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TRANSFORMAGAO DE Trichoderma harzianum BRM27158 POR Agrobacterium
tumefaciens E CARACTERIZAGAO DE UMA BIBLIOTECA DE TRANSFORMANTES

RESUMO

Fungos do género Trichoderma sdo conhecidos agentes de controle bioldgico. Os
mecanismos envolvidos em tal atividade abrangem as intera¢des entre a triade
patégeno-antagonista-planta, num processo complexo e integrado que, além de
proteger a planta, promove seu crescimento. Neste trabalho, buscou-se
identificar possiveis genes alvo para melhoramento genético de Trichoderma
harzianum. Para tanto, foi construida uma biblioteca de transformantes de T.
harzianum BRM27158, por transformacao mediada por A. tumefaciens, tendo o
plasmideo pFAT-gfp como vetor binario e gerando inser¢oes aleatérias do T-
DNA contendo os genes hph (marcador seletivo) e gfp (gene repdrter). A
biblioteca foi purificada por cultivo monospdrico e submetida a uma triagem
preliminar, da qual 10 linhagens foram selecionadas para este estudo. Todos os
agrotransformantes selecionados exibiram estabilidade genética, mantendo o
fenotipo de resisténcia a higromicina B apds 6 geracdes. A confirmacao
molecular da inser¢do do T-DNA se deu por amplificacdo dos genes hph e gfp
com primers especificos. Os 10 fungos e o selvagem foram caracterizados
quanto a producdo de proteases em cultivo submerso e em meio sélido. Das dez
linhagens, quatro (T25, T40, T113 e T136) apresentaram diminuicao de
crescimento em substratos proteicos. Além disso, os transformantes T40, T50 e
T113 apresentaram acentuada reducdo da capacidade de inibir a bactéria
Staphylococcus aureus, em comparacdo com o fungo selvagem. As regides
flanqueadoras do T-DNA de cada transformante selecionado foram recuperadas
por TAIL-PCR, clonadas, sequenciadas e comparadas aos bancos de dados NCBI
e JGI e ao genoma anotado de BRM27158. Foi identificada uma inser¢ao num
gene que codifica uma provavel NRPS (peptideo sintase ndo ribossomica),
envolvida na producdo de compostos secundarios. A caracterizacao fenotipica,
em concordancia com a molecular, indicou alteragdes na producao de
metabolitos secundarios, mas nao na producao de proteases. A biblioteca de
agrotransformantes mostrou-se uma rica fonte para estudos de e caracterizacao
funcional de genes envolvidos na interacdo da linhagem estudada com o

fitopatégeno.



Trichoderma harzianum BRM27158 Agrobacterium tumefaciens MEDIATED
TRANSFORMATION AND CHARACTERIZATION OF A TRANSFORMANTS
LIBRARY

ABSTRACT

Trichoderma fungi are well known as biological control agents. The mechanisms
involved in this process cover the triad pathogen-antagonist-plant interactions,
in a complex integrated process that protects the plant and promotes its growth.
In this project, we tried to identify potential gene targets applicable in genetic
improvement of Trichoderma harzianum. A library of transformants from T.
harzianum BRM27158, was built via Agrobacterium tumefaciens mediated
transformation, with pFAT-gfp plasmid as binary vector, creating random T-
DNA insertions containing hph (selective marker) and gfp (reporter) genes. The
library was purified by monosporic cultivation and subjected to a preliminary
screening, from which 10 strains were selected for further analysis. All selected
agrotransformants exhibited genetic stability, keeping a hygromycin B
resistance phenotype after 6 generations. Molecular verification of T-DNA
insertions was performed by hph and gfp amplification using specific primers.
The 10 selected fungi and wild type were characterized regarding their protease
production in submerged cultivation and in solid medium. Four out of ten
strains (T25, T40, T113 and T136) showed decreased growth in protein
substrates. Moreover, the transformants, T40, T50 and T113 presented a
reduced inhibition activity against the bacteria Staphylococcus aureus, compared
to the wild type. The T-DNA flanking regions from each selected mutant were
recovered via TAIL-PCR, cloned, sequenced and compared to NCBI and ]GI
databases and to BRM27158 annotated genome. An insertion in a gene coding a
putative NRPS (non-ribosomal peptide synthase), involved in secondary
metabolite production, was identified. Molecular and phenotypical
characterizarion indicated alterations in secondary metabolite production, but
not in protease production. The transformant library was established as a rich
source for functional characterization of genes involved in interactions between

phytopathogen and the studied strain.
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1. INTRODUCAO

Fungos como agentes de controle biologico

A agricultura no século 21 enfrenta multiplos desafios, em especial
produzir alimentos e fibras que sustentem o crescimento populacional, gerar
mais matéria-prima destinada a bioenergia, adotar métodos de producdo mais
sustentaveis e adaptar-se as mudancas climaticas (COCHRANE et al, 2009.).
Nesse contexto, os principais fatores bidticos que limitam a produtividade
agricola sdo a perda de colheitas causadas por ervas daninhas, por predacao e por
doencas microbianas (TOZLU et al, 2018). Estimativas apontam que as doencgas
de plantas contribuiram com cerca de 16% das perdas anuais globais observadas
para as principais culturas agricolas no inicio do século XXI, e que desse
montante, as doengas causadas por fungos responderam por 70 a 80% destas
perdas (MOORE et al., 2011).

Como forma de controlar as doengas causadas por fungos, pesticidas
sintéticos (controle quimico) tém sido utilizados nas planta¢gdes desde os anos
1940, gerando problemas como fitotoxicidade, resisténcia fingica, poluicdo do
solo e da agua e, inclusive, danos a saude humana (TOZLU et al., 2018).

Neste contexto o controle biolégico, compreendido como a utilizacao de
microrganismos para controlar o crescimento de patégenos e, por consequéncia,
as doencas por eles causadas (MONTE, 2001), vem sendo empregado como
alternativa no controle de pragas e doencas em diferentes culturas. Contudo, o
controle biolégico usado de forma isolada por vezes se mostra menos eficiente
que o controle quimico (MONTE, 2001). A combina¢do do controle biolégico e
quimico, o chamado controle integrado, suprime as doencgas de forma similar ao
controle exclusivamente quimico. O controle integrado ameniza, portanto, os
efeitos causados pelo controle quimico sem que haja reducao na eficiéncia do
método (BENITEZ et al,, 2004).

0 mercado de produtos microbianos agricolas (incluindo produtos para
controle biolégico e bioestimulantes) foi avaliado em mais de 1 bilhdo de ddlares
e estima-se que esse mercado possa ultrapassar os 7 bilhdes de délares em 2019

(PARNELL et al, 2016). Dentre os principais impulsionadores deste mercado
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estdo: o crescente interesse dos consumidores em cultivos organicos, a redugao
de produtos sintéticos e o potencial econdmico de paises emergentes, como a
China e India (PARNELL et al., 2016). No entanto, os pesticidas sintéticos ainda
dominam o mercado. Apenas 3,5% do mercado global de pesticidas é
representado por produtos para controle bioldgico (MOOSAVI & ASKARY, 2015).

Devido a sua diversidade, facil reproducao e rapido crescimento em meios
de baixo custo, os fungos (filamentosos e leveduriformes) tém sido bastante
aplicados como antagonistas no controle biol6gico. No caso do biocontrole de
doencas fungicas, algumas espécies de fungos tém sido aplicadas comercialmente
para o controle de doencas da parte aérea das plantas, das raizes, e também
doencas poés-colheita (HYNES & BOYETCHKO, 2006). Consultas as bases de dados
das agéncias reguladoras de bioprodutos para a agricultura dos EUA, a EPA
(United States Environmental Protection Agency) e da Europa, a EU Pesticides
database, bem como dados de revisdes recentes (LENTEREN et al., 2018) revelam
registros de fungicidas microbiolégicos comerciais a base de: Ampelomyces,
Aspergillus, Aureobasidium, Candida, Clonosthachys, Coniothyrium, Cryptococcus,
Endothia, Fusarium, Gliocadium, Metschnikowia, Muscodor, Talaromyces,
Phlebiopsis, Pseudozyma, Saccharomyces, Verticillium, e Trichoderma, sendo este o
mais aplicado em biopesticidas disponiveis comercialmente ao redor do mundo
(EPA, 2018; EUROPEAN COMMISSION, 2018).

No Brasil, os biofungicidas comerciais a base de fungos registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento sdo: Afla-Guard, Cougar,
Daytona, Ecotrich WT, Majestic, Predatox, Quality, Stimucontrol, Trichodermax EC
e Trichodermil SC. Destes, a excecdo do Afla-Guard, que é feito a base de
Aspergillus flavus, todos possuem fungos do género Trichoderma como agente
fungicida. Os produtos Quality e Trichodermax EC sdo a base de Trichoderma
asperellum, enquanto que os demais sdo a base de Trichoderma harzianum
(MAPA, 2018).

A aplicacdo de microrganismos agentes de biocontrole exige uma
compreensao profunda dos aspectos ecologicos e fisioldgicos da triade
microrganismo antagonista, praga ou patogeno alvo e a planta e, neste ambito,
fatores abioticos como o tipo de solo, umidade, incidéncia de luz ultravioleta e

localizagdo geografica sao importantes moduladores das comunidades
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microbianas na rizosfera e na filosfera (PARNELL et al., 2016).

O controle bioldgico fungico é resultado da acgdo sinérgica de varias
estratégias empregadas por esses microrganismos, sendo estas: competicao (é
mais eficiente na assimilacdo de recursos tornando-os indisponiveis para o
patégeno), antibiose (mata ou estabiliza o crescimento do patégeno por meio de
um composto secretado), resisténcia induzida (incita a planta a produzir
compostos antimicrobianos e outras respostas de defesa), inativacdo de
enzimas do patdégeno (proteases produzidas pelo antagonista degradam as
enzimas produzidas pelo patégeno) e parasitismo (alimenta-se do patdgeno)
(MONTE, 2001; BENITEZ et al,, 2004).

Além de bons antagonistas, agentes de biocontrole eficientes devem ser
capazes de sobrepujar a fungistase causada pela acdo de metabdlitos liberados
(no solo ou na parte aérea) por outros seres vivos, incluindo as plantas, e pela alta
competitividade do ambiente (BENITEZ et al, 2004). Alguns fungos, como
Trichoderma spp. conseguem colonizar rapidamente o solo devido a sua
resisténcia a compostos téxicos como pesticidas e compostos fendlicos (BENITEZ
et al, 2004).

Como visto, produtos contendo fungos agentes de controle biolégico ja sao
comercializados e com efeitos benéficos no controle de doencas vegetais
(BETTIOL et al., 2008), mostrando que o controle bioldgico ndo s6 é viavel, como
é rentavel. Os avancos do conhecimento sobre a biologia, genética e ecologia dos
fungos utilizados, bem como sobre o microbioma das plantas e dos solos, e como
essas interagdes podem ser moduladas em beneficio da planta hospedeira tém
propiciado cada vez mais esse pujante campo de pesquisa, em prol de uma
agricultura mais sustentdvel (AGLER et al, 2016; VAN DER HEIJDEN &
HARTMANN, 2016).

O género Trichoderma

O género Trichoderma pertence ao filo Ascomycota (classe
Sordariomycetes) e compreende mais de 260 espécies conhecidas (BISSETT et al,,
2015; DRUZHININA et al,, 2018). Em sua maioria, as espécies desse género sao

fungos anamorfos e assexuados de crescimento rapido, que exibem conidi6foros
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ramificados (figura 1) e conidios verdes caracteristicos (GRAMS & MEYER 1998).

Figura 1. Conidiéforos de Trichoderma harzianum. Microscépio éptico, aumento de 40x.
US Department of Agriculture, Agricultural Research Service, Systematic Botany and
Mycology Laboratory. Dominio publico.

Para algumas espécies a fase sexuada é conhecida, a qual até meados de
2013 era denominada Hypocrea. Com a reestruturacdao da taxonomia de fungos
para a utilizacdo de uma Unica denominacgao, independentemente de se conhecer
ou nao as fases sexuada e assexuada, o nome Trichoderma passou a ser a
denominacao valida para o género, conforme determinado pela International
Commission on the Taxonomy of Fungi (BISSETT et al., 2015). A classifica¢do atual
de Trichoderma é baseada na distribuicdo das espécies em clados filogenéticos
(exemplos: clados Trichoderma, Longibrachiatum, Harzianum, Pachybasium)
baseados em andlises de dados de sequéncias (KUBICEK et al, 2008;
DRUZHININA et al., 2018).

Trichoderma spp. ocupam uma miriade de nichos ecolégicos e
desempenham um papel importante no equilibrio dos ecossistemas (MUKHERJEE
et al, 2013a). Muito embora algumas espécies sejam consideradas patégenos
oportunistas de animais e humanos (MUKHERJEE et al., 2013b) e patogenos de
culturas de cogumelos comestiveis (KUBICEK et al, 2008), em sua maioria sdo
consideradas ubiquas colonizadoras de solos, de material vegetal em
decomposic¢ao.

Algumas espécies sdao capazes de estabelecer uma interagdo endofitica
com as plantas (HARMAN et al, 2004) podendo, inclusive, associar-se as suas

raizes, compondo parte importante da microbiota associada a rizosfera
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(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2016). Diferentes espécies de Trichoderma sao
reconhecidas pelos efeitos benéficos conferidos as plantas, tal como promocao de
crescimento vegetal e inducdo de respostas de defesa contra estresses bioticos e
abiotico (KASHYAP et al, 2017). Estes fungos sdo ainda capazes de controlar
nematoides, induzir resisténcia a diferentes tipos de patdgenos, conferir
tolerancia a estresses abidticos, melhorar o crescimento e o vigor das plantas,
solubilizar nutrientes e remover metais pesados e poluentes ambientais
(MUKHERJEE et al., 2013a; CONTRERAS-CORNEJO et al., 2016).

Uma caracteristica importante e considerada um carater ancestral do
género Trichoderma é o micoparasitismo. Muitas espécies de Trichoderma
possuem a capacidade de antagonizar, de parasitar ou até de matar outros fungos
(MUKHERJEE et al,, 2013a). O micoparasitismo tem sido a principal for¢a motriz
por tras do sucesso comercial de Trichoderma spp. como biopesticida (mais de
60% de todos os biopesticidas registrados sdo a base de Trichoderma) (VERMA et
al., 2007).

No processo de micoparasitismo, as hifas de Trichoderma crescem em
direcdo as hifas do fungo hospedeiro, induzidas por oligdmeros resultantes da
acao de quitinases produzidas constitutivamente por Trichoderma na parede
celular do préprio hospedeiro (BENITEZ et al., 2004). Carboidratos de parede
celular da célula antagonista reconhecem entdo a lecitina do fungo hospedeiro,
ligando-se ao mesmo. As hifas de Trichoderma se enrolam nas hifas do patégeno e
formam estruturas denominadas apressorios, dando inicio a penetracdo na
parede celular do hospedeiro via enzimas liticas, consideradas fundamentais no
processo de micoparasitismo (BENITEZ et al,, 2004; 0ZBAY & NEWMAN, 2004).

Dentre as enzimas degradadoras de parede celular fingica produzidas por
Trichoderma spp. micoparasitas estdo as quitinases, as quais podem ser
classificadas em 1,4-B-acetilglicosaminidases (GlcNAcases - EC 3.2.1.30),
endoquitinases (EC 3.2.1.14) e exoquitinases ou quitobiosidases; as glicanases,
como a [3-1,3-glicanase e a a-1,3-glicanase; e diferentes proteases acidas e
alcalinas (BENfTEZ et al.,, 2004.; KUBICEK et al., 2011; VITERBO et al,, 2002).

Trichoderma spp. também apresentam alta resisténcia a fungicidas,
herbicidas, pesticidas e compostos fendlicos (BENITEZ et al., 2004), a qual pode

estar associada a presenca de proteinas transportadoras de membrana do tipo
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ABC (ATP-binding casset). Estas permeases transportam substancias diversas
para fora da membrana celular, diminuindo o acimulo de compostos téxicos
(HARMAN et al,, 2004).

Além disso, conforme relatado por STOPPACHER et al. (2013),
Trichoderma spp produzem 83% dos antibidticos peptidicos descritos na base de
dados The Comprehensive Peptaibiotics Database. Estes compostos tém atraido
consideravel interesse devido as suas propriedades antimicrobianas e potencial
para aplicagdes no biocontrole (DEGENKOLB et al.,, 2015). Os peptaibioticos sdao
definidos como compostos peptidicos contendo 5 a 20 residuos de aminoacidos,
ricos em aminoacidos nao proteinogénicos incluindo o acido a-aminoisobutirico
(Aib) e o acido isovalérico (Iva), exibindo um alcool na por¢ao C-terminal e
contendo um grupo acetil na por¢ao N-terminal (DU et al, 2017). Os
peptaibidticos formam poros nas membranas externas das células, fazendo com
que a maioria dos compostos desta classe exibam propriedades citotéxicas nao
especificas para células bacterianas, fingicas e de mamiferos (DU et al., 2017).

