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RESUMO

PEDROZO, Rodrigo. Transformagdo de Fusarium oxysporum f sp.
vasinfectum com os genes marcadores GFP and DsRed. 2009. 44p.
Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG".

r

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum ¢é o agente etiologico da
fusariose, uma da principais doencas do algodoeiro nas condi¢des brasileiras.
Trata-se de uma doenga cujos sintomas se iniciam com o amarelecimento e
abscisdo dos cotilédones e folhas, seguida por descoloragdo do sistema vascular,
resultado da obstrucdo dos vasos do xilema, e posteriormente a murcha e morte
das plantas infectadas. Para investigar o mecanismo da interagdo patdgeno
hospedeiro, neste trabalho fez-se a transformacgdo desse fungo com dois genes
que codificam proteinas fluorescentes, a GFP e a DsRed, que fluorescem quando
excitadas a 558 e 395nm, respectivamente, usando apenas um dos genes em cada
transformacdo. Todas as estruturas dos fungos transformados, tanto com o gene
da GFP como com o da DsRed, apresentaram uma alta fluorescéncia quando
examinadas ao microscopio, nos respectivos comprimentos de onda. Ambos
apresentaram crescimento micelial tipico, semelhante aos dos ndo
transformados, com as mesmas caracteristicas morfologicas in vitro, e a
presenca dos genes foi confirmada por PCR, utilizando primers especificos. Nos
testes de inoculacdo artificial verificou-se que a patogenicidade dos isolados
transformados ndo foi alterada e, quando reisolados pelos métodos
convencionais, foram capazes de reproduzir a infecgdo e manter a fluorescéncia
nas geracdes seguintes.

“Comité orientador: José da Cruz Machado — UFLA (Orientador); Antonia dos
Reis Figueira—UFLA



ABSTRACT

PEDROZO, Rodrigo. Transformation of Fusarium oxysporum f sp.
vasinfectum with GFP and DsRed gene markers. 2009. 44p. Dissertation
(Master Science Program in Plant Pathology) — Federal Universit of Lavras,
Lavras, MG

Fusarium oxysporum f sp. vasinfectum, the casual agent of fusarium wilt
disease of cotton, is frequent in most cotton—producing regions in Brazil. The
fungus infects roots, colonizes the rhizomes and eventually blocks the vascular
system of the pseudostems, leading to the plant collapse. The Green and Red
Fluorescent Proteins (GFP and DsRed) emit green and red fluorescence
respectively when excited by blue and green light, making them useful tools to
study early pathogen infection and other aspects of interest in plant pathology. In
this context the aim of this study was to transform Fusarium oxysporum f sp.
vasinfectum isolates with those markers and to compare the transformants with
the wild-types isolates. Two isolates, with different geographic origins in Brazil,
were transformed with the GFP and DsRed derivative markers using hygromicin
B as an indicative marker. The results showed that the transformed isolates did
not differ from the wild-type isolates in relation to growth and morphological
characteristics in vitro. Analyses in fluorescence microscope showed expression
of the green and red fluorescent proteins in the fungal structures. Also, the
presence of GFP and DsRed in the fungal isolates was confirmed by PCR using
specific primers. In the pathogenicity tests it was observed that the virulence of
the trnasformant isolates was maintained. From infected tissues of artificially
inoculated plants of cotton the transformed isolates were re-isolated and they
expressed both proteins markers in the fluorescence microscope.

*Advising Committee: José da Cruz Machado — UFLA (Adviser); Antonia dos
Reis Figueira— UFLA

il



1 INTRODUCAO

A fusariose do algodoeiro tem como agente etiologico Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum, caracterizado como patogeno de solo e
colonizador do sistema vascular da planta (Smith et al., 1981; Shi et al., 1992;
Davis et al., 2006). Apesar da importancia econdmica desse fitopatogeno, os
mecanismos de patogenicidade e desenvolvimento de sintomas ainda ndo foram
bem esclarecidos (Aboul-Soud et al., 2003), levando-se, em alguns casos, ao
diagnodstico erréneo e pouco fundamentado em pesquisas cientificas. Isso
decorre, na maioria dos casos, em razio das plantas apresentarem-se de forma
assintomatica, o que faz com que o patdogeno possa permanecer por varios anos
vidvel, mesmo na auséncia do hospedeiro (Armstrong & Armstrong, 1948).

O estudo do mecanismo de infecgdo e colonizacdo de plantas tem sido
bastante facilitado com o uso de genes marcadores, que podem ser empregados
para transformar o genoma do patégeno de modo a torna-lo mais facilmente
detectavel nos tecidos vegetais. Essa abordagem vem se destacando em estudos
de transformacdo genética de Fusarium oxysporum ( Zimmer, 2005; Olivain et
al., 2005; Sarroco et al., 2007). Nos estudos pioneiros, realizados com a
aplicacdo de marcadores tradicionais como B-glucuronidase-GUS e luciferase, a
maior limitagdo para a visualiza¢do da interagdo planta-fungo era a necessidade
de se fixar os tecidos, levando a perda de produtos celulares, dificultando,
portanto, o entendimento dos eventos no momento em que eles ocorrem (Maor
et al,, 1998). Uma excelente alternativa apareceu com o sequenciamento e
clonagem do gene gfp, que codifica a proteina denominada green fluorescent
protein (GFP) (Maor et al., 1998; Di Pietro et al., 2001; Di Pietro et al., 2003;
Oren et al., 2003)



Essa proteina é produzida por uma agua-marinha bioluminescente
chamada Aequorea Victoria, resultante de uma ligag¢@o ionica entre calcio e uma
fotoproteina denominada aequorin, presente em todo o corpo desse organismo
marinho (Shimomura, 2005). Ela possui 238 amino-acidos que absorvem luz
azul em picos de 395nm até no maximo 470nm, emitindo posteriormente uma
luz verde nos comprimentos de onda entre 509nm a 540nm. Essa proteina verde
fluorescente (GFP) vem se destacando como gene marcador, por ser um
composto muito estavel e com baixa ou nenhuma toxicidade quando fundidas a
muitas outras proteinas celulares e extracelulares de interesse, além de ndo
necessitar de cofatores externos para seu uso, o que possibilita sua visualizagdo
in vivo. (Tisen, 1998; Cubbit et al., 1995; Cubbit et al., 1999; Schwartz &
Patterson, 2003).

A partir da molécula de GFP, vérias outras proteinas fluorescentes tém
sido desenvolvidas, alterando somente a posicdo de algumas cadeias dos amino
acidos constituintes, tais como, ‘blue, cian and yellowish green fluorescent
proteins’ possibilitanto, dessa forma, a utilizagdo simultinea de mais de um
marcador. Porém, nenhuma dessas novas proteinas fluorescentes possui picos de
emissdo superiores a 529nm. Isso as torna ndo muito confiaveis quando
estudadas juntamente com o GFP, dependendo da finalidade do trabalho, pois
essa similaridade nos comprimentos de onda poderia gerar diagnosticos
erroneos. Nesse contexto, a partir de outro organismo marinho, mais
precisamente um coral, denominado Discosoma spp, surgiu uma outra proteina
fluorescente, porém de cor vermelha (DsRed) e com comprimento de emissao de
até 583 nm. (Heim & Tsien, 1996; Schwartz & Patterson, 2003; Zimmer, 2005)

Devido a essa diferenga entre os picos de emissdo, a distingdo entre
DsRed e GFP com a utilizagdo microscopio de fluorescéncia torna-se mais facil
sendo, portanto, a DsRed uma excelente ferramenta para estudos de interagao

entre microrganismos em combinag¢do com a GFP. Entretanto, podem também



ser empregadas separadamente para transformar diferentes microrganismos
visando a detectar a sua presenca em tecidos vegetais vivos. Estudos ja
realizados tém demonstrado a eficacia da utilizagdo dessa proteina vermelha
fluorescente em fungos filamentosos fitopatogénicos (Nahalkova & Faheti,
2003; Sarroco et al., 2007).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi transformar isolados de
Fusarium oxysporum f sp. vasinfectum utilizando os genes marcadores green e
red fluorescent proteins (GFP e DsRed) separadamente, e em seguida determinar
a estabilidade dos fungos transformados em relagdo a sua integridade fenotipica

e patogénica, quando comparados aos isolados originais nao transformados.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais da fusariose do algodoeiro

