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Resumo

Aspergillus carbonariu® um potente produtor de ocratoxina A, uma toxina que apresenta efeitos
nefrotéxico e carcinogénico. O conhecimento de genes envolvidos em sua biossintese pode contribuir
para o desenvolvimento de medidas de controle. O método de transformacdo genética mediado por
Agrobacterium tumefaciertiem sido demonstrado como uma importante ferramenta para a obtencédo de
mutantes insercionais visando a caracterizacdo de novos genes. O objetivo deste trabalho foi adequar o
método de transformacado genética Aigumefacienpara a linhagem BWL187 deA. carbonariuse

obter mutantes alterados para a producao de ocratoxina A. Conidios foram transformados para resisténcia
a higromicina B usando a linhagem AGL-1AdéumefaciensA freqiiéncia média de transformacéo foi de

20,04 transformantes por®lébnidios-alvo. A prova fisica da transformacao foi obtida pela detec¢éo do
genehphpor PCR e Southern Blot. Esta Ultima demonstrou que a integracédo do DNA exdgeno ocorreu
de forma aleatéria no genoma fungico. Dentre 238 transformantes, 12 (5,042%) mostraram variacdes
morfoldgicas. Trés mutantes (T44, T47 e T188) com significativa reducéo e dois mutantes (T238 e T162)
com aumento da capacidade de producdo de ocratoxina A foram obtidos. A identificacdo dos genes
nocauteados contribuira para a compreensao da biossintese desta toxina.

Palavras-chave Aspergillus carbonariusOcratoxina AAgrobacterium tumefacien$ransformacéo
genética. Mutantes insercionais.

Abstract

Aspegqillus carbonariusis a potent ochratoxin A produgexr mycotoxin that has nephrotoxic and
carcinogenic effects. The knowledge of genes involved in biosynthesis of this toxin may be useful for
the development of detection and control methods. Agebacterium tumefacienmediated
transformation method has been demonstrated as a powerful tool to obtain insertional mutants for the
characterization of new genes. The aim of this work was to adat.themefaciensnediated
transformation method for RL187 strain ofA. carbonariusand to obtain transformants with alteration

in ochratoxin A production. Conidia were transformed to hygromicin B resistance using AGL-1 strain of

A. tumefaciensThe transformation frequency was 20,04 transformants petadget conidia. The
transformation evidence was obtained by PCR and Southern Blot analysis. The last one showed us that
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the hph gene integration was randomly in the genome fungi. Among 238 transformants, a total of 12
(5,042%) showed morphological variations. Three transformants (T44, T47 and T188) with consistently
reduced and two transformants (T238 and T162) with increased ochratoxin A production were obtained.
The identification of nocauted genes will contribute to ochratoxin A biosynthesis clarify

Key words: Aspergillus carbonariufchratoxin A Agrobacterium tumefacien&enetic transformation.
Insertional mutants.

Introducao 1998). A ocratoxina sobrevive a processamentos e
pode ser encontrada em pa& (UDAMORE

As exigéncias no controle de qualidade e n?sANKS; MCDONALD’_ 2003), C?fe bebida
condi¢des higiénico-sanitarias dos produtos séBITTET’ et al.,, 1996), vinhoSOABANES et al,

fundamentais e estdo se tornando cada vez m?i?soz) € cervgjas(IDHAV_; NAICKER’,ZOOZ)'
rigorosas, especialmente para os produtos destinadoéb‘ ocrato’x.lna A foi or!g.malmente |sol.ada como

a alimentacao humana e animal. Contaminagdes R mgtabollto secundario do fungo filamentoso
alimentos causadas por fungos tém sido assunto'A(’JseDeg'”us ochraceus(v,f\N DER M_ERNE’ et al, L.
diversas pesquisas no mundo. Estima-se q&865)' Em anos subsequgntes, muitas outr.as especies
aproximadamente 25% da producdo anual éjg Aspegillus comoA. niger A. carbonarius A.
alimentos derivados de plantas séo deteriorados F%l'lphueuse A. melleus(ABARCA et al., _1994;
fungos. Parte destes fungos tem potencial paraC!aEGLER’ 1972) entre outras foram descritas como

producio de micotoxinas e representam um OIBgodutoras de ocratoxina A. Dentre as espécies do
fatores de preocupacio para a satde géneroAspenqillus produtoras desta micotoxina,

