L.
biglobosa foi 30-40 e 20-25 transformantes por 10’ esporos, respectivamente (ECKERT et al.,
2005). Wang e Li (2008) obtiveram uma eficiéncia de transformacao de 60 transformantes por
10° conidios de P. digitatum. Romao (2010) obteve uma eficiéncia média de transformacao de
11,5 transformantes por 10’ conidios para Trichoderma virens. Sugui, Chang ¢ Kwon-Chung
(2005) reportaram a eficiéncia de agrotransformacgdo de aproximadamente 100 transformantes

por 107 conidios de Aspergillus fumigatus.

2.3.6.4 Efeito dos diferentes parametros sobre a eficiéncia da transformacao

A eficiéncia de um sistema de transformagao genética ¢ dependente de varios parametros,
dentre eles podemos citar: linhagem de A. tumefaciens doadora, tipo de material fingico inicial,
concentragdo do indutor acetoseringona, tipos de membrana, tempo de co-cultivo entre bactéria e
fungo (MICHIELSE et al., 2005).

A linhagem de A. tumefaciens utilizada no trabalho foi a EHA105. Esta linhagem deriva
da linhagem EHA101, que contém plasmidio indutor de tumor hipervirulento pTiBo542A, do
qual a regido T-DNA foi deletada e substituida pelo gene de resisténcia a canamicina (HOOD et
al., 1986). A delegdo desse loco resultou no plasmidio pTiEHA105 (HOOD et al., 1993), o qual
contém os genes vir hipervirulentos do tipo succinamopina. Favaro (2009) avaliou a eficiéncia da
transformagdo genética do fungo endofitico Epicoccum nigrum mediada por duas linhagens de A.
tumefaciens (EHA105 e LBA4404). A linhagem EHA105 de A. tumefaciens apresentou uma
eficiéncia significativamente superior a linhagem LBA4404, sendo que no primeiro sistema foi
possivel a obtencdo de até 96 transformantes para 10> conidios para uma média de 5 placas em
determinada combina¢do de pardmetros, ja para a linhagem LBA4404 nessas mesmas condic¢des

foi possivel a obtengdo de 4,6 transformantes. Aliado a esse fato, um experimento preliminar
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utilizando a linhagem LBA4404 foi avaliado para a transformacdo genética de P. pinophilum
(dados nao mostrados), sendo que o mesmo mostrou baixa eficiéncia. Diante do exposto a
linhagem EHA105 foi estabelecida como um fator invariavel no sistema de transformagao

estudado no presente trabalho e apresentou elevada eficiéncia de transformacao.

Figura 7 - Aspecto das colonias da linhagem 44 de P. pinophilum resistentes a higromicina B, resultado da
transformacdo mediada por A. tumefaciens (linhagem EHA 105), crescendo em meio de cultura
seletivo BDA apos 15 dias de crescimento. A) Controle, meio de cultura seletivo sem adigdo de
acetoseringona; B) Tratamento com 200 ug.mL™" de acetoseringona, membrana de papel filtro e
24 horas de co-cultivo; C) Tratamento com 400 ug.mL" de acetoseringona, membrana de papel
filtro e 24 horas de co-cultivo; D) Tratamento com 200 pg.mL" de acetoseringona, membrana
de papel filtro e 48 horas de co-cultivo; E) Tratamento com 400 ug.mL" de acetoseringona,
membrana de papel filtro ¢ 48 horas de co-cultivo; F) Tratamento com 200 pg.mL’' de
acetoseringona, membrana de nailon e 24 horas de co-cultivo; G) Tratamento com 400 pg.mL™
de acetoseringona, membrana de nailon e 24 horas de co-cultivo ; H) Tratamento com 200
pug.mL™" de acetoseringona, membrana de nailon e 48 horas de co-cultivo; I) Tratamento com
400 pg.mL™" de acetoseringona, membrana de néilon e 48 horas de co-cultivo
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Como pode ser verificado na Tabela 13, ocorreu um aumento expressivo no numero de
colonias resistentes quando foi utilizada a membrana de nailon para o co-cultivo entre a bactéria e
o fungo. J4 a membrana de papel filtro apresentou uma eficiéncia mais baixa na obten¢ao dos
transformantes nesse sistema (Tabela 13). Entretanto, quando se pensa em uma alternativa de
baixo custo, o papel filtro ¢ uma solucdo, j4 que o mesmo apresenta razoavel numero de
transformantes. A membrana de nailon de 0,45 um de porosidade, Amershan Hybond N+, GE
Healthcare, (rolo 30 cm x 3 m) foi cotada pela empresa em R$ 1.275,35, enquanto que o papel de
filtro foi cotado a R$ 55,00 pacote com 100 unidades'. Dessa forma, o importante ¢ adequar seu
objetivo. Para o sistema de transformagdo genética em questdo, existindo a necessidade da
producao de uma grande quantidade de transformantes, a membrana de nailon ¢ a opcao mais
adequada. Ja se a necessidade for a obtengdo de poucos transformantes a escolha pelo papel filtro
¢ uma adequada opgao.

Em relagdo a concentragcdo do indutor acetoseringona, a concentragdo mais baixa (200
pug.mL™) foi a que se mostrou mais eficiente (Tabela 13). Para o teste de Tukey as duas
combinagdes utilizando essa concentracdo de acetoseringona foram as que apresentaram maior
eficiéncia de transformacdo (Tabela 14). Entretanto, quando fixado essa concentragdo, o
parametro tempo de co-cultivo foi o responsavel pela diferenca na eficiéncia. No controle, sem a
presenca de acetoseringona, nao foi possivel recuperar nenhum transformante, isso devido ao fato
desse composto ser responsavel pela indugdo dos genes vir durante o co-cultivo, sendo um fator
necessario para a agrotransformagao (DE GROOT et al., 1998).

Quando se analisa o teste de Tukey, é possivel observar que o tempo de 48 horas de co-
cultivo entre a linhagem EHA105 de A. tumefaciens e a linhagem 44 do fungo P. pinophilum foi
0 que apresentou maior eficiéncia na transformacdo genética, tanto a 5% como a 1% de
significancia (Tabela 14). Este tempo de co-cultivo ¢ comumente utilizado para muitos sistemas
de transformacdo (DE GROOT et al., 1998; COVERT et al., 2001; WELD; EADY; RIDGWAY,
2006; ZHONG et al., 2007). Este aspecto foi abordado em diversas pesquisas (GORFER et al.,
2007; MATA et al., 2007; RHO; KANG; LEE, 2001; ZEILINGER, 2004; ZHONG et al., 2007).