Devido a versatilidade deste género, a disponibilidade de sequéncias
genomicas de Trichoderma tem aumentado nos ultimos anos. Atualmente, 9
espécies possuem sequéncia gendmica anotada: T. reesei, T. parareesei, T.
longibrachiatum, T. citrinoviride, T. guizhouense, T. harzianum, T. virens, T.
asperellum, T. atroviride (DRUZHININA et al., 2018). Tais andlises contribuem
para o avan¢co do conhecimento da biologia, ecologia, evolucao e aplicagdo
biotecnolégica do género Trichoderma (DRUZHININA et al., 2018).

A tabela 1 elenca alguns dos metabolitos e enzimas produzidas por fungos

do género Trichoderma, bem como o efeito descrito para cada um deles.

Tabela 1. Metabolitos secundarios produzidos por Trichoderma spp. Adaptado de
CONTRERAS-CORNE]O et al. (2016).

Categoria Composto Efeito

Antibiéticos

Azafilona T22azafilona Inibe o crescimento de R. solani, P.
ultimum e G. graminis

Composto derivado de Ergokonina A Atividade antifiingica contra

ergosterol Candida sp.

Trichoteceno Trichodermina Metaboélico fungitdxico contra
Candida spp.

Pirona 6-(1-Pentenil)-2H- Atividade antifiingica contra

piran-2-ona Penicillium spp., A. fumigatus, C.

albicans e C. neoformans



Pirona
Dicetopiperazina

Composto nitrogenado
heterociclico

Metabdlito de isociano

Composto nitrogenado
heterociclico

Dicetopiperazina/NRP

Butenolida

Viridepironona
Gliovirina

Acido harzianico

Dermadina (U-21, 963)

Harzianopiridona

Gliotoxina

5-Hidroxivertinolida

21

Atividade antagonista contra S.
rolfsii

Composto antimicrobiano contra
oomicetos e S. aureus

Metabdlito antimicrobiano,
sidero6foro e regulador de
crescimento vegetal

Atividade antimicrobiana contra S.
aureus e E. coli

Atividade antifiingica contra B.
cinerea e R. solani e inibidor da
proteina fosfatase tipo 2A (PP2A)
Atividade antiviral, antibacteriana
e fungistatica e propriedades
imunossupressoras

Atividade antagonista contra o
fungo Mycena citricolor

Interacdes planta-fungo

Composto
hidrocarbonado
[soprenoide
Composto Indélico
Composto Inddlico
Composto Inddlico
Carotenos

Peptideo

Pirona

Metabolito tipo setina
Sesquiterpeno
Peptaibol

Sideroforo
Peptaibol/NRP
Peptaibol

Peptaibol

Monoterpeno

Pirano

Etileno (ET)

Acido Abscisico (ABA)
Acido indol-3-acético
(IAA)
Indol-3-acetaldeido
Indol-3-carboxaldeido
Trichocaranos A, B, C e
D

Trichokonin VI (Tk VI)

6-Fentil-2H-piran-2-one

Trichosetina
Ciclonerodiol
Alameticina

Fusarinina C
Trichovirina II

sm1l

Epll

cis- e trans-B-Ocimeno

Koninginina A

Regula diferenciacao celular e
respostas de defesa

Regula abertura estomatica em A.
thaliana

Controla varios processos de
crescimento em plantas

Controla crescimento da raiz em A.
thaliana

Induz formacao de raizes
adventicias em A. thaliana

Inibe o crescimento de coledptilos
etiolados do trigo

Inibe o crescimento de raizes
primarias em A. thaliana
Atividades antifingica,
antinematdide e promotora de
crescimento vegetal em tomate e
em A. thaliana

Inibe o crescimento de arroz,
tomate e Medicago

Inibe o crescimento de coledptilos
etiolados do trigo

Induz defesa vegetal em feijao e
resisténcia a patogenos
Ferro-quelante

Induz resisténcia em pepino

Ativa respostas de defesa no
algodao, no arroz e no milho

Ativa respostas de defesa por meio
de jasmonato (JA) e salicilato (AS)
no milho

Induz a expressdo de genes de
defesa JA em A. thaliana
Regulador de crescimento vegetal
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Monoterpeneo -Mirceno Regula genes relacionados a
estresses bidtico e abidtico

Enzimas hidroliticas Celulases Degrada celulose durante a
colonizacio das raizes para
penetracdo no tecido vegetal

Sideréforo Coprogeno B Solubiliza ferro indisponivel para a
planta

Trichoteceno Trichodermina Efeito fitotdxico

Crescimento e

desenvolvimento fiingico

Antraquinona Crisofanol Relacionado a pigmentacdo

Pirano Koninginina D Altera o crescimento dos

patégenos R. solani, P. cinnamomi,
P. middletonii, F. oxysporum e B.
sorokiniana

Composto esterdide Viridina Altera germinacao de esporos de B.
allii, C. lini e F. caeruleum

Trichoteceno Trichodermina Inibe as etapas de elongacdo e
terminacdo na sintese proteica

Alcool 1-Octen-3-ol Induz conidiacdo e respostas de
defesa mediadas por JA

Cetona 3-Octanona Induz conidiacao

Alcool 2-feniletanol Reduz o crescimento de A. flavus e
a produgdo de aflatoxina.

Alcool Tirosol Quorum sensing

Metabdlitos

relacionados ao

micoparasitismo

Antraquinona Paquibasina Atua contra R. solani

Sideréforo Ferricrocina Metabdlito chave na competicdo
por ferro na rizosfera

Bisorbicillinoide Bisvertinolona Atividade antifingica via inibigao

Enzimas hidroliticas

B-1,6-Glicanases

de de 3-(1,6)-glicana

Hidrolisa a parede celular dos
fungos patogénicos B. cinerea, R.
solani, e P. citrophthora

Enzimas hidroliticas Quitinases Hidrolisa parede celular fngica

Compostos terapéuticos

Antraquinona Emodina Agente antimicrobiano e
antineoplasico

Trichoteceno Trichodermol Agente antimalarico

Dipeptideo Trichodermamida A Efeito citotoxico nas linhagens de
células P388, A-549 e HL-60

Dipeptideo Trichodermamida B Citotoxicicidade contra células de

Metabdlito de isociano

Composto esterdide

MR566A, ciclopentil

isonitrila com

substituicdo de clorina

Wortmannolona

carcinoma de colon
Inibe a biossintese de melanina em
células de melanoma B16

Inibe a fosfatidilinositol 3-quinase
com potencial para combater
neoplasmas humanos
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Composto esterdide Virona Inibe fosfatidilinositol 3-quinase

Azafilona Fleefilona Atividade inibitéria contra a
ligacdo de proteinas reguladoras
da expressao de virions (VER)

Azafilona Harzifilona Citotoxicidade contra células de
tumor murino M-109
Bisorbicillinoide Trichodimerol Inibicdo da producio de fator de

necrose tumoral a, induzida por
lipopolissacarideos, em mondcitos

humanos
Estatina Compactina Agente de reducio de colesterol
(mevastatina)
Sesquiterpeno Acido heptelidico (4cido Potencial atividade contra o
koningico) parasita P. falciparum, causador da
malaria
Outras funcées
Sesquiterpeno B-Farneseno Atua como um alarme de
feromoénio em afideos
Sesquiterpeno B-Cariofileno Atrai nematoides que predam
larvas de inseto
Composto esterdide Viridiol Herbicida
Composto nitrogenado Melanoxadina Inibibe a formacao de melanina na
heterociclico hemolinfa larval do bicho-da-seda
Bombyx mori
Bisorbicillinoide Bisorbicillinol Antioxidante

A espécie Trichoderma harzianum

RIFAI (1969) reconheceu T. harzianum como integrante de um agregado
de espécies de caracteristicas morfologicas quase indistinguiveis. Este agregado
de espécies forma o clado Harzianum. Fungos descritos anteriormente como T.
harzianum foram reclassificados com o advento de técnicas moleculares e
filogenéticas, sendo a maioria pertencentes ao complexo de espécies T. harzianum
(Figura 2), e nao propriamente a T. harzianum sensu strictu. Este infortinio
ocorreu, inclusive, com linhagens componentes de produtos comerciais

(CHAVERRI et al., 2015).
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De fato, cepas originalmente caracterizadas como T. harzianum foram
diferenciadas em pelo menos 14 diferentes espécies agrupadas em sec¢des e
grupos distintos. Dentre elas podem ser citadas as espécies T. guizhouense, T.
harzianum, T. inhamatum, T. lentiforme, T. lixii, T. afarasin, T. afroharzianum, T.
atrobrunneum, T. camerunense, T. endophyticum, T. neotropicale, T. pyramidale, T.

rifaii e T. simmonsii (CHAVERRI et al., 2015).
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Figura 2. Arvore filogenética do clado Harzianum evidenciando a posicdo do complexo
de espécies T. harzianum (CHAVERRI et al., 2015).



25

Os mecanismos moleculares envolvidos no micoparasitismo e na
capacidade de biocontrole de T. harzianum tém sido estudados sob diferentes
aspectos, tais como: andlise funcional de genes envolvidos na interagdo com o
patégeno alvo (MONTERO-BARRIENTOS et al,, 2011; LIU et al., 2012; CARDOZA et
al., 2007; CARDOZA et al,, 2014; RUBIO et al., 2017); andlise funcional de genes
envolvidos na interagdo com a planta hospedeira (SAMOLSKI et al, 2012;
MALMIERCA etal.,, 2014; FAN et al., 2015; DOMINGUEZ et al,, 2016); e analise de
genes que conferem melhoria de desempenho de cepas comerciais, tal como
tolerdncia a estresses abioticos (MONTERO-BARRIENTOS et al., 2007, 2008).

Genes codificadores de quitinase, glicanase, heat shock protein,
aquaporina, aquagliceroporina de T. harzianum tém sido inseridos no genoma de
diferentes plantas (via transgenia) visando o controle de patégenos e tolerdncia a
estresses abioticos diversos (LORITO et al., 1998; NICOLAS et al.,, 2014; VIEIRA et
al.,, 2017). De fato, considera-se que ainda ha uma lacuna no conhecimento dos
mecanismos moleculares envolvidos no micoparasitismo e biocontrole de T.
harzianum, apesar de ser a espécie mais utilizada no mundo como biopesticida. A
disponibilidade da sequéncia gen6mica anotada dessa espécie, juntamente com
dados de anadlises do transcritoma, proteoma e metaboloma sob diferentes
condi¢des deve contribuir para o avanco do conhecimento da sua interagdo com
fitopatdgenos/pragas e com as plantas (DRUZININA et al,, 2018).

Com relacdo a caracterizacdo de genes relacionados ao micoparasitismo,
merecem destaque os genes excl, exc2, tvnagl, e tvnag2, que codificam para
GlcNAcases; chit33, chit36 e chit42, que codificam endoquitinases; bgn13.1 e
lam1.3, que codificam B-1,3-glicanases; e prb1l e pral, que codificam proteases
(BENITEZ et al, 2004). As enzimas B-1,3-glicanases e quitinases em geral sdo
consideradas enzimas chave no processo de micoparasitismo e T. harzianum é
capaz de produzi-las em quantidades elevadas (VITERBO et al., 2002; OZBAY &
NEUWAN, 2004).

Com relacdo a fun¢do de genes envolvidos na producdao de metabdlitos
secundarios, CARDOZA et al. (2007) silenciaram o gene hmgR (que codifica uma
enzima chave da via de biossintese de terpenos, a hydroxymethylglutarylCoA
reductase - HMGR) da linhagem T. harzianum CECT 2413. Os autores verificaram

que os transformantes mostraram uma diminuicao da producao de ergosterol e
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também uma reducdo na atividade antifiingica contra os patégenos R. solani e F.
oxysporum, em comparag¢do com a cepa selvagem.

YAO et al. (2016) verificaram que os genes codificadores de duas
policetideo sintases (genes pksT-1 e pksT-2) da cepa T. harzianum 88 sdo
diferencialmente regulados durante a interagdo com os patégenos S. sclerotiorum,
R. solani e F. oxysporum. Embora os metabélitos secundarios produzidos por essas
PKS nao sejam conhecidos, os autores verificaram que a disrup¢ao do gene pksT-
2 levou a uma drastica diminui¢do do crescimento micelial e ao acimulo de
pigmentacdo alaranjada nos conidios em comparagdo com a cepa parental,
corroborando o envolvimento da enzima PKS na producdo de pigmentos.

CARDOZA et al. (2014) avaliaram o efeito da superexpressao do gene ergl
em T. harzianum CECT 2423 (T34). Esse gene codifica uma enzima chave da via
biossintética do ergosterol (um triterpeno), a squalene epoxidase (SE). O
ergosterol por sua vez é um agente elicitor de respostas de defesa nas plantas. Os
autores verificaram que a superexpressao do gene ergl ndo alterou os niveis de
ergosterol, mas resultou em uma reduc¢do drastica no nivel de squalene.
Diferencas significativas foram observadas nas respostas de defesa de plantas de
tomate inoculadas com a cepa transformada, em comparagdo com a cepa
parental. Além disso, os autores verificaram que o transformante que
superexpressou o gene ergl mostrou um aumento significativo na sua atividade
antifingica contra o fitopatégeno B. cinerea em experimentos in vitro em folhas
de tomate. Em seguida, MALMIERCA et al. (2015) realizaram a disrupg¢do do gene
ergl e observaram um acumulo do squalene. Os autores observaram um aumento
significativo nas respostas de defesa de plantas de tomate inoculadas com o fungo
transformante superprodutor do squaleno, revelando o papel essencial desse
intermediario da sintese do ergosterol na interacao com a planta.

LIU et al. (2012) avaliaram a fun¢do do gene Thmfs1, que codifica uma
proteina transportadora da familia MFS (major facilitator superfamily). Os autores
verificaram que a linhagem T. harzianum LC2 com delecdo no gene Thmfs1 foi
mais sensivel a toxina enddgena trichodermin, enquanto que a superexpressao do
gene conferiu a cepa maior resisténcia (auto-prote¢do) contra esse antibidtico de
T. harzianum. Além disso, a superexpressao da proteina transportadora conferiu

maior resisténcia a diferentes compostos antifiungicos. Também foi observado
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que a disrupcdo do gene diminuiu significativamente a atividade antiftingica do
extrato do sobrenadante do cultivo da cepa LC2 contra diferentes fitopatogenos, e
que a superexpressio da proteina transportadora aumentou a atividade
antifingica dos extratos produzidos, em compara¢do com a cepa parental.

Esses estudos exemplificam e revelam que ainda ha uma lacuna no
conhecimento do metabolismo secundario de T. harzianum. Nesse aspecto, mais
estudos sao necessarios para a descoberta dos compostos produzidos pelas
dezenas de genes (clusters) de metabolismo secundario anotados no genoma

dessa espécie (DRUZININA et al., 2018).

A linhagem Trichoderma harzianum BRM27158

A linhagem de T. harzianum, objeto deste estudo, € a BRM27158, que foi
isolada de amostras de solo em Holambra, SP, Brasil. Desde entao, passou a
integrar a Colecao de Microrganismos para o Controle de Fitopatégenos e Plantas
Daninhas (CMCFD) da Embrapa Arroz e Feijao (CNPAF) sob o cédigo 303.02. A
época, o isolado foi identificado como Trichoderma sp. com base em analises
morfologicas (ALELO, 2018).

Em 2013, GERALDINE et al. testaram o potencial para controle bioldgico
de 10 linhagens de Trichoderma, incluindo a 303.02, que deste ponto em diante
passou a ser chamada de TR274, contra S. sclerotiorum, fungo causador da
podriddo branca no feijao. Neste mesmo trabalho, a identificacdo do isolado a
nivel de espécie foi feita com base nas sequéncias de DNA ribossomico (ITS1-
5.8S-ITS2) e de TEF1, sendo classificada como T. harzianum. Os autores também
dosaram a atividade especifica de varias enzimas envolvidas no processo de
controle biolégico para cada um dos isolados estudados e a linhagem TR274
exibiu alta atividade de proteases (Figura 3).

Ainda em 2013, QUALHATO et al. compararam a atividade antagonista de
quatro diferentes espécies de Trichoderma: T. harzianum (representada pela
linhagem TR274), T. tomentosum, T. asperellum e T. ghanense. Eles observaram
que TR274 apresentou antagonismo muito eficiente contra os trés patégenos
estudados, além de uma expressiva inibicao do crescimento de S. sclerotiorum por

metabolitos volateis (Tabela 2).
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Figura 3. Heatmap de enzimas degradadoras de parede celular de Trichoderma spp.,
cultivadas na presenca de parede celular de S. sclerotiorum. Atividades especificas das
enzimas: NAGase, fosfatase acida, B-glicosidase e lipase (A), B-1,3-glicanase (B) e
protease (C). Letras iguais nao diferem pelo teste de Scott-Knott (a = 0,05). a = atividade
mais alta; b = alta atividade. Adaptado de GERALDINE et al. (2013).

Tabela 2. Antagonismo e inibicao de crescimento de S. sclerotiorum, F. solani e R.
solani por espécies de Trichoderma. Adaptado de QUALHATO et al. (2013).