As micotoxinas s&o metabdlitos secundélrio'As‘Spe_g'”“fj carbor(;ar|ustgm Sef destadcado por ser
produzidos por algumas espécies fingicaR@A  COnsideradauma das maiores fontes de contaminagao

et al., 2003). Dentre as micotoxinas mais comumenqg ocratoxnja A em alimentos com9 frutas ~secas,
encontradas em alimentos, a ocratoxina A te}ﬂnhO e cafe (MAGNOLI et al,, 2003; CABANES

despertado atengdo mundial pelas suas propriedaﬁ%gl" 2002; R_RDO et a|~" 2004). .
nefrotoxica, imunossupressiva, teratogénica e Algumas informagdes sobre a composicdo

carcinogénica (LEA: STEIEN; STORMER 1989)quimica da ocratoxina A sé@o conhecidas. Sabe-se
Por sua acdo, a ocratoxina A foi classificada p cfle esta toxina é derivadadilaidroisocumarina ligado

“International Agency for Research on Cancer® Um grupo LB fenilalaninamediante uma ligagéo
como um possivel carcinégeno para humang&nida (HARRIS; MANTLE, 2001) e apresenta uma

(categoria 2B)KUIPER-GOODMAN; SCOTT molécula de cloro em sua estrutura responsavel pelo
1989: PETZINGER; ZIEGLER, 2000). seu carater téxico. No entanto, o conhecimento da
A presenca de ocratoxina A em alimentos vePHa biossintética desta micotoxina é ainda muito
sendo considerada um problema mundial de Sadggitado. Até o momento foram descritos trés genes
plblica. Em uma grande variedade de produtéglacionados a biossintese da ocratoxina Afem
agricolas em varias regides geograficas do mundd)@raceusum destes genes foi denominguics e
foi detectada a ocratoxina A (URBANO et al., 2O()l)(;odifica uma policetideo sintase, similar a policetideos
Muitos destes alimentos sdo grios, como Ceva&g]tases fungicas envolvidas na biossintese de outras
milho, centeio, trigo e aveia] ORGENSEN Micotoxinas (O’CALLAGHAN; CADDICK;
JACOBSEN 2002), além de estar presente em outr@PBSON, 2003). Outros dois genes envolvidos na via
produtos incluindo café, especiarias, nozes, azeitoni9Ssintética séo tipos de monooxigenases p450,

uvas, e figosBATTILANI et al., 2003BATISTA denominados genp450-HIl e genep450-B03
ot al. 2003BAYMAN et al.. 2002JORGENSEN (O'CALLAGHAN; STAPLETON; DOBSON, 2006).
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ParaA. carbonariusnenhum gene envolvido emRomaine da Universidade da Pensilvania (EUA), foi
passos da biossintese da ocratoxina A foi descritgilizada para realizar a transformacao genética. Esta
Diferentes procedimentos podem ser utilizados padiahagem foi inoculada em meio Luria-Bertani (LB)

a identificacao destes genes e um deles é o usocdatendo os antibiéticos estreptomicina (50 mg/mL)
mutantes insercionais. Dos métodos para obtengda@anamicina (50 mg/mL) para a manutengdo do
destes mutantes, a transformacéo genética mediaddema binario: plasmidioi Tlesarmado + vetor
por Agrobacterium tumefaciengem sido muito binario pPK2 (10,77 Kb). Este vetaterivado do
utilizada. Esta metodologia, para fungos filamentosgs?ZP201 (HAJDUKIEWICS; SYAB; MALIGA,

foi descrita por Dé&sroot et al. (1998) e faz uso dal994), possui as bordas esquerda e direita do T-DNA
bactéria de solo aerdbia Gram-negatika flanqueando o gene da fototransferégenehph)
tumefaciensque ja ha muitos anos vem sendde Escherichia colj que confere resisténcia a
utilizada para a transferéncia de genes em plantdgromicina B. Este gene é controlado petamotor
(TINLAND, 1996) e também amplamente exploradgpd (gliceraldeido 3-fosfatalesidrogenase) e pela
para clonar genes, promotores, e sequéncisasqliéncia terminakp C (sintese de triptofano),
regulatorias. ambos deAspeqillus nidulans No plasmidio T