Dessa forma, avaliando o teste de Tukey (tanto a 5% como a 1% de significancia), o

tratamento com a combinagdo dos seguintes pardmetros: 200 pg.mL" de AS, 48 horas de co-

' 0s valores apresentados foram cotados pela empresa GE Healthcare Life Sciences do Brasil, nos dias 25/06/2010 e 30/06/2010,
respectivamente.
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cultivo e membrana de nailon foi o que apresentou maior eficiéncia na obtengdo de
transformantes para o sistema de transformagao em avaliacao (Tabela 14).

O que podemos caracterizar € que no presente sistema de transformacgao, o parametro que
mais afetou a eficiéncia de transformagao foi o tipo de membrana utilizada. Isso ¢ evidenciado na
Tabela 14, ja que estes apresentam média de formacao de coldnias transformadas estatisticamente
superior aos tratamentos utilizando papel filtro como suporte. Este fato possivelmente se deve
pela maior facilidade que a bactéria encontra de acessar o fungo quando a membrana de nailon ¢
usada. Isso porque a transferéncia da regido T-DNA tem sido mostrada como dependente de uma
intima associacao entre as células bacterianas e os conidios dos fungos (DUARTE, 2007), assim
a presenca de um substrato solido permite que as células receptoras e doadoras cresgam proximas
umas das outras. As diferencas observadas entre os tipos de suporte podem estar relacionadas as
propriedades quimicas das membranas (SUGUI; CHANG; KWON-CHUNG, 2005) e ao
diametro dos poros, os quais podem afetar a distribui¢do e associagdo de células bacterianas e
conidios, resultando em uma menor eficiéncia de transformagao.

Diferentes membranas, tais como nitrocelulose, néilon (Hybond), celofane e papel de
filtro, t€ém sido usadas na etapa de co-cultivo de diversos protocolos, entretanto, membranas de
nitrocelulose ¢ Hybond C tém proporcionado menores eficiéncias de transformagao
(MICHIELSE et al., 2005; VIJIN; GOVERS, 2003) do que o papel de filtro ¢ a Hybond N+
(ZEILINGER, 2004). O efeito positivo da membrana de ndilon (Hybond N+) também foi
observado para a transformagdo de E. nigrum (FAVARO, 2009), A. fumigatus (SUGUI;
CHANG; KWON-CHUNG, 2005), entre outros.

O estudo de diferentes parametros para um sistema de transformacao genética mediada
por A. tumefaciens ¢ de extrema importancia, ja que € possivel a obtencdo de um grande niimero
de transformantes (mutagénese insercional) em um curto espaco de tempo e com baixo custo.

Os experimentos de transformacgao resultaram em uma biblioteca de 1100 transformantes
insercionais. A purificacdo e o estoque das colonias transformadas foram realizados de acordo
com o item 2.2.7.5. A elevada quantidade de transformantes obtida no presente trabalho
demonstra a aplicabilidade desta metodologia para a geracdo de transformantes de P. pinophilum
de maneira relativamente simples, rapida e com baixo custo; permitindo o uso desta estratégia em
experimentos de mutagénese insercional aleatoria. P. pinophilum apresenta grande potencial

biotecnoldgico (controle de fitopatégenos, producdo de enzimas, solubilizagdo de fosfato e
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producao de AIA), assim o sistema de transformagao genética desenvolvido nesse trabalho pode
ser utilizado para descoberta de genes envolvidos nesses processos, assim como genes envolvidos
na interacdo com a cana-de-agucar e outros hospedeiros.

Tabela 13 - Efeito dos diferentes pardmetros sobre a eficiéncia da transformagio ©

Tempo de co-cultivo Concentracgdo de AS Tipo de membrana
(horas) (pg.mL'l) Papel filtro Nailon
24 200 13,333 204,667
400 14,000 95,000
48 200 28,000 482,667
400 25,667 197,000

@ A eficiéncia da transformagao corresponde ao numero de transformantes obtidos em 1 x 10’ conidios germinados
da linhagem 44 de P. pinophilum (média de quinze repetigdes, ou seja, cinco repeticdes para cada evento
independente de transformacao)

Tabela 14 - Teste de Tukey para os diferentes parametros sobre a eficiéncia da transformacao

Médias @ Parametros Teste de Tukey ®

5% 1%

200 pg.mL" de AS, 48 horas de co-cultivo e

482,667 . a A
membrana de nailon
204.667 200 pg.mL™" de AS, 24 horas de co-cultivo e b B
’ membrana de nailon
197.000 400 pg.mL™" de AS, 48 horas de co-cultivo e b B
’ membrana de nailon
95.000 400 pg.mL™" de AS, 24 horas de co-cultivo e c C
’ membrana de nailon
25667 400 pg.mL™" de AS, 48 horas de co-cultivo e d D
’ membrana de papel
200 pg.mL™" de AS, 48 horas de co-cultivo e
28,000 membrana de papel d b
400 pg.mL" de AS, 24 horas de co-cultivo e
14,000 membrana de papel de DE
-1 .
13,333 200 pg.mL" de AS, 24 horas de co-cultivo e de DE

membrana de papel

@ As médias correspondem ao niimero de transformantes obtidos em 1 x 10 conidios germinados da linhagem 44 de
P. pinophilum (média de quinze repeticdes, ou seja, cinco repetigdes para cada evento independente de
transformagao)

® Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey. Letras minusculas representam nivel de
significancia a 5%, enquanto que letras maiusculas representam nivel de significancia a 1%
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2.3.6.5 Analise da estabilidade mitotica dos transformantes

O sistema de transformagdo genética obtido no presente trabalho teve como objetivo a
obtencdo de transformantes expressando GFP de forma estavel, permitindo assim a anélise de
interagdo com cana-de-agucar. Apds 5 passagens sucessivas em meio de cultura ndo seletivo, ou
seja, com auséncia de higromicina B, conidios provenientes das colonias da ltima passagem
foram semeados em meio de cultura contendo 100 pg.mL™ de higromicina B. Foi possivel
observar que 100% dos transformantes avaliados mantiveram a capacidade de crescer na
presenga de higromicina B apds as sucessivas repicagens na auséncia do antibidtico. Wang e Li
(2008) demostraram que 100% dos transformantes de P. digitatum foram estaveis mitoticamente.
Transformantes de P. chrysogenum, com insercdo dos genes vgh e o gene de resisténcia a
bleomicina também apresentaram 100% de estabilidade (SUN; KONG; XU, 2002). Assim, 0s
dados apresentados corroboram com a literatura, onde altas taxas de estabilidade mitotica t€ém
sido descritas para diferentes espécies fungicas transformadas com gene gfp pelo sistema

Agrobacterium (FITZGERALD et al., 2003; GORFER et al., 2007; MARTINO et al., 2007).

