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Resumo

Os fungos Agaricomicetos desempenham papéis fundamentais na
decomposicdo da matéria organica e equilibrio da natureza, além de
produzirem diversos produtos de interesses farmacéuticos, medicinais,
cosméticos, ambientais, biotecnoldgicos, entre outros. As ferramentas
de modificagdes genéticas para transformacdo destes organismos,
visando aumento da produgcao de componentes com alto valor
agregado, ainda sao escassas e necessitam de avancos. Desta forma,
o objetivo do presente estudo foi desenvolver técnicas de fusionamento
de fragmentos de DNA que possibilitem a montagem de cassetes para
a transformacao genética de fungos. Para isso foram comparadas trés
técnicas diferentes de fusionamento de DNA (PCR fusion-based,
NEBuilder e Circular polymerase extention cloning - CPEC), e a melhor
técnica foi validada em relacdo a montagem correta de plasmideos.
Para construcao de dois plasmideos foram empregadas estratégias de
mudanca de promotor do gene da glucano sintase e delegao do gene
da hidrofobina de Pleurotus ostreatus, dando origem aos plasmideos
pUCHYG-GPDGLS e pUCHYG-HYDRO, respectivamente.

Apds fusionamento por CPEC e transformacdo em Escherichia coli
houve variacao de 30% (pUCHYG-HYDRO) a 85% (pUCHYG-GPDGLS)
do numero de col6nias que continham a montagem da sequéncia de
DNA corretas, sendo mais favorecidas as reagdes com menores
percentuais de citosinas/guaninas (CG) e longas sobreposicdes nas



zonas de fusionamento. Os fungos selecionados para transformacgao
foram Pleurotus ostreatus e Schizophyllum commune, com
reconhecidos potenciais biotecnoldgicos, e os efeitos da insercao dos
plasmideos construidos foram analisados em relacao a producao de
polissacarideos do tipo B- (1—3)-glucanas presentes na parede celular
destes fungos. Para P. ostreatus os transformantes obtidos foram
instaveis e ndo tiveram desenvolvimento maior que 2-3 mm em ambos
os plasmideos testados. Ja as colonias obtidas apds transformacao de
S. commune com plasmideo pUCHYG-GPDGLS foram resistentes a
higromicina e apresentaram fendtipo de hifas finas. Apds analise da
primeira geragao com cruzamento do tipo B compativel de S. commune
foi possivel identificar colonias resistentes e sensiveis a higromicina na
proporcdo 1:1, indicando que uma cépia do gene de resisténcia foi
integrada ao genoma das células irmas. Um dos cinco transformantes
selecionados para estudo, o transformante T4, foi comparado em
relagdo a sua capacidade de consumo de glucose e producao de
polissacarideos extracelulares em meio liquido minimo. O consumo de
glucose foi muito semelhante para o tipo selvagem de S. commune
(ScW) e para o mutante (ScT4). A mutacdao ocasionada pela
transformacao de S. commune impediu a producao normal de
exopolissacarideos no caldo de cultivo em ScT4. Em relagdo aos
polissacarideos de parede celular, extraidos com agua quente apds
cultivo submerso, foi verificada diferenca de composicdo quimica
quando analisados por espectroscopia de infravermelho (FT-IR),
ressonancia magnética nuclear (RMN), havendo predominio de glucose
(65,4%) para ScW e galactose (50,5%) para ScT4. Os rendimentos em
polissacarideos foram estatisticamente iguais em 9 dias de cultivo,
quando a glucose estava praticamente depletada, e superior para T4
em 12 dias de cultivo. As alteragdes de composicao da parede celular
foram atribuidas ao fenoétipo de hifas finas observado.
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