Inibicdo de crescimento por

3 *
Y Antagonismo metabolitos volateis (%)**
Espécies
F. R. S. F. R.
sclerotiorum solani solani sclerotiorum solani solani

T. harzianum  2.0a 1.6a 3.0a 66a 33b 41c
T. ghanense 3.3b 1.3a 3.6a 33b 32b 33b
T. asperellum  2.0a 1.6a 2.6a 17c 71a 66a
T 2.6b 36b  26a 0 28b 52b
tomentosum

* a antagonismo muito eficiente; b antagonismo eficiente
** Valores seguidos da mesma letra ndo diferem pelo teste Scott-Knott (a = 0,05).
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Em 2014, STEINDOREF et al. fizeram um estudo de expressao diferencial de
genes da linhagem TR274 em resposta ao fitopatogeno S. sclerotiorum por RNA-
seq. Os autores constataram que, especialmente nas 12 primeiras horas de cultivo
com a parede celular do fitopatégeno como substrato, os genes com maior
expressao diferencial possuem fungao predita de protease, conforme observado

na Tabela 3.

Tabela 3. Fold Change (FC) em log: dos 10 genes com maior expressdao
diferencial ap6s 12 h e suas expressdes apés 24 h e 36 h. Adaptado de
STEINDOREF etal. (2014).

JGIID Possivel fungao 12h 24h 36h
86893 Protease aspartica 114.208 0.62564 -3.18003
91534 Proteina proteinase acida 111.366  0.04225 -7.00264
526221 Protease similar a tripsina. 108.711 10.817 495.966
154554 Serina protease alcalina 107.861 0.062284 -8.35379
500888 Quitinase chi18-17 107.537 -0.26535 -3.95398
521588 Isotrichodermina c-15 hidroxilase 106.739 696978 -1.43531
100207 Proteina hipotética TRIVIDRAFT_62551 10488  196.719  164.245
524327 N,O-diacetil muramidase(GH25) 100928 671.248  393.055
43497 Proteina hipotética TRIVIDRAFT_130513 100.535 623974 118343
476485 Proteina rica em serina, ndo caracterizada 100.402 201.486 -0.79684

Finalmente, STEINDORF (2016) sequenciou o genoma de TR274, tendo o
genoma de T. harzianum CBS 226.94 como referéncia. Neste mesmo estudo,
foram avaliadas as expressodes diferenciais em todo o genoma antes, durante e
ap6s o contato com o fitopatégeno. Aproximadamente 24,4% de todos os modelos
génicos previstos para o genoma desta linhagem foram diferencialmente
expressos em todas as etapas da interacao, destes, 80,9% foram expressos ap6s o

contato com o patogeno (Figura 4).
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Figura 4. Genes diferencialmente expressos, num total de 3396, divididos em reprimidos
(down-regulated) e induzidos (up-regulated) antes do contato (BC), durante o contato
(C) e ap6s o contato (AC) com o fitopatogeno S. sclerotiorum (STEINDORF, 2016).

STEINDOREF (2016) relata ainda que dos genes diferencialmente expressos
nas diferentes fases da interagdo com o patégeno, a maioria representa pequenas
proteinas secretadas ricas em cisteina, seguidas de genes envolvidos no
metabolismo secundario, de fatores de transcricdo, de transportadores, de

enzimas ativas de carboidrato (CAZymes), e, finalmente, das proteases (Figura 5).

M proteases
400 B CAZymes

B Transporters
300
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200 m SechMet

S5CP

Genes

-100

-200

-300

400
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Figura 5. Genes diferencialmente expressos classificados em proteases, CAZymes,
transportadores, fatores de transcricio (TF), metabolismo secundario (SecMet) e
pequenas proteinas secretadas e ricas em cisteina (SSCP). As barras positivas denotam
genes induzidos e as barras negativas, reprimidos (STEINDORF, 2016).
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Com base nestes trabalhos, a linhagem TR274, referida daqui em diante
como BRM27158, foi estabelecida como potencial agente de controle biolégico,

justificando sua escolha como objeto de estudo para esta dissertacao.

Transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens em fungos

filamentosos

0 método de transformacao mediada por A. tumefaciens (ATMT) consiste
na utilizacao de uma estratégia de viruléncia da bactéria Gram negativa que induz
a formac¢do de tumor em plantas por meio de um DNA plasmidial chamado Ti
(tumor inducing), de tamanho aproximado de 200 Kb (LI et. al., 2017; MICHIELSE
et al, 2005). Este plasmideo contém uma regido de DNA de transferéncia,
chamada T-DNA, que se integra no genoma do hospedeiro de forma aleatéria. E
flanqueado por regides formadas de 25 pares de bases repetidas chamadas borda
esquerda (left border - LB) e borda direita (right border - RB). O T-DNA contém
ainda genes que codificam hormonios vegetais, auxina e citocinina, que induzem a
formacao do tumor, e genes codificadores de opinas, que funcionam como fonte
de nitrogénio e carbono para a bactéria (GELVIN, 2003; MICHIELSE et al., 2005;
PITZSCHKE, 2010).

O plasmidio Ti possui ainda genes de viruléncia, ou vir genes, que estao
relacionados ao reconhecimento e a integracdo do T-DNA no genoma hospedeiro
sendo VirA e VirG2 os principais componentes da transducao de sinais. VirA é
uma quinase que ativa VirG, um fator de transcricdo que induz a expressdo de
outros genes vir (GELVIN, 2003). Quanto a integracdo do DNA de transferéncia,
VirD1 e VirD2, endonucleases especificas, formam um complexo no qual as
proteinas reconhecem as bordas do T-DNA, separando-o do plasmideo Ti gerando
um fragmento de T-DNA fita simples (GELVIN, 2003). VirB e VirD4 formam o pili
de conjugacao, pelo qual o complexo sera transferido da bactéria para a célula
vegetal, cujo nucleo sera penetrado pelo T-DNA fita simples e convertido em fita
dupla (GELVIN, 2003; PITZSCHKE, 2010). Além do T-DNA e dos genes vir, o
plasmideo Ti também possui origem de replicacdo e genes associados ao

metabolismo de opinas (GELVIN, 2003), conforme ilustrado na figura 6.
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Figura 6. Representacdo de um plasmideo Ti de Agrobacterium tumefaciens.

Para a utilizacdo do plasmideo Ti como ferramenta biotecnoldgica para
transformacdes genéticas, o mesmo precisa ser “desarmado”, ou seja, 0s
oncogenes devem ser removidos (HIEI et al, 1997). Os genes de producado e
metabolizacdo de opinas também sdo retirados do plasmideo, pois sao
necessarios a sobrevivéncia da bactéria e ndo a transformagao do hospedeiro,
portanto, sendo dispensaveis (HIEI et al,, 1997). O DNA de interesse pode ser
inserido entdo entre as bordas direita e esquerda do T-DNA. Esta técnica permite
a insercdo (na maioria dos casos inser¢do Unica) aleatéria de um gene de
interesse (normalmente sdo usados genes marcadores seletivos como fluoréforos
e genes de resisténcia a antibi6ticos) no genoma da célula hospedeira (HIEI et al,,
1997).

Quando comparada aos métodos existentes para transformacao genética
de fungos filamentosos, a transformacdao mediada por A. tumefaciens destaca-se
pela eficiéncia e estabilidade (LI et al., 2017; SUN et al,, 2018). Além disso, ha
certa liberdade na escolha do material a ser transformado, podendo ser utilizados
protoplastos, micélio ou esporos (LI et al., 2017). Por ultimo, a regido de inserc¢do
do T-DNA pode ser facilmente identificada por TAIL-PCR, PCR inversa ou resgate
plasmidial (SUN et al., 2018).

Fatores como o tipo de material utilizado para transformacdo, a
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concentracdo de acetoseringona (composto fendlico que induz a transcri¢ao dos
genes vir), a razdo entre as quantidades de células da bactéria e células do fungo e
condi¢cdes do co-cultivo influenciam a eficiéncia do método e devem ser
otimizados para cada espécie ou linhagem de fungo (LI et al., 2017).

Alguns dos métodos alternativos a ATMT na mutagénese aleatdria sao
mutagénese por transposon e integracdo mediada por enzimas de restricdo
(REMI). Porém, ha relatos de que ambos ocorrem de forma ndo totalmente
randdomica, havendo preferéncia para regides ndo codantes pelo primeiro e por
regides de elevada transcricdo pelo segundo (MICHIELSE et al., 2005).

Embora a transformacdo de fungos por protoplasto-PEG seja amplamente
difundida e utilizada, a transformacdo por Agrobacterium tem ganhado destaque
na pesquisa em genética de fungos filamentosos devido a facilidade da
metodologia. As principais aplicagdes da transformacdo mediada por
Agrobacterium em fungos filamentosos tém sido a disrup¢do de genes alvo e a
expressao de genes de interesse. Outra utilidade dessa estratégia é a mutagénese
insercional aleatéria, a qual tem sido aplicada para obtencdo de bibliotecas de
transformantes como ferramentas uteis para descoberta e validacao de funcao de
genes (LI etal., 2017).

Um dos desafios enfrentados ao realizar insercdes aleatdrias no genoma
de qualquer organismo é descobrir qual regiao do DNA foi alterada, por exemplo,
pela insercdo do T-DNA de A. tumefaciens (LIU et al, 1995). Na tentativa de
contornar este problema, técnicas como as PCRs hemiespecifica, a inversa e a
unilateral foram desenvolvidas. No entanto, estes métodos dependiam de
manipulagao prévia da amostra de DNA, como Southern Blot, marcagao e cortes
com enzimas de restri¢cdo, tornando-os mais caros e laboriosos (LIU et al., 1995).

Os pesquisadores Yao-Guang Liu e Robert F. Whittier desenvolveram
entdo em 1995 a técnica Thermal Asymmetric Interlaced PCR ou TAIL-PCR, que
dispensa qualquer tratamento prévio da amostra de DNA. A técnica utiliza dois
tipos de primers: o especifico, que reconhece uma regiao conhecida do genoma; e
o arbitrario degenerado, que ird reconhecer regides aleatérias do genoma do
organismo devido a sua baixa especificidade. A PCR hemiespecifica se baseia na
mesma logica, porém, ao final da reacao sdo gerados varios fragmentos nao-alvo.

A novidade trazida pela TAIL-PCR sdo as trés etapas (primaria, secundaria e
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terciaria), nas quais o pool de fragmentos vai afunilando e diminuindo a
quantidade de sequéncias ndo-alvo (LIU & WHITTIER, 1995). A estratégia é
chamada de assimétrica, pois o par de primers utilizados possuem diferentes
temperaturas de anelamento. Durante a ciclagem, a alta temperatura favorece o
primer mais longo e especifico, enquanto a temperatura baixa permite que ambos
os primers funcionem com eficiéncia similar, favorecendo a amplificacdo da
regido alvo. Para que a assimetria seja garantida, a temperatura de anelamento
(Tm) dos primers especificos dever ser pelo menos 10°C maior que a dos primers
AD e a temperatura de anelamento dos ciclos de alta estringéncia deve ser
superior em 1 a 5°C em relagdo a Tm do primer especifico (LIU & WHITTIER,
1995).

Apos as ciclagens, basta analisar os amplicons em gel de eletroforese e
sequenciar os fragmentos em seguida. Liu e Whittier sugerem que o produto da
reacao terciaria da TAIL-PCR é adequado, inclusive, para o sequenciamento direto
com os primers especificos, sem necessidade de clonagem em vetor plasmidial

(LIU & WHITTIER, 1995).
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Figura 7. Representacdo esquematica da TAIL-PCR. SP denota primer especifico
(segmentos pretos) e AD os inespecificos (segmentos brancos). Adaptado de LIU &
WHITTIER (1995).
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Transformacao de Trichoderma harzianum por Agrobacterium tumefaciens

Dada a importancia deste fungo no contexto do controle bioldgico, ndo
surpreende que existam outros trabalhos que ja realizaram transformacao
mediada por A. tumefaciens visando o estudo funcional de genes. Alguns,
inclusive, utilizando a mesma técnica com aplica¢des distintas. FAN et al. (2014),
por exemplo, combinaram ATMT com o método de nocaute génico por
recombina¢ao homdloga. Os autores inseriram flancos 5’ e 3’, com homologia aos
genes Thc6 e ThgZ, nas extremidades do gene do marcador seletivo e entre as
bordas esquerda e direita do T-DNA. Isto permitiu ndo sé6 uma inserc¢ao unica,
mas também uma insergdo sitio dirigida na regiao de interesse, além de aumentar
a eficiéncia da transformacao por favorecer o reparo homoélogo no genoma do
fungo (FAN et al, 2014).

No estudo em questao, FAN et al. (2014) obtiveram uma biblioteca de 450
transformantes, dos quais 6 apresentaram altera¢des relacionadas a inducao de
resisténcia do milho ao fungo fitopatogénico Curvularia lunata. Destes 6
mutantes, 4 apresentaram inser¢des do T-DNA em regides ndo codificadoras,
acompanhadas por delecdes nas bordas do T-DNA. Os outros 2 alteraram as
respostas de defesa do milho ao patégeno C. lunata modificando a expressdo de
genes relacionados a via dependente de acido jasmonico (JA) (FAN et al,, 2014).
Em seguida, os autores investigaram um destes transformantes, por meio de
superexpressao, complementacao e silenciamento do gene Thc6 (codificador de
uma proteina de 327 aminoacidos até entdo sem funcdo conhecida) que havia
sido deletado por ATMT e comprovaram seu envolvimento na expressao de genes
responsivos a JA no milho (FAN et al,, 2015).

LIU et al. (2012) e YAO et al. (2016), em trabalhos ja citados nesta
dissertacdo no item “O fungo Trichoderma harzianum: aspectos gerais e
mecanismos moleculares envolvidos no micoparasitismo e interacao com a planta
hospedeira”, também conseguiram associar genes as suas fun¢des utilizando
ATMT em T. harzianum.

YANG et al. (2010) superexpressaram uma superoéxido dismutase (SOD)
endégena em T. harzianum, por meio de transformag¢do mediada por
Agrobacterium. Os autores verificaram que a inser¢do ocorreu em copia Unica, e

que a capacidade de antagonismo contra S. sclerotiorum ndo foi alterada em
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comparagdo com a cepa parental. Como esperado, verificou-se que o
transformante apresentou maior tolerancia a estresses abidticos, tais como
elevada temperatura a alta salinidade, em compara¢dao com a cepa parental. Em
outro exemplo, Yang et al. (2011) expressaram um gene endogeno codificador de
quitinase (ChiV) em T. harzianum. Os autores verificaram que a inserc¢ao do T-
DNA contendo o gene de interesse ocorreu em copia unica e que o transformante
teve significativo aumento da capacidade de inibicao de R. solani em comparacao
com a cepa parental.

GAO & YANG (2004) inseriram o gene Cry I A(b) da bactéria Bacillus
thuringiensis em T. harzianum por transformacdo mediada por Agrobacterium. Os
autores comprovaram a inser¢do de uma unica cépia do T-DNA no genoma do
fungo, bem como a expressao do gene heter6logo. A capacidade antifingica da
cepa transformante ndo foi alterada. Além disso, verificou-se um aumento
significativo da mortalidade de larvas do inseto alvo alimentadas com esporos do
transformante, em comparacgao com a linhagem parental.

Os exemplos citados aqui demonstram as diversas aplicabilidades da
estratégia de transformacao por Agrobacterium para o fungo T. harzianum, sendo
uma ferramenta util para investigacoes sobre o genoma deste microrganismo,
que, apesar de tdo relevante no contexto do controle biologico de fungos
fitopatdgenos, ainda tdo pouco caracterizado quanto a funcdo de genes

envolvidos em sua atuacao antagonista, o que justifica o presente estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar genes de Trichoderma harzianum BRM27158 envolvidos

no processo de controle bioldgico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adaptar uma metodologia de transformacao mediada por Agrobacterium
tumefaciens para T. harzianum BRM27158;

e Obter, purificar e preservar uma biblioteca de agrotransformantes de T.
harzianum BRM27158 resistentes a higromicina, visando a identificacao
de genes envolvidos no controle biolégico;

e Caracterizar os transformantes quanto a capacidade de producdo de
proteases em comparagao com a linhagem selvagem;

e C(Caracterizar os transformantes quanto a atividade antimicrobiana em
comparacgao com a linhagem selvagem;

e Avaliar a estabilidade genética dos transformantes selecionados;

e Confirmar a transformacao por meio de amplificacdao por PCR dos genes
marcadores seletivos (gfp e hph);

e Identificar as regides flanqueadoras do T-DNA por TAIL-PCR, clonagem,
sequenciamento e andlise do contexto gendmico da regido alterada nos

transformantes selecionados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Adaptacao de transformacao mediada por A. tumefaciens para o fungo T.

harzianum BRM27158 e obten¢do de uma biblioteca de transformantes

3.1.1. Linhagens, vetores utilizados e condicbes de cultivo

O fungo T. harzianum BRM27158, também chamado de TR274 e 303-02,
coletado de amostras de solo de Cerrado brasileiro pela Embrapa Arroz e Feijao
(CNPAF), encontra-se preservado em agua deionizada na colecdo de
microrganismos do Laboratorio de Enzimologia da Universidade de Brasilia
(Brasilia - DF).