2.3.6.6 Analise dos transformantes por microscopia dptica de fluorescéncia (MOF)

Para confirmagdo da expressio do gene gfp, cinco transformantes escolhidos
aleatoriamente foram avaliados por microscopia Optica de fluorescéncia. Em todos os
transformantes analisados foi possivel observar a emissdo de fluorescéncia tanto nas hifas quanto
nos conidios (Figura 8), mesmo apods as sucessivas repicagens em meio de cultura sem a
higromicina B. Nao foi detectada fluorescéncia nas hifas e nos conidios da linhagem selvagem.

A expressdo da proteina GFP foi distribuida ao longo das hifas, principalmente nas
extremidades em crescimento ativo. Ao longo do citoplasma foi possivel verificar um acumulo
em regides especificas (Figura 8I), possivelmente representando ntcleos, como demonstrado para
outros fungos (RODRiGUEZ—TOVAR et al., 2005; MULER et al., 2006). O acimulo de GFP
livre no nicleo ¢ comum em organismos eucariotos, devido ao pequeno tamanho dessa proteina,
o qual esta abaixo do tamanho de exclusdo para transporte passivo por meio do complexo de poro

nuclear (FABRE; HURT, 1994).
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Figura 8 - Analise de microscopia de fluorescéncia de transformantes da linhagem 44 de P. pinophilum. A)

Micélio da linhagem 44 ndo emite fluorescéncia quando exitados com luz ultravioleta (aumento de
200X). B) Esporos do transformante P12-gfp emitem fluorescéncia sob luz UV (aumento de
400X). C) Hifas do transformante P28-gfp emitem fluorescéncia sob luz UV (aumento de 200X).
D) Hifas do transformante P4-gfp emitem fluorescéncia sob luz UV, a seta mostra o enrolamento
das hifas (aumento de 100X). E) Detalhe da hifa do transformante P4-gfp (aumento de 630X). F)
Detalhe de segmento de hifa fluorescente do transformante P6-gfp; note o acimulo de regides
fluorescentes ao longo do citoplasma (aumento de 630X). G) Conidioforo do transformante P98-
gfp emitindo fluorescéncia sob luz UV (aumento de 200X). H) Hifas e esporos do transformante
P56-gfp emitem fluorescéncia sob luz UV (aumento de 200X). I) Hifas do transformante P73-gfp
emitem fluorescéncia sob luz UV; a seta indica local de intensa fluorescéncia (aumento de 200X).
J) Conididforo e conidios do transformante P37-gfp emitindo fluorescéncia sob luz UV (aumento
de 400X). K) Detalhe de um conididforo e conidios do transformante P50-gfp emitindo
fluorescéncia sob luz UV (aumento de 630X). L) Conidioforos do transformante P16-gfp emitindo
fluorescéncia sob luz UV (aumento de 400X)
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2.3.6.7 Confirmacao da transformacao genética por PCR (Polymerase Chain Reaction)

A transformacdo também foi confirmada a partir da amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 750 pb, que corresponde ao gene gfp (Figura 9) e por outro fragmento de
aproximadamente 600 pb, que corresponde ao gene Aph (Figura 10). A linhagem selvagem (44)
ndo apresentou nenhum produto de amplificacdo (Figuras 9 e 10). Wang e Li (2008)
demonstraram a estabilidade dos transformantes putativos de P. digitatum pela amplificacdo do
gene hph. Os mesmos resultados foram encontrados para Favaro (2009) para transformantes de E.

nigrum.

700 pb —>
500 pb —

300pb —

Figura 9 - Amplificagdo do gene gfp com os iniciadores glGFP5 e glGFP3 (FITZGERALD et al., 2003).
Linha 1 representa a auséncia de amplifica¢ao a partir do DNA da linhagem selvagem 44 de P.
pinophilum; linha 2 representa o fragmento de DNA amplificado a partir do vetor pFAT-gfp;
linhas 3 a 10 representam os segmentos de DNA amplificados a partir de oito transformantes
escolhidos ao acaso. Linha M contém o marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb
(Fermentas Life Sciences, Brasil)
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600 pb —>
300 pb —>

300 pb —>

Figura 10 - Amplificagdo do gene sph com os iniciadores hphl e hph2 (MALONEK; MEINHARDT,
2001). Linha 1 representa a auséncia de amplificacdo a partir do DNA da linhagem selvagem
44 de P. pinophilum; linha 2 representa o fragmento de DNA amplificado a partir do vetor
pFAT-gfp; linhas 3 a 10 representam os segmentos de DNA amplificados a partir de oito
transformantes escolhidos ao acaso. Linha M contém o marcador de peso molecular DNA
Ladder 100 pb (Fermentas Life Sciences, Brasil)

2.3.6.8 Analise de Southern blot

O numero de copias do T-DNA foi avaliada por Southern blot, utilizando como sonda um
fragmento de DNA de 700 pb contendo sequéncia do gene gfp. Foram avaliados 5
transformantes, todos apresentaram inser¢des unicas do T-DNA. Na Figura 11 ¢ possivel
observar a insercdo Unica do transformante denominado P4-gfp. Entretanto, nenhum sinal de
hibridizacdo foi observado para a linhagem selvagem 44 e o vetor pFAT-gfp apresentou uma
banda de ~15 kb. A elevada frequéncia de transformantes de P. pinophilum apresentando copia
unica do T-DNA (100%) integrada de maneira aleatéria no genoma € consistente com 0s
resultados obtidos para varias espécies de fungos que tém sido transformadas por 4. tumefaciens
(MICHIELSE et al., 2005; JEON et al., 2007; BLAISE et al., 2007; HUSER et al., 2009). Wang e
Li (2008) realizaram analise de Southern blot para 14 transformantes de P. digitatum escolhidos
aleatoriamente e observaram a produ¢do de um unico fragmento, sugerindo inser¢ao unica do T-
DNA. Transformantes de P. chrysogenum também apresentaram inser¢ao de uma tnica copia do
T-DNA (SUN; KONG; XU, 2002).

O numero de copias do T-DNA inseridas no genoma do fungo ¢ determinada por

diferentes parametros. O material inicial utilizado pode influenciar, como demonstrado por
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Mikosch et al. (2001), onde o uso de conidios germinados levou a maior formagdo de
transformantes contendo multiplas copias do T-DNA do que a utilizagdo de micélio, onde houve
a predominancia de transformantes com uma Unica copia. A integracdo de copia unica ¢
importante para identificacdo de genes interrompidos pelo T-DNA. Desse modo, os resultados
obtidos no presente trabalho mostram que a transformagao mediada por A. tumefaciens pode ser
utilizada como uma ferramenta para mutagénese insercional aleatoria nesse fungo, e que as

regides gendmicas interrompidas pelo T-DNA podem ser clonadas e identificadas.