Uma das principais doengas da cultura do algodoeiro, capaz de provocar
grandes perdas em campos de producdo, € conhecida por fusariose, cujo agente
etiologico é o fungo Fusarium oxysporum f. sp vasinfectum (Fov).
Taxonomicamente, Fusarium oxysporum ¢ um fungo do grupo dos
Ascomycetes, embora sua fase teleomorfica ainda ndo seja conhecida. A espécie
difere em formae speciales e ragas que sdo caracterizadas conforme o
hospedeiro, no qual se realizou o primeiro isolamento. A formae specialis
vasinfectum ¢ patogénica ao algodoeiro. No entanto, o patdgeno tem uma ampla
gama de hospedeiros, sendo encontrado em leguminosas, malvaceas e
solanaceas. Mesmo na auséncia de planta hospedeira (Algodoeiro) o Fusarium
oxysporum f. sp vasinfectum persiste no solo, na forma de estruturas de
resisténcia denominadas clamisdosporo por até 12 anos, apresentando alta
incidéncia da doenga (Davis et al., 2006). Além disso, podem ser encontradas
formas capazes de colonizar raizes assintomaticamente por meio de crescimento
saprofitico em matéria organica. De maneira geral, o patogeno ¢é caracterizado
morfologicamente por apresentar microconidios, macroconidios e estruturas de
resisténcia denominadas clamidosporos. Os microconidios sdo unicelulares
produzidos abundantemente em fidlides curtas, formando falsas cabegas. Os
macroconidios sdo falcados quase retos, apresentando trés a cinco septos
(Nelson et al., 1983, Smith et al., 1981; Agrios, 2005).

Por ser um patdégeno de solo, o fungo invade a planta hospedeira pela
ponta das raizes, preferencialmente por ferimentos encontrados nas mesmas,
causados tanto por fatores bidticos como abioéticos (Smith et al., 1981; Shi et al.,
1992). Uma vez dentro do hospedeiro sua coloniza¢do se da no tecido vascular,

acarretando a formacao de tilose, micélio, géis vasculares e esporos nesses



tecidos, resultando em resisténcia ao livre fluxo de seiva, levando a planta a
apresentar um de seus principais sintomas - a murcha generalizada. Além da
murcha, outra importante caracteristica da doenga, também relacionada a
colonizagdo dos tecidos vasculares, é a ocorréncia de coloragdo avermelhada ao
longo dos mesmos que podem estar relacionadas com a producao de etileno e a
oxidagdo de fenois (Smith et al., 1981).

Os sintomas da murcha podem ocorrer desde a emergéncia até a fase
adulta da planta. Quando as plantulas sdo expostas a alta concentracdo de
in6culo, podem apresentar sintomas de epinastia, descoloracao dos cotilédones e
de folhas jovens e paralisacao do crescimento, culminando com a murcha e
queda de folhas. Geralmente, em infec¢des precoces, o patdogeno encontra-se
somente no cortex da raiz, ndo evidenciando sintomas (Smith et al., 1981). Em
plantas adultas, inicialmente ocorre perda de turgescéncia, sendo caracterizada a
murcha. Em seguida, as folhas apresentam lesdes irregulares de coloragdo
amarelada evoluindo para necrose. O patdogeno ¢ disseminado dentro e entre as
lavouras pelo movimento de solo infestado, restos culturais, agua de irrigacao,
equipamentos agricolas e sementes contaminadas (Kraft et al.,, 1981),
evidenciando, ainda mais, a importancia do controle com base em medidas de
exclusdo para evitar a entrada do patégeno em areas isentas. A disseminagdo ¢
mais acentuada em solos arenosos e potencializada na presenca de nematoides,
principalmente das espécies Meloidogyne incognita, Rotylenchulus reniformis e
Pratylenchus brachyurus (Martin et al., 1956; Mitchell & Powell, 1972).

Entre as medidas de controle que restringem a disseminacdo do agente
da murcha de fusarium destacam-se o uso de sementes sadias e variedades
resistentes. Entretanto, o sucesso da utilizacdo de variedades resistentes como
medidas de controle depende do conhecimento da variabilidade patogénica do

fungo (Smith et al., 1981; Davis et al., 2006).



2.2 Transformacéo genética de fungos

A terminologia “transformacdo genética” refere-se aos processos de
inser¢do de fragmentos de DNA exogeno em células hospedeiras, com a
finalidade de promover a alteracdo genotipica do organismo receptor e/ou a
expressao desse DNA exdgeno, permitindo dessa maneira estudos de
determinados aspectos da biologia molecular de praticamente qualquer
organismo vivo (Mullins & Kang, 2001).

O processo de transformagdo genética pode ser dividido em trés etapas
principais: (I) indugdo da competéncia da célula hospedeira; (II) introdugdo do
DNA exogeno, e finalmente (III) sele¢do das células transformadas (Mullins &
Kang, 2001). As metodologias utilizadas na introdu¢ao do DNA exo6geno estdo
diretamente vinculadas ao tipo de célula hospedeira, podendo ser divididas em
trés grupos: 1) obtencdo de protoplastos, seguida de tratamento quimico
(Polietilenoglicol-PEG) ou eletroporagdo; 2)biobalistica (Bombardeamento de
particulas) e 3) Intermediada pela bactéria Agrobacterium tumefaciens.

No caso de fungos filamentosos, a estratégia de transformagdo que
envolve a utilizagdo de protoplasto fungico, juntamente com o composto
polietilenoglicol (PEG), tem sido a mais utilizada. Entretanto, comparativamente
as outras duas técnicas mencionadas, essa metodologia possui uma serie de
desvantagens, sendo primeiramente tida como um processo demorado e
laborioso que exige a otimizacdo de varias etapas € tem como variaveis mais
relevantes: o tipo de composto litico, o estabilizador osmético ¢ o tempo de
digestdo da parede celular, além de ser considerada uma metodologia com baixa
eficiéncia no processo de transformacao.

Essa metodologia baseia-se, primeiramente, na inducdo da competéncia
da célula hospedeira, realizada através da obtengdo de protoplastos, que sdo
caracterizados por células desprovidas de parede, obtidas artificialmente a partir

da digestdo enzimatica da parede celular. Parte-se do principio que a entrada do



DNA exogeno ¢ facilitada pela auséncia da parede (Mullins & Kang, 2001). Sem
a parede os protoplastos estdo sujeitos a lise osmotica, portanto faz-se necessaria
a presenca de um estabilizador desse potencial. Apds a entrada do DNA
exogeno, os protoplastos devem ser incubados em meios seletivos especificos,
adicionados ao estabilizador osmdtico para promover a regeneracdo da hifa.
Uma série de compostos pode ser utilizada como estabilizadores osmoticos. Os
mais comuns sao sais inorganicos, carboidratos e acucares, tais como: KCI,
NaCl (0,7 M), sorbitol 1,2 M e a sacarose 0,6 M (PEBERDY, 1979).
Consequentemente, a entrada do DNA transformante ¢ promovida pelo
tratamento dos protoplastos com ions calcio (CaCl2) e pela acdo caotrdpica do
composto polietilenoglicol (PEG), que auxilia no aumento da solubilidade das
proteinas da membrana celular. A suspensdo de protoplastos (em estabilizador
osmotico e tampao) € misturada ao cloreto de calcio, PEG e o DNA exo6geno. O
cloreto de célcio ¢ capaz de neutralizar a carga negativa da membrana celular,
enquanto o PEG proporciona a interacdo das moléculas de DNA com os
protoplastos (Ballance & Turner, 1985). E comum ocorrer a fusio de
protoplastos em solucdo, e acredita-se que é nesse momento que o DNA ¢
incorporado.