O vetor binario utilizado (pFAT-GFP) foi cedido gentilmente pela Dra. Kim
M. Plummer (CSIRO Plant Industry, Australia) (FITZGERALD et al.,, 2003). Este
plasmideo contém, na regidao T-DNA, o gene marcador seletivo hph, que codifica a
higromicina B fosfotransferase de Escherichia coli e que confere resisténcia a
higromicina B (usado para selecdo de transformantes do fungo de interesse). O
promotor deste gene é o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd) de
Glomerella cingulata, Gc gpd 3’, e o terminador € o trpC 3’ de Aspergillus nidulans.
No T-DNA o vetor também contém o gene reporter gfp, que codifica a proteina
verde fluorescente GFP (pGreen Lantern, Life Technologies). Seu promotor é o An
p-gpd (de A. nidulans) e o terminador é o Gc gpd 3’ (de G. cingulata). O plasmideo
contém um gene de resisténcia a espectinomicina (SpR) (para selecdo de
transformantes de E. coli e de A. tumefaciens), uma origem de replicagdo RK2 oriV,
uma origem de transferéncia RK2 oriT, uma origem de replicagdo 322 ori e um
gene de replicacao trfA (FITZGERALD et al., 2003).

Este vetor foi previamente transformado em células de E. coli DH5a e de A.
tumefaciens EHA105 por FAVARO (2009). As células de E. coli DH5a e de A.
tumefaciens EHA105 contendo o vetor bindrio pFAT-GFP encontram-se
preservadas por ultracongelamento no Laboratério de Genética e Biotecnologia
da Embrapa Agroenergia (Brasilia - DF). Para cultivo e manutencdo de A.
tumefaciens EHA105/pFAT-GFP, utilizou-se o meio de cultura YEP (10 g de
extrato de levedura; 10 g de peptona bacterioldgica; 5 g de NaCl; 1000 mL de agua
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destilada, pH 7,0) suplementado com espectinomicina e rifampicina (100 pg/mL).
As células de E. coli DH5a utilizadas para manutenc¢do do vetor pFAT-GFP foram
cultivadas e mantidas em meio de cultura Luria-Bertani suplementado com

espectinomicina (100 pug/mL).
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Figura 8. Mapa do vetor pFAT-GFP (FITZGERALD et al,, 2003).

3.1.2. Teste de sensibilidade a higromicina B

Antes de iniciar a transformacao do fungo foi realizada uma andlise de
sensibilidade da cepa BRM27158 a higromicina B, para verificar se esse
antibiotico poderia ser utilizado como agente seletivo. Para isso foi realizada a
andlise de crescimento do fungo na auséncia (controle) e na presenca de
diferentes concentragdes de higromicina B (5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 e 400
ug/mL). Os testes foram realizados em triplicata em placas de Petri (60 x 15 mm)
contendo meio de cultura so6lido Batata Dextrose Agar (BDA, Sigma-Aldrich). O
inoculo foi realizado com discos de 8 mm de didmetro contendo micélio
proveniente de uma cultura previamente crescida por 7 dias a 28°C em BDA. O
fungo foi incubado em cimara de crescimento por até 15 dias a 28°C na auséncia
de luz. A concentracao de higromicina B que inibiu completamente o crescimento
da colénia em comparagao com o controle foi escolhida para os experimentos de

transformacao.
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3.1.3. Transformacgdo de T. harzianum BRM27158 mediada por A. tumefaciens

A linhagem T. harzianum BRM27158 foi cultivada em BDA a partir do
estoque preservado em Aagua destilada esterilizada (Castellani). O fungo foi
cultivado por 5 dias até a esporulagao (25°C com fotoperiodo). Ap6s este periodo,
os conidios foram coletados em agua destilada esterilizada e uma suspensao de
conidios foi preparada para utilizacao na transformacao.

A transformagcdo por A. tumefaciens foi realizada conforme FAVARO (2009),
com modifica¢des. Células de A. tumefaciens EHA105 contendo o vetor pFAT-GFP
(FITZGERALD et al.,, 2003) foram crescidas em meio de cultura YEP contendo
espectinomicina e rifampicina (100 pg/mL), a 28°C, 200 rpm, por 16 horas. Esta
cultura foi diluida para uma densidade ética de 0,15 (660 nm) em meio de
inducao liquido (10 mM K;HPO4; 10 mM KH2PO4; 2,5 mM NacCl; 2 mM MgS04; 0,7
mM CaClz; 9 mM FeSO4 4 mM NH4SO04; 10 mM glicose; 0,5% glicerol; 40 mM 2-
morpholinoethanesulfonic acid, pH 5,3) suplementado com acetoseringona (200
mM) e incubada até atingir densidade otica de 0,6 (600 nm).

Esta suspensdo de células bacterianas foi misturada (1:1) com a suspensao
de conidios de T. harzianum BRM27158 (10° conidios/mL). Aliquotas de 200 pL
desta mistura foram espalhadas com al¢a de Drigalski sobre discos de membrana
de nylon (0,45 pm, Amersham Hybond N+, GE Healthcare) dispostos sobre a
superficie de placas de Petri contendo meio de indugdo sélido (igual ao meio de
indugdo liquido, porém contendo 10 mM de glicose, e 0,1% de Triton X-100, para
restringir o crescimento das col6nias) suplementado com 200 mM de
acetoseringona. Placas de co-cultivo sem acetoseringona foram utilizadas como
controle.

Apd6s o periodo de co-cultivo a 25°C por 48h na auséncia de luz, as
membranas foram transferidas com pinca esterilizada para meio seletivo BDA
contendo higromicina B (200 pg/mL) e cefoxitina sédica (200 pg/mL). As placas
foram incubadas por 7-20 dias a 28°C, até o surgimento de coldnias resistentes a
higromicina B. O nimero de colonias resistentes foi contado e em seguida os
transformantes foram repicados para novo meio de cultura seletivo (contendo
higromicina B, 200 pg/mL, e cefoxitina sddica, 200 pg/mL). A preservacao de

cada transformante foi realizada pelo método Castellani (duplicata). Este estoque
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foi denominado estoque original. Um total de 168 transformantes foi preservado
na “Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e

Biorrefinarias” da Embrapa Agroenergia.

3.1.4. Purificagdo e preservagdo de transformantes de T. harzianum BRM27158

Os transformantes obtidos foram transferidos do estoque original para
meio de cultura seletivo com auxilio de palitos esterilizados, e entao cultivados
por 5 dias a 28°C. Apds o crescimento, suspensdes de conidios foram preparadas
em solucio Tween 80 0,1% e submetidas a diluicdo seriada seguida de
plaqueamento em BDA contendo Triton X-100 e higromicina B (200 pg/mL), para
obtencdo de culturas monospéricas ou purificadas. Uma vez purificados, os
transformantes foram preservados em duplicata em microtubos de 2,0 mL
contendo agua destilada esterilizada (método Castellani). Este estoque foi
denominado estoque purificado. Essa biblioteca de transformantes contendo 168
linhagens purificadas encontra-se preservada na “Colecdo de Microrganismos e

Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias” da Embrapa Agroenergia.

3.2. Carateriza¢io da biblioteca de transformantes de T. harzianum

BRM27158

Esta etapa foi realizada em colabora¢do com o Laboratério de Enzimologia
da Universidade de Brasilia, juntamente com a Dra. Eliane F. Noronha e sua aluna

de iniciacdo cientifica, Débora C. Cunha.

3.2.1. Caracterizagdo de transformantes de T. harzianum BRMZ27158 quanto a

capacidade de produgdo de proteases e inibigdo de F. oxysporum

A biblioteca contendo 168 transformantes de T. harzianum BRM27158
(estoque original) foi triada em trés experimentos visando a selecdo de linhagens
com fendtipo alterado em comparagao com a cepa parental.

O primeiro experimento consistiu na avaliagcdo do crescimento micelial em

meio minimo sélido (meio TLE) (RODRIGUES et al, 2014) e caseina como unica
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fonte de carbono. Para tanto, os 168 transformantes do estoque original foram
cultivados em meio Batata Dextrose Agar (BDA) a temperatura ambiente e ap6s o
crescimento foram inoculados no meio com caseina. Os transformantes que nao
apresentaram crescimento ou que cresceram com lentiddo em comparagdo a
linhagem selvagem foram selecionados e considerados protease negativos.

No segundo teste, foi avaliada a inibicdo do crescimento do patégeno F.
oxysporum. Duas estratégias foram avaliadas: a) ensaio de producdo de
metabolitos secretados por T. harzianum crescido sobre membranas em meio
s6lido seguido de inoéculo do patégeno nas mesmas placas; e b) ensaio de
confronto direto (antagonismo).

Para a andlise de inibigdo por metabdlitos secretados, os transformantes e o
parental foram inoculados em meio BDA coberto por uma membrana de celofane.
ApOs crescimento a temperatura ambiente, a membrana foi retirada e o patégeno
foi inoculado nas mesmas placas, agora contendo os metabdlitos secundarios
secretados por BRM27158 e seus transformantes. Apés 7 dias de crescimento a
temperatura ambiente, verificou-se se houve ou ndo o crescimento do patégeno.
Em caso negativo, considerou-se que houve inibicao por metabdlitos secretados.

Na avaliacdo da inibicao do crescimento do patégeno por confronto direto, o
patégeno e os transformantes foram inoculados ao mesmo tempo em
extremidades opostas das placas contendo meio BDA, tendo o confronto entre o
selvagem e o patégeno como controle. Ap6s 7 dias crescimento a temperatura
ambiente, verificou-se se os transformantes foram capazes de crescer sobre o
micélio do fitopatégeno tal como o parental.

Por ultimo, foi realizado um teste de dosagem de atividade de proteases, no
qual os extratos enzimaticos, obtidos por filtracdo apds cultivo em meio TLE
liquido, de cada transformante e da linhagem parental, foram avaliados quanto a
atividade proteolitica contra azocaseina a 0,5% (m/v), conforme protocolo de
HUTADILOK-TOWATANA et al (1999). A fase solida obtida apds a filtracao,
composta pelo micélio fungico, teve sua massa medida apds completa secagem
em estufa a 60°C, constituindo os dados da massa seca. Para o calculo da
atividade, uma unidade de atividade proteolitica (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para aumentar em 0,1 a unidade de absorbancia

a 440 nm por minuto de reacdo. Os valores da atividade enzimatica foram
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normalizados com os valores de massa seca, de modo que a unidade final foi de U
por mL de extrato por g de massa seca (U/mL/g).

Apés essas trés anadlises, alguns transformantes foram selecionados por
apresentarem diferencas fisiolégicas em comparacdo com a cepa parental. Esses
transformantes foram submetidos a uma segunda etapa de testes fisiolégicos e

também a caracterizacdo molecular, conforme descrito a seguir.

3.3. Caraterizacdao fisiolégica e molecular de transformantes

selecionados de T. harzianum BRM27158

3.3.1. Testes de estabilidade mitética dos transformantes selecionados

Dez transformantes selecionados anteriormente pela equipe do projeto ao
qual este trabalho estd vinculado (considerados protease negativos) foram
submetidos a andalise de estabilidade mitética. Para tanto, os transformantes
selecionados foram repicados a partir do estoque monospérico purificado para
meio de cultura BDA sem higromicina B (meio denominado nao seletivo). As
linhagens foram incubadas a 25°C durante 4 dias, sendo este cultivo denominado
como primeira geracdo. A cada quatro dias, as colonias foram transferidas para
novo meio ndo seletivo sob as mesmas condi¢cdes até a 52 geracdo. Para
os repiques sucessivos, foi coletada uma pequena por¢ao de micélio a partir da
borda da colonia, considerada a regiao mais jovem e de crescimento rapido da
coldnia fungica, com o auxilio de palitos de madeira esterilizados. O 62 repique
foiinoculado em meio de cultura BDA acrescido de higromicinaB na
concentracdo de 200 ug/mL (meio seletivo).

Os transformantes que permaneceram resistentes ao fungicida em
comparacgao a linhagem parental apos os sucessivos repiques foram considerados
geneticamente estaveis. Esses transformantes foram entdo preservados por
ultracongelamento em glicerol 30%, sendo que esse estoque foi denominado
estoque purificado geneticamente estavel. Esses transformantes foram entao
submetidos a diferentes tipos de caracterizacao fisiologica e molecular, conforme

descrito a seguir.



45

3.3.2. Andlise dos transformantes selecionados de T. harzianum BRMZ27158 por

microscopia de fluorescéncia

Para a confirmacdo da expressdo da proteina verde fluorescente (GFP)
pelos transformantes, laminulas foram colocadas em placas de BDA, onde os
fungos selecionados e o selvagem foram inoculados em seguida. As laminas
foram montadas e observadas sob microscopio de fluorescéncia da marca Zeiss e

modelo Axio Imager Z2, onde foram excitadas com laser de argonio (488 nm).

3.3.3. Caracterizagdo de transformantes selecionados de T. harzianum BRM27158

quanto a capacidade de produgdo de proteases

Os dez transformantes geneticamente estaveis selecionados foram
submetidos a diferentes tipos de testes fenotipicos para avaliar mais
detalhadamente sua capacidade de produzir proteases, em comparagao com a
cepa parental.

Inicialmente, os transformantes e a linhagem parental foram inoculados
em placas de Petri (90 x 15mm) contendo 20 mL de meio minimo s6lido de sais
(PONTECORVO et al, 1953) sem glicose e com um dos seguintes substratos:
caseina a 1% (m/v), ou leite desnatado pasteurizado a 10% (v/v) (marca Itambé),
ou gelatina a 1% (m/v) (Sigma-Aldrich), conforme descrito na tabela 4. Ao meio
de cultura foi acrescido o reagente Triton X-100 a 1% (v/v) no intuito de
restringir o crescimento dos fungos e facilitar a visualizagdo de halo de

degradac¢do enzimatica.

Tabela 4. Meio minimo de sais conforme
PONTECORVO et al. (1953), sem glicose.

Reagentes Concentracao (g/L)
NaNOs3 6,000
KCI 0,500
KH2PO4 1,500
MgS04.7H20 0,500
ZnS04.7H20 0,001
FeS04.7H20 0,001

Agar bacteriolégico 15,000
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0 inoculo foi feito a partir de um disco de micélio previamente crescido em
meio BDA, cortado com a extremidade larga de uma ponteira P1000, com micélio
crescido durante 5 dias a 28°C. Uma vez inoculados nos meios com diferentes
substratos, os fungos foram incubados nas mesmas condi¢des durante 7 dias e o
crescimento das colonias foi medido com paquimetro digital sendo tomadas duas
medidas perpendiculares de seu didametro. Nos casos em que foi observado halo
de degradacdo, os mesmos foram medidos da mesma forma que suas respectivas
coldnias e os indices enzimaticos (razdo entre as médias dos didmetros dos halos
e a média dos diametros das respectivas colonias) foram calculados. O desenho
experimental foi do tipo inteiramente casualizado com trés repeti¢cdes. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio das ferramentas implementadas no
software Genes®. Os dados foram submetidos a andlise de variancia seguida de
teste de comparagdo de médias Scott-Knott, ao nivel de significancia de 0,05.

Os transformantes e a linhagem selvagem também foram avaliados quanto
a producao de proteases em meio liquido em frascos agitados. Para tanto, foram
realizados dois experimentos diferentes. As linhagens foram repicadas do estoque
e cultivadas em meio BDA durante 4 dias a 25°C. Em seguida, os fungos foram
inoculados em meio de cultura TLE (RODRIGUES et al, 2014) (tabela 5), com

caseina a 1,0% (m/v) como principal fonte de carbono.

Tabela 5. Meio de cultura TLE, conforme Rodrigues et al.
(2014) com caseina.

Reagentes Concentracao (g/L)
Peptona bacteriolégica 1,000
Ureia 0,300
KH2PO4 2,000
(NH4)2S04 1,400
MgS04. 7H20 0,300
CaClz. 2H20 0,200
ZnS04 . 7H20 0,001
FeS04. 7H20 0,001
Caseina 10,000

0 indculo foi feito com 5 discos de micélio com 8 mm de diametro a partir
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das placas cultivadas anteriormente, cortados com a extremidade larga de
ponteiras p1000. O cultivo foi feito em triplicata em Erlenmeyers de 125 mlL,
contendo 25 mL do meio TLE, incubados em shaker a 28°C e 120 rpm durante 5
dias. Apds este periodo, o cultivo foi transferido para tubos Falcon de 50 mL
estéreis e previamente pesados. O micélio foi separado da fase liquida, referida
daqui em diante como extrato enzimatico, por meio de centrifuga¢do a 3000 g a
4°C durante 10 minutos.

O ensaio enzimatico foi realizado conforme HUTADILOK-TOWATANA,
1999, com adaptagdes. O tampdo utilizado foi o Tris-HCl a 0,1 M e pH 8,0, o
substrato utilizado foi uma solu¢do de azocaseina (Sigma) a 0,5%, dissolvida no
tampao Tris-Hcl. Em placas de PCR de 96 pogos, 75 pL dos extratos enzimaticos
foram incubados com 125 uL do substrato a 40°C durante 20 minutos em
termociclador. Em seguida, O contetido das placas foi passado para uma placa de
96 pocos do tipo deep-well, ja 600 uL de solucdo de acido tricloroacético (TCA) a
10,0% (m/v), no intuito de paralisar a reacdo. As placas foram centrifugadas a
3000 g a 4°C durante 10 minutos, separando a azocaseina do restante da solucao.
O volume de 120 pL do sobrenadante foi transferido para placas de ELISA, onde
foram adicionados 140 uL de NaOH a 1M as placas e, com o auxilio de uma
micropipeta, 1 mL desta solucao foi coletado e passado a uma cubeta para leitura
em espectrofotometro. A leitura foi feita a 440nm.

