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1.Introdugao

Colletotrichum sp. € um fungo que se aloja no interior de tecidos aparentemente saudaveis da planta
(Martinez et al., 2009), sendo responsavel pelas principais doengas de frutos em poés-colheita, como
péssego, magd, tomate, além de frutiferas como a bananeira e o guaranazeiro. (Bernstein et al., 1995;
Ardi, et al.,1998). O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) tem importancia social e econémica no
Brasil, sendo que tal producédo acaba sendo prejudicada pela antracnose, causada por Colletotrichum
guaranicola (Bentes e Barreto, 2004; Atroch, et al., 2010). A infecg¢do inicia-se na cuticula e parede
celular das folhas, atingindo a epiderme e o parénquima, com rapida necrose (Bentes e Barreto, 2004).

A transformagdo genética € o primeiro passo para estudar a fungdo de genes em organismos. A
transformacéo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT) apresenta inUmeras vantagens
em relagdo aos métodos convencionais realizados a partir de protoplastos, e o gene gfp tem sido
utilizado para monitoramento dos padrdes de expressdo e detecgdo de fungos no hospedeiro e em
substratos (Saitoh et al., 2008). ATMT também é utilizada em trabalhos com silenciamendo de gene tanto
por meio de delecéo (knockout) e RNA de interferéncia (knockdown), quanto por mutagénese insercional
(Okamoto et al., 2010; Paz et al., 2011).

Fungos do género Colletotrichum sp. ja foram transformados com diferentes marcas de selegéo,
principalmente com o gene que confere resisténcia a higromicina, hph (Meir, et al., 2009; Auyong et al.,
2011). O objetivo deste trabalho foi construir e validar um novo vetor binario, portando o gene de
resisténcia ao antibiético nourseotricina (nat?1) e gene repoérter gfp, desenvolvendo desta forma uma
nova marca de selegao para Colletotrichum sp..

2.Material e Métodos

1.1. Construcgao do vetor binario pGWGFP-NAT

Um fragmento de 811 pares de base contendo o gene que confere resisténcia a nourseotricina nat? e o
terminador, TEF-Term foi amplificado a partir do vetor pLR1 e, posteriormente, clonado no vetor doador
pDONR P5-P2 (Invitrogen), originando o entry clone pENTRNAT. Os primers utilizados na reagdo de
PCR (atth2F- 5- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGACACTGGTGGCGGCGTTAG-3' e
aftB5R — 5- GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTGTTATGGGTACCACTCTTGACGAC-3')tiveram as
regibes de recombinacdo desenhadas segundo o Manual do Usuario (Invitrogen). As reagdes de
clonagens foram mediadas pela enzima BP Clonase Il (Invitrogen), conforme recomendagdes do
fabricante. A construcdo do vetor pGWGFP-NAT foi realizada partir dos entry clones pENTRGFP
(previamente construido neste trabalho e que contém o gene repérter gfp e os promotores PtrpC e
PtoxA) e pENTRNAT. A montagem do cassete foi mediada pela enzima LR Clonase Il (Invitrogen),
segundo recomentagdes do fabricante, e como vetor destino foi utilizado o vetor pPGW (Ugent).
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1.2. Testes de concentragao letal

Os testes de dose letal para o isolado 2510 de Colletotrichum sp. foram realizados com os esporos
coletados diretamente de coldnias do fungo crescido em meio BDA, a 25 °C. A obtencéo dos esporos foi
feita por meio da raspagem dos mesmos, dispostos sobre as col6nias, previamente umedecidos com
agua estéril. Em seguida, foram colocados em tubo Falcon contendo 5 mL de agua estéril, sendo,
posteriormente, contados em camara de Neubauer e diluidos para 106 esporos. Foram, entdo, avaliadas

concentracdes de 30, 50, 80 e 100 ug mL-1 de nourseotricina.

1.3. Transformacgao de Colletotrichum sp.
A transformagéo foi realizada utilizando a linhagem AGL-1 de Agrobacterium tumefaciens, portando o
plasmideo pGWGFP-NAT. Os esporos foram obtidos conforme ja descrito. O co-cultivo foi preparado

com 106 esporos, na proporgédo volumétrica de 1:1 (esporos:bactérias), sendo incubado a 22 °C, por 48
horas. Apds 48 horas, a mistura foi plaqueada em meio de cultura BDA, suplementado com 80 ug mL-1
de nourseotricina e 400 ug mL-1 de cefotaxima. As placas foram, entdo, incubadas a 25 °C.