Além desses aspectos necessarios ao desenvolvimento de uma
metodologia de transformacdo genética, ¢ preciso que os vetores utilizados
contenham genes marcadores de sele¢do, os quais permitem, como seu proprio
nome ja diz, a selecdo das células que receberam o DNA exogeno ou também
chamadas de células transfectadas.

Dentre os genes marcadores de sele¢do, utilizados na transformacao
genética de fungos, pode-se destacar os marcadores de resisténcia, também
conhecidos como marcadores dominantes, que atuam aumentando o nivel de

resisténcia da linhagem contra antibidticos e outras drogas, exigindo dessa forma



que a linhagem a ser transformada seja sensivel ou parcialmente sensivel a esses
antibioticos ou drogas (Ruiz-Diez, 2002).

Os marcadores de resisténcia mais empregados consistem em genes
clonados tanto de organismos procariotos como de eucariotos, onde se destacam
genes de resisténcia a bleomicina (bleo), fleomicina (ble), higromicina-B (hph),
oligomicina (0liC31) e ao fungicida benomil (bml), sendo o marcador
higromicina-B (hph) o mais utilizado para transformar fungos filamentosos. (van
Den Hondel & Punt, 1990; Austin et al., 1990; Gritz & Davies, 1983).

Higromicina B ¢ um antibidtico do grupo aminoglicoside, produzido por
uma bactéria chamada Streptomyces hygroscopicus, que atua no bloqueio da
sintese de proteinas, o que, conseqiientemente, resulta no impedimento do
crescimento de microorganismos tanto eucariontes como procariontes. Foi
descoberta originalmente na década de 50 através de uma amostra de solo, e era
utilizada a principio para fins veterinarios. Somente na década de 80 os genes
relacionados a sua resisténcia foram descobertos, ¢ a partir desse periodo tem
sido usado na sele¢do de varios organismos transformados geneticamente (Rao

et al., 1983; Borovinskaya et al., 2008).

2.3 Gene reporter

Um gene repodrter pode ser compreendido como sendo uma sequéncia de
nucleotideos, a qual, quando introduzida dentro de um sistema biolégico, produz
uma medida fenotipica da expressdo génica sendo, portanto, um parametro
conveniente que correlaciona eventos moleculares associados com a expressao
genética (Mullins & Kang, 2001; Zimmer, 2005).

O uso de genes reporteres € uma técnica bastante utilizada para estudar a
regulagdo de um gene especifico, que utiliza a regido regulatoria do gene alvo
fundida a um gene reporter permitindo, dessa maneira, a verificagdo de sua

regulacdo por observacdo da expressdo do gene reporter. Por exemplo, através



do fendtipo de um gene repérter pode-se estimar quantitativamente a taxa de
transcrigdo imediata do gene ao qual esta fundida.

Varios tipos de genes reporteres encontram-se atualmente disponiveis no
mercado, cada qual com suas caracteristicas particulares bem como suas
limitagdes. Ao se conduzir um experimento a escolha do tipo mais adequado
dependera do tipo de questdo que se pretende abordar e das peculiaridades
fisiologicas do modelo em estudo. Portanto, dependendo da investigagdo, deve-
se optar por uma proteina reporter que seja expressa intra ou intercelularmente
(presente somente no nucleo ou somente no citoplasma) ou, inversamente, que
seja secretada, para sua quantificacdo, em meio de cultura (Mullins & Kang,
2001).

Os ensaios utilizando genes reporteres podem ser conduzidos tanto in
vitro como in vivo sendo que nos ensaios in Vvitro a proteina reporter ¢é
quantificada a partir de lisados de células ou tecidos ou usando meio de cultura
das células transfectadas, no caso de proteinas secretadas. Em caso de ensaios in
Vivo, a proteina reporter ¢ detectada em células e/ou tecidos vivos ou ainda
através de materiais fixados, sendo nesse caso mais empregada em estudos
histoquimicos. Atualmente, dentre os genes reporteres mais amplamente
utilizados em estudos relacionados a expressdo gé€nica, como os que codificam
enzimas como cloranfenicol acetil-transferase (CAT), luciferase de vaga lume
(Luc) e B-Glucoronidase (GUS) destacam-se as proteinas fluorescentes GFP e
DsRed, devido a sua maior eficiencia e facilidade de manuipulagdo (Wood,

1995; McFadden et al., 2002; Zimmer, 2005).



2.4 Proteinas verde e vermelha fluorescentes (GFP e DsRed) como genes
reporteres

As proteinas fluorescentes como genes reporteres tém se tornado uma
das mias eficientes ferramentas utilizadas atualmente na biologia molecular,
permitindo, desde a localiza¢do de proteinas até a quantificagdo da expressdo de
determinados genes tanto em analise em in vivo como em in vitro.

A primeira proteina fluorescente conhecida a GFP, sigla em inglés para
proteina verde fluorescente, ¢ um polipeptideo de 238 aminoacidos com peso
molecular de 28 kDa que absorve luz em picos maximos de 395 e 475 nm e
emite no pico maximo de 508 nm. Foi descoberta em 1955 por Osamu
Shimomura, um pesquisador japonés responsavel pelos primeiros estudos
relacionados a essa proteina. Ele a isolou de uma agua viva denominada
Aequorea victoria, que possui um 6rgdo bioluminescente capaz de emitir um
brilho verde quando o animal ¢ agitado. Nos anos seguintes, mais precisamente
em 1970, ele conseguiu desvendar o mecanismo bioquimico que conferia essa
propriedade a proteina. No entanto, apenas em 1992 o gene responsavel por essa
bioluminescéncia foi clonado e seqiienciado através de estudos realizados pelo
pesquisador Douglas Prasher (Prasher, 1992). Apdés dois anos dessa
contribuicdo, o pesquisador Martin Chalfie (Chalfie et al., 1994), juntamente
com seus colaboradores, relatou a primeira transformagéo genética bem sucedida
utilizando essa proteina como gene repérter em microrganismos (Cubitt et al.,
1995; Karlsson & Pines, 1998; Lorang et al., 2001, Shomomura 2005, Zimmer,
2005)

Apos cinqlienta anos da descoberta da proteina verde fluorescente (GFP)
juntamente com o advento da biotecnologia, varias outros marcadores
fluorescentes originados da molécula da proteina original GFP, denominados
variantes, estdo disponiveis no mercado (Figura 1). Entretanto, tais variantes,

apesar de possuirem coloragdes das mais distintas comparadas a GFP, nao
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possuem diferenciagdo em seus comprimentos de onda de emissdo para sua
distingdo total com a molécula de GFP, o que, em outras palavras, as tornam nio
muito Uteis em estudos para monitoramento simultdneo entre dois
microorganismos, por exemplo. Nesse sentido, originado a partir de outro
organismo marinho, mais precisamente um coral, conhecido cientificamente por
Discosoma sp., surgiu a proteina vermelha fluorescente (DsRed), que apesar de
apresentar caracteristicas semelhantes a GFP, necessita de um comprimento de
onda maior - cerca de 583nm - para sua visualizagdo, o que definitivamente
facilita sua distin¢gdo com a molécula de GFP.