Para descontar a absorbancia do extrato enzimatico, este foi incubado com
125 pL de tampao. Para o desconto do substrato, este foi incubado com 75 pL de
tampao. Finalmente, para o desconto do tampao, este foi utilizado como branco
da leitura no espectrofotometro.

O micélio remanescente da separacdo por centrifugacdo feita
anteriormente foi colocado em uma estufa a 60°C para sua completa desidratacao
e determinacdao do peso seco (subtragdo da massa do tubo pela massa do tubo
contendo o micélio seco).

A dosagem de proteinas soluveis dos extratos enzimaticos foi realizada
pelo método do acido bicinconinico (BCA) (Sigma-Aldrich), conforme instrucoes
do fabricante, utilizando soro de albumina bovina (BSA) como padrao. A leitura
foi feita a 563 nm em espectrofotometro ap6s 30 minutos de incubac¢do a 37°C.

Para o calculo da unidade de atividade enzimatica, U, convencionou-se que
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cada aumento de 0,1 em absorbancia, nas condi¢des de leitura supracitadas para
o ensaio proteolitico, equivale a 1 U. A atividade enzimatica foi medida em U
(unidade) por massa seca em gramas de micélio total do cultivo por mililitro de
extrato enzimatico utilizado no ensaio (U/g/mL). A atividade especifica foi
calculada como a atividade enzimatica por g de proteina no ensaio.

Foi realizado ainda um segundo experimento, desta vez, com o cultivo feito
em meio TLE com glicose a 0,3 % (m/v), nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente, com a diferen¢a de que o extrato enzimatico e o substrato foram
incubados em microtubos de 1,5 mL, num termoagitador. Os 600 uL de TCA foram
adicionados diretamente aos microtubos e estes foram submetidos a
centrifugacdo a 3000g durante 10 min a 4°C. Em seguida, 1mL do sobrenadante
foi transferido para cubetas de leitura ja contendo 700 pL de NaOH a 1M e a
leitura a 440 nm foi tomada em espectofotometro. Para determinacdo dos
descontos do extrato e do substrato, os extratos enzimaticos foram inativados
com TCA antes da incubagao com o substrato. Para o desconto do tampao, este foi

utilizado como branco da leitura no espectrofotometro.

3.3.4. Caracterizagdo de transformantes selecionados de T. harzianum BRM27158

quanto a atividade antimicrobiana em comparagdo com a linhagem parental

Os dez transformantes geneticamente estaveis selecionados foram
submetidos a diferentes tipos de testes de atividade antimicrobiana. Inicialmente,
os transformantes e a linhagem selvagem foram inoculados em meio BDA coberto
por um disco de papel filtro, no qual cresceram durante 5 dias a 28°C. Em seguida,
o disco de papel filtro foi retirado com pinca estéril e o patégeno S. sclerotiorum
foi inoculado nos meios contendo os metabodlitos secretados pela linhagem
selvagem BRM27158 e seus transformantes. O in6culo foi feito a partir de um
disco de meio BDA, cortado com ponteira P1000, com micélio crescido durante 5
dias a 25°C. O crescimento do patdgeno foi medido com paquimetro digital sendo
tomadas duas medidas perpendiculares do didmetro das colonias. A porcentagem
de inibicdo foi calculada em compara¢do com o fungo patogénico crescido no
meio BDA sem crescimento prévio de T. harzianum selvagem ou seus

transformantes. O fungo fitopatogéncio S. sclerotiorum foi gentilmente cedido
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pelo Laboratério de Enzimologia da Universidade de Brasilia.

Também foi avaliada a atividade antimicrobiana de extratos da linhagem
parental e de seus transformantes obtidos a partir do cultivo em trés diferentes
meios de cultura liquidos. Um desses extratos foi o mesmo obtido a partir do
cultivo para dosagem de protease (meio de cultura TLE contendo caseina e
glicose, descrito na sec¢ao 3.3.2). Neste caso, a andlise foi feita em triplicata.

Os outros dois extratos avaliados quanto a atividade antimicrobiana foram
obtidos a partir do cultivo no meio de cultura Malt Extract Broth - MEB (Sigma-
Aldrich) e no meio de cultura Potato Dextrose Broth - PDB (Sigma-Aldrich). Para
tanto, 5 discos de micélio da linhagem parental e de seus transformantes foram
inoculados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de cada meio de
cultura (MEB ou PDB). Os frascos foram incubados a 25°C em cultivo estatico na
auséncia de luz por 7 dias. Apds esse periodo, o contetido dos frascos foi coletado
e centrifugado por duas vezes para separacao do micélio. Este extrato foi mantido
em geladeira por no maximo 24 horas, até o momento do uso nos ensaios. Os
cultivos nos meios MEB e PDB foram realizados em duplicata.

A atividade antimicrobiana dos extratos provenientes dos cultivos nos
meios TLE, MEB e PDB foi avaliada contra os seguintes microrganismos: a) cepa
de bactéria de referéncia Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach ATCC
25923 (gram positiva); b) cepa de bactéria de referéncia Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter) Migula ATCC 27853 (gram negativa); e c) fungo fitopatogénico F.
oxysporum. As bactérias encontram-se preservadas no Laboratério de Genética e
Biotecnologia da Embrapa Agroenergia. O fungo fitopatogénico foi gentilmente
cedido pelo Laboratério de Enzimologia da Universidade de Brasilia.

A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada conforme descrito a
seguir. As bactérias patogénicas foram repicadas do estoque em placas de Petri
contendo o meio de cultura Tryptic Soy Agar (Sigma-Aldrich). Apo6s crescimento
por 24 horas a 37°C, uma coldnia isolada foi coletada e inoculada em 10 mL de
meio de cultura liquido Mueller-Hinton (Difco). A cultura foi incubada overnight a
30°C e 180 rpm. Os testes foram realizados em microplacas de 96 pogos de fundo
chato, em volume final de 200 pL, contendo: 20 pL da cultura bacteriana crescida
overnight (ou seja, 10%), 80 pL de cada extrato fungico (ou seja, 40% do extrato

TLE, MEB ou PDB), e 100 pL de meio de cultura Mueller-Hinton. As microplacas
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foram incubadas a 37°C sem agitacdo e as leituras de absorbancia foram
realizadas em espectrofotometro (600 nm) nos tempos zero, 6 h e 24 h de
crescimento. Os controles consistiram na utilizacdo dos meios de cultura TLE,
MEB e PDB sem o prévio crescimento fuingico.. Os dados foram plotados em
graficos incluindo a média e o desvio padrao das leituras de absorbancia.

A atividade antifingica dos extratos da linhagem parental e dos
transformantes foi determinada conforme descrito a seguir. O fungo
fitopatogénico F. oxysporum foi cultivado por 7 dias a 25°C em meio de cultura
BDA (Sigma-Aldrich). Em seguida, discos de micélio foram coletados e
transferidos para o centro de placas de Petri (60 x 15 mm) contendo 6 mL de
meio de cultura BDA acrescido de 4 mL de extrato fungico TLE, MEB ou PDB (ou
seja, 10 mL de volume final em cada placa de Petri, sendo que os extratos foram
testados na concentragdo de 40%). As placas foram incubadas a 25°C por 4 dias
na auséncia de luz. Apés esse periodo, o didmetro de crescimento do fungo
patogénico foi medido com paquimetro digital e a porcentagem de redugdo do
crescimento foi calculada. Os controles consistiram na adiciao dos meios de

cultura TLE, MEB ou PDB sem o prévio crescimento dos fungos.

3.3.5. Confirmagdo da transformagdo por PCR

O DNA gendmico das linhagens selecionadas foi obtido por extragdo com
fenol-cloroférmio conforme descrito por RAEDER & BRODA (1985). Para a
confirmacdo da insercdo do gene gfp, os primers glGFP5
(5’GCCGGAATTCATGAGCAAGGGCGAGGAACTGTTC3) e glGFP3
(5’GCCGAGCTCAGATCTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC3’) (FITZGERALD et al,
2003) foram utilizados. Para a montagem da reagdo, com 25 pL de volume final,
foram utilizados o tampao Colorless GoTaq® Flexi Reaction Buffer pH 8,5
(Promega) a 1x; a solugdo de MgCl; (Promega) a 3,7 mM; dNTP a 0,2 mM; primers
(forward e reverso) a 0,2 uM; GoTaq® MDx Hot Start Polymerase (Promega), 1U;
10 ng do DNA gendmico do parental ou dos transformantes; e agua ultrapura
completando o volume final. As condi¢des de amplificacdo foram: 94°C de
temperatura de desnaturacdo inicial durante 5 minutos, 30 ciclos de

desnaturacao a 95°C durante 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto e
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extensdo a 72°C também durante 1 minuto, e extensdo final a 72°C durante 7
minutos. Para a confirmacdo da inser¢do do gene hph, os primers hphl
(5TTCGATGTAGGAGGGCGTGGAT3’) e hph2 (5’CGCGTCTGCTGCTCCATACAAG3’)
(MALONEK & MEINHARDT, 2001) foram utilizados. A montagem das reacdes e as
condi¢des da PCR foram idénticas as utilizadas na amplificacdo do gene gfp. Os
produtos de PCR, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose. Em seguida,

o gel foi observado sob luz U.V. em fotodocumentador e a imagem foi registrada.

3.3.6. Amplificagdo por TAIL-PCR das regibes que flanqueiam o T-DNA

Para a TAIL-PCR, os primers utilizados encontram-se listados na tabela 6.
Os primers com prefixo AD sdo arbitrarios degenerados e os de prefixo LB sao
especificos para a borda esquerda, regidao de 24 pares de bases repetidas do T-
DNA.

Tabela 6. Primers utilizados nas reagoes de TAIL-PCR.

Primers Sequéncia (5'-3’) Tw(°C) GC(%)
AD2 _Ses! TGWDNAGSANCASAGA 48,99 37,5-50,0
AD3_Ses! AGWGNAGWANCAWAGG 46,43 37,5-50,0
AD5_Par? WCAGNTGWTNGTNCTG 50,27 37,5-56,3

AD11_Par? NCASGAWAGNCSWCAA 51,55 43,8-56,3
AD6_Ama3 WGCNAGTNAGWANAAG 44,00 26,7-46,7
AD7_Ama3 AWGCANGNCWGANATA 47,71 31,3-50,0
AD1_Liu* NTCGASTWTSGWGTT 39,90 40,0-46,7
AD2_Liu* NGTCGASWGANAWGAA 43,86 37,5-50,0
AD3_Liu* WGTGNAGWANCANAGA 43,86 31,3-50,0
AD4_Liu* TCSTICGNACITWGGA 52,83 43,8-62,5
AD2_Tsus STTGNTASTNCTNTGC 50,27 37,5-56,3
LB-1¢ GTCAGCTCCGGCACCTTATCCTTG 65,30 58,3
LB-26 CCTCGTTACATCAGCTCGCAGCTAC 67,30 60,0
LB-36 CGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC 61,40 42,3

* Numeros de 1 a 6 correspondem, respectivamente, as referéncias: SESSIONS et al
(2002) PARINOV et al (1999), MEINKE et al (2009), LIU et al (1995), TSUGEKI et al
(1996), FAVARO (2009).

Reagdo primdria:

Para a reagdo primadria, as amostras de DNA foram diluidas, com base nos
valores de concentracdo em ng/uL medidos anteriormente em espectrofotémetro
Nanodrop para 20 ng/uL em agua ultrapura esterilizada. A montagem das
reacoes de PCR para 11 amostras (10 fungos e 1 controle sem DNA) foi feita

conforme descrito nas tabelas 7 e 8:
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Tabela 7. Reagentes utilizados na reacdo primaria da TAIL-PCR.
Concentracao Concentragao Volume para 1
Reagentes no estoque nareacao reacao (ul)
Completar para o
volume total

H,0 ultrapura - -

Tampao 5X 1X 4,00
MgCl; 25 mM 2 mM 1,60
dNTP 2,5 mM 200 pM 1,60
Primer LB-1 *1 100puM 0,2 uM 0,04
Primer AD *2 100 uM variavel variavel
Taq polimerase 50/ul 08U 0,16
DNA gen6mico - 20 ng 1,00
Total - - 20,00

*1-Nas reag0es para os primers AD6 e AD7_Ama, a concentragdo na reagdo do
primer especifico LB-1 foi de 0,6 uM.
*2- Consultar a concentracao de cada primer degenerado na tabela 8.

Tabela 8. Concentracdo dos primers degenerados
utilizados na rea¢do primaria da TAIL-PCR.

Concentragao Volume para 1
Primer na reacao reacdo (ul)
AD2_Ses 3,0 uM 0,60
AD3_Ses 3,0 uM 0,60
AD5_Par 10,0 uM 2,00
AD11_Par 10,0 uM 2,00
AD6_Ama 1,3 uM 0,26
AD7_Ama 1,3 uM 0,26
AD1_Liu 4,0 uM 0,80
AD2_Liu 3,0 uM 0,60
AD3_Liu 2,0 uM 0,40
AD4_Liu 2,5 uM 0,50
AD2_Tsu 4,0 uM 0,80

Para a montagem da reacao, foi feita uma solucao mix contendo a agua, o
tampao Colorless GoTaq® Flexi Reaction Buffer pH 8,5 (Promega), o cloreto de
magnésio (Promega), o dNTP, os primers especifico e degenerado e a Taq
polimerase (GoTaqg® MDx Hot Start Polymerase - Promega) nas concentragdes
especificadas na tabela 7. Todos os reagentes foram mantidos no gelo durante o
procedimento. Em placas de PCR de 96 pocgos, foram distribuidos 1 uL. do DNA
diluido a 20 ng/uL de cada transformante e 1 pL de agua ultrapura no pog¢o
reservado ao controle negativo (branco) da reacdo. Em seguida, foram
distribuidos 19 pL da solucdo mix em cada um dos pogos, totalizando os 20 pL de
reacdo. As placas foram levadas ao termociclador (Applied Biosystems, Veriti),

onde a PCR ocorreu nas condi¢des citadas na tabela 9.
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Tabela 9. Ciclagem da reacdo TAIL-PCR primaria (MULLINS et al, 2001).

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tempo
D 50 inicial 1 92 2 min
esnaturacdo inicia 95 1 min
Desnaturacao 94 30s
Anelamento 5 66 1 min
Elongacdo 72 2 min
Desnaturacao 94 30s
Anelamento 1 30 3 min
Elongacdo 72 3 min
Elongacdo 72 2 min
Desnaturacgao 94 5s
Anelamento 10 44 1 min
Elongacdo 72 2 min
Desnaturacao 94 5s
Anelamento 15 66 1 min
Elongacao 72 2 min
Desnaturacao 94 5s
Anelamento 15 66 1 min
Elongacdo 72 2 min
Desnaturagao 94 5s
Anelamento 15 44 1 min
Elongacdo 72 2 min
Elongacio final 1 72 5 min

Reagdo secunddria:

Para a reacdo secundaria, os produtos da reagdo primaria foram diluidos
50 vezes (1 pL do produto de PCR em 49 pL de agua ultrapura). A montagem das
reacoes de PCR para 11 amostras (10 fungos e 1 controle sem DNA) foi feita

conforme resumido nas tabelas 10 e 11.

Tabela 10. Reagentes utilizados na reacido secundaria da TAIL-PCR.

Concentracao Concentracao Volume para 1
Reagentes no estoque na reacao reacao (ul)
Completar para o
volume total

H0 ultrapura - -

Tampao 5X 1X 4,00
MgCl; 25 mM 2 mM 1,60
dNTP 2,5 mM 200 uM 1,60
Primer LB-2 *1 100uM 0,2 uM 0,04
Primer AD *2 100 uM variavel variavel
Taq polimerase 50/ul 0,6U 0,12

Produto da reacgao ) i 100
primaria diluido ’
Total 20,00
*1 - Nas reacOes para os primers AD6 e AD7_Ama, a concentracdo na reacao do
primer especifico LB-2 foi de 0,6 uM.
*2-Consultar a concentragdo de cada primer degenerado na tabela 11.
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Tabela 11. Concentracdo dos primers degenerados
utilizados na reacdo secundaria da TAIL-PCR.

Concentracao Volume para 1
Primer nareacdo reacdo (pl)
AD2_Ses 1,8 uM 0,36
AD3_Ses 1,8 uM 0,36
AD5_Par 10,0 uyM 2,00
AD11_Par 10,0 uM 2,00
AD6_Ama 1,3 uM 0,26
AD6_Ama 1,3 uM 0,26
AD1_Liu 2,0 uM 0,40
AD2_Liu 2,0 uM 0,40
AD3_Liu 1,5 uM 0,30
AD4_Liu 1,5 uM 0,30
AD2_Tsu 2,0 uM 0,40

Novamente, foi feita uma solugdo mix contendo a agua, o tampao, o cloreto
de magnésio, o ANTP, os primers especifico e degenerado e a Taq polimerase. Em
placas de PCR de 96 pocos, foram distribuidos 1 pL do produto da PCR primaria
diluido 50 vezes de cada transformante e 1 pL de agua ultrapura no pogo
reservado ao controle negativo (branco) da reacdao. Em seguida, foram
distribuidos 19 pL da solu¢do mix em cada um dos pocgos, totalizando os 20 uL de
reacdo. As placas foram levadas ao termociclador onde a PCR ocorreu nas

condigdes citadas na tabela 12.