1.4. Confirmacgao de transformantes por PCR e microscopia de fluorescéncia

O DNA dos transformantes foi extraido segundo Specht et al. (1982) . Foram utilizados os primers ITS4 e
ITS5 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 e 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’, respectivamente)
para confirmar que todos os DNAs estavam em condigdes de amplificacdo. A confirmagao da inser¢do do
T-DNA no genoma de Colleotrichum sp. foi realizada utilizando os primers para a amplificagdo do
fragmento gfp-promotores, os mesmos utilizados na constru¢do do vetor de entrada.

A deteccéo da expresséo da proteina verde fluorescente (GFP) foi realizada usando o microscépio de
fluorescéncia Olympus Bx-51, do Laboratério de Genética Animal do INPA —CPBA. As imagens foram
capturadas através do software Image —MC60.

3.Resultados e Discussao

Foi construido o vetor binario pPGWGFP-NAT, portando uma nova marca de selecdo para Colletotrichum
sp.. O gene gfp é controlado pelo promotor PtoxA, de Pyrenophora tritici-repentis (Tomas et al., 1990), e
a marca de selecao (nat1) esta sob o controle do promotor PirpC, de Aspergillus nidulans (Hamer et al.,
1987). A construgéo foi realizada de modo que a transcrigdo ocorra em orientacdo oposta entre os dois
genes. A Figura 1 mostra o cassete montado representado na sua forma linear.
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Figura 1. Cassete em forma linear. As bordas direita e esq uerda estdo indicadas como RB e LB,
respectivamente. O cassete foi montado por meio da clonagem dos fragmentos A e B, usando o sistema
Gateway.

Vetores binarios utilizados para transformagéo, mediada por A. tumefaciens (ATMT), trazem inUmeras
vantagens sobre os métodos tradicionais de transformagdo. ATMT gera uma alta porcentagem de
transformantes com integragdo unica do T-DNA no genoma, o que facilita o isolamento de genes de
interesse. Além disso, transformacdes via A. tumefaciens ndo exigem protoplastos, podendo ser
utilizados conidios, micélios, células intactas, em geral, simplificando mais ainda o processo de
mutagénese, visto que o isolamento de protoplastos é laborioso (Michielse e Hooykaas, 2005).

A concentragéo de 80 ug mL-1 de nourseotricina mostrou-se letal aos esporos de Colletotrichum sp. e a
transformacao resultou em dois transformantes resistentes a nourseotricina (Figura 2), confirmados por
microscopia de fluorescéncia (Figura 3) e PCR (Figura 4).
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Figura 2. Transformantes crescendo em BDA suplementado com 80 ug mL-1 de nourseotricina. A seta
em vermelho aponta o selvagem repicado no meio dosado.
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Figura 3. A e B: Esporos expressando a proteina GFP. C: Selvagem.
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Figura 4. Gel de agarose 1%. a: Confirmagdo da presenga do fragmento gfp-promotores, de
aproximadamente 1900 pb, no genoma dos mutantes 1 e 2. O vetor binario pGWGFP-NAT foi utilizado
como controle positivo (C+). O DNA do selvagem (C-) ndo apresenta a banda e B representa o branco
(sem DNA). b: Regido ITS dos transformantes 1 e 2, mais o selvagem (C-). M: Marcador 1 kb Plus SM
1331 (Fermentas).

Varios trabalhos com diferentes espécies de Colletotrichum sp. tem reportado o uso do antibiético
higromicina. Takahara et al. (2004) selecionaram os transformantes de C. trifoli com 100 pyg mL-1, bem
como Tsuji et al. (2003) com C. lagenarium e Meir et al. (2009) com C. coccodes. Até o presente
momento, este € o primeiro trabalho que utiliza a marca de selegado que confere resisténcia ao antibiético
nourseotricina (nat1) para transformagao de uma espécie do género Colletotrichum.

4.Conclusao
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Foi encontrado como dose letal para Colleotrichum sp. a concentragédo de 80 ug mL-1 de nourseotricina.
O vetor pGWGFP-NAT, portando o gene de resisténcia a nourseotricina (nat?) e gene repérter (gfp), foi
validado em Colletotrichum sp., sendo uma nova marca de sele¢do desenvolvida para o género.
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