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Resumo:

Fungos do género Colletotrichum sao capazes de produzir enzimas
extracelulares, solubilizar fosfato e produzir horménios vegetais. O
melhoramento genético microbiano por meio de técnicas classicas
empregando agentes mutagénicos quimicos e/ou fisicos pode contribuir para
a obtencéo de cepas com melhoria ou introducdo de novas caracteristicas
de interesse biotecnoldgico. O objetivo deste trabalho foi obter mutantes
auxotroficos induzidos por luz ultravioleta do endofito C. karstii SL57 isolado
da planta Serjanea larutteana. A letalidade (L (%) do endéfito apés 30 min de
exposicao foi de 94%. Um total de 20 mutantes putativos foram obtidos, dos
gquais foram avaliados quanto suas deficiéncias nutricionais em MM+ uma
Unica conte de N (5 mM). Dentre os mutantes putativos obtidos, apenas 8
cresceram em MM+ Cys e falharam ao crescer apenas em MM, confirmando
seu estado de auxotrofia (Cys’). Em conjunto com outras técnicas de
melhoramento genético microbiano como a fusédo de protoplastos, € possivel
a partir da fusdo de linhagens auxotroéficas obter recombinantes pototroéficos
com atividades aumentadas em relacdo a suas linhagens parentais
selvagens.

Introducéo

Fungos do género Colletotrichum sao capazes de produzir enzimas
extracelulares (SANTOS et al., 2019), solubilizar fosfato (HIRUMA et al.,
2016) e produzir hormdnios vegetais (ROBINSON; SHARON, 1998).
Visando estas aplicagdes biotecnologicas, o melhoramento genético
microbiano empregando agentes mutagénicos quimicos ou fisicos (KAVA et
al., 1995) pode-se contribuir para a obtengcdo de cepas com melhoria ou
introdugdo de novas caracteristicas de interesse (PAMPHILE et al., 2004).
Além disso, da variabilidade genética natural existente entre as espécies de
fungos, o melhoramento genético visando o isolamento de mutantes
espontaneos ou induzidos podem levar a obtencdo de cepas microbianas
com caracteristicas favoraveis (PAMPHILE et al., 2004) do ponto de vista
biotecnolégico para diferentes areas, como a agricultura. Neste sentido, o
objetivo deste projeto foi obter mutantes auxotréficos induzidos por luz
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ultravioleta do endodfito C. karsti SL57 isolado da planta Serjanea
larutteana.

Materiais e métodos
Fungo endofitico

A linhagem C. karstii SL57 foi resgatada da Colecdo de Micro-
organismos Endofiticos e do Ambiente (CMEA) do Laboratério de
Biotecnologia Microbiana (LBIOMIC) da Universidade Estadual de Maringa
(Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celular. UEM -
Parana/ Brasil). O enddfito foi cultivado em meio Batata-Dextrose-Agar
(BDA; pH 6.6) durante 7 dias a 28°C.

Curva de sobrevivéncia a Luz Ultravioleta

Uma suspensdo do endoéfito em salina 0,85% foi ajustada para
densidade de 0.2 em 600 nm. Uma aliquota de 100 uL desta suspensao foi
semeada em Meio Completo (MC) (1,5 g/L KH,PO,, 0,5 g/L KCI, 0,5 g/L
MgS0O,4.7H,0, 0,001g/L FeSO4, 0,001g/L ZnSO,4, 10 g/L Glicose, 2 g/L
Extrato de levedura, 2 g/L Peptona, 1,5 g/L Caseina hidrolisada, 1 mL
Solucdo de vitaminas & 5 mM (metionina, valina, cisteina, leucina, alanina,
lisina, prolina, arginina, cistina, acido Urico e triptofano), 15 g/L Agar, 1000
mL de &gua destilada; pH 6.8) e irradiada com luz UV-C com intervalo de
tempo de 2 min (0 — 30 min).

Posteriormente, as placas foram incubadas a 28°C em auséncia de
luz. Apés este periodo, as colbnias sobreviventes foram contadas para
realizar o calculo da curva da letalidade de acordo com a férmula L (%) =
(Numero de coldnias néo tratadas — numero de colbnias tratadas/Numero de
colénias ndo tratadas) X 100. Foi tomado o numero de coldnias obtidas no
tempo 0 minutos como 100% de sobrevivéncia estimando-se deste modo, o
tempo de irradiacdo que permita cerca de 5% de sobrevivéncia para a
linhagem.