15 kb

Figura 11 - Hibridizacdo de Southern blot para o transformante P754-gfp de P. pinophilum. O DNA
gendmico foi digerido com a enzima de restricdo EcoRI, a qual corta o T-DNA duas vezes
e ndo corta internamente o gene gfp, corrido em gel de agarose 0,8%, transferido para
membrana de ndilon e hibridizado com fragmento de 700 pb (gene gfp) marcado com
digoxigenina. Linha 1 representa o controle positivo (plasmidio pFAT-gfp). Linha 2
representa o transformante. Linha 3 representa o controle negativo (linhagem selvagem 44).
As bandas visualizadas estdo indicadas com setas
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2.3.6.9 Amplifica¢do, clonagem e sequenciamento das regides que flanqueiam o T-DNA

Foram avaliados 15 transformantes quanto a aplicacdo da técnica TAIL-PCR (LIU et al.,
1995) para identificar regides que flanqueiam a inser¢do do T-DNA no genoma dos
transformantes. As reagcdes de TAIL-PCR foram consideradas positivas quando a reacao terciaria
produziu um fragmento do tamanho esperado, com base na posi¢do de anelamento dos
iniciadores especificos para as bordas do T-DNA.

Utilizando os iniciadores especificos para a borda esquerda (LB) do vetor pFAT-gfp, em
combinagdo com os iniciadores arbitrarios AD1, AD2 E AD3 foi possivel obter produtos de
amplificacdo unica apenas para 6 transformantes. Todos foram obtidos utilizando o iniciador
AD2. O tamanho dos produtos de amplificagdo variou de 600 a 750 pb. Como exemplificado na
Figura 12 ¢ possivel observar uma diminui¢do do tamanho dos produtos de PCR, principalmente
entre os produtos das reagdes secunddria e tercidria, isso devido ao arranjo em nested da posicao
de anelamento do iniciador especifico da regido do T-DNA. A eficiéncia de 45% da técnica
TAIL-PCR apresentada no presente trabalho corrobora com os dados apresentados por Blaise et
al. (2007), onde 45% dos transformantes do fungo L. maculans apresentaram produtos de
amplificacdo Unicos, sendo que o iniciador AD2 foi superior quanto a eficiéncia em relagdo aos
iniciadores AD1 e AD3. Entretanto, outros trabalhos apresentaram uma maior eficiéncia de
recuperacdo de produtos Unicos, como ¢ o caso do fungo E. nigrum com 75% de eficiéncia
(FAVARO, 2009) e F. oxysporum com 90% de eficiéncia (MULLINS et al., 2001).

Quando se testou a borda direita (RB) ndo foi possivel a recuperagdo de nenhum produto
na reagao tercidria, sendo que alguns nao apresentaram produtos e outros apresentaram diversas
bandas. A baixa eficiéncia de recupera¢do desta regido também foi relatada para outros fungos
(BLAISE et al., 2007; HUSER et al., 2009; FAVARO, 2009). A ineficiéncia de recuperagio
dessa borda pode ser devida a incompatibilidade dos iniciadores utilizados, a inser¢do de
repeticdes invertidas em tandem (RB para RB) ou ao truncamento desta regido antes do sitio de
anelamentos dos iniciadores durante a integracdo no genoma, o que pode interferir com o
processo de TAIL-PCR. Mullins et al. (2001) comenta que nao ¢ possivel recuperar os produtos
desejados se as sequéncias das bordas tornam-se truncadas além dos sitios de anelamentos dos
iniciadores especificos, sendo esse um aspecto importante da técnica, o que reduz sua eficiéncia.

Dessa forma, a construcdo de novos iniciadores ou ainda a utilizacdo de outras técnicas, como
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IPCR (PCR inverso), podem ser uteis para a recuperagdo das sequéncias dos transformantes
(JEON et al., 2007).

1000 pb —»
750 pb —>

500 pb —>

Figura 12 - Analise em gel de agarose dos produtos gerados por TAIL-PCR a partir de 2 transformantes
representativos (P4-gfp e P6-gfp, respectivamente). A amplificacdo desses fragmentos foi
realizada com os iniciadores especificos da borda esquerda do T-DNA do vetor pFAT-gfp
(LB1-1, LB2-2 ¢ LB3-1) e com o iniciador arbitrario degenerado AD2. A Figura representa os
produtos das reagdes primaria, secunddria e terciaria (da esquerda para direita). Os produtos de
amplificagdo que representam as jungdes do T-DNA com o genoma do fungo estdo
correspondentesmarcados com asteriscos, nas colunas correspondentes a reagdo terciaria de
TAIL-PCR. (M) Marcador de peso molecular 1 Kb (Fermentas Life Sciences, Brasil)

A andlise das sequéncias que flanqueiam a borda esquerda foi realizada para 6
transformantes. Em dois desses a sequéncia que flanqueia esta regido correspondeu a sequéncia
do proprio plasmidio pFAT-gfp, o que caracteriza que nesses transformantes a inser¢do nao foi
do T-DNA, mas também do vetor binario. Assim, ndo foi possivel determinar as sequéncias que
flanqueiam a borda esquerda pelo fato desta ter ultrapassado o tamanho de 600 pb. Em outros
dois, as sequéncias ndo apresentaram alinhamentos significativos com sequéncias depositadas no
GenBank, como resultado do BlastX (dados ndo mostrados).

Para a sequéncia de DNA identificada do transformante P6-gfp, foi encontrada baixa

identidade com sequéncias de proteinas depositadas no GenBank. Utilizando a ferramenta
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BlastX, o transformante apresentou similaridade (E value= e-**; identidade=40%) como uma
proteina hipotética FGSC A4 de A. nidulans e de vérios fungos onde o genoma tem sido anotado,
a qual tem um dominio conservado da familia das fenilacetil. Esta familia ¢ representada por
diversas enzimas (fenilacetii CoA ligase, fenilacetili CoA hidroxilase etc) comuns no
metabolismo de microrganismos e catalizam rea¢des quimicas (RHEE; FUCHS, 1999).

Para a sequéncia de DNA identificada do transformante P4-gfp, foi encontrada baixa
identidade com sequéncias de proteinas depositadas no GenBank. Utilizando a ferramenta
BlastX, o transformante apresentou similaridade (E value= ¢ identidade=48%) como uma
proteina hipotética AN0268.2 de A. nidulans e de varios fungos onde o genoma tem sido anotado.
Esta proteina ¢ da familia SepA, a qual ¢ requerida para formagdo do septo e tem papel no
estabelecimento e manuten¢do da polaridade das hifas (HARRIS et al., 1997, 1999). MesA, atua
como um determinante espacial para estabilizar os eixos de extensdo das hifas polarizadas
(PEARSON et al.,, 2004). Esse dado ¢ bastante representativo, ja que esse transformante
apresentou um enrolamento das hifas, como mostrado na Figura 13. O transformante P4-gfp
também apresentou alteracdo na coloracdo da coldnia, de verde (linhagem selvagem 44) para
marrom. Mais uma vez afirmamos a importancia da metodologia de transformacdo genética
mediada por A. tumefaciens, a qual pode ser utilizada como ferramenta de mutagénese insercional
e gerar transformantes representativos para diversas pesquisas, como a identificagdo de genes
envolvidos em processos bdsicos do fungo, assim como em processos metabolicos e também

gene relacionados com a interagdao endofito-planta.