Tabela 12. Ciclagem da reacdo TAIL-PCR secundaria (MULLINS et al, 2001).

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacao 94 10s
Anelamento 15 66 1 min
Elongacdo 72 2 min
Desnaturacao 94 10s
Anelamento 15 66 1 min
Elongacdo 72 2 min
Desnaturacao 94 10s
Anelamento 15 44 1 min
Elongacdo 72 2 min
Elongacdo final 1 72 5 min

Reacgdo tercidria:
Para a reacgdo terciaria, os produtos da reagdo secundaria foram diluidos

10 vezes (1 pL do produto de PCR em 9 pL de agua ultrapura). A montagem das
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reacdes de PCR para 11 amostras (10 fungos e 1 controle sem DNA) foi feita

conforme as tabelas 13 e 14.

Tabela 13. Reagentes utilizados na reacdo terciaria da TAIL-PCR.
Concentracao Concentragao Volume para 1
Reagentes no estoque na reacao reacao (ul)

Completar para
o volume total

H0 ultrapura - -

Tampao 5X 1X 10,00
MgCl; 25 mM 2 mM 4,00
dNTP 2,5 mM 200 uM 4,00
Primer LB-3 *1 100uM 0,2 uM 0,10
Primer AD *2 100 uM Variavel Variavel
Taq 50/ul 06U 0,12

Produto da reacgao ) i 1.00
secundaria diluido ’
Total - - 50,00
*1 - Nas reagdes para os primers AD6 e AD7_Amad, a concentragdo na reagdo do
primer especifico LB-3 foi de 0,6 uM.
*2- Consultar a concentracao de cada primer degenerado na tabela 14.

Tabela 14. Concentracdo dos primers degenerados
utilizados na reagido terciaria da TAIL-PCR.

Concentracao Volume para 1
Primer na reacao reacao (pl)
AD2_Ses 1,8 uM 0,90
AD3_Ses 1,8 uM 0,90
AD5_Par 10,0 uM 5,00
AD11 _Par 10,0 uM 5,00
AD6_Ama 0,6 uM 0,30
AD6_Ama 0,6 uM 0,30
AD1_Liu 2,0 uM 1,00
AD2_Liu 2,0 uM 1,00
AD3_Liu 1,5 uM 0,75
AD4_Liu 1,5 uM 0,75
AD2_Tsu 2,0 uM 1,00

A solucdo mix foi preparada contendo a agua, o tampao, o cloreto de
magnésio, o dNTP, os primers especifico e degenerado e a Taq polimerase. Em
placas de PCR de 96 pocgos, foram distribuidos 1 pL do produto da PCR secundaria
diluido 10 vezes de cada transformante e 1 pL de agua ultrapura no pogo
reservado ao controle negativo (branco) da reacdo. Em seguida, foram
distribuidos 49 pL da solucdao mix em cada um dos pogos, totalizando os 50 uL de
reacdo. As placas foram levadas ao termociclador onde a PCR ocorreu nas

condi¢des citadas na tabela 15.
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Tabela 15. Ciclagem da reacdo TAIL-PCR terciaria (MULLINS et al, 2001).

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacao inicial 1 94 10s
Desnaturacao 94 15s
Anelamento 30 42 15s
Elongacdo 72 2 min
Elongacdo final 1 72 5 min

3.3.7. Selecdo de fragmentos da TAIL-PCR, clonagem, sequenciamento e andlise das

regides que flanqueiam o T-DNA dos transformantes selecionados

Apbs as trés etapas da TAIL-PCR, os produtos das reacdes secundaria e
terciaria de cada combinagao dos 11 primers degenerados obtidos para os 10
transformantes foram aplicados em gel de agarose a 1,2 % (m/v) com voltagem
de 100 V e corrente 120 A. O marcador molecular 1 kb Plus DNA Ladder
GeneRuler™, da Thermo Scientific® também foi aplicado no intuito de estimar o
tamanho das bandas observadas. O gel foi observado em um transiluminador e as
imagens foram registradas no fotodocumentador (Loccus biotecnologia/L-PIX
CHEMI). Com base nestas imagens, foram selecionados os fragmentos com
tamanhos maiores, os mais isolados e os de maior intensidade para seguirem
para o sequenciamento.

Uma vez selecionados os fragmentos, a TAIL-PCR foi repetida com o
conjunto de primer especifico e mutante que os originou, com o objetivo de
produzir o fragmento em maior quantidade. Os produtos desta nova PCR foram
aplicados novamente em gel de agarose a 1,2% (m/v) com voltagem de 100 V e
corrente 120 A, utilizando-se o mesmo marcador. O gel foi observado em
transluminador e, apdés a comparacdo com a banda original, as bandas
correspondentes foram cortadas do gel e purificadas com o kit QIAquick® Gel
Extraction (Qiagen) conforme o manual do fabricante.

Ap6s a purificacdo, os fragmentos foram ligados em vetor de clonagem e
transformados em células de E. coli TOP10 com o kit TOPO® TA Cloning®
(Thermo Scientific) conforme o manual do fabricante. A extracao plasmidial foi
feita com o kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen) também conforme o manual do
fabricante. De posse dos fragmentos clonados e purificados, estes foram enviados

para sequenciamento pela empresa Eurofins.
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Com o auxilio do software Geneious© (versao 11.1.4) foi obtida a sequéncia
consenso para cada fragmento de TAIL-PCR clonado. As sequéncias consenso
encontradas foram entdo comparadas contra o banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e do JGI (Joint Genome Institute)
MycoCosm com a ferramenta BLASTn®, especificamente contra a sequéncia
gendmica anotada da linhagem selvagem T. harzianum BRM27158 com a qual

foram identificadas as regides adjacentes ao sitio de insercao do T-DNA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Transformacao de T. harzianum BRM27158 por A. tumefaciens

Com o objetivo de identificar genes de T. harzianum BRM27158 envolvidos
no controle biolégico foi escolhida para este estudo estratégia de mutagénese
insercional aleatéria mediada por A. tumefaciens, gerando uma biblioteca de
transformantes, desta forma, permitindo a busca de genes associados a um
fenotipo de interesse.

Quanto a sensibilidade ao marcador seletivo higromicina B, o crescimento
da linhagem selvagem foi completamente inibido na preseng¢a de 200 pg/mL do
fungicida, o que possibilitou a utilizagdo do gene hph de E. coli como gene
marcador seletivo no experimento de transformagdo. Este marcador vem sendo
utilizado para transformacdo com Trichoderma ha mais de 3 décadas. Herrera-
Estrella et al, (1990) ja haviam demostrado que T. harzianum era sensivel a este
composto, porém, nas condi¢cOes testadas por eles, 100 ug/mL foi o suficiente
para suprimir o crescimento do fungo.

Foram obtidas 168 linhagens resistentes a higromicina B na concentracao
de 200 pg/mL. O numero de transformantes recuperados foi de
aproximadamente 3,36 transformantes/10> conidios nas condi¢bes utilizadas
(sem otimizacdo do co-cultivo). Na auséncia de acetoseringona, nenhum
transformante foi recuperado, mostrando que esse composto fendélico é de fato
necessario para a transformacdao de T. harzianum BRM27158. Isto se explica
devido ao efeito indutor da acetoseringona na expressdo dos genes vir, que atuam
no processamento e enderecamento do T-DNA de A. tumefaciens (LI et al., 2017).

Gao & Yang (2004) obtiveram 60-180 transformantes/10¢ conidios da
linhagem T. harzianum T88, enquanto que YANG et al. (2007) obtiveram 60-110
transformantes/107 conidios dessa mesma linhagem de Trichoderma. CARDOZA
et al. (2006) relatam a obtenc¢ao de 260 transformantes/107 conidios da linhagem
T. harzianum T34. NUimero de transformantes variando de 70-110/107 conidios
de T. harzianum foram relatados por YANG et al. (2010, 2011) quando utilizada a
cepa AGL-1 de A. tumefaciens.

No presente trabalho, foi utilizada a cepa EHA105 de A. tumefaciens e o

vetor binario pFAT-GFP. Esta combinacdo cepa/vetor ja foi previamente utilizada
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para transformar outras espécies de Trichoderma, como T. virens T20, com
recuperacdo de 12 transformantes/107 conidios (ROMAO-DUMARESQ et al,
2016) e também T. harzianum CFAM-422, com recuperacdo de 1-20
transformantes/10> conidios (SHIMIZU et al., 2015). Nesse aspecto, estima-se que
o ndmero de transformantes obtidos no presente trabalho possa ser aumentado
com a utilizagdo de maior concentracdo de conidios ou com a otimizacdo de
outros parametros de co-cultivo (concentracao de acetoseringona, tempo de co-
cultivo, temperatura e utilizacdo de conidios germinados), conforme relatado
para outros fungos (MULLINS et al., 2001; MICHIELSE, 2005).

A colegao de agrotransformantes de BRM27158 exibiu diversidade quanto
a esporulacdo e a pigmentacdo do meio de cultura, conforme evidenciado na
figura 9. Foi possivel agrupar os transformantes em uma escala com 7 niveis de
pigmentacdo diferentes e com 4 niveis distintos de esporulagdo. Estes fendtipos
variados indicam a ocorréncia de alteragdes genéticas nessas linhagens, o que
torna esta biblioteca uma fonte interessante para futuras pesquisas sobre

genética desta linhagem de fungo.
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Figura 9. Diversidade fenotipica da biblioteca de agrotransformantes de T.
harzianum BRM27158. A - colecdo completa, B - Diferencas quanto a

pigmentacdo, C - diferengas quanto a esporulacao.
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4.2. Caracterizag¢do de uma biblioteca de transformantes de T. harzianum

BRM27158 e selecao de linhagens com fenotipo alterado

Diferentes testes foram realizados com os 168 transformantes obtidos,
visando triar aqueles com alteragdes na capacidade de producao de proteases e
inibicdo de F. oxysporum sob a premissa de que estas alteracdes fenotipicas
estivessem associadas a mutacao que receberam. Estes testes foram realizados
pela equipe do Laboratério de Enzimologia da Universidade de Brasilia e os
resultados serdo descritos superficialmente para melhor contextualizacdo sobre a
origem das linhagens estudadas, porém, nao serdo explicitados devido a
possibilidade de publicagao futura pelas autoras.

Dentre os 168 transformantes, as linhagens T11, T25, T26, T40, T49, T50,
T112,T113,T135 e T136 nao apresentaram crescimento em meio de cultura com
caseina como Unica fonte de carbono em comparacdo com o parental, sendo
denominados protease negativos.

Do mesmo modo, a dosagem de atividade proteolitica foi inferior a da
linhagem parental, tanto para proteases acidas quanto alcalinas. No entanto, no
teste de inibicdo por metabdlitos secretados, o crescimento de F. oxysporum foi
inibido tanto pelos transformantes como pelo parental.

No teste de confronto direto, os transformantes foram capazes de crescer
por cima do micélio do patégeno, tal como o parental, indicando que nao ocorreu
alteracdo na capacidade de micoparasitismo desses transformantes nas condi¢des
utilizadas. Por apresentarem diferengas fenotipicas consistentes em comparagao
com a linhagem parental (especialmente quanto a producao de proteases), esses
10 transformantes foram selecionados para caracterizacao fisiolégica e molecular

no presente trabalho.

4.3. Caraterizacao fisiologica e molecular de 10 transformantes

selecionados de T. harzianum BRM27158

4.3.1. Estabilidade genética e confirmagdo da transformagdo
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Os 10 transformantes selecionados foram submetidos a andlise de
estabilidade mitética, por meio de repiques sucessivos na auséncia de pressao
seletiva (higromicina B). Verificou-se que todos os transformantes (T11, T25,
T26, T40, T49, T50, T112, T113, T135 e T136) permaneceram resistentes a
higromicina B mesmo apds 5 gera¢des de crescimento na auséncia deste
composto antifingico.

A confirmacdo da transformacdo das linhagens geneticamente estaveis foi
realizada por meio de testes fenotipicos (analise da resisténcia a higromicina B e
analise por microscopia de fluorescéncia) e testes moleculares (amplificacao dos
genes marcadores hph e gfp por PCR). Todos os 10 transformantes selecionados
apresentaram amplificagdo do gene de resisténcia a higromicina B, hph, no
tamanho esperado de cerca de 700 pb, ao contrario do fungo parental (figura 10).
Os controles positivo (plasmideo pFAT-GFP) e negativo (reacao de PCR com agua
ultrapura em vez do DNA alvo) validam o resultado observado.

Com relagdo ao gene gfp, os mutantes T136 e T26 ndo apresentaram
amplificacao (figura 11). Os demais apresentaram bandas no tamanho esperado
de aproximadamente 700 pb. Apesar disso, a amplificacdo do gene hph é um
indicio de que a transformac¢do ocorreu nessas linhagens. A auséncia de
amplificacao do gene gfp nessas linhagens pode ser devida a falhas na rea¢do de
PCR ou a alteragdes genéticas durante a integracdo do T-DNA no genoma do

fungo, impossibilitando sua amplificacdo por PCR nas condi¢des utilizadas.
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1% dos fragmentos resultantes da PCR do
gene hph com os primers hphl e hph2 dos 10 transformantes selecionados de T.
harzianum BRM27158.



62

O

N D S b N
O 0 N N B N O
&5 & v P

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1% dos fragmentos resultantes da PCR
do gene gfp com os primers glGFP5 e glGFP3 dos 10 transformantes selecionados
de T. harzianum BRM27158.

Todos os transformantes selecionados foram capazes de crescer em BDA
com higromicina B a 200 pg/mL, concentracdao que inibe completamente o
crescimento da linhagem selvagem (figura 12). Observou-se que, em relacdo ao
crescimento em BDA com higromicina, os transformantes em meio ndo restritivo
crescem de forma mais rapida e vigorosa, com abundante esporulacao (dados nao
mostrados). Quando sdo expostos a higromicina, no entanto, observa-se uma
menor esporulacdo e verifica-se que algumas linhagens (T49 e T113) apresentam
maior pigmentacdo do meio de cultura (figura 12), indicando maior secre¢do de
metabdlitos.

Os transformantes foram avaliados por microscopia 6tica de fluorescéncia,
no entanto, a visualizacdo da fluorescéncia dos transformantes em comparacao
com a cepa parental foi inconclusiva, todas as amostras apresentaram
fluorescéncia de baixa intensidade e somente na parede celular e nos septos, além
do plano de fundo também estar fluorescente, ndao sendo possivel afirmar que a
fluorescéncia observada vem, de fato, da expressao da GFP.

Embora a transformacdo tenha sido confirmada por PCR e testes de
resisténcia a higromicina B, e que a insercdo do T-DNA no genoma de fungos
filamentosos seja predominantemente copia unica (MICHIELSE et al., 2005),
outras analises moleculares (tais como Southern blot ou PCR em tempo real)
serdo necessarias para determinar o ndmero exato de copias do T-DNA inseridas

no genoma de cada transformante.
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Figura 12. Linhagens de mutantes selecionados e do T. harzianum BRM27158 selvagem cultivados em meio BDA com e sem
higromicina (concentragido de 200 pg/mL) durante 15 dias a 25°C.
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4.3.2. Caracterizagdo de transformantes quanto a capacidade de produgdo de proteases

Apoés a triagem inicial feita pela Dra. Eliane F. Noronha e pela aluna Débora C.
Cunha, os 10 transformantes de T. harzianum BRM27158 selecionados foram
submetidos a novos testes (qualitativos e quantitativos) para determinacao de
atividade proteolitica para uma caracterizacdo mais detalhada quanto a producao de
proteases destes mutantes.

Quanto aos testes de degradacao de substrato proteico em meio sélido, foi
possivel calcular o indice enzimatico apenas para o meio contendo leite como
substrato, pois foi o Unico em que se observou a formacao dos halos de degradacao
enzimatica. No entanto, o crescimento da colénia em milimetros foi medido para todos
os meios ap0s 7 dias de incubac¢do a 25°C, dados que se encontram representados na

tabela 16.

Tabela 16. Crescimento em milimetros dos fungos mutantes e
do parental em meios com diferentes substratos proteicos.

Crescimento (mm) em diferentes fontes proteicas

Linhagem Leite Gelatina Caseina
Selvagem 71,32b 43,59b 42,862
T11 77,372 41,28b 46,522
T25 57,984 57,612 35,09
T26 66,30¢ 41,62b 44,632
T40 52,204 51,93 34,16b
T49 66,64¢ 44,21b 46,392
T50 71,19 50,972 51,842
T112 72,35b 58,782 46,132
T113 55,774 55,392 35,23b
T135 69,07¢ 45,91b 47,962
T136 64,31¢ 60,362 40,41b

* Valores com letras distintas indicam diferenca estatistica segundo
teste Scott-Knott a significancia de 0,05.

