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O Uso de Higromicina B,
Geneticina (G418) e Nourseotricina
como Agentes Seletivos Visando a
Transformacao Genética de
Fusarium solani f. sp. Piperis

Clara Victdria Souza de Oliveira
Luadir Gasparotto

Gilvan Ferreira da Silva
Nelcimar Reis Sousa

Simone de Miranda Rodrigues

Resumo

A doenca fusariose, causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis
(Fsp), em plantas de pimenta-do-reino (Piper nigrum), tem reduzido a
pipericultura praticamente a metade desde o seu surgimento, causando
perdas drasticas na producdo. O desenvolvimento de ferramentas como
a transformacao genética de fungos possibilita a modificacao e anélise
do genoma, permitindo também o estudo de genes relacionados a
patogenicidade ou viruléncia, com o auxilio de marcadores de selecao
que conferem resisténcia a determinados antibiéticos. O objetivo deste
trabalho foi determinar a dose letal dos antibidticos higromicina B,
geneticina e nourseotricina para Fusarium solani f. sp. piperis, visando a
transformacao genética desse patégeno. Os resultados indicam que Fsp
é suscetivel aos trés antibidticos testados. A dose letal de higromicina B
e geneticina é 40 ug mL" e de nourseotricina é 100 ug mL".

Palavras-chave: marcadores de selecao, antibidticos, patogenicidade,
dose letal.
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Introducao

O ascomiceto Fusarium solani f. sp. piperis é o agente causal da doenca
fusariose na pimenta-do-reino, afetando o seu sistema radicular e
causando morte subita da planta (BENCHIMOL et al., 2000). Calcula-se
gue esse patdégeno tenha ocasionado, em 30 anos, perdas de producéao
da ordem de 150 milhdes de délares (BARBOSA, 2002). Métodos de
controle como o uso de fungicidas, aplicacdo de materiais organicos no
solo sao pouco eficientes (BENCHIMOL et al., 2000).

A organizacao do genoma e mecanismos moleculares relacionados a
patogenicidade e a viruléncia ainda ndo sao bem entendidos em muitas
espécies de Fusarium (SUGA e HYAKUMACHI, 2004). Por esse motivo,
recentemente, o transcriptoma da interacao entre £ solani f. sp. piperis
e Piper nigrum foi realizado com o intuito de auxiliar no estudo da
interacdo planta-patégeno. Entre inUmeras ferramentas relacionadas a
gendmica funcional/genética reversa, é possivel destacar aquelas
relacionadas a determinacao da funcao de genes em patégenos por
meio de silenciamento via RNA de interferéncia, recombinacéao
homdéloga, ou mutagénese insercional, além da utilizacdo de genes
reporteres (FRANDSEN, 2011).

Uma etapa fundamental para a gendmica funcional é a transformacao
genética, que consiste na habilidade de inserir um DNA exégeno em
uma célula hospedeira. Entre os diversos métodos para transformacao
genética, destaca-se a ATMT (transformagao mediada por
Agrobacterium tumefaciens) (YING-QING et al., 2011; MICHIELSE et al.,
2005; MORIOKA et al., 2006). Desde a primeira ATMT em fungo
(GROOT et al.,1998), nos ultimos 14 anos, esse método vem sendo
realizado com sucesso em mais de 125 espécies (FRANDSEN, 2011) e
mostra ter varias vantagens sobre os métodos convencionais de
transformacdo. Células intactas, como conidios e micélios, podem ser
usadas como matéria-prima, eliminando assim a necessidade de gerar
protoplastos. Essas propriedades da ATMT fazem desse método de
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transformagcao uma valiosa ferramenta para anélise sistematica
mutacional em fungos, quer pela integracao de alvo, quer por
mutagénese insercional. Qualquer tipo de transformacao genética,
geralmente, requer a disponibilidade de genes que conferem resisténcia
a determinado antibidtico e que sao utilizados como marcadores de
selecao. Existem pelo menos oito marcadores de selecdo viadveis para
transformacao de ascomicetos, tais como bar/Nat; hph; Ble, aphl/NPTIl/
Neo; ilv1; sdhR; B-tub e Zeo, sendo o mais utilizado, dentre estes, o
gene que confere resisténcia a higromicina B (Aph).

E importante salientar que esses sistemas de selecdo variam de fungo
para fungo, sendo por esse motivo recomendada a realizagcado de testes
de eficiéncia dos antibiéticos que serao utilizados em uma
transformacao genética (SHARMA e KUHAD, 2010).