Figura 13 - Analise de microscopia de epifluorescéncia do transformante de Penicillium pinophilum P-4gfp.
As hifas emitem fluorescéncia sob luz UV. As setas indicam o enrolamento das hifas. A)
Aumento de 200X. B) Aumento de 100X. C) Aumento de 630X
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2.3.7 Interacao de P. pinophilum e arroz

Com o objetivo de facilitar as analises em plantas de cana-de-acucar, assim como fazer
uma comparacdo da mesma com outra espécie de planta, foi avaliada a interagdo de P.
pinophilum transformado com o gene gfp com plantulas de arroz. Os transformantes utilizados
foram o P4-gfp e o P6-gfp. Ambos foram escolhidos para a andlise por manter a estabilidade
mitdtica apds sucessivas repicagens em meio de cultura ndo seletivo. Ja o transformante P6-gfp
foi escolhido por apresentar caracteristicas morfoldgicas semelhantes a linhagem selvagem 44,
que deu origem a transformacao; ja o transformante P4-gfp foi escolhido por ser um mutante
morfoldgico e, portanto, apresentar possiveis diferengas em relagdo ao isolado selvagem. Além
disso, ambos foram caracterizados por meio de TAIL-PCR e consequentemente tiveram as
regides que flanqueiam a inser¢d@o do T-DNA no genoma dos transformantes identificadas.

Nos experimentos de interacao de P. pinophilum com plantas de arroz, assim como com
cana-de-agucar, foram utilizados dois filtros, o FITC (459-490 nm) e o Rodamina (546 nm), para
facilitar a visualizacdo do fungo uma vez que as células vegetais das raizes de cana-de-actcar
apresentam grande autofluorescéncia, € o fungo s6 emite fluorescéncia sob filtro FITC, assim ¢
possivel distinguir claramente o tecido radicular do fingico em imagens sobrepostas.

Nos experimentos de interagdo com arroz foi possivel observar que o fungo endofitico de
raiz de cana-de-agtcar P. pinophilum foi capaz de colonizar endofiticamente essa cultura in vitro.
O crescimento do fungo foi crescente nos trés tempos avaliados (24, 48 e 72 horas). As Figuras
14 ¢ 15 mostram a colonizagdo intercelular nas primeiras camadas do tecido radicular pelos
transformantes P4-gfp e P6-gfp, onde € possivel visualizar hifa e conidios em interacdo com as
raizes de arroz. Entretanto, foi observado que as plantas de arroz apresentaram sintomas apos 7
dias de contato com o fungo, como queima e murcha das folhas. Fungos mutualistas (endofitos e
micorrizas) causam mudangas na maquinaria metabolica da planta hospedeira (HARMAN et al.,
2004), como por exemplo influéncia no balanco hidrico da planta (ARNOLD; ENGELBRECHT,
2007; AUGE, 2001). A interagdo endofitica ¢ considerada um balango entre a resposta de defesa
da planta e a demanda de nutrientes do endéfito (KOGEL; FRANKEN; HUCKELHOVEN,
2006). No caso da interacdo entre P. pinophilum e plantulas de arroz, apds o fungo ter se
estabelecido na planta, pode ter ocorrido um desbalango e os sintomas da doenga apareceram. O
balanco ¢ afetado por fatores genéticos, fisiologicos e ambientais. Além disso, a colonizacdo de

diferentes hospedeiros pode fazer com que os fungos adotem estilos de vida diferentes.
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Figura 14 - Imagens de microscopia Optica de fluorescéncia, mostrando a colonizagdo de raizes de arroz
pelo transformante P4-gfp de P. pinophilum. A) A seta branca mostra a presenga de uma hifa
emitindo fluorescéncia verde, em um corte transversal de raiz; a seta amarela mostra a entrada
de conidios na raiz — Aumento 630 X. B) P. pinophilum entrando em contato com células
mais internas da raiz de arroz — Aumento 630 X

Figura 15 - Imagens de microscopia oOptica de fluorescéncia (MOF) sob filtro FITC (459-490nm) e
Rodamina (546 nm) e com sobreposi¢cdo das imagens desses filtros, mostrando a colonizagao
de raizes de arroz pelo transformante P6-gfp de P. pinophilum. A) Fragmento de raiz inteira
de arroz colonizado pelo transformante P6-gfp, com 48 horas de interagdo. B) Fragmento de
raiz inteira de arroz colonizado pelo transformante P4-gfp, com 72 horas de interagdo. C)
Corte transversal de raiz colonizado pelo transformante P4-gfp, com 72 horas de interag@o.
Aumento 100X
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Na Figura 16 podemos observar a raiz de arroz colonizada pelo transformante P6-gfp,
com 72 horas de interagdo. O corte transversal mostra um pélo radicular lateral com intensa
presenca do fungo. Este fato ocorre principalmente porque esta ¢ uma area com intensa atividade
celular e enzimatica (emergéncia e crescimento do pélo) e também devido a abertura de muitas
feridas naturais oriundas desse crescimento. Isso permite um acesso mais rapido e facil para o
fungo ao interior da planta. Fungos endofiticos podem entrar na planta hospedeira por meio de
aberturas naturais como estomatos, pélos ou por entre as células da epiderme através da cuticula
via acdo de enzimas liticas, como descrito para o fungo Beauveria bassiana (WAGNER; LEWIS,
2000). Dessa forma, enquanto alguns fungos utilizam aberturas naturais ou ferimentos para
efetuar a entrada, outros desenvolveram mecanismos especializados para transpor barreiras
estruturais externas, cuticula e parede celular das células epidérmicas da planta (KNOGGE,
1996). Assim, no caso da interagdo entre o fungo endofitico de cana-de-agucar P. pinophilum e

plantulas de arroz, in vitro, ambas as formas foram observadas.