No substrato leite, 7 das 10 linhagens tiveram crescimento significativamente
inferior ao parental, o que corrobora a alteracdo na capacidade proteolitica dessas
linhagens. No entanto, essas diferencas em relacao ao parental foram menos evidentes

nos substratos gelatina e caseina. Em todo caso, 4 transformantes (T25, T40, T113 e

64
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T136) apresentaram crescimento significativamente inferior ao parental nos meios de
leite e caseina, simultaneamente. Além disso, observou-se que, alguns transformantes
exibiram crescimento superior a linhagem parental, destacando-se o T11, que foi o
Unico a superar o selvagem em meio contendo leite como substrato, e os
transformantes T50 e T112, que apresentaram crescimento superior ao parental em
meio contendo gelatina e equivalente ao parental nos demais meios.

Quanto aos indices enzimaticos em meio contendo leite como substrato (figura
13), duas linhagens apresentaram valores estatisticamente superiores ao selvagem, o
T40 e 0 T113, apesar de terem apresentado crescimento micelial inferior ao parental
nesse substrato e também em caseina (tabela 16). Os demais transformantes

apresentaram indices enzimaticos similares ao do selvagem.
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1,20 - b
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
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Indice enzimatico
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Qg/@ S U NP S R

Linhagens

Figura 13. Indices enzimaticos de 10 transformantes e da linhagem selvagem T.
harzianum BRM27158 em meio minimo acrescido de leite como substrato. As letras
diferentes representam diferenca estatistica pelo teste Scott- Knott com nivel de
significancia a 0,05.

Observou-se ainda que todas as linhagens mostraram preferéncia pelo meio
contendo leite com substrato, onde cresceram de forma mais vigorosa, chegando a
esporular. Isto pode ser explicado devido ao fato de o meio de leite ser o Unico com
outra fonte de carbono que ndo fosse proteica, ja que o leite desnatado utilizado
continha 50 g/L de carboidratos nao especificados, em concentra¢do superior a de

proteinas (32 g/L).
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Figura 14. Transformantes selecionados e linhagem parental T. harzianum BRM27158
cultivados em meio minimo de sais com caseina, gelatina ou leite desnatado como substrato

apds 8 dias de crescimento a 25°C.
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Os 10 transformantes geneticamente estaveis também foram avaliados quanto
a producdo de proteases em cultivo submerso, em compara¢do com a cepa parental. Os
resultados de do experimento realizado em meio TLE com glicose se encontra na
tabela 17 enquanto que os dados do experimento realizado em meio TLE com glicose é

apresentado na tabela 18.

Tabela 17. Atividade enzimatica (U/mL/g) e atividade especifica
(U/mg) de proteases, bem como sua massa seca (g) apos cinco dias de
cultivo em meio TLE.

Atividade Atividade especifica
Linhagem (U/g/mL) (U/mg) Massa seca (g)

BRM27158 0,0025b 0,00132 0,0612b
T11 0,0178b 0,00672 0,0477v
T25 0,05812 0,03452 0,09002
T26 0,0158p 0,00992 0,0544b
T40 0,0093b 0,00492 0,0565b
T49 0,0080p 0,00562 0,07532
T50 0,0099b 0,00652 0,0622b
T112 0,0164b 0,01172 0,07762
T113 0,0098p 0,00652 0,08582
T135 0,0231b 0,01392 0,0691a
T136 0,0008b 0,00042 0,0793a
Meio TLE 0,0000v 0,0000v 0,0347v

*Valores com letras diferentes indicam diferenca estatistica segundo teste

Scott-Knott a significancia de 0,05.

Nota-se que as atividades foram muito baixas nas condi¢des utilizadas. Além
disso, o resultado observado durante as triagens iniciais (selvagem com atividade
muito superior a dos mutantes) nio se repetiu. A exce¢do do T25, ndo houve diferenca
estatistica entre as atividades enzimaticas dos mutantes e do parental. Quanto a
atividade especifica, em que as atividades foram normalizadas com a quantidade em
mg de proteinas soluveis presentes no extrato, também nao houve diferenca
estatistica. Houve uma pequena diferen¢a em relagdo a massa seca, havendo linhagens
que produziram mais biomassa do que outras. Curiosamente, o parental ficou no grupo
das linhagens que produziu menos biomassa. Neste experimento, optou-se por utilizar
o meio TLE sem glicose, a fim de evitar a repressdo catabdlica por glicose. Contudo,
esta alteracdo acabou causando uma diminui¢do na producao de biomassa dos fungos,

o que também pode ter afetado suas atividades proteoliticas. Por este motivo, realizou-
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se outro ensaio, desta vez com glicose no meio TLE, na tentativa de obter resultados
similares aos obtidos nas triagens iniciais. Os dados deste segundo ensaio se

encontram na tabela 18.

Tabela 18. Atividade enzimatica (U/g/mL) e atividade especifica
(U/mg) de proteases, bem como sua massa seca (g) apos cinco dias de
cultivo em meio TLE com glicose.

Atividade Atividade especifica
Linhagem (U/g/mL) (U/mg) Massa seca (g)

BRM27158 0,00252 0,00102 0,13152
T11 0,01642 0,00612 0,0893a
T25 0,01752 0,00532 0,11182
T26 0,01662 0,00562 0,1124
T40 0,01142 0,00522 0,145742
T49 0,01712 0,00582 0,1232a
T50 0,01002 0,00442 0,13372
T112 0,01302 0,00492 0,14572
T113 0,01362 0,00552 0,1384a
T135 0,01302 0,00472 0,1181a
T136 0,00192 0,00052 0,143742
Meio TLE 0,00002 0,00002 0,0360P

*Valores com letras diferentes indicam diferenca estatistica segundo teste
Scott-Knott a significancia de 0,05.

Nao houve diferenca entre as atividades enzimatica e especifica de proteases
das linhagens transformantes e do selvagem, tampouco em relacio a massa seca.
Novamente, os valores das atividades enzimdticas ndo alcancaram os obtidos nas
triagens iniciais, feitas no Laboratério de Enzimologia da Universidade de Brasilia,
mesmo com a adi¢do da glicose.

Uma possivel explicagdo para essas diferencas entre a triagem inicial e a
realizada neste trabalho sao as variacdes nas condi¢des do experimento como:
materiais, equipamentos, reagentes, tipo de inéculo (suspensao de esporos ou discos
de micélio) e origem das linhagens (diferencas entre o estoque original e o estoque
purificado geneticamente estavel). Para chegar a conclusdes mais contundentes, sera
necessario repetir estes experimentos em condi¢des mais proximas aquelas realizadas

no Laboratoério de Enzimologia.
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4.3.3. Caracterizagdo de transformantes quanto a atividade antimicrobiana

Além da capacidade de produzir proteases, a linhagem parental T. harzianum
BRM27158 e os 10 transformantes geneticamente estdveis selecionados foram
caracterizados quanto a atividade antimicrobiana. Conforme relatado anteriormente,
esses 10 transformantes foram inicialmente avaliados, pelo grupo da em teste de
inibicao por compostos secretados em placas de meio s6lido com o fungo F. oxysporum
pelo Laboratério de Enzimologia. Neste caso, os compostos secretados tanto pelo fungo
selvagem quanto pelos transformantes inibiram completamente o crescimento do
patégeno, indicando que as alteragdes que os mutantes carregam ndo afetam a
capacidade de inibi¢do de F. oxysporum nestas condigoes.

Ap0és a purificagao e o teste de estabilidade mitotica, foi realizado um teste de
inibicdo por metabdlitos secretados muito semelhante ao anterior, porém, contra o
patégeno S. sclerotiorum. No entanto, o selvagem e os mutantes conseguiram
atravessar a membrana de papel. Ja que o objetivo era avaliar o efeito dos compostos
de maneira isolada (sem a presenca do fungo antagonista) a correta leitura dos
resultados foi invibializada.

Ainda com o objetivo de caracterizar a atividade antimicrobiana (antibacteriana
e antifungica), ensaios foram feitos com o extrato bruto proveniente de cultivo
submerso do parental e dos transformantes em trés meios de cultura diferentes (TLE,
MEB e PDB) e a figura 15 ilustra estes resultados.

Observa-se que, de modo geral, o crescimento da bactéria P. aeruginosa nao foi
significativamente inibido pelos trés extratos avaliados (TLE, MEB e PDB), em
compara¢ao com os controles. Do mesmo modo, também ndo foram observadas
diferengas marcantes entre os extratos da linhagem parental e dos transformantes
quanto a inibicdo do crescimento de P. aeruginosa. Este resultado é congruente com o
relato de Viscaino et al (2005) de que esta bactéria parece ser menos suscetivel a
inibicdo por extratos de Trichoderma spp..

Alguns trabalhos sugerem ainda que T. harzianum e P. aeruginosa podem
estabelecer uma interacdo sinergistica contra patégenos quando co-inoculados na
planta hospedeira (SHAFIQUE et al, 2015) e que metabolitos secretados por T.
harzianum podem estimular o metabolismo de algumas espécies de Pseudomonas

benéficas as plantas (SRIVASTAVA et al., 2010; SIDDIQUI & SHAUKAT, 2004).
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Figura 15. Leitura das absorbancias de S. aureus e P. aeruginosa incubadas durante 0, 6 e 24
horas na presenca de extrato bruto a 40% (v/v) do cultivo de fungos em meios TLE, MEB e
PDB. As letras A, C e E correspondem a absorbancia de S. aureus Rosenbach ATCC 25923 nos
meios TLE, MEB e PDB, respectivamente. As letras B, D, e F correspondem a absorbancia de P.

aeruginosa Migula ATCC 27853 nos meios TLE, MEB e PDB, respectivamente.
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Com relacdo a bactéria S. aureus, no entanto, foi possivel verificar diferencas
significativas no seu crescimento dependendo da linhagem de fungo que gerou o
extrato (parental ou transformante), diferencas estas que variaram entre os trés
substratos distintos de cultivo fingico.

Quanto aos extratos do cultivo em TLE, nota-se que apenas as linhagens T11,
T25, T112 e T135 apresentaram porcentagem de inibi¢do superior a 50%, sendo a
T112 a que mais inibiu o crescimento de S. aureus. A linhagem parental, no entanto,
apresentou inibicdo de apenas 11% em relacao ao controle.

Para o extrato MEB da linhagem parental BRM27158 inibiu 60% do
crescimento de S. aureus ap0s 24 horas em comparacdo ao controle. Enquanto que os
extratos MEB dos transformantes T50, T113, T40, T135 e T26 perderam a acdo
antibacteriana quando comparados ao parental.

Ja para o extrato oriundo do cultivo em PDB, as linhagens T40 e T113 nao s6
ndo inibiram como chegaram a favorecer o crescimento da bactéria gram positiva. A
linhagem T11 conseguiu inibir parcialmente enquanto que todas as demais, inclusive a
selvagem, apresentaram inibicao expressiva. Foi neste substrato que as diferencas
entre os extratos de cada linhagem se mostrou mais proeminente.

Supde-se que as alteracdes causadas nos transformantes sejam a razao pela
qual se observam diferengas quanto a inibi¢do do crescimento bacteriano A avaliagdo
da atividade antimicrobiana em diferentes condi¢des de cultivo e contra diferentes
microrganismos patogénicos permitiu uma melhor caracterizacdo do fenotipo dos
agrotransformantes de T. harzianum. Tais condi¢des podem servir de base para
experimentos futuros sobre analise metabolémica dos transformantes em comparacdo
com a cepa parental, visando identificar os metabdlitos secundarios produzidos.

A atividade antibacteriana de extratos brutos de T. harzianum, ou de extratos
organicos, contra S. aureus ja foi relatada por diferentes autores (SANTAMARINA et al,,
2002; MARFORI et al, 2002; VISCAINO et al, 2005; LEELAVATHI et al, 2014;
PHUPIEWKHAM et al.,, 2015; ANWAR & IQBAL, 2017). Assim como observado no
presente trabalho, a capacidade de inibicao foi dependente das condig¢des utilizadas
para o crescimento do fungo, especialmente quanto as fontes de carbono e nitrogénio
usadas como nutrientes (VISCAINO et al., 2005).

A atividade antifingica dos extratos também foram testadas contra o patégeno
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F. oxysporum. Nenhuma dos extratos, incluindo o do parental, foi capaz de inibir o
crescimento do fungo fitopatégeno, que cresceu com o mesmo independente da
condicdo que lhe foi dada. Como o experimento foi realizado apenas na concentragao
de 40%, sera necessario repetir estes testes com diferentes concentragdes dos extratos
para concluir com maior propriedade sobre a capacidade de inibicdao de cada linhagem.

A andlise dos dados de caracterizacdo fenotipica dos transformantes revela que
a mutagénese insercional mediada por A. tumefaciens foi uma estratégia promissora
para a obtengdo de linhagens com alteragdes em diferentes vias relacionadas ao
controle biolégico, por exemplo, producdo de proteases e metabolitos antimicrobianos.
Também foi possivel, em alguns casos, associar mais do que um fenétipo para um
mesmo transformante. Os transformantes T40 e T113, por exemplo, apresentaram
diminuicdo de crescimento micelial em substratos proteicos e também perderam a
atividade antibacteriana contra S. aureus quando cultivados nos meios MEB e PDB.

A utilizacdo da transformac¢do mediada por Agrobacterium para caracterizagao
de genes de T. harzianum também foi relatada por FAN et al. (2014). Os autores
obtiveram 450 transformantes, dos quais 6 mostraram capacidade reduzida de
modular a resisténcia de plantas de milho ao patogeno Curvularia lunata. SHIMIZU et
al. (2015) caracterizaram 618 transformantes de T. harzianum CFAM-422 quanto a
producao de celulases e hemicelulases e selecionaram 11 mutantes com aumento ou
diminuicao da producao de enzimas. No presente trabalho, uma biblioteca com 168
transformantes foi obtida, sendo que 10 linhagens foram selecionadas com alteracoes
na producao de proteases e metabdlitos bioativos. Os 10 transformantes selecionados
foram entdo submetidos a andlise molecular visando a identificacdo de genes

envolvidos nas caracteristicas avaliadas.
4.3.4 Identificagdo das regides adjacentes ao T-DNA dos transformantes selecionados

A Figura 16 exemplifica a analise de eletroforese das reacdes de TAIL-PCR
realizadas para os transformantes T11, T25, T26, T40, T49, T50, T112, T113, T135 e

T136 com diferentes primers degenerados. A analise de TAIL-PCR foi realizada para

identificacao de sequéncias adjacentes a borda esquerda do T-DNA.
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Figura 16. Selecdo de fragmentos resultantes da TAIL-PCR para posteriores sequenciamento e analise. As setas vermelhas indicam
os fragmentos escolhidos. Os nimeros de 1 a 10 denotam, respectivamente, T11, T25, T26, T40, T49, T50, T112, T113, T135 e
T136. Os numeros ordinais 22 e 32 representam a segunda e a terceira etapas da TAIL-PCR. No gel A. estdo os produtos da PCR com
os Primers degenerados AD2_Ses e AD3_Ses, no B. estdo AD5_Par e AD11_Par, no C. estdo AD11_Par e AD6_Ama, no D. estdo
AD7_Ama e AD1_Liu, no E. estdo AD1_Liu, AD2_Liu e AD3_Liu e no F. o primer AD2_Tsu. Os controles negativos, ou brancos, sdo os
produtos da reacdo de PCR sem DNA (B1- primer AD2_Ses, B2- AD3_Ses, B3- AD5_Par, B4- AD11_Par, B5- AD6_Ama e B6-
AD7_Ama).
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A Tabela 19 resume os fragmentos que foram selecionados para serem
clonados e sequenciados, bem como seu tamanho estimado em pares de bases.

Tabela 19. Relacdo de fragmentos amplificados por TAIL-
PCR selecionados e seu tamanho estimado em pares de bases.

Nome do fragmento Tamanho estimado da banda (Kb)
AD2 Ses_T49_3a 0,30
AD2_Ses_T50_2a 0,75
AD2_Ses_T136_3a 1,25
AD5_Par_T11_3a 0,50
AD5_Par_T26_3a 0,70
AD5_Par_T49_3a 1,25
AD5_Par_T49_2a 1,25
AD11-Par_T25_3a 2,00
AD11-Par_T25_2a 2,00
AD11-Par_T113_3a 1,25
AD11-Par_T136_3a 0,75
AD11-Par_T136_2a 0,70
AD6_Ama_T25 2a 0,40
AD7_Ama_T112_2a 0,40
AD7_Ama_T135_3a 0,45
AD2_Liu_T40_3a 1,25
AD2_Liu_T49_3a 0,40
AD2_Liu_T135_2a 0,75
AD3_Liu_T25_3a 0,40
AD3_Liu_T113_3a 1,60
AD3_Liu_T135_2a 1,50
AD3_Liu_T136_2a 1,25
AD2_Tsu_T26_2a 0,45
AD2_Tsu_T40_2a 0,75

Foram obtidos fragmentos amplificados para todos os 10 transformantes,
totalizando 24 sequéncias selecionadas para andlise. O primer AD11_Par foi o que
produziu o maior nimero de fragmentos, 5. J4 os primers AD1_Liu e AD4_Liu ndo
geraram fragmentos adequados para as andlises posteriores. Pouco mais da metade
dos fragmentos selecionados resultaram da reacao terciaria da TAIL-PCR (13 dos 24
fragmentos).