Uma das vantagens da transformacaoAia encontra-se o genkan marcador genético para
tumefaciensem relacdo aos outros métodos é esisténcia a canamicina.
praticidade, uma vez que dispensa a obtencdo deA linhagem fangica deA. carbonarius
protoplastos e o uso de equipamentos de alto custansformada foi a IAL 187. Esta linhagem foi
Além disso, tem-se alta eficiéncia de transformacd@entiimente cedida pela Dr2. Marta Hiroranlwaki
e a predominancia de transformantes com o DNdo Instituto de &cnologia de Alimentos em Campinas
exdégeno integrado em coépia Unica ao genoma (HAL). Trata-se de uma linhagem isolada de graos
GROOT ET AL. 1998; MULLINS et al., 2001). de café e previamente caracterizada como altamente
Essas caracteristicas fazem deste sistema produtora de ocratoxina A peloAL.
importante método de analise genética de fungos
filamentosos, como para estudos de nocauteTeste de sensibilidade da linhagem flngica a
expressao génica. higromicina B

Neste trabalho descreve-se a transformacéao Antes dos experimentos de transformacéo, a

genetica viah. tumefacienpara a linhagem AL linhagem IAL 187 foi avaliada para a determinacao

_187 dgA. .carbonanuse a~sele(;ao de .mutante%a concentracao inibitéria minima (CIM). A CIM
nsercionais Npara} a pr?d‘?ga" d_e ocratoxina A. Es,tﬁ_érmite determinar qual é a concentracdo minima
mutantes estao disponiveis na micoteca do Laboratoa@ higromicina B em que o crescimento do fungo &
de Ge_r?etlca de Biologia Moleculgr da UEL G_} poclleriﬂi‘bido. O valor do CIM encontrado foi utilizado para
ser utilizados em estudos posteriores reIamonadog %osterior selecdo dos transformantes
identificacdo e clonagem de genes envolvidos em

LTI i Para isto, a linhagem fungica foi inoculada em
passos da via biossintética da ocratoxina A.

placas de Petri contendo 20 mL de meio completo
(MC) de Pontecorvo et al. (1953) acrescido de
Metodologia gquantidades crescentes de higromicina B (0, 15, 25,
50, 75, 100, 150 e 200 mg/mL). Ap6s 7 dias de
incubacgéo foi feita a leitura da capacidade de

crescimento nas diferentes concentracdes de
A linhagem AGL1 deA. tumefaciengATCC/  higromicina B e a determinagéo do CIM.

BAA-101), gentilmente cedida pelo DE. Peter

Linhagem de Agrbacterium tumefaciens e do
isolado fangico
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Transformacdo genética mediada por Acomparando com alinhagem selvagem. As col6nias

tumefaciens que apresentaram esporulacédo reduzida e/ou
A transformacao genética da linhageraLTL87 colorag,a(.) alterada foram classificadas como mutantes
foi realizada como descrito por Morioka et al. (2006]'°70109iCos.

com algumas modificagdes. Rapidamente, apds cinco
dias de crescimento da linhagem\LT187 em MC Analise dos transformantes quanto ao nivel de
a 28°C, foi preparada uma suspenséo contendd 1xdésisténcia a higmmicina B

conidios/mL de meio de inducéo. A linhagem AGL1 Para determinar o nivel de resisténcia a

foi inoculada em meio LB suplementado Conﬁigromicina B, um total de 26 transformantes foi

estreptomicina (50 mg/mL) e canamicina (50 mg/ml'i?mculado em placas de 26 pontos, contendo meio

e mantida a 28°C e 180 rpm durante 12 horas. ApﬁFc sélido em diferentes concentracdes de

este periodo, esta cultura foi diluida para un}ﬁgromicina B (0, 25, 50, 75, 150, 300, 600, 900 e

der@datﬂe optica (D'O_')’ aﬁée_‘mm' de 0,15 em meio 1200 mg/mL). A linhagem selvagem foi utilizada
de indug&o. A cultura foi mantida a 28°C e 180 rpm e 1o controle

atingir D.O,, entre 0,6 e 0,8. Nestas condicdes este
tempo,de indugéo’foi de aproximadamente seis ho_raS'SeIegéo de mutantes paragucio de ocratoxina A