Figura 16 - Imagens de microscopia optica de fluorescéncia (MOF) sob filtro FITC (459-490nm),
Rodamina (546 nm) e com sobreposicao das imagens desses filtros, mostrando a colonizagao
de raizes de arroz pelo transformante P6-gfp de P. pinophilum, com 72 horas de interagdo.
Aumento 100X

2.3.8 Interacao de P. pinophilum e cana-de-agicar

Além de desenvolver uma metodologia de transformacgdo genética de P. pinophilum, o
presente trabalho também desenvolveu um método de reintroducdo de uma linhagem
geneticamente modificada em plantas axénicas de cana-de-agucar, e investigou a capacidade de
colonizacdo de raizes in vitro. Dessa forma, dois transformantes foram escolhidos para as

analises: P4-gfp e P6-gfp.
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Nao foi possivel observar emissdao de fluorescéncia nas raizes colonizadas pela linhagem
selvagem 44 de P. pinophilum. Assim, foi realizada a observacao dessa linhagem, que deu
origem a transformacdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens, em microscopio
optico de luz. A Figura 17 mostra a colonizagdo de um corte transversal de raiz pelo fungo, a
linhagem 44 se mostrou bastante agressiva, colonizando toda a raiz, mas com preferéncia pelas
pontas. Além disso, podemos novamente enfatizar a importancia da utilizacdo do gene gfp como
gene reporter, devido ao fato desse usar a luz ultravioleta e oxigénio e ndo requerer cofatores ou
substratos como outros reporteres, além do fato de facilitar a visualizagdo da interacdo

(ABELLO; KELEMU; GARCIA, 2008; TANAKA et al., 2006).

Figura 17 - Imagens de microscopia Optica de luz mostrando a colonizagdo de raiz de cana-de-acucar pela
linhagem selvagem 44 de P. pinophilum, com 48 horas de interacdo. Aumento 100X

2.3.8.1 Analise in vitro da interacio de transformantes de P. pinophilum expressando GFP

com plantas de cana-de-acuicar por microscopia optica de fluorescéncia (MOF)

A Figura 18 permite a observacdo do aspecto de raizes de cana-de-agucar, tanto
fragmentos de raizes inteiras, assim como corte transversal, na auséncia do fungo. Em todos os
experimentos plantulas de cana-de-a¢ticar sem inoculagdo foram avaliadas, a fim de confirmar a

caracteristica axénica das mesmas.
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Figura 18 - Imagens de microscopia optica de fluorescéncia (MOF) sob filtro FITC (459-490nm),
Rodamina (546 nm) e com sobreposi¢do das imagens desses filtros, mostrando a auséncia de
colonizagdo do fungo P. pinophilum. A) Fragmento de raiz inteira de cana-de-agucar. B)
Corte transversal de raiz de cana-de-agticar. Aumento 100X

O sistema de transformagdo obtido no presente trabalho, o qual inseriu o gene gfp no
fungo endofitico de cana-de-agtcar P. pinophilum via A. tumefaciens permitiu avaliar a dindmica
de crescimento desse fungo na planta hospedeira. A observacdo de raizes de cana-de-agucar
inoculadas com os transformantes P4-gfp e P6-gfp permitiu a visualizagdo de uma densa massa
micelial envolvendo as raizes (Figura 19 B e C). Também foi observada a producdo de conidios
nas amostras coletadas apos 72 horas. Além da intensa coloniza¢do da superficie das raizes, em
alguns cortes transversais foi possivel observar colonizagao intercelular nas primeiras camadas do
tecido radicular (Figuras 20 e 21).

O fungo foi bastante agressivo e o crescimento mostrou-se crescente nos trés tempos
avaliados (24, 48 e 72 horas), com intensa coloniza¢do no tempo de 72 horas (Figura 19 C). O
transformante P4-gfp apresentou a mesma intensidade de colonizacdo do transformante P6-gfp,
entretanto, com 48 horas o primeiro apresentou uma preferéncia pelas pontas das raizes, esse fato
se da pela questio nutritiva. J& com 72 horas ambos apresentaram o mesmo padrdo de
colonizacdo, tomando a raiz toda.

Os resultados mostraram que os transformantes de P. pinophilum sao capazes de colonizar
raizes de plantas de cana-de-aclicar endofiticamente, mas raramente coloniza as partes mais

superiores da planta (colmos e folhas), no periodo de tempo avaliado. Dessa forma, podemos
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dizer que ndo ocorre movimentagao desse fungo na planta hospedeira nas condi¢des avaliadas
nesse trabalho. Wagner e Lewis (2000) mostraram que apos a penetracao de B. bassiana no
tecido do hospedeiro, o enddfito pode se movimentar de forma passiva no interior do hospedeiro,
por meio do xilema.

A colonizagdo de raizes ocorreu em elevada frequéncia (Figura 21A) e ndo levou a
mudancas fenotipicas aparentes nas plantas. Em comparacdo aos experimentos de arroz ¢
possivel afirmar que P. pinophilum se mostrou mais agressivo a cana-de-agucar, indicando que
essa interacdo ¢ mais eficiente. Esse fato pode ser confirmado pela presenga de sintoma de
doenca em arroz com 7 dias de interagdo ¢ a auséncia desses na interagdo com cana-de-agucar.
Na interacao entre cana-de-actcar e os transformantes de P. pinophilum o fungo pode utilizar-se
de mecanismos especializados para transpor barreiras estruturais externas, cuticula e parede
celular das células epidérmicas da planta, como a producdo de enzimas. A interagdo fungo-planta
¢ uma relagdo bastante complexa, na qual a coloniza¢do de diferentes hospedeiros pelo mesmo
fungo pode fazer com que esse adote estilos de vida diferentes, um exemplo classico € o patogeno
de curcubitaceas, Colletotrichum magna, que € isolado como endofito em plantas de outras
espécies (FREEMAN; RODRIGUES, 1993). Além disso, pequenas mutagdes podem causar
mudanga no estilo de vida. A mutagdo no gene path-1 alterou a intera¢ao do fungo C. magna com
curcubitaceas, de patogénico para ndo patogénico (FREEMAN; RODRIGUES, 1993). Ja Tanaka
et al. (2006), descreve que mutagdes em um unico gene (noxA) do fungo endofitico Epichloé
festucae levaram a mudangas no seu estilo de vida durante a interacdo com Lolium perenne, que
passou de mutualista para parasitico, descrevendo uma nova fungdo para as espécies reativas de
oxigénio na regulacao da interacao mutualistica. Guimil et al (2006), realizaram a comparacao do
transcriptoma de arroz na resposta a coloniza¢do de microrganismos, um simbionte microrrizico
Glomalean e dois patogenos, Magnaporthe grisea e Fusarium moniliforme. Os autores
observaram conservagdo na resposta a colonizagdo de arroz por simbiontes e patogenos. Esses
trabalhos fornecem um maior entendimento da base genética e da plasticidade da interagcdo
simbidtica entre fungos e plantas.

Diversos trabalhos tém utilizado a proteina GFP nos estudos de interacdo endoéfito-planta.
Abello, Kelemu e Garcia (2008) desenvolveram um sistema de transformagdo mediada por A.
tumefaciens para o fungo Acremonium implicatum, um endofito de Brachiaria grasses, o que

possibilitou a visualizacdo desse fungo nos tecidos da planta. Os autores ainda reforcam que essa
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tecnologia pode ajudar na transferéncia e expressao de genes com importancia agronomica em
plantas hospedeiras. Em outro trabalho, o fungo 7. harzianum, comumente encontrado como
saprofita de solos, foi transformado com um vetor contendo o gene gfp sob controle de um
promotor constitutivo para avaliar a capacidade de colonizar endofiticamente tecidos das raizes

de plantas de tomate (CHACON et al., 2007).