O grande interesse do uso dessas proteinas fluorescentes na marcagao
génica deve-se as vantagens oferecidas por essas ferramentas, tais como: as
expressdes de GFP e DsRed podem ser visualizadas em observagdes in vivo de
células individuais, populagdes de células ou em organismos que interagem com
simbiontes ou com o ambiente em tempo real. [sso porque para a visualizagdo da
fluorescéncia é exigida somente luz azul (no comprimento de onda 508nm) ou
verde (no comprimento de onda 583nm), juntamente com oxigénio atmosférico,
ndo necessitando por tanto do preparo dos tecidos analisados (adi¢do de
cofatores), ao contrario do que ocorre com outros genes reporteres (ex. -
glucuronidase, -galactosidase, cloranfenicol acetiltransferase e luciferases) que
dependem da adicdo de cofatores ou substratos exogenos aos tecidos
examinados. Além disso, essas proteinas sdo extremamente estaveis, possuem
baixa ou nenhuma toxicidade ou atividade endogena, além de manter a atividade
quando fusionada a muitas proteinas celulares e extracelulares. (Lorang et al.,

2001; Lagopodi et al., 2002).
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FIGURA 1 Novos variantes da molécula de GFP disponiveis atualmente no
mercado’

2.5 Uso das proteinas fluorescentes GFP e DsRed em estudos com fungos
fitopatogénicos

Os primeiros estudos envolvendo o emprego de proteinas fluorescentes
em fungos foram relatados com leveduras, conforme relato de Cormack, (1998),
sendo Ustilago maydis o primeiro fungo filamentoso, ao qual a expressdo de
GFP foi relatada (Spellig et al., 1996). Desde entdo, inumeros trabalhos foram
realizados com diversas espécies de fungos expressando GFP (Suelmann et al.,
1997; Fernandez-Abalos et al., 1998; Dumas et al., 1999; Liu & Kalattukudy,
1999; Du et al., 1999; Van West et al., 1999; Bae & Knudson, 2000; Inoue et al.,
2002; Horowitz et al., 2002; Lee et al., 2002; Oren et al., 2003; Aboul-Soud et
al., 2003; Olivain et al., 2005; Sarroco et al., 2007).

A proteina vermelha fluorescente DsRed, por sua vez, foi utilizada pela
primeira vez para transformag@o génica em fungos filamentosos somente em
2003 por Mikkenlsen e colaboradores que relataram o uso dessa ferramenta para
a transformacédo de Trichoderma harzianum, Trichoderma virens e Penicillium

paxilli. No mesmo ano os autores Nahalkova e Fatehi relataram a utilizacdo da

" http://www.tsienlab.ucsd.edu.
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DsRed no processo de transfromagdo genética em Fusarium oxysporum f sp
lycopersici. (Mikkenlsen et al., 2003; Nahalkova & Fatehi, 2003)

O grande numero de trabalhos realizados utilizando essas proteinas
fluorescentes, GFP e DsRed ressaltam como vantagens, além das ja
mencionadas, o fato de que esses marcadores ndo afetam a morfologia dos
fungos (formacdo de conidios e estruturas de resisténcia e formacao de
apressorios, estruturas utilizadas para penetracdo nos tecidos dos hospedeiros),
além de nao afetarem a patogenicidade dos isolados transformados. Entretanto,
pequenas modificagdes em relagdo a taxa de crescimento micelial e pigmentagdo
das colonias dos isolados transformados, comparados aos seus isolados originais
ndo transformados podem ocorrer, o que é compreensivel de certa forma, uma
vez que tais caracteristicas podem ser alteradas, com freqiiéncia, devido a
mudangas de pH do meio de cultura, temperatura, regime de luz e mutagdes que
podem ocorrer naturalmente.

Devido ao fato de que as proteinas GFP e DsRed sdo produzidas e
acumuladas no citoplasma das células de organismos transformados,
fornecendo-lhes coloragdes intensas, sua distingdo do meio torna-se indiscutivel,
possibilitando grandes avancos em estudos citologicos. Sendo assim, estudos na
area de fitopatologia e detalhes do processo de infecgdo, tais como o modo
correto de penetragdo e crescimento do fungo dentro do tecido, a expressao de
certos genes em diferentes estadios do processo de infeccdo, utilizando somente
um ou mais fungos transformados, simultaneamente, podem ser facilmente
acompanhados usando isolados que expressam GFP e outros que expressam
DsRed (Maor et al., 1998; Dumas et al., 1999; Aboul-Soud, 2003).

Em estudos para verificar genes de patogenicidade envolvidos na
manifestacdo de sintomas da fusariose, Inoue et al. (2002) usaram GFP como
marcador da expressio do gene FWOIL, codificador de uma proteina

mitocondrial. Nos experimentos foram comparados transformantes normais
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expressando GFP ¢ transformantes com dele¢bes na regido do gene de
patogenicidade. Por meio de testes de patogenicidade e monitoramento da
emissdo de fluorescéncia, os autores concluiram que o gene FWO1 ¢ requerido
no processo de colonizac¢do de tecidos de plantas por Fusarium oxysporum. Em
feijdo, a proteina GFP foi usada para detectar a expressio de uma
endopoligalacturonase de Colletotrichum lindemuthianum durante o processo de
infeccdo. A presenca de fragmentos de cDNA na analise de ‘Southern blot’
confirmou o acumulo do gene codificador da endopoligalacturonase durante a
patogénese (Dumas et al., 1999). Em outro trabalho, tendo Fusarium oxysporum
como alvo de estudo, Aboul-Soud et al. (2003) descreveram um método de
transformacdo desse patéogeno e obtiveram resultados satisfatorios com os
transformantes expressando a proteina GFP. Nesse trabalho utilizou-se o
promotor Pgdp de Aspergillus nidulans ligado ao gene reporter gfp, o qual
apresentou forte expressdo citoplasmatica do marcador, sendo observada alta
viruléncia nos transformantes com maior expressdao em plantulas de Arabidopsis
e ativagdo de genes de defesa.

Eventos iniciais de infec¢do de plantas de milho por Fusarium
verticillioides foram caracterizados usando a proteina GFP (Oren et al., 2003).
Nesses experimentos, conduzidos com um isolado transformante inoculado em
sementes e no solo, observou-se o desenvolvimento do patégeno em diferentes
tecidos de plantulas desde as primeiras horas de infec¢do. Foi constatado nesse
trabalho que a auséncia de sintomas ¢ caracterizada pela infec¢do de certos
tecidos, pelo crescimento intercelular de um ntimero limitado de hifas e que a
reprodugdo do fungo ocorre em algumas células sem a invasdo das adjacentes.
Em estudos conduzidos por Lagopodi et al. (2002) com o patossistema Fusarium
oxysporum, expressando GFP e tomate foi verificado que o contato entre o
fungo e o hospedeiro se inicia predominantemente nos pélos radiculares,

ocorrendo grande colonizag@o dos tecidos da parte aérea apds esse contato.
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A proteina GFP foi testada também em estudo com Aspergillus flavus
colonizando sementes de milho. Neste trabalho foram comparados cinco
gendtipos com diferentes graus de resisténcia em relagdo a dois transformantes
expressando GFP, que foram inoculados artificialmente em sementes (Du et al.,
1999). Os genoétipos mais susceptiveis apresentaram maior fluorescéncia, sendo
ela visualizada sob luz UV sem necessidade de filtros ou equipamentos
especializados. Sendo assim, a expressao de GFP na semente de milho pode ser
usada na selegdo de gendtipos resistentes ao acumulo de aflatoxina,
possibilitando uma selecdo mais rapida e mais econémica (Du et al., 1999).

Estudos com mais de um isolado transformado e mais de um gene
fluorescente marcador, encontram-se no trabalho conduzido por Olivian et al.
(2006), os quais acompanharam a dindmica de colonizagdo de raizes de
tomateiro por isolados ndo patogénicos transformados com GFP e isolados
patogénicos transformados com DsRed de Fusarium oxysporum. Neste trabalho
o alvo foi elucidar a hipétese de que a competicdo entre isolados ocorre em
relacdo ao sitio de infec¢do e ndo por nutrientes. Entretanto, ao final do estudo
os autores concluiram que competicdo existente entre os isolados era
preferencialmente por nutrientes, contradizendo a hipotese sugerida (Olivian et
al., 2006).