Apos este periodo, as suspensodes de bactéria (com
D.O.,,,.entre 0,6 e 0,8) e do fungo (1£b@nidios/ Os transformantes foram analisados quanto a
mL) foram misturadas em igual proporcao (1:1, 108@Pacidade de producéo de ocratoxina A em placas
uL). Esta mistura foi plaqueada em membrana g Petri contendo meio de cultura agar-coco,
nitrocelulose (0,45 mm de porosidade e 90 mm @@nforme descrito por Heenan, Shaw e Pitt (1998).
diametro, MFS, Jap&o) posicionadas sobre meio B8 cada placa foi inoculado um transformante
induc&o solido contendo acetoseringona (200 mM)¢tamente com a linhagem selvagem e, apos 5 dias
incubadas a 28°C por 36 horas (periodo denomina@ crescimento, as placas foram analisadas sob luz
co-cultivo). Apds este tempo, as membranas forahtravioleta em que a ocratoxina A torna-se
transferidas para placas de Petri contendo méfgorescente. As colonias transformantes que
seletivo solido M-100, suplementado com 150 ug/m@Presentaram alteracéo na fluorescéncia azul
de cefoxitina (Eurofarma 75 pg/mL de higromicina esverdeada em relagdo a linhagem selvagem, foram
B (Invitrogen) para selecio dos transformantes. gonsideradas possiveis mutantes para ocratoxina A.
concentracdo de higromicina B utilizada para Estas colbnias foram selecionadas para posterior
selecdo dos transformantes foi maior que o valdpalise em HPLC.
encontrado pelo CIM.

As colbnias visualizadas apés 4 a 5 dias forafronfirmacéo do fendtipo mutante para ocratoxina
contadas e repicadas em placas de Petri contefti®€lo método de Gmatografia Liquida de Alto
meio MC, suplementado com 75 pg/mL de higromicing€sempenho (HPLC)

B, e incubadas até a conidiogénese. A metodologia usada para analise em HPLC foi

descrita por Bragulat, Abarca e Cabafies (2001). Os
Avaliacao fenotipica dos transformantes mutantes selecionados foram inoculados em placas

Os transformantes foram repicados em placas @@ Petri contendo meio extrato de levedura-sacarose
Petri contendo meio MC acrescido de 75 pg/mL d& ES)- As placas foram incubadas por 5 dias a 28°C.
higromicina B. Ap6s 5 dias de crescimento, o&P0s este periodo, trés areas de 0,5 x 0,5 cm foram
transformantes foram analisados quanto & capacid4g8eortadas do meio, pesadas e submetida a extragéo
de esporulagdo e coloracdo dos esporos assexu@dsnicotoxina com metanol. Cada amostra foi filtrada
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(Millex-Millipore, Massachusetts, USA) e injetada ndlecinologies); 3uL da amostra de DNA (5 ng/mL).
sistema HPLC. O equipamento de HPLC usado f@i volume final foi completado com agua ultrapura.
o Shimadzu LC-10VP System (Shimadzu, Japan) cdara amplificacéo foi utilizado o termociclador
um detector de fluorescéncia de 333 nm de excitagddC100 (MJ RESEARCH, INC). As condic¢des de
e 477 nm de emissdo. O HPLC foi ajustado cogiclagem foram utilizadas conforme descrito por
uma coluna de guarda Shimadzu CLC G-ODS (4Malonek e Meinhardt (2001).