Figura 19 - Imagens de microscopia optica de fluorescéncia (MOF) sob filtro FITC (459-490nm),
Rodamina (546 nm) e com sobreposi¢do das imagens desses filtros, mostrando a colonizagao
de raizes de cana-de-agucar. A) Fragmento de raiz inteira de cana-de-actcar colonizado pelo
transformante P6-gfp de P. pinophilum, com 24 horas de interacdo. B) Fragmento de raiz
inteira de cana-de-agucar colonizado pelo transformante P6-gfp de P. pinophilum, com 48
horas de interacdo. C) Fragmento de raiz inteira de cana-de-agucar colonizado pelo
transformante P6-gfp de P. pinophilum, com 72 horas de interacdo. Aumento 100X

Figura 20 - Imagens de microscopia optica de fluorescéncia (MOF) sob filtro FITC (459-490nm),
Rodamina (546 nm) e com sobreposi¢do das imagens desses filtros, mostrando a colonizacao
de raizes de cana-de-acticar pelo transformante P4-gfp de P. pinophilum. A) Corte
transversal de raiz, com 48 horas de interacdo. Aumento 400X
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Figura 21 - Imagens de microscopia optica de fluorescéncia (MOF) sob filtro FITC (459-490nm),
Rodamina (546 nm) e com sobreposicao das imagens desses filtros, mostrando a colonizacao
de raizes de arroz pelo transformante P4-gfp de P. pinophilum. A) Corte transversal de raiz
colonizado pelo transformante P4-gfp, com 72 horas de interagdo. Aumento 100X. B) Corte
transversal de raiz colonizado pelo transformante P4-gfp, com 72 horas de interagdo.
Aumento 400X

2.3.8.2 Analise in vitro da interacido de transformantes de P. pinophilum expressando GFP

com plantas de cana-de-agucar por reisolamento

A capacidade do fungo P. pinophilum em colonizar tecidos de cana-de-agucar
endofiticamente foi confirmada por reisolamento das linhagens transformadas P4-gfp e P6-gfp,
usando como ferramenta para confirmacdo da identidade do fungo reisolado, a resisténcia ao
antibidtico higromicina B e a expressdo da proteina GFP. Essa estratégia, baseada na inoculagdo
e reisolamento do fungo endofitico aplicando os postulados de Koch, tem sido amplamente
empregada em estudos que avaliam a capacidade de estabelecimento de uma interagdao endofitica
com a planta hospedeira (REDMAN; DUNIGAN; RODRIGUEZ, 2001; SCHULZ et al., 1998;
SCHULZ et al., 1999; SIEBER, 2007).



103

O reisolamento confirmou o aumento do nimero de colonias do fungo nos tempos
avaliados (Figura 22), assim como ndo existe diferenca nos padrdes de colonizagdo de ambos os
transformantes, os quais apresentam nimeros muito proximos de colonias obtidas por placa.
Tanto o controle de plantulas sem inoculagdo dos fungos, assim como a utilizada na ultima
lavagem, nao apresentaram o crescimento de colonias do fungo. Esse ultimo controle teve a
finalidade de se avaliar a eficiéncia do processo de desinfeccao.

Os dados de reisolamento mostraram que P. pinophilum ¢ capaz de colonizar plantas de
cana-de-agucar endofiticamente, e que essa colonizagdo se da preferencialmente nas raizes dessas
plantas, indicando que esse fungo geralmente ndo se desloca para as partes mais superiores da
planta, ja que o fungo ndo cresceu em isolamentos de folhas e colmos de plantulas axénicas de
cana-de-agucar. Possivelmente, esse mesmo fato ocorre na planta in vivo. Ruiz-Diez (2002)
comenta da possibilidade de desvendar aspectos moleculares da biologia dos organismos, pela

correlacao de resultados obtidos in vitro com as consequéncias bioldgicas in vivo.
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i Isolado 44 selvagem
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Figura 22 - Frequéncia de reisolamento de raizes axénicas de cana-de-agucar. Controle 1 representa
plantulas axénicas sem inoculagdo dos fungos. Controle 2 representa a agua da ultima
lavagem. Cada placa continha 7 fragmentos de raizes. O numero de colonias representa a
média de trés repeticdes. Médias seguidas de letras diferentes, diferem pelo teste de Tukey,
com nivel de significancia a 5% para cada transformante
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2.3.9 Avaliacao da biblioteca de transformantes em relacdo a secrecido de pectina liase e

poligalacturonase

Considerando que os isolados da comunidade fingica do género Penicillium, formada por
isolados endofiticos de raiz e de rizosfera apresentaram elevada secre¢do das enzimas pectina
liase e poligalacturonase, transformantes foram avaliados em relagao a producao dessas enzimas.
Para isso 0 método de detec¢ao das enzimas em meio de cultura solido foi utilizado. Assim, 300
transformantes da linhagem 44 de P. pinophilum, resultantes da transformagdo genética mediada
por A. tumefaciens, passaram por um screening em relagdo a atividade de pectinases. Todos os
transformantes apresentaram producao de pectina liase em niveis proéximos aos apresentados
pelos isolados avaliados nesse trabalho (dados ndo mostrados). Entretanto, apenas um
transformante (P178-gfp) apresentou auséncia de secre¢do da enzima poligalacturonase.

Dessa forma, foram construidos iniciadores de ambas as enzimas (Tabela 15). Uma das
principais técnicas utilizadas em biologia molecular ¢ a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Com a utilizacdo desse método € possivel amplificar milhares de vezes um fragmento de DNA. O
processo de desenho dos iniciadores ¢ uma etapa chave para um PCR bem sucedido, necessitando
do conhecimento prévio da sequéncia de DNA alvo, onde se deseja que esses iniciadores sejam
ligados. O desenho dos iniciadores ¢ dividido em varias fases: busca e escolha das sequéncias de
interesse; alinhamento das sequéncias e determinagdo do consenso; selecdo da regido consenso
mais conservada, além da escolha e teste dos iniciadores.