Material e Métodos

O isolado de F. solani f. sp. piperis utilizado neste trabalho é oriundo da
colecao da Embrapa Amazdnia Oriental e foi mantido em meio de
cultura BDA (250 g L' de batata; 10 g L' de dextrose; 2 g L" de
peptona; 16 g L' de 4gar; 1,5 g L' de caseina; 2 g L' de extrato de
levedura) a 25 °C, e para obtencao de esporos em meio PDB % (0,5 g
L" de peptona; 2,5 g L'de dextrose; 0,375 g L' de caseina; 0,5 g L
extrato de levedura; 62,5 g L'de batata) a 25 °C e 150 rpm, por trés
dias. O isolado foi crescido em meio Czapek-Dox (0,01 g L de sulfato
ferroso; 0,5 g L' de sulfato de magnésio; 2 g L de nitrato de sédio; 0,5
g L' de cloreto de potéssio; 1 g L'de fosfato de potassio; 30 g L'de
sacarose) para realizar os testes de dose letal com hifas, sendo mantido
nas mesmas condicoes anteriores. Os testes de dose letal foram
realizados com 106 esporos mL", com concentracdo de geneticina e
higromicina B (Gold Biotechnology®) variando entre 40 ug mL"e 100 ug
mL". Os testes com o antibiético nourseotricina (Gold Biotechnology®)
foram realizados com 100, 150 e 200 ug mL".
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Foi considerada dose letal aquela que estava contida na placa onde nao
houve crescimento do fungo por um periodo de trinta dias.

Resultados e Discussao

Neste trabalho foi determinada a dose letal dos antibidticos higromicina
B, geneticina (G418) e nourseotricina. A higromicina B inibe fortemente
a sintese de proteina através de um duplo efeito sobre a traducao do
mRNA (HYGROMYCIN.NET, 2012). A G418 é um antibiético que
bloqueia a sintese da cadeia polipeptidica inibindo o seu alongamento
em células procariotas e eucariotas (www.antibiotics.toku-e.com). Ja o
mecanismo de acado da nourseotricina da-se pela inibicao da biossintese
de proteinas e inducao de erro de codificacao (JENA BIOSCIENCE,
2012). Esses antibidticos podem ser utilizados como agentes seletivos
na transformacao genética de fungos mediante o uso dos genes Aph,
nptll e nat1, que conferem resisténcia a higromicina B, geneticina e
nourseotricina, respectivamente.

Os testes realizados com Fsp indicam que, para geneticina e higromicina
B, doses de 40 ug mL" sdo suficientes para inibicdo completa do
crescimento de col6nias a partir de esporos e hifas (Figura 1 e 2). Ja
para nourseotricina, nao foi observado crescimento em placas contendo
doses entre 100 ug mL" e 200 ug mL", apés trinta dias da inoculacao
(Figura 3).

O uso de marcadores de selecdao adequados é essencial para o sucesso
da transformacao genética em fungos, visto que permite a eliminacao
das células nao transformadas e assegura alto nivel de resisténcia dos
transformantes.
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APOS 30 DIAS ANTES APOS 30 DIAS

Figura 1. A e B) Controle: houve Figura 2. A e B) Controle:
crescimento do fungo apés 30 dias, em mostrou-se presente apds 30
meio BDA sem antibiético; C e D) 40 y mL™; dias, em meio BDA sem
EeF) 100 y mL". antibiético; C e D) 40 gy mL™;

EeF)60umL'; GeH)80u
mL';eled) 100 u mL".



Anais da IX Jornada de Iniciacdo Cientifica da
254 Embrapa Amazdnia Ocidental

APOS 30 DIAS

Figura 3. A e B) Controle: houve crescimento do fungo apés 30 dias, em meio
BDA sem antibiético; C e D) Concentracdo de 100 ug mL". Nao houve
crescimento); E e F) Concentracao de 150 ug mL". Nao houve crescimento; e G
e H) Concentracdo de 200 ug mL". Ndo houve crescimento.
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Conclusoes

As andlises feitas neste estudo indicam que Fsp é suscetivel aos
antibiéticos higromicina B (40 ug mL™"), geneticina (40 ug mL") e
nourseotricina (100 ug mL"), e os genes que conferem resisténcia a
esses antibidticos podem ser utilizados como marcadores de selecao em
transformacao genética.
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