10 mm) e uma coluna Shimadzu Shimpack CLC-ODS

(4.6 x 250 mm). A fase mével foi metanol: acetonitrilgAnalise da integracdo do DNA exogeno nos
agua deionizada: &cido acético (35:35:29:10) e a tak@nsformantes por Southern Blot

de fluxo foi 0,8 mL/min. Uma ocratoxina A padrdo  pgara a analise por Southern Blot os DNAs

(Sigma Chemical, St Louis, USA) foi usada para gxtraidos foram inicialmente tratados com RNAse
construcdo de uma curva de calibragdo, area de p@nvitrogen — Life Bchnologies). O tratamento foi
versus massa (ng). A concentracao de ocratoxingéalizado da seguinte forma: diluiu-se o DNA
no extrato da amostra foi determinada pelgenémico para 100 ngl e, a este, adicionou-se 1
interpolagdo da area de pico resultante a partir o0 de RNA A (20 mg/mL) completando o volume

grafico de calibragéo. para 100uL de agua esterelizada. A reacao foi
incubada a 37°C (em banho-maria) por 30 minutos e,
Extracao de DNA genbmico apés este tempo, a reacao foi interrompida por

. o . ,

Foram escolhidos 14 transformantes ao acaso 8&/€¢imento a 65°C por 5 minutos. Apos gste
linhagem selvagem para a extracio do DNKatamento com RNAse, os DNAs foram submetidos
gendmico. Para cada transformante e paraa Iinhag%mdrOI'Se com a enzima de restrigi(Invitrogen,

selvagem foi realizada uma suspenséo de conl’dlt)lfs,e Technologies) a 10 U/mL. Esta enzima reconhece

. . e cliva uma sequéncia de nucleotideos presente em
em tween 80 e inoculada em frascos tipo erlenmeyér , N
uma das extremidades do cassete de expressdo. A

contendo MC liquido. Decorrido 24 horas de . .
eacdo de restricdo foi feita em um volume total de

incubacao a 28°C e 180 rpm o micélio foi coletadrf N
. ~ s ~ L 00 L, tend de DNA, 10uL de t
por filtracdo e submetido a extracdo de &cidos cor‘E{o ML, contendo Jug de HL de tampao

. eac® 2 (10% do volume total, Invitrogen — Life
descrito por Azevedo et al. (2000). Technologies) e 20 U da enzima Sstl (2 uL). A reagéo
- . foiincubada a 37°C (em banho-maria) durante 12
Anélise dos transformantes pela Reacéo dﬁ" . . . S

_ _ oras, e apos este periodo a enzima foi inativada por
Polimerase em Cadeia (PCR) aguecimento a 65°C por 10 minutos. Para concentrar

A presenca do fragmento do gémpiique confere a amostra hidrolisada foi feita uma precipitacdo
resisténcia a higromicina B foi confirmada nosdicionando-se 1QL de NaCl (3 M) e 25QL de
transformantes por PCR. Cada reacdo didcool etilico absoluto gelado. Apos incubagéo a -20°C
amplificacdo foi preparada para um volume final deor 12 horas, o material foi centrifugado (10.000 rpm
25 L, contendo 2,5L de tamp&o (200 mMris-  por 10 minutos) e o precipitado foi lavado com alcool
HCI pH 8,4, 500 mM KCI, 10x concentrado, Invitrogery 0%. Apds secagem em temperatura ambiente, o
— Life Technologies); 2,uL de dNTP (2,5 mM, DNA hidrolisado foi ressuspenso emil0de agua
Invitrogen — Life Bchnologies); 1,AL de MgCl, (50 estéril. Os 1QIL de DNA hidrolisado foram colocados
mM, Invitrogen — Life Bchnologies); 1,AL de primer €M gel de agarose 0,8% (p/v). A eletroforese foi
hph 1 (5-TTCGAGTAGGAGGGCGTGGA-3') e realizada a 3 V por cm de distancia entre os eletrodos.
1,54L hph 2 (5-CGCGTCTGCTGCTCCPAC-3))  Apos a eletroforese, o DNA foi transferido para uma
(10 pmol/mL, Invitrogen — Life @hnologies); 0. Membrana de nailon (HYBOND-N — AMERSHAM),
de Tag DNA polimerase (5U/mL, Invitrogen — Life conforme descrito emrisileiro e Carneiro (1998).
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Hibridacdo do DNA gendmico dos transformantemembrana, foi retirado rolando-se um bastéo de vidro

A hidridacéo foi realizada conforme recomendad%)Obre elas. A membre.ma foi mcgbada por 10 minutos
pelo protocolo do Kit “DIG High Prime DNA a 37°C e exposta a filme de raio-X (IBF-MEDIX —