Obtencéo dos mutantes por filtracdo e enriqueciment 0

A suspenséo irradiada pelo tempo definido pelo calculo da letalidade
foi transferida para 50 mL de Meio Minimo (MM) (1,5 g/L KH2POy4, 0,5 g/L
KCI, 0,5 g/L MgS0,4.7H,0, 0,001g/L FeSQO,, 0,001g/L ZnSO,, 10 g/L Glicose,
1000 mL de &gua destilada; pH 6.8) e submetida a agitacdo a 120 rpm
durante 72h. Apés cada 24h, o MM foi filtrado por meio de gaze para outro
frasco erlenmeyer esterilizado e vazio e novamente agitado no periodo
acima citado. Este procedimento foi repetido por trés vezes, sendo que apos
a ultima filtragem o MM foi transferido para tubos de centrifuga por 15 min a
2750 xg. O sobrenadante foi dispensado e o precipitado suspendido em 2
mL de solugéo salina esterilizada e foi semeado em MC sélido (0,1 mL por
placa). As placas foram incubadas (28°C) por um periodo de 7 dias. As
colonias dos mutantes putativos foram cultivadas em MM e MC. As colbnias
gue néo cresceram em MM mas sim em MC, foram consideradas mutantes
auxotroficos putativos. O local onde os mutantes serdo inoculados no meio
sélido MM sera transferido para MC. Apoés 7 dias de incubacéo a 28°C, cada
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isolado sera testado quanto as necessidades nutricionais, conforme descrito

por Azevedo e Costa (1973) em meios seletivos contendo Unica fonte de

nitrogénio (5 mM).
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Resultados e Discusséao

A letalidade (L (%) do endofito C. karstii SL57 esta apresentada na
Tabela 1. De acordo com a mesma, a letalidade aumentou
proporcionalmente ao tempo de exposicao ocorrendo uma letalidade de
94% em 30 min de tratamento.

Tabela 1. Avaliagdo da letalidade do fungo endofitico Colletotrichum karstii
SL57 a luz ultravioleta durante 30 minutos (com intervalo de tempo de 2

min).
Tempo  Numero de Letalidade Tempo Numerode Letalidade
coldnias colonias

0 min 513 0% 16 min 93 81,87%
2 min 290 43,46% 18 min 88 82,84%
4 min 253 50,68% 20 min 87 83,04%
6 min 247 51,85% 22 min 70 86,35%
8 min 230 55,16% 24 min 65 87,32%
10 min 211 58,86% 26 min 60 88,30%
12 min 192 62,57% 28 min 49 90,44%
14 min 163 68,22% 30 min 30 94,15%

Da suspenséo irradiada durante 30 min. (L (%)= 94, um total de 20
mutantes putativos foram obtidos, dos quais foram avaliados quanto suas
deficiéncias nutricionais em MM+ uma unica fonte de N (5 mM). Para
avaliacdo das deficiéncias nutricionais, 11 fontes de nitrogénio foram
utilizadas: acido urico (UA), prolina (Pro), arginina (Arg), triptofano (Trp),
lisina (Lys), metionina (Met), valina (Val), alanina (Ala), leucina (Leu),
cisteina (Cys) e cistina (Cyst). Dos 20 mutantes putativos obtidos, apenas 8
cresceram em MM + Cys e falharam ao crescer apenas em MM,
confirmando seu estado de auxotrofia.

A obtencdo de mutantes auxotréficos de linhagens microbianas de
interesse, especialmente aquelas endofiticas, tém-se apresentado como
uma ferramenta promissora para aplicagdes biotecnoldgicas. A obtencao
destes mutantes pode empregar agentes fisicos (luz UV e outras radiagbes
ionizantes) como quimicos (Bromato/ Clorato de Potassio). A descricao de
mutantes auxotréficos de fungos do género Colletotrichum ja foi descrito
anteriormente para resisténcia a agentes quimicos (ROSADA et al., 2010) e
fisicos como a luz UV (DICKMAN; PATIL, 1986; LAKSHMESHA et al.,
2005).

Conclusbes

Aqui, relatamos a obtencédo de oito mutantes auxotroficos (Cys’) do
fungo endofitico C. karstii SL57 apos a exposi¢cdo a luz UV de 30 min,
empregando a técnica para o isolamento de enriquecimento e filtragdo. Em
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conjunto com outras técnicas de melhoramento genético microbiano como a
fusao de protoplastos, é possivel a partir da fusdo de linhagens auxotréficas,

intra ou interespecificas, obter-se recombinantes prototroficos com
atividades aumentadas em relagao a suas linhagens parentais selvagens.
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