Um outro exemplo, encontrado na literatura, que diz respeito a uma
outra espécie de Fusarium, no caso Fusarium oxysporum f sp dianthi, confirma
a aplicagdo valiosa do uso de marcadores protéicos para monitorar a colonizagao
desse patogeno na raiz de plantas de cravo, sendo usados  isolados
transformados com os genes marcadores, GFP ¢ DsRed. (Sarroco et al., 2007).
Neste estudo o objetivo foi comparar a eficicia dos dois marcadores
mencionados Devido ao alto nivel de fluorescéncia apresentado pelo tecido
vegetal no comprimento de onda para visualizagdo da DsRed, ndo foi possivel

visualizar a colonizagdo pelos isolados transformados com proteina vermelha.
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Por outro lado, isolados transformados com GFP foram facilmente monitorados
nos tecidos analisados, demonstrando que esse patdgeno preferencialmente

penetra na planta através das raizes pela coifa.
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Patologia
de Sementes, Virologia Vegetal ¢ de Microscopia Eletronica do Departamento

de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras-UFLA.

3.1 Isolados de Fusarium oxysporum f sp. vasinfectum e plasmideo

Para a transformagdo genética com os genes marcadores green e red
fluorescent protein, dois isolados patogénicos de Fusarium oxysporum f sp.
vasinfectum (CML 1098 ¢ CML 1119) foram fornecidos pelo laboratorio de
Sistematica e Ecologia de fungos do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras-UFLA.

Os dois plasmideos - pSC001 e pSC002 (Figura 2) - utilizados no
presente trabalho, contendo o gene de resisténcia ao antibiotico hygromicin B e
o gene promotor PTOXA, originado do fungo Aspergillus nidulans, para
expressdo das proteinas fluorescentes verde e vermelha, foram cedidos pelo
pesquisador holandés Dr. Theo van der Lee (Plant Research International , The

Netherlands).
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FIGURA 2 Mapa do vetor de transformagdo pSCO001, contendo o gene GFP (A),
e do vetor pSC002, contendo o gene DsRed (B).
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3.2 Transformac&o de Fusarium oxysporum f.sp vasinfectum (Fov)

A transformacdo foi realizada seguindo o procedimento utilizado por
Maier et al (2005) para transformar Fusarium graminearum, com algumas
modificagdes. Para tanto, os isolados CML 1098 e CML 1119 foram cultivados
em meio batata dextrose agar (BDA) durante seis dias a temperatura de 28°C e
sob regime luminoso de 12 horas de luz / 12 horas de escuro. Com auxilio de
uma al¢a de Drigalsky suspensdes de 2,92.10" conideos/mL foram preparadas,
sendo 1 mL dessa suspensao adicionada a 5S0mL de caldo de batata-dextrose em
Erlenmeyers (250 mL), posteriormente incubadas em agitador horizontal a 125
rpm, 28°C por 16 e 48 horas para obtengio de massas meceliais. As massas
miceliais resultantes dos dois isolados foram filtrados e lavadas uma vez,
utilizando o estabilizador osmotico NaCl na concentracdo de 0,7 mM.
Posteriormente, para cada 3ml desse estabilizador osmoético adicionou-se 100pg
de micélio seco.

Em seguida, com finalidade de provocar a lise da parede celular dos
isolados fungicos e promover a liberagdo dos protoplastos, as solucdes
osmoticas preparadas (NaCl 0,7M) foram separadas em duas partes, resultando
no final em quatro amostras, sendo duas para cada isolado. Na primeira parte foi
adicionada as duas solugdes osmoticas a enzima Lyzing Enzimes (Sigma-
L1412-10G) (10mg/mL de solucdo osmotica), e nas outras duas solucdes
osmoticas restantes uma mistura das enzimas, 3% de Glucanase (Sigma- 49103-
10MG) e 5% de Driselase (Sigma-D9515-1G), as quais foram posteriormente
incubadas a 28°C por 3 horas em constante agitagdo de 75 rpm.

Apo6s as 3 horas de incubagdo, as respectivas solugdes enzimaticas € 0s
protoplastos resultantes foram filtrados em uma camada de gaze, previamente
esterilizada, e posteriormente centrifugadas por 5 minutos a 2000rpm ¢ a
temperatura de 4°C. Em seguida foram ressuspendidos uma vez em NaCl (0,7

mM) super gelado (4°C) e novamente em tampdo de armazenamento, contendo
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quatro partes de STC (0,8M Sorbitol, SOmM Tris HCI pH 8,0e 50mMCaClI2) e
uma parte de SPTC (0,8M Sorbitol, 40% PEG4000, 50mM Tris HCI pH 8,0 ¢
50mM CaCl2).

As  solugdes  protoplasmaticas na  concentragdo  final de
aproximadamente 10’ protoplasto/ml, acondicionadas em tubos eppendorf (2.2
ml), foram adicionadas 10uL. de DNA plasmidial (0,35-1,66ug/ul) e
posteriormente mantidas em gelo por 30 minutos. Na etapa seguinte, adicionou-
se a essa nova solucdo 1 mL de SPTC (40% do PEG4000), deixando-a incubada
em temperatura ambiente por mais 20 minutos. Apos esse periodo, essa solucao
foi vertida em 200 mL de meio de regeneracgio a 43°C, previamente autoclavado.
O meio de regeneragdo foi preparado dissolvendo-se 0,1% extrato de levedura
(Sigma-Y4250-250G), 0,1% do casienhydrolysate (Sigma-C8845-500MQG),
34,2% de sacarose (Sigma-84100-1KG) e 1,0% de agar granulado (Difco-
1016141000-1KG) em 1000mL de agua destilada. Em seguida, esse meio
contendo os possiveis isolados transformados foi vertido em dez placas Petri (94
milimetros) contendo 20ml do meio. Cada um deles foi seguido de incubagdo
por 72 horas a 28°C. Decorrido esse tempo, a cada placa foram adicionados
10mL de agar-agua contendo hygromycin-B na concentragdo de 300ug/mL,

sendo elas mantidas em cAmara do tipo BOD, a 28°C. por até quinze dias.

3.3 Avaliacdo das caracteristicas morfologicas e culturais dos isolados
transformados

Ap0s a etapa de transformacdo, os isolados marcados com GFP e DsRed
foram transferidos para o meio BDA para analise morfologica e de algumas
caracteristicas culturais, tais como coloragdo e crescimento das colonias. Para
tanto, seis isolados foram utilizados, sendo dois contendo o gene GFP, dois
contendo DsRed e outros dois como testemunhas, ou seja, isolados originais ndo
transformados (CML 1098 ¢ CML 1119). Adicionalmente foi realizado o teste

de estabilidade mitotica com os transformantes, repicando as coldnias marcadas
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com os genes fluorescentes, sucessivamente, em meio BDA, por sete vezes,
sendo que a tltima repicagem em BDA continha o antibidtico Hygromicina B na
concentracdo de 100pug/mL. Tanto para o bioensaio como para o teste de
estabilidade mitotica, observagdes foram realizadas utilizando microscopia de
fluorescéncia (Zeiss Axio Observer Z.1) equipada com os seguintes filtros: 1)
GFP, excitacdo filtro 470 a 490nm e pico de transmissdo para excitagdo em 510
a 560nm e 2) DsRed, excitacao filtro 510 a 560nm e pico de transmissao para
excitacdo em 540 a 583nm. As imagens obtidas das avaliagdes foram editadas
utilizando os softwares Axio Vision Release V.4, 7 € o Microsoft Office Picture

Manager.

3.4 Deteccdo dos genes GFP e DsRed utilizando primers especificos

A presenca dos genes marcadores GFP e DsRed nos fungos
transformados foi confirmada por PCR, utilizando-se primers especificos
(Tabela 1) desenhados com base nas seqiiéncias de nucleotideos de ambos os
genes. Os isolados transformados e ndo transformados (Controles), utilizados na
PCR, foram cultivados em caldo de batata (S0mL) com dextrose em agitador
horizontal a 125rpm a 28°C por seis dias ¢ em seguida passados por filtragem
em bomba a vacuo.

