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1.Introdução
Colletotrichum sp. é um fungo que se aloja no interior de tecidos aparentemente saudáveis da planta
(Martinez et al., 2009), sendo responsável pelas principais doenças de frutos em pós-colheita, como
pêssego, maçã, tomate, além de frutíferas como a bananeira e o guaranazeiro. (Bernstein et al., 1995;
Ardi, et al.,1998). O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) tem importância social e econômica no
Brasil, sendo que tal produção acaba sendo prejudicada pela antracnose, causada por Colletotrichum
guaranicola (Bentes e Barreto, 2004; Atroch, et al., 2010). A infecção inicia-se na cutícula e parede
celular das folhas, atingindo a epiderme e o parênquima, com rápida necrose (Bentes e Barreto, 2004).
A transformação genética é o primeiro passo para estudar a função de genes em organismos. A
transformação genética mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT) apresenta inúmeras vantagens
em relação aos métodos convencionais realizados a partir de protoplastos, e o gene gfp tem sido
utilizado para monitoramento dos padrões de expressão e detecção 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 deleção (knockout) e RNA de interferência (knockdown), quanto por mutagênese insercional
(Okamoto et al., 2010; Paz et al., 2011).
Fungos do gênero Colletotrichum sp. já foram transformados com diferentes  marcas de seleção,
principalmente com o gene que confere resistência a higromicina, hph (Meir, et al., 2009; Auyong et al.,
2011). O objetivo deste trabalho foi construir e validar um novo vetor binário, portando o gene de
resistência ao antibiótico nourseotricina (nat1) e gene repórter gfp,  desenvolvendo desta forma uma
nova marca de seleção para Colletotrichum sp..

2.Material e Métodos

1.1. Construção do vetor binário pGWGFP-NAT
Um fragmento de 811 pares de base contendo o gene que confere resistência a nourseotricina nat1 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 reação de
PCR (attb2F- 5’- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGACACTGGTGGCGGCGTTAG-3’ e
attB5R – 5’- GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTGTTATGGGTACCACTCTTGACGAC-3’)tiveram as
regiões de recombinação desenhadas segundo o Manual do Usuário (Invitrogen). As reações de
clonagens foram mediadas pela enzima BP Clonase II (Invitrogen), conforme recomendações do
fabricante. A construção do vetor pGWGFP-NAT foi realizada partir dos entry clones pENTRGFP
(previamente construído neste trabalho e que contém o gene repórter gfp e os promotores PtrpC e
PtoxA) e pENTRNAT. A montagem do cassete foi mediada pela enzima LR Clonase II (Invitrogen),
segundo recomentações do fabricante, e como vetor destino foi utilizado o vetor pPGW (Ugent).
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1.2. Testes de concentração letal
Os testes de dose letal para o isolado 2510 de Colletotrichum sp. foram realizados com os esporos
coletados diretamente de colônias do fungo crescido em meio BDA, a 25 ºC. A obtenção dos esporos foi
feita por meio da raspagem dos mesmos, dispostos sobre as colônias, previamente umedecidos com
água estéril. Em seguida, foram colocados em tubo Falcon contendo 5 mL de água estéril, sendo,
posteriormente, contados em câmara de Neubauer e diluídos para 106 esporos. Foram, então, avaliadas
concentrações de 30, 50, 80 e 100 µg mL-1 de nourseotricina.

1.3. Transformação de Colletotrichum sp.
A transformação foi realizada utilizando a linhagem AGL-1 de Agrobacterium tumefaciens, portando o
plasmídeo pGWGFP-NAT. Os esporos foram obtidos conforme já descrito. O co-cultivo foi preparado
com 106 esporos, na proporção volumétrica de 1:1 (esporos:bactérias), sendo incubado a 22 ºC, por 48
horas. Após 48 horas, a mistura foi plaqueada em meio de cultura BDA, suplementado com 80 μg mL-1
de nourseotricina e 400 μg mL-1 de cefotaxima. As placas foram, então, incubadas a 25 ºC.