Labelling and Detection Starter Kit 1I” (Roche). AAGFA_) ~durar?te 1 hora e 30 minutos. Apos a
membrana, contendo o DNA gendmico restringidSXpos'gao' o filme foi revelado no aparelho GLUNZ
dos transformantes e linhagem controle, foi coIocagé‘]ENSEN modelo MULI-X 36.

em saco plastico contendo 4,24 mL de solucédo de

pré-hibridacao (como fornecida pelo Kit) e incubada _ .

a 42C, sob agitacdo de 50 rpm, por 30 minutoé:‘.)esultados e Discussdo

Decorrido este tempo, a solucédo de pré-hibridacdo

o ] Inicialmente a linhagem WAL 187 de A.
foi retirada. Cerca de 106 ng de sonda prewamenctg

] ) rbonariusfoi testada quanto a sua sensibilidade a
desnaturados a 100°C por 5 minutos seguido H?gromicina B. Na analise de diferentes

resfriamento em gelo, foram suspensos em 4,24 mL - g .
concentragdes do antibiotico, o crescimento do fungo

de solugdo de hibridagdo, e entdo colocados no S?&Cfotalmente inibido em placas de MC gue continham

plasnco contendo a menbrana. A mfemb~rana f(p))'elo menos 50 pg/mL de higromicina B (CIM). Este
incubada por 18 horas a 42°C, sem agitacao.

nivel de sensibilidade foi similarmente observado para

Apo6s hibridacdo, a membrana foi |n|C|aIment%u,[ras espécies despepillus (PUNT et al., 1987)

0
lavada duas vezes com SSC 2x, SDS 0,1% pore?é havia sido relatada para a linhage&LlI®9 de

. o . .
minutos a 28°C, com agitagao branda, e mais du&.scarbonariuqaor Morioka et al. (2006). Portanto,

vezes com SSC 0,5x, SDS 0,1% por 15 minutos, a - . L
o _ _ foram utilizados 75 pg/mL de higromicina B para a
68°C, agitacdo branda. Em seguida, foi lavada em, . :
" A '~ Selecdo dos transformantes resistentes a este
tampé&o de lavagem (acido maléico 0,1 M; NaCl O’letr.)ntibiético
. 0 H )
M; Tween 20 0,3 % (v/v), pH 7,5) por 5 minutos a O co-cultivo deA. carbonariuscom A.

30°C e 50 rpm, e incubada em 121 mL de solucéo de . .. . N
tumefaciensresultou em coldnias resistentes a

bloqugo (forn(,e.mda E)glo Kit), d,”_u'do 1:10em tampa%igromicina B ap6s 4 a 5 dias da transferéncia das
de &cido maléico (acido maléico 0,1 M; NaCl 0,15 . . )
membranas do co-cultivo para o meio seletivo. Em

i (o]
M, pH 7.5), por 30 minutos a 30°C e 50 rpm. Amédia a frequéncia de transformacdo (quatro

membrana ainda foi incubada por 30 minutos a 30°C . ~ .
experimentos de transformacao independentes) foi

€ qgltagao brahda em 2_4’2 mL. de solug.a(? Ocli% 20,04 transformantes para cadacbhidios.
anticorpo (fornecida pelo Kit), anteriormente diluida . .
A andlise de 25 transformantes quanto ao nivel

1:10000 em solucao de bloqueio 1:10, e novamen&e oA . .
N € resisténcia a higromicina mostrou que 100% deles
lavada duas vezes em tampéo de lavagem por 15

_ o €ram capazes de crescer em concentracdo de até
minutos a 30°C e 50 rpm. Por ultimo, a membrariqq5 . . .
o N 150 pg/mL de higromicina B. No entanto o nivel
foi incubada em 24,2 mL de tampéo de deteccao, . A . S
i ) maximo de resisténcia a higromicina foi variavel dentre
(NaCl 0,1 M; Tris-HCI 0,1 M pH 9,5) por 5 minutos

os transformantes. Esta variacéo pode ser decorrente

o o .
a 30°C e agitacao branda. A membrana foi colocagg namero de cépias do gdiEhno genoma fangico

sobre uma folha de transparéncia e em sua face . ~ A
_ ou do local de integracéo do gene de resisténcia.
contendo o DNA foram aplicados 121 mL de CSPD - e .
A prova fisica da transformacéo foi obtida através