A extragdo de DNA total foi realizada pelo método CTAB 2% (Lodhi et
al., 1994) a partir do material filtrado de cada um dos isolados estudados. Para
cada 100mg de micélio macerado em nitrogé€nio liquido foram adicionados 10
volumes (1ml) de tampao de extracdo cetyl trimethyl ammonium bromide
(CTAB) previamente aquecido a 60°C (2%p/v CTAB;1,4 M NaCl; 0,2%
v/v 2-mercaptoetanol; 20mM EDTA; 100mMTris-HCl, pHS8). Em
seguida, o macerado foi aquecido em banho maria por 30 minutos, sendo
agitado por inversdo a cada 10 minutos. Apds a adicdo de mesmo volume

de cloroformio - 4alcool isoamilico (24:1) - as amostras foram
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centrifugadas a 12.000rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida
para novos microtubos e adicionados 0,6 volumes de isopropanol gelado
(-20°C). Posteriormente foram incubadas a temperatura de -20°C por pelo
menos 1 hora e centrifugadas novamente, utilizando-se a mesma rotagao
de 12.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
resulatante foi lavado com etanol 70%, seco a vacuo, ressuspendido em
500ul de tapao TE (1X), e finalmente estocado a -20°C.

Na reagdo de PCR empregou-se a enzima Go Taq” Flexi DNA
Polimerase (Promega) em uma reacdo com volume final de 50ul contendo
25mM Mg Cl,, 10mM de cada dNTPs, 5 uM dos primers, agua ultrapura tratada
com DEPC e cerca de 2,5 de DNA. O ciclo de desnaturagao inicial utilizado foi
de 95°C por 2minutos, seguido por trinta ciclos de 95°C por 1 minuto,
anelamento a 58°C por 1 minuto e elongagdo a 72°C por 1 minuto, com extensao
final de 72°C por 5 minutos. O termociclador utilizado foi o PTC-100TM - MJ
Research, Inc. Por fim, os produtos obtidos pela reagdo de amplificagdo do DNA
foram analisados em gel de agarose a 1%, corado com GelRed Nucleic Acid Gel

Strain.

TABELA 1 Sequéncia dos primers usados para identificacdo dos isolados
transformados com os marcadores GFP ¢ DsRed nas reacoes de

PCR realizadas nestes estudos.

Primers Sequéncias

GFP Foward 5' ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC 3’

GFP Reward 5'TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCG ¥’

DsRed Foward 5' TACAGGAACAGGTGGTGGCG 3!

DsRed Reward 5' ATGGCCTCCTCCGAGGACG ¥’
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3.5 Teste de patogenicidade

Além de testes in vitro realizados com os isolados transformados, foram
feitos testes de patogenicidade para os mesmos, seguindo a metodologia descrita
por Nascimento et al. (1995) com algumas modificagdes. Nesse caso, os isolados
foram primeiramente cultivados por seis dias em meio BDA, em camaras de
incubagdo do tipo BOD a 28°C com fotoperiodo de 12 horas. Ao final desse
periodo, com auxilio de uma al¢a de Drigalsky, foram preparadas suspensoes de
indculo, cuja concentragdo final estava calibrada em 10° conidios/mL. Para a
inoculagdo, 100 sementes de algoddo do cultivar Delta Opal foram semeadas em
bandejas plasticas com dimensdes de 48 x 29 x 10 cm, contendo substrato
previamente autoclavado, composto por substrato comercial (Geneplus) e areia,
na proporcao de 1:1.

A inoculagdo foi realizada pela técnica de imersdo de raizes injuriadas
artificialmente na suspensdo de conidios dos isolados em teste. Para isso, as
plantas com 10 dias de idade foram removidas cuidadosamente das bandejas e
seu sistema radicular foi mantido imerso na suspensdo de conidios pelo tempo
de cinco minutos. Em seguida, as plantas foram transplantadas em vasos
(Volume de 500mL) contendo o mesmo substrato mencionado anteriormente, ¢
mantidas em casa de vegetagdo a 28°C por 30 dias. Para cada isolado testado,
foram avaliadas dez plantas em relacdo a patogenicidade dos transformantes,
GFP e DsRed testados. Como controle, dez plantas foram mantidas imersas em
agua e outros conjuntos de dez plantas foram inoculadas com suspensdo de
conidios de isolados de Fov ndo transformados, de maneira semelhante ao que
foi feito com os isolados transformados. Para a avaliacdo do indice de doencga ou
severidade, as plantas foram removidas das bandejas para a realizagdo das
observagdes de sintomas com base em uma escala de notas (Tabela 2).
Posteriormente, os dados observados foram submetidos a formula de McKinney

(1923). Para estimar a incidéncia da doenga foi considerado o percentual de
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plantas que apresentavam algum tipo de sintoma em relagdo as plantas sadias.
Para observagdes de sintomas dos tecidos vasculares as plantas foram arrancadas
e cortadas, longitudinalmente, a partir da raiz. Em adig@o a essas avaliagdes, as
partes das plantas observadas foram plaqueadas em meio agar-agua e, em
seguida, observadas em microscopio fluorescente para verificagdo da expressao
dos genes GFP e DsRed nos transformantes, além de observagdes de tecidos

infectados com 0s mesmos.

TABELA 2 Escala de notas utilizadas no teste de patogenicidade de Fusarium
oxysporum fssp vasinfectum em algodoeiro, adaptada de

Nascimento et al., 1995.

Nota Sintomas

0 Auséncia de sintomas

1 Presenca de escurecimeto vascular confinado ao terco inferior da raiz principal; epinastia

2 Sintomas externos iniciais da doenca (Clorose e Murcha) e/ou escurecimento vascular
atingindo o terco médio da raiz principal

3 Sintomas bem definidos da doenca (Clorose, murcha e seca das folhas) e/ou escureci-
mento vascular atingindo o terco superior da raiz principal

4 Plantas mortas

3.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

Os delineamentos experimentais utilizados no trabalho foram de blocos
casualizados (DBC) e inteiramente casualizado (DIC), sendo que as analises de
variancia foram realizadas com auxilio do programa Sivar (Ferreira, 2000). As
médias entre tratamentos form comparadas pelo teste de Scott Knott a cinco por

cento de probabilidade (P<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa deste trabalho, voltada para a obtengdo de
protoplastos, houve uma produgdo de aproximadamente 8x10° protoplastos/mL
para ambos isolados utilizados, CML1098 ¢ CML1119. Foi também possivel
observar que a idade do micélio do fungo em foco exerceu um -efeito
significativo sobre a freqiiéncia dos protoplastos gerados, bem como sobre o tipo
de enzima utilizada. A geragdo de protoplastos foi mais elevada a partir de
coldnias mais jovens, com 16 horas de cultivo, na presenga da enzima “Lyzing
enzymes” (Sigma- L1412-10G), em comparagdo com colonias com 48 horas de
idade, na presenca de uma mistura enzimatica de 5% de Driselase (Sigma-
D9515-1G) e 3% de Glucanase (Sigma- 49103-10MGQG) utilizada neste estudo
(Figura. 3 A, B). Resultados semelhantes foram também observados para
algumas outras espécies de Fusarium, conforme relatos de Vazquez et al. (1996)
e Elbouami (2000) em que estudos sobre a influéncia do tipo e da concentracao

das enzimas, dos reguladores osméticos e da idade micelial foram realizados.
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FIGURA 3 Numero de protoplastos de Fusarium oxysporum f sp. vasinfectum
gerados pelas enzimas utilizadas neste trabalho (A) e a partir de
micélio com 16 ¢ 48 horas de idade (B).
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Os protoplastos assim obtidos foram transfectados com sucesso, com os
plasmideos portadores dos genes da GFP e DsRed, pSC001 ¢ pSC002. Assim
sendo, o fungo Fusarium oxysporum f sp. vasinfectum, agente etiologico da
fusariose do algodoeiro, foi transformado, com sucesso, com as proteinas verde
e vermelha fluorescentes, separadamente. Este ¢ o primeiro relato de
transformagdo desse fungo com genes de proteinas fluorescentes.