A clonagem e o sequenciamento dos 24 fragmentos selecionados na TAIL-PCR
dos 10 transformantes (Tabela 19) foram realizadas, no entanto, sequéncias com
qualidade adequada para analise foram obtidas para seis transformantes (T11, T4O0,
T50, T112, T113 e T135). As sequéncias adjacentes a borda esquerda do T-DNA desses

seis transformantes sdo mostradas integralmente na Figura 17.
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T. barzianom BRM27158 - T11

TECOGETOGEEEAGCTGTTGECTGGCTGETGECAGGATATATTGT GETGTARACAAA TTCACGC T TAGACAACTTAA TAACACA TTGCGGACE

T. barzianom BRM27158 - T40

GTTGGEAAACAAAAGOCGGAACACAAACACATGGETGETAGCGCAGGCGCAGGCACAGE AGCTGCTGEECCETGCAAGCARLA AAGCCAGEEETGECAAAGD
COCATGTAACTGT ACAGAT AGAGMGAGAGTCGATGAGTGTGCCAATGCT CT ACCT TACATATTTTCT TCOCTTTTT T TGATATT CGAT AGTCAT ATCCOGCCCT CTAA
ACTGACARATCGEGCTECATCTGT GCGEOGOCAGTAGCTGAT CCGAGGOGCTGGCTTACAACT CTCATTTAACAACCAGCATTCTT ATGCAAGCCACATGTTCCAACCCA
GOCCACCCTGGCCTGACGT TT TTGCCGTGTCTCGT I TGCGETGOGAGTATTCT ATCCGCCCACTCACACCATT TGCTCCGT TGC AT CGAT GCGT GLAGGGCCTTOGGE
ATATATTGTGCTGCAAACAAA TTCGACGCTAGACAACT TAATAACACA TTGCGGALCE

T. barzianom BRM27158 - TS50

GATAACATAGCTTOCAATGGATT AT AGTCCT TCAATGGTOCAAAT GAGGAAACAA TT TCAGCT GETGCCGAGCCAGATATAAGGOCCT TGAA GACGCT CCCAAT GAAG
GACACAATCGCTGOCATTTGCGETGEAGACAGAACGEGCAGC AT TGTACT CGAT GCOGCAGT GT AGTCCATCAT CCTGCTOGCTARACT CTAGCT GCAATGTGAACTTG
GITCCTCGCGCTCGAAT GCGATT GCTGCAAACT TGAGCACC ACGT AT CT TGAGGEAGTGT TOC AGTGOCTCOGAC TGOCAGT GATAAATCACCACAACAT CAAAGAGA
GATCTTCGATCCT TTGCCAAT TGTAARAT TTCAGAAT AGGGCATC TGEI TT TCAARMCGARAGET TARCT TCOGACACAATATOST T ARTGAGCATACT AGAGTC TGOC
ATGTTATTATCATOGAGTTTT ATGCGCACTGET AGCCTCTCGAGAAGGAGACCCATAGT GT TOECCGCCOCAGGC TCGI CTCGATT CATATATGGART TCCANATACA
ATGTCGCIATTGTGETGTARACAAA TTGACGCT TAGACAAC TTAA TAACACATTGCGGACG

T. harziamom BRM27158 - T112

CGGCCCTTATCCTTGCT TCCTOCAAGT TG TCGC ACTCTT TGTCAT ACTCGT AGT T TCTT AT ATGGCCGT CGGATT TGEI TOGGACCGCTAGGCATTTT TGACTGGVAA
GGATGCACATTTTCAGCAATCGGAT GTCGECCT GGCAGATCTT AGCT ATCAGARAGAGCACACATGTARACGT TAGCAGGATATATTCTGET GTAAAC AAATTCGACGCTT
AGACAACTTAA FAACACATTGCGGACSE

T. harziamom BRM27158 - T113

ACTTAGGACARATCTAGATATATCCCATTTT AT ACAGTCGCTT ACCGAGRAACGGATC TGET CATCCGGTGAGAAAGT ARTCATCGGGT CCGGCGGATGTCACGGCATT
CGAGCTAGAAGAGCCTTTCTCTAGT GT CATCACCGTCATCACCTGGCAGCT ACAC AT GETCOGCAAGGCGATT TCTGGAACGAT AT AT TGTGCTGTAAAC AAATTCAC
GCTTAGACAACTTAA TAACACATTGCGGACG

T. barzianom BRM27158 - T135

GTTACATCAGCTCGCAGCTACCTOCACTGGCAATAGCOGCTGT AT TCAACT TGTTOCATOGCT GGAACAAT ACAATGGTAATAAAAGCAATCOCTGACGACGCAATGC
CATTCGCAAACGCGGCTTTGAGACCCTGCAT GT AGGCTACCAAAA TCOCAGGAAT TTGETCCT CCGAAAACACTTTTOGCAA AT CCGT CGCGCCGETGCTCACCACGA
GGGCCGCATTGACTCOCTGTGCTGTCTTGEEAAGATT GT TGATCATGACGT TAACAAAGOC AGCTTGGGCAGC AGAAACCATCCCTGCACCACCAAGCGTCTGAAGAR
ATARCAGCATGGCTGTCACTTCIGCGAGATCTATGGCOGEGAGCTGTAGCTTGT ACCGTGAT AATGGCGATC TGGEACGCGAT ACCCCAGCCARCACCACCGATGATCT
GGTAGCCGATTCATTTGCCTTCAGAGETACCAATATCCAAAGTGT AAAGCAAACCTETACATACCGTCGAC AGGTCAGT COCCGCAACGETAATOGGCGCOGCAATAL
CAGTGGCAGAGATGT AAGCACCGCT GCAAAGCATGGAGATGACAACAGCGACGAT GAGGEGCAGGTT TCTAACACCACT TGACT GGGCACTCGCGT TGTCAATACTCT
GGAAGTATATTGETAGGTAAT AT AGAACCAAGT AGTACGOGCCAGAGTAGAAGAA TGARAGGACT GATTOGACTATGTARAACTCTCAAAC AAATTGACGC TTAGACAR
CTTAATAACACATTGOGGACG

Figura 17. Sequéncias adjacentes a borda esquerda (left border) do T-DNA dos transformantes T11,
T40, T50, T112, T113 e T135 de T. harzianum BRM27158. Em azul: sequencia genémica do fungo T.
harzianum BRM27158. Em vermelho sublinhado: sequéncia da borda esquerda do T-DNA (podendo
estar completa com 24 nucleotideos como mostrado para o transformante T11, ou truncada no
momento da inser¢do, como nos demais transformantes). Em verde italico: sequéncia da borda
esquerda do T-DNA do vetor binario pFAT-GFP que contém o sitio de anelamento do primer especifico
LB3 (sublinhado), utilizado nas rea¢des de TAIL-PCR.

75



76

Verificou-se diferengas no padrdo de inser¢do do T-DNA nessas seis linhagens.
Por exemplo, a sequéncia da borda esquerda (left border) que tem 24 pares de bases
foi truncada em todas as linhagens, exceto no transformante 11, no qual a borda
esquerda permaneceu intacta (com 24 pares de bases) (Figura 17).

A andlise da sequéncia do transformante T11 revelou que a regido adjacente a
borda esquerda corresponde a prépria sequéncia do plasmidio pFAT-GFP. Isso mostra
que nesse transformante a inser¢do nao foi apenas do T-DNA, mas também de vetor
binario, o que revela uma falha na clivagem do T-DNA pela maquinaria da
Agrobacterium no momento da transformacao. Nessa sequéncia foi possivel encontrar
o sitio de anelamento do primer degenerado AD5_Par (dados nao mostrados), que
levou a amplificacdo do referido fragmento. Para esse transformante, nao foi possivel
determinar a sequéncia fungica adjacente a borda esquerda. Em todo caso, os testes
fenotipicos realizados mostraram que os extratos brutos obtidos nos meios MEB e PDB
perderam parcialmente a capacidade de inibir o crescimento de S. aureus em
comparacgdao com o extrato da cepa parental. Isso mostra que essa diferenca pode ser
devida a alteragdes metabdlicas causadas pela transformacao.

A integracdo de DNA plasmidial para além da regido do T-DNA no genoma de
fungos filamentosos ja foi relatada para algumas espécies. Em alguns casos, esse
fendmeno ocorreu com elevada frequéncia, por exemplo, para Colletotrichum
graminicola (FLOWERS & VAILLANCOURT, 2005), Epicoccum nigrum (FAVARO, 2009),
T. reesei (ZHONG et al.,, 2007). GELVIN (2003) relata que a transferéncia do T-DNA
inicia-se pela borda direita e termina na borda esquerda, o que resulta na transferéncia
de toda a sequéncia localizada entre essas bordas. No entanto, em alguns casos a
transferéncia continua para além da borda esquerda, como ja demonstrado em plantas
(VAN DER GRAAFF et al., 1996) e alguns fungos (MENG et al., 2007). Esse fenémeno é
geralmente atribuido a uma falha na clivagem da regido da borda esquerda do T-DNA
pelo complexo VirD1/VirD2 da A. tumefaciens.

A andlise da sequencia do transformante T40 pela ferramenta BLAST do
GenBank nado retornou nenhum resultado sobre sua similaridade. Quando a analise foi
feita na base de dados do ]GI, verificou-se uma correspondéncia (99,8%) com a
sequéncia do scaffold Triharl|scaffold_93:26039-26311, de T. harzianum TR274 (que
corresponde a linhagem parental BRM27158). Porém nao hd nenhuma informacao

sobre codificagcdo de proteina para essa sequéncia, e ela ndo esta presente em outras
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espécies de Trichoderma com genoma disponivel no JGI. O transformante T40
apresentou fenoétipo alterado em relagdo a linhagem parental, especificamente uma
diminuicao de crescimento em substratos proteicos e marcante diminuicdo da
atividade antibacteriana do extrato bruto obtido no cultivo em MEB e PDB.

Ja para o transformante T50, a andlise pelo banco de dados do GenBank revelou
que houve uma correspondéncia com M431DRAFT_549063, uma proteina hipotética
de T. harzianum CBS 226.95 (acesso XM_024921276.1) com 99% de identidade.
Quando a analise foi feita no banco de dados do ]G], foi encontrada uma proteina de T.
virens Gv29-8 com 99,6% de identidade, a proteina SirP, uma possivel peptideo sintase
ndo ribossémica (NRPS) que estaria relacionada a biossintese de metabdlitos
secundarios, transporte e catabolismo. E ortéloga da proteina SidD (Aspergillus
fumigatus), envolvida na sintese de sideréforos (KUBICEK, 2011). O ferro é um
micronutriente cuja assimilacdo mais eficiente poderia garantir ao fungo uma
vantagem em relacdo ao fitopatégeno nesta competicio (MUKHERJEE, 2012).

As NRPSs sdo enzimas multimodulares nas quais cada mdédulo acrescenta um
mondomero ao peptideo, ndo havendo dependéncia de um molde de mRNA ou
ribossomos (figura 18). Cada modulo possui um dominio de adenilagdo (A), um
peptidil carreador (T) e um de condensac¢do (C). No ultimo médulo da enzima existe

um dominio adicional de tioesterase, que libera o peptideo e termina sua produgao

(MUKHERJEE, 2012).
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Figura 18. Representacdo de uma NRPS. M1, M2 e M3 representam os modulos da enzima. A
denota o dominio de adenilagdo, T o dominio de tiolacdo ou peptil carreador, C o dominio de
condensacao e TE o dominio de tioesterase ou de terminacdo. Adaptado de WINN (2016).
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Genes envolvidos na producdo de metabdlitos secundarios de fungos
filamentosos geralmente encontram-se organizados em clusters, nos quais as NRPSs,
tal como as policetideo sintases (PKSs) e as dimetilaliltriptofano sintases (DMATSs),
sdo considerados genes assinaturas, sendo inclusive utilizados como referéncia para
identificacao de novos clusters de metabolitos secundarios (HAUTBERGUE, 2018).

Ademais, as NRPSs sdo responsaveis pela producdo dos peptaibols, peptideos
constituidos de acido a-aminoisobutirico (aib) e um 1,2-aminoalcool C-terminal, que
complementam o arsenal de metaboélitos antimicrobianos de fungos do género
Trichoderma. Peptaibols também podem agir como indutores de resisténcia sistémica
em plantas contra colonizacao por microrganismos patogénicos (MUKHERJEE, 2012).
No caso do transformante T50, o fendtipo observado mostra uma redu¢dao marcante na
capacidade de inibicao de S. aureus em comparacdo com a cepa parental, quando o
cultivo do fungo é realizado em meio a base de malte (MEB), mas nao quando realizado
em meio PDB. Esse transformante T50 pode ser considerado uma ferramenta util para
auxiliar a descoberta da identidade do composto produzido pela NRPS alterada.

Com relacdo a sequencia do transformante T112, ndo houve correspondéncia
pelo analise do GenBank. No ]JGI, por outro lado, houve 91,3% de identidade com a
proteina hipotética TRIVIDRAFT_79473 de T. virens Gv29-8. Segundo analises de
ontologia e alinhamento com proteinas caracterizadas, trata-se de uma possivel
proteina de ligacdo a GTP. Por se tratar de uma proteina hipotética, ndao ha
informacgdes suficientes para inferir sua fungao.

Para o transformante T113, a andlise pelo NCBI revelou uma proteina
hipotética, M431DRAFT_287046, de T. harzianum CBS 226.95 (acesso
XM_024914059.1) com 100% de identidade. No ]JGI, o resultado foi o mesmo: 100% de
identidade com uma proteina hipotética originada de T. harzianum. Nao ha qualquer
anotacdo sobre a funcao destas proteinas. O transformante T113 apresentou fendtipo
alterado em relacdo ao parental, especificamente uma diminui¢do de crescimento em
meio contendo leite ou caseina. Outra caracteristica do T113 foi a perda da capacidade
antimicrobiana contra S. aureus do extrato bruto obtido no cultivo em MEB e PDB.

Finalmente, para o transformante T135, houve 2 correspondéncias no NCBI: a
primeira, com 85% de identidade, diz respeito a uma proteina hipotética de T. virens
Gv29-8 (acesso XM_014094927) e a segunda, com 99% de identidade, a
M431DRAFT_536000, outra proteina hipotética, porém originada de T. harzianum CBS
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226.95 (acesso XM_024920978). No ]JGI, houve 99,5% de identidade com uma proteina
com funcdo predita de facilitadora de transporte de membrana (MFS). O fenétipo do
linhagem T135 foi caracterizado pela perda parcial da capacidade antibacteriana

contra S. aureus.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foi produzida uma biblioteca com 168 agrotransformantes do
potencial agente de controle biolégico T. harzianum BRM27158, dos quais 10 foram
selecionados para estudos mais detalhados. A biblioteca apresenta diversidade
fenotipica sendo, portanto, uma rica fonte para descoberta e validacao funcional de
genes deste fungo.

Com base nos dados obtidos na caracterizagdo molecular e nos testes
fenotipicos, pode-se inferir que a inser¢do do T-DNA alterou a fisiologia dos
transformantes quanto ao nivel de producdo de metabdlitos secundarios, e que essas
alteracdes foram menos evidentes quanto a producao de proteases. Uma possivel
explicagdo para esta constata¢do é que as triagens iniciais nao tenham sido eficientes
em destacar a caracteristica desejada, que seria uma producao de proteases afetada
negativamente em relacdo ao fungo selvagem.

A transformacgao foi confirmada por PCR e TAIL-PCR, no entanto, embora a
transferéncia do T-DNA resulte na maioria das vezes em inser¢des de cOpia Unica
(MICHIELSE et al., 2005), sera preciso determinar o nimero de cépias inseridas de
modo a ratificar a relacao fenotipo/genétipo dos mutantes obtidos.

0 transformante T50 apresentou reducdo da capacidade antimicrobiana e esta
diferenga foi evidenciada a nivel genético, com a identificacdo da regido nocauteada
pelo T-DNA como uma NRPS, cuja fun¢do descrita em outras espécies de Trichoderma
esta relacionada a producao de metabdlitos secundarios, incluindo peptaibidticos.

A NRPS identificada é ortdloga de uma proteina envolvida na producdo de
sider6foros em outras espécies de Trichoderma, responsavel pela assimilacdo de
metais pelo organismo. Uma forma de aprofundar este estudo seria testar a capacidade
deste mutante de absorver metais em comparac¢do com o fungo parental e, em seguida,
inserir novamente o gene alvo por transformacao, na tentativa de confirmar sua

funcao predita.
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Além disso, foram identificadas 3 proteinas hipotéticas. Estudos mais
aprofundados quanto as alteracdes fenotipicas destes mutantes, T112, T113 e T135,
em relacdo ao fungo selvagem poderiam fornecer esclarecimentos quanto as fung¢des
destes genes e sua relevancia para a atividade antagonista deste fungo.

A combinagao das técnicas de transformacdo mediada por A. tumefaciens e de
TAIL-PCR se mostrou util para identificagdo de regides desconhecidas do genoma e
pode ser aplicada em diversos contextos, muito além do controle bioldgico. O método
permitiu a identificacdo e um gene que, até entdo, ndo havia sido descrito para esta
espécie, além de pavimentar o caminho para a descoberta e outros 3. Isto com uma

amostragem de apenas 6% de toda a biblioteca.
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