1.4. Confirmação de transformantes por PCR e microscopia de fluorescência
O DNA dos transformantes foi extraído 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 condições de amplificação. A confirmação da inserção do
T-DNA no genoma de Colleotrichum sp.  foi realizada utilizando os primers para a amplificação do
fragmento gfp-promotores, os mesmos utilizados na construção do vetor de entrada.
A detecção da expressão da proteína verde fluorescente (GFP) foi realizada usando o microscópio de
fluorescência Olympus Bx-51, do Laboratório de Genética Animal do INPA –CPBA. As imagens foram
capturadas através do software Image –MC60.

3.Resultados e Discussão
Foi construído o vetor binário pGWGFP-NAT, portando uma nova marca de seleção para Colletotrichum
sp.. O gene gfp é controlado pelo promotor PtoxA, de Pyrenophora tritici-repentis (Tomas et al., 1990), e
a marca de seleção (nat1) está sob o controle do promotor PtrpC, de Aspergillus nidulans (Hamer et al.,
1987). A construção foi realizada de modo que a transcrição ocorra em orientação oposta entre os dois
genes.  A Figura 1 mostra o cassete montado representado na sua forma linear.

Figura 1. Cassete em forma linear. As bordas direita e esq uerda estão indicadas como RB e LB,
respectivamente. O cassete foi montado por meio da clonagem dos fragmentos A e B, usando o sistema
Gateway.

Vetores binários utilizados para transformação, mediada por A. tumefaciens (ATMT), trazem inúmeras
vantagens sobre os métodos tradicionais de transformação. ATMT gera uma alta porcentagem de
transformantes com integração única do T-DNA no genoma, o que facilita o isolamento de genes de
interesse. Além disso, transformações via A. tumefaciens não exigem protoplastos, podendo ser
utilizados conídios, micélios, células intactas, em geral, simplificando mais ainda o processo de
mutagênese, visto que o isolamento de protoplastos é laborioso (Michielse e Hooykaas, 2005).
A concentração de 80 µg mL-1 de nourseotricina mostrou-se letal aos esporos de Colletotrichum sp. e a
transformação resultou em dois transformantes resistentes a nourseotricina (Figura 2), confirmados por
microscopia de fluorescência (Figura 3) e PCR (Figura 4).
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Figura 2. Transformantes crescendo em BDA suplementado com 80 µg mL-1 de nourseotricina.  A seta
em vermelho aponta o selvagem repicado no meio dosado.

Figura 3. A e B: Esporos expressando a proteína GFP. C: Selvagem.

Figura 4. Gel de agarose 1%. a: Confirmação da presença do fragmento gfp-promotores, de
aproximadamente 1900 pb, no genoma dos mutantes 1 e 2. O vetor binário pGWGFP-NAT foi utilizado
como controle positivo (C+). O DNA do selvagem (C-) não apresenta a banda e B representa o branco
(sem DNA). b: Região ITS dos transformantes 1 e 2, mais o selvagem (C-). M: Marcador 1 kb Plus SM
1331 (Fermentas).
Vários trabalhos com diferentes espécies de Colletotrichum sp. tem reportado o uso do antibiótico
higromicina. Takahara et al. (2004) selecionaram os transformantes de C. trifolii com 100 µg mL-1, bem
como Tsuji et al. (2003) com C. lagenarium e Meir et al. (2009) com C. coccodes. Até o presente
momento, este é o primeiro trabalho que utiliza a marca de seleção que confere resistência ao antibiótico
nourseotricina (nat1) para transformação de uma espécie do gênero Colletotrichum.

4.Conclusão
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Foi encontrado como dose letal para Colleotrichum sp. a concentração de 80 µg mL-1 de nourseotricina.
O vetor pGWGFP-NAT, portando o gene de resistência a nourseotricina (nat1) e gene repórter (gfp), foi
validado em Colletotrichum sp., sendo uma nova marca de seleção desenvolvida para o gênero.
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