Apo6s a otimizagdo do processo de transformacdo utilizado neste
trabalho, foram obtidos 37 transformantes resistentes ao antibidtico hygromycin-
B, contendo o gene GFP ¢ 38 com a mesma resisténcia, contendo o gene DsRed,
0 que significa 5 transformantes de Fusarium oxysporum f sp. vasinfectum por
pg de DNA plasmidial. Isto evidencia a eficacia satisfatoria do processo de
transformagao realizado com os plasmideos pSC001(GFP) e pSC002(DsRed),
contendo o promotor PtoxA originado do fungo Aspergillus nidulans.

Fusarium oxysporum é um organismo que tradicionalmente tem sido
transformado geneticamente utilizando essa mesma metodologia de obtencgao de
protoplastos, empregando o polietilenoglicol 4000 (PEG4000). Contudo, quando
comparados com outras técnicas de transformagdo, como a utilizacdo da bactéria
Agrobacterium tumefacens ou ainda o uso do bombardeamento de particulas, a
principal desvantagem dessa metodologia ¢ associada a sua baixa eficiéncia de
transformagdo, normalmente entre 1-5 transformantes por pg de DNA
plasmidial, ao fato de ser considerada uma técnica laboriosa (Kistler et al., 1988;
Mullins & Kung, 2001; Mourad et al., 2003).

Pela checagem de possiveis efeitos colaterais do processo de
transformagdo dos isolados em estudo, em relagdo aos isolados originais de F.
oxysporum f.sp vasinfectum, foi possivel observar que nido houve diferengas
fenotipicas nessas comparagdes nem em relacdo a estabilidade mitdtica. As
observacdes adicionais entre isolados transformados ¢ isolados ndo

transformados mostraram que ndo houve diferenca em relagdo a forma e ao
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tamanho das col6nias, havendo, porém, ligeira mudanga no crescimento micelial
e coloracdo das colonias (Figura. 4, A). Tais mudangas sdao também relatadas
para outras espécies de Fusarium, em resposta @ mudanga de ambiente, devido
as pequenas mutacdes constantes (Booth 1971; Nelson et al., 1981: Nelson et al.,
1983). Quanto a estabilidade mitotica, em média, cinqiienta e cinco por cento
dos isolados, quando transferidos sucessivamente em meio BDA por sete vezes,
sendo a ultima em BDA contendo antibiotico (100ug hygromycin-B/mL),
apresentaram crescimento normal e mantiveram sua fluorescéncia verde, quando
esses foram transformados com GFP e fluorescéncia vermelha, quando
transformados com DsRed (Figura. 4, B).

Em estudos com outras espécies de fungos fitopatogénicos
transformados com os genes GFP e DsRed, foi demonstrada também a mesma
tendéncia de comportamento, conforme observado para F. oxysporum f.sp.
vasinfectum neste estudo. (Lorrang et al., 2001; Visser et al., 2004; Mourad et
al., 2003).

Em seu primeiro estudo, realizados com a proteina verde fluorescente como
marcador de expressdo génica em células procarioticas e eucarioticas, Chalfie et
al., (1994) mencionaram que uma das principais vantagens de se utilizar essa
ferramenta €, em grande parte, é que aparentemente, esse marcador molecular
ndo interfere no crescimento celular, nem em outras fungoes . Nesse sentido, um
outro exemplo encontrado na literatura é a publicacdo de Czymmek et al. (2002)
em estudos com proteinas fluorescentes para monitorar o processo de infeccdo
de Magnaporthe grisea em plantas de arroz. Esses autores ndo observaram
diferenca na formagdo nem na funcdo de apressorios originados de

transformantes que expressam a proteina fluorescente.
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FIGURA 4 Aspectos de colorag@o (A) e crescimento micelial (B) das colonias
dos isolados de F. oxysporum f.sp vasinfectum transformados com
os genes GFP e DsRed (A 2, 3, 5, 6) em comparagdo com 0s
isolados originais (CML 1098 e CML 1119) nao transformados (A
1e4).

Nas Figuras 5 A, B, observou-se que os isolados transformados com

GFP, em analise no microscopio de fluorescéncia, apresentaram um brilho verde

fluorescente intenso em todo citoplasma das hifas do patogeno. Porém, tal

fluorescéncia estava ausente nos nucleos. Atualmente, a GFP tem sido utilizada

com sucesso parra monitoramento de praticamente a maioria das organelas da

célula, nos mais diversos organismos, incluindo membrana citoplasmatica,
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nucleo, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, vesiculas secretoras,
mitocondrias, vactiolos e fagossomos (Tsien, 1998). Além das hifas, em todas as
outras estruturas do fungo, tais como estruturas de resisténcia, clamiddsporos
bem em macro ¢ microconidios, o mesmo brilho fluorescente pode ser verificado

(Figura5 C,D e E).

FIGURA 5 Expressdo da proteina verde fluorescente, GFP, em Fusarium
oxysporum f.sp vasinfectum, observada com auxilio de
microscopia de fluorescéncia. Em hifas, ao longo de todo
citoplasma (A e B); em estruturas de resisténcia, clamiddsporos
(C) e nos macro e microconidios (D e E).
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De maneira semelhante ao que foi observado com o marcador GFP, o
marcador DsRed, que apresenta um brilho vermelho fluorescente, demonstrou
ser também uma ferramenta das mais valiosas para distinguir os isolados

transformados dos isolados néo transformados (Figura 6 A, B, C, D).

FIGURA 6 Expressao da proteina vermelha fluorescente (DsRed) em estruturas
fungicas de F. oxysporum f.sp vasinfectum, macro, microconidios
(A), hifas (B), diretamente em colonias desenvolvidas em placas
(C), e nas estruturas de resisténcia, clamidésporos (D).

Entretanto, essa fluorescéncia (tanto verde como a vermelha) na
maioria dos transformados foi variavel em intensidade entre os isolados
utilizados, sendo que em alguns destes a bioluminescéncia presente foi quase
nula, equiparando-se as col6nias originais que ndo continham os genes

marcadores GFP e DsRed.
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O uso de marcadores protéicos fluorescentes ¢ um campo de estudo que
vem sofrendo uma rapida evolugdo pela pesquisa, sendo um dos alvos a
identificagdo desses compostos com maior estabilidade e consisténcia. Desta
forma, uma série de outras construgdes, ou seja, outros novos plasmideos usados
para transformacao de fungos filamentosos, resultantes de diversas combinagdes
de promotores e novas proteinas fluorescentes, estdo atualmente disponiveis no
mercado, visando a distingdo dos tipos de patégenos bem como a func¢ao que
estes marcadores exercerdo (Cormack, 1998). Lorang et al. (2001), utilizando
um unico vetor de transformagdo constitutivo (pCT74), que expressa GFP
através do promotor TOXA originado do fungo de P. tritici-repentis,
transformaram com sucesso oito gé€neros de fungos fitopatogenicos. As
caracteristicas desse promotor, que conferem versatilidade e alto nivel de
expressdo génica, ainda ndo foram elucidadas, porém o vetor pCT74 tem
provado ser util para expressar GFP nos fungos membros do grupo Ascomycota.
Estudo semelhante realizado por Nahalkova & Fatehi (2003), a partir do
promotor gpd advindo do fungo Aspergillus nidulans, utilizando o vetor pAN-
DsRed2 e pAN-GFP, também expressaram, com éxito, os genes DsRed2 ¢ GFP
em Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.