(fornecido pelo Kit). Em seguida a membrana foc!la deteccao da amplificacdo de uma porcéo do gene

coberta com outra folha de transparénciaeincubarc]igh Em todos os 14 transformantes analisados

por mais 5 minutos a 30°C. O excesso de liquido enge
o k etectou-se, como esperado, um fragmento de 600
as folhas de transparéncia, entre as quais estav

pabatFigura 1).
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Obtengdo de mutantes de Aspergillus carbonarius via transformacao genética mediada por Agrobacterium tumefaciens

M1 2 34 56 78 91011121314 15 Dentre os 238 transformantes analisados em meio
agar-coco para a producdo de ocratoxina A, nove
(3,7%) possiveis mutantes com reduc¢édo da produgéo
desta toxina foram identificados baseado na reducao
e/ou auséncia de fluorescéncia azul esverdeada na
600 pb  col6nia sob luz ultravioleta. Por outro lado, dois (0,8%)
supostos mutantes com aumento na producao desta
Figura 1. Prova fisica da transformacéo obtida através da detecq,tga(ina tambem foram identificados. Nestes mutantes,
do gene exégertphpor reacdes de PCR. M: marcador; 1: cona fluorescéncia encontrada foi visualmente maior
trole negativo (selvagem); 2-15: transformantes. guando comparada com a fluorescéncia da linhagem
. . ~ selvagem.
A aleatoriedade da integracdo do gépé no A capacidade destes onze possiveis mutantes de

genoma fungico e um parametro importante quan%cr’oduzir ocratoxina A foi analisada por HPLC. Esta

se deseja obter mutacdes insercionais ao acaso, A . . i ~
J & metodologia permitiu quantificar a reducao ou

Figura 2 mostra o resultado do Southern Blot realizghmento da ocratoxina A dos mutantes em relacio &

do com sete transformantes escolhidos ao acaso. L
Iﬁﬁagem selvagem. Dos nove possiveis mutantes

diferencas de massas moleculares dos fragmené%sélisados’ trés (T 44, T 47, T 188) mostraram-se

revelad?s mostram a aleato.rle.dade da mt}egragago%n significativa reducéo da producéo de ocratoxina
consequentemente a potencialidade do método P& Jumento na producio desta toxina foi

4 selecdo de mutantes aleatorios. confirmada nos dois mutantes analisados em meio
agar-coco (T 238 e T 162). A quantificacdo da
producdo da ocratoxina A por estes mutantes é
demonstrada naabela 1.

Tabela 1.Quantificagdo da ocratoxina A por HPLC.
- -
— Amostras Ocratoxina (ug.Kg") | % relativa
- ITAL 187 (selvagem) 3650.89 100
- - - T 188 61.60 1.69
-
. T 44 103.68 2.84
T 47 298,27 8,17
Figura 2. Analise da integracéo do gemghnos transformantes T162 39973.00
por Southern Blot C: controle negativo (selvagem); 132, T238 22685.67

T44, TA7, T104, T162, T188, T238.

A eficiéncia deste método para a obtencéo de Os resultados apresentados neste trabalho mostram
mutantes de. carbonariusrevelou-se na medida PE2 Primeira vez que a transformacao mediada por

em que foram obtidos mutantes morfolégicos e/dddrobacterium tumefacieng um importante
com alteracéo na producéo de ocratoxina A. A analig¥/t@génicoparaA. carbonarius Os mutantes da.
fenotipica de 238 transformantes demonstrou que §&Ponariuscom producdo reduzida e aumentada de
deles (5,04%) apresentaram alteracdes morfol6gi Cgg’ratoxina estao disponiveis na micoteca do Laborat6rio
como reducéo da capacidade de crescimentd® Genética de Biologia Molecular da UEL e podem

esporulacio e alteracdo na colorag&o dos espo§85utlllzados em estudos relacionados a identificacéo e

assexuais, em comparagdo com a linhagem origiffnagem de genes envolvidos em passos da via

de A. carbonarius. biossintética desta micotoxina.
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