Para o transformante P178-gfp, assim como outros transformantes avaliados, foi possivel
observar a amplificacdo do fragmento de 680 pb referente ao gene da pectina liase (dados nao
mostrados). Contudo, para o transformante P178-gfp ndo foi possivel detectar a amplificagdao do

fragmento de 745 pb, representativo do gene da poligalacturonase (Figura 23).
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Tabela 15 - Iniciadores construidos, alvo e sequéncia de bases dos iniciadores

Iniciadores Alvo Sequéncia

PL (F) Pectina liase GTRTCATCAAGGGCA
PL (R) TGGAACACGTTACCCTC
PG (F) Poligalacturonase CCMGHTGGTGGGAYGG
PG (R) GWRATNGGRAYHCCG

@ As bases R, M, H, Y e W sdo bases degeneradas e correspondem a R=A,G; M=A,C; H=A,T,C; Y=C,T e
W=AT

700 pb

500 pb

Figura 23 - Amplificacdo do gene da poligalacturonase. Linha 1 representa a auséncia de amplificacdo a
partir do DNA do isolado 267 (Talaromyces trachyspermus). Linha 2 a 4 ¢ 6 a 7 representam
os segmentos de DNA amplificados a partir de sete transformantes escolhidos ao acaso. Linha
5 representa a auséncia de banda para o transformante P178-gfp. Linha M contém o
marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb (Fermentas Life Sciences, Brasil)

A parede celular de plantas ¢ constituida principalmente de biopolimeros de celulose,
hemicelulose, lignina e pectina (ARO et al., 2005). Enzimas extracelulares de degradagdo da
parede celular da planta hospedeira sdo produzidas por fungos, bactérias e nematdides, as quais
podem ser pectinases, cutinases, celulases, xilanases, proteases, entre outras, mostrando que a

parede celular de plantas constitui o fator chave para interagdo fungo-planta (GOTESSON et al,

2002).
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A endopoligalacturonase ¢ uma enzima que hidrolisa ligacdes galacturosidicas de
substancias pécticas (DEMAIN; PHAFF, 1957 citado por JAYANI et al, 2005). A acdo de
enzimas pécticas, em particular, a endopoligacturonase na parede celular parece ser um pré-
requisito para a degradacdo da parede celular (MORADAS-FERREIRA et al., 2006).

Com o exposto acima podemos supor que a secrecdo dessa enzima pelo fungo endofitico
de raiz P.pinophilum poderia estar relacionada ao processo de interagdo com a planta hospedeira.
Para isso, o transformante P178-gfp foi avaliado em ensaio de interagdo com plantulas de cana-
de-acucar. Constatou-se que este foi capaz de colonizar a planta por meio de microscopia Optica
de fluorescéncia e reisolamento (dados ndo mostrados). A enzima endopoligalacturonase pode ser
representada por uma unica copia no genoma do fungo, ou estar presente em uma familia de
multigenes, formando clusters. Ten-Have et al. (1998) caracterizaram uma Unica
endopoligalacturonase requerida para a doenca causada por Botrytis cinerea. Por outro lado,
Wubben et al. (1999) descreveram cinco endopoligalacturonases de B. cinerea, caracterizando
dessa forma toda a familia de genes. Assim, mais estudos devem ser realizados em relacdo ao
papel do gene da poligalacturonase na interacdo P. pinophilum e a cana-de-aglcar. Existe a
possibilidade deste gene ndo participar do processo de colonizacdo, assim como esse pode fazer
parte de um complexo de genes de endopoligalacturonase.

A maioria das pesquisas com fungos endofiticos ¢ relacionada ao isolamento, descrigao
de novas espécies, taxonomia e potencial para uso em controle biologico, secrecao de metabdlitos
secundarios. A biblioteca de transformantes criada no presente trabalho permitird estudos
relacionados a interagcdo fungo-planta, com a descoberta de genes envolvidos nesse processo. A
elevada eficiéncia de transformacao demonstrada permite afirmar que esse sistema de
agrotransformacdo para o fungo P. pinophilum tem aplicabilidade como estratégia em

experimentos de mutagénese insercional.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A comunidade fiingica estudada no presente trabalho, composta por isolados de raiz e da
rizosfera de cana-de-acucar, do gé€nero Penicillium, apresenta um grande potencial
biotecnoldgico. Alguns isolados inibiram o crescimento dos fitopatogenos de cana-de-agticar
Ceratocystis paradoxa, Colletotrichum acutatum e Fusarium verticillioides. Em relagao a
secrecdo de enzimas, poucos isolados apresentaram producdo das enzimas protease e amilase,
13,72% e 21,57% respectivamente. Entretanto, a maioria dos isolados secretou as enzimas
celulase (80,39%), lipase (86,27%), pectina liase (80,39%) e poligalacturonase (88,23%). Os
resultados sugerem que a produgdo de enzimas hidroliticas por isolados endofiticos de raiz e
rizosfera, do género Penicillium, além de apresentar aspectos de interesse industrial pode ser
importante para a nutri¢do do fungo durante a interagdo endofitica com cana-de-agucar.

Os isolados avaliados solubilizaram fosfato inorganico nos trés meios de cultura s6lidos
avaliados. Quanto a producao de acido indol acético todos os isolados avaliados produziram esse
fitohormodnio. Dessa forma, podemos dizer que em condi¢des de campo essa comunidade flngica
possivelmente pode apresentar habilidade em auxiliar na promogao do crescimento vegetal.

O presente estudo descreve pela primeira vez a transformagdo de P. pinophilum pelo
sistema A. tumefaciens. Este apresentou elevada eficiéncia (482 transformantes por 10’ conidios).
Portanto, foi possivel a obtencdo de transformantes resistentes a higromicina B e expressando o
gene gfp. Com isso, foi desenvolvido um protocolo para estudo de interacdo entre o fungo e
plantas axénicas de cana-de-agucar in vitro. A interagdo de transformantes de P. pinophilum com
plantulas de arroz in vitro foi avaliada e os resultados mostraram que o fungo foi capaz de
colonizar raizes de arroz endofiticamente. Entretanto, apds 7 dias de interacdo, sintomas de
doencas comecaram a aparecer, como queima ¢ murcha das folhas. Contudo, os transformantes
de P. pinophilum foram capazes de colonizar raizes de plantas de cana-de-agticar endofiticamente
sem causar mudangas fenotipicas aparentes nas plantas. Nao foi detectada colonizagdo nas partes
superiores da planta (colmos e folhas) no periodo de tempo avaliado, ou seja, ndo houve
movimentagdo do fungo pela planta. O gene da poligalacturonase parece ndo participar na
interagdo P. pinophilum-cana-de-agucar. Referido gene pode fazer parte de uma familia de genes
de endopoligalacturonase, requeridos para a interacao, no qual a delegdo de um unico gene nao

altera os padrdes da interacao fungo-planta.
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A transformagdo genética também possibilitou a criacdo de uma biblioteca de mil e cem
transformantes insercionais, o que constitui uma ferramenta importante para o estudo molecular
do metabolismo secundario desse fungo endofitico e podera contribuir para o entendimento da
interagdo do complexo fungo-cana-de-agucar. Em conseqiiéncia, possibilitara no futuro a sua

aplicagdao no melhoramento vegetal e explora¢ao do seu potencial biotecnologico.
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