Confirmando as observagdes em microscopia de fluorescéncia, as
analises de DNA por PCR, dos fungos transformados e controle, utilizando
primer especifico para GFP, mostraram a amplificacdo de uma banda de 720pb,
apenas nos fungos transformados (Figura 7 A). O mesmo ocorreu quando
isolados transformados com DsRed foram analisados comparativamente com os
controle, em que uma banda de 607pb, tipica do gene que codifica essa proteina,
apareceu apenas nos fungos transformados (Figura 7 B). Dumas et al. (1999)
também relataram o uso bem sucedido de primers especificos para confirmar
eventos iniciais da infec¢do por Colletotrichum lindemuthianum transformado

com a proteina fluorescente GFP em relacdo a plantas do feijoeiro.
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FIGURA 7 Analise eletroforética das bandas originadas pela amplificagdo do
DNA, extraido de colonias de Fusarium oxysporum f.sp
vasinfectum transformado com GFP e DsRed, utilizando-se os
primers especificos estudados. Gel A: 1. Marcador Ladder 1Kb
(Amresco); 2. CML 1098 (Controle Negativo); 3 CML 1119
(Controle Negativo); 4. 1098 GFP; 5.1119 GFP; 6 Controle
Positivo (Vetor pSC001). Gel B: 1. Marcador Ladder 1Kb
(Amresco); 2. CML 1098 (Controle Negativo); 3. CML 1119
(Controle Negativo): 4. 1098 GFP; 5. 1119 GFP.

Por meio de outro teste realizado neste trabalho, para averiguacdo da
capacidade dos isolados transformados de infectar plantas de algoddo e a
manuten¢do do nivel de viruléncia, foi observado que todos os isolados de F.
oxysporum f.sp vasinfectum transformados, tanto com GFP como com DsRed
mantiveram sua capacidade infectiva ao algoddo e ainda a manutengdo de seus
niveis de viruléncia quando comparados aos isolados ndo transformados (Figura
8 A, B). Outros autores também observaram que a capacidade infectiva dos
fungos transformados foi mantida e equiparavel aos isolados originais nao
transformados com esses marcadores. (Maor et al., 1998; Van West et al., 1999;

Mourad et al., 2003).
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FIGURA 8 Indice de doenga (severidade) (A) e incidéncia (B) de isolados
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum expressando GFP ¢ DsRed
em plantas de algodoeiro aos trinta dias apo6s inoculagao artificial.

Com base nos sintomas de fusariose avaliados aos trinta dias da
inoculagdo, dois tipos foram observados nas plantas, sendo o primeiro
relacionado a parte aérea, caracterizados por amarelecimento e/ou murcha dos
cotilédones e folhas e o segundo relacionado a sintomas nos tecidos internos, na
regido radicular ¢ do colo, proximo & superficie do solo. Em relacdo aos
sintomas aéreos, nenhum dos sintomas tipicos esperados, na forma de murcha,
foi verificado em plantas inoculadas com os isolados transformados ou nas
inoculadas com os isolados originais ndo transformados (Figura 9 A). Uma

possivel explicagdo para esse comportamento seria, talvez, o fato de que os

sintomas visuais tipicos da fusariose em algodoeiro ocorrem mais comumente
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em condigOes naturais em estadios mais avancados da planta, além dos trinta
dias, o que ndo foi o caso neste trabalho. (Davis et al., 2006).

Por outro lado, sintomas de fusariose nos tecidos internos das plantas
inoculadas foram observados com nitidez, tanto para os isolados transformados
quanto para os isolados nao transformados. Tais sintomas foram caracterizados
por uma coloragdo avermelhada da regido vascular das plantas, que variou entre
0 mais escuro ¢ mais claro, dependendo do nivel de infec¢ao (Figura. 9 C). Por
sua vez, nenhum sintoma da doenga foi observado em plantas ndo inoculadas
com o patdgeno em foco (Figura 9 B).

Pelos testes convencionais de isolamento em laboratoério, sob assepsia,
tanto o isolado CML 1098 transformado com o gene GFP como com o gene
DsRed, como também os isolados ndo transformados, puderam ser re-isolados
daqueles tecidos avaliados em uma propor¢do de 100%. O mesmo observou-se
para o isolado CML 1119, transformado e nao transformado com os marcadores,
porém em uma propor¢do de 87%. Posteriormente, essas colonias foram
checadas em relagdo a presenga de fluorescéncia e somente os isolados
transformados apresentaram tal caracteristica (Figura. 9 E, F).

Com base no exame dos sintomas visuais, originados de plantas
inoculadas, além dos re-isolamentos convencionais, observagdes preliminares de
cortes de tecidos da regido radicular em microscopio de fluorescéncia deixaram
claro também a presenga do fungo nestes locais. (Figura 10 C).

Por meio deste mesmo procedimento, Oren et al. (2003) demonstraram a
acdo inicial de Fusarium verticillioides, transformado com o marcador GFP, em
interacdo com plantas de milho, que ¢ uma espécie hospedeira deste fungo.
Através desses marcadores Sorrocco et al. (2007) acompanharam também a
colonizag¢ao radicular de plantas de cravo por isolados de Fusarium. oxysporum

f.sp. dianthi transformados com os genes GFP e DsRed.
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FIGURA 9 Plantas de algodoeiro assintomaticas (A ¢ C) e com sintomas da
fusariose em tecidos vasculares (B). Colonia de Fusarium
oxysporum f.sp vasinfectum, transformado com GFP, isolada de
tecidos de plantas com sintomas da doenga (D) e estruturas do
patoégeno examinadas no microscopio de fluorescéncia (E e F).
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FIGURA 10 Presenca de Fusarium oxysporum f.sp vasinfectum, transformado
com GFP, em tecidos de plantas jovens de algodoeiro, inoculadas
artificialmente e observadas por microscopia de fluorescéncia, com
utilizacdo de filtro DAPI (A), filtro GFP (B) e sobreposi¢do das
duas imagens, evidenciando a coloniza¢do do fungo transformado
nos tecidos analisados (C). Figuras D, E e F referem-se a
luminescéncia natural dos tecidos analisados em plantas ndo
inoculadas.

Mediante esses resultados, fica evidenciado o enorme potencial de uso
dos marcadores protéicos, tipo GFP e DsRed testados neste trabalho, lembrando
que os mesmos poderdo ser de grande utilidade em estudos de patologia de
sementes, em que a interagdo do patdgeno com os seus hospedeiros, ja na fase
inicial de infeccdo das sementes, poderd ser melhor acompanhada e
compreendida proporcionando, assim, informagdes das mais valiosas para o
estabelecimento de estratégias de controle e manejo deste tipo de doenca de
forma preventiva. Atualmente, ha uma grande dificuldade de se estabelecer taxas
de transmissdo de patogenos por sementes, principalmente em casos que o0s

sintomas da doenga ndo sdo claros nas etapas iniciais dos cultivos em condigdes

de campo. Por meio dessa ferramenta, sera possivel acompanhar a trajetoria de
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fungos como Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum a partir de sementes,
independente da formacdo ou ndo de sintomas das doengas em estudo. Segundo
Machado (2009)", essa ferramenta sera também de grande utilidade em estudos
de tratamento de sementes, seja pelos métodos quimicos, biologicos e fisicos,

seja por outros tipos de aplicacdes.

" Comunicagio pessoal. José¢ da Cruz Machado (2009)
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5 CONCLUSOES

v' O promotor pTOXA, presente nos dois vetores utilizados (pSCO001 e
pSC002), permitiu expressar com éxito os genes marcadores GFP e
DsRed no processo de transformagdo genética em isolados de Fusarium

oxysporum f.sp vasinfectum.

v A expressio dos genes GFP e DsRed em isolados de Fusarium
oxysporum f.sp vasinfectum ndo provocou nenhuma alteragdo nas
caracteristicas morfologicas analisadas nem na natureza patogéncia dos

mesmos em comparagdo com o isolados originais nao transformados.

v" Pelo protocolo de transformagdo utilizado, a estabilidade mitdtica dos
isolados transformados com GFP foi de 60% e com os isolados
transformados com DsRed foi de 50%. Por sua vez, a eficiéncia de
transformacao dos isolados foi de 3 e 7 transformantes por micrograma
de DNA plasmidial, utilizando as proteinas fluorescentes GFP e DsRed,

respectivamente.

v" O uso de marcadores fluorescentes, tipo GFP e DsRed, nos isolados de
Fusarium oxysporum f.sp vasinfectum configura-se como uma
importante ferramenta que sera de grande utilidade para inumeros tipos

de em estudos focando a interagdo desse patogeno com o algodoeiro.
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