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1. Introducéo

A sofisticagcdo e maior eficiéncia das técnicas de sequenciamento concederam maior praticidade para se
obter sequéncias de genes, aumentando a quantidade de dados disponibilizados. Diante disso, o grande
gargalo, atualmente, torna-se ndo mais conhecer a sequéncia e seus pares de bases, mas elucidar uma
possivel funcdo biolégica de dada sequéncia (Jeon et al., 2008). O método mediado por Agrobacterium
tumefaciens (ATMT), uma das mais eficientes formas de transformacé@o genética, se sobressai, quando
comparado com métodos convencionais, como, por exemplo, através de protoplastos. ATMT também é
utilizada em trabalhos com silenciamento de gene, tanto por meio de dele¢do (knockout) e RNA de
interferéncia (knockdown), quanto por mutagénese insercional (Mullins et al. 2001; Rho et al. 2001;
Okamoto et al. 2010; Paz et al. 2011). Outra ferramenta importante consiste no gene repoérter gfp (Green
Fluorescent Protein), utilizado para monitoramento dos padrdes de expresséo e deteccdo de fungos no
hospedeiro e em substratos (Du et al. 1999; Banno et al. 2003; Saitoh et al. 2008).

Fungos do género Fusarium sdo mais amplamente transformados com plasmideos que portam o gene de
resisténcia ao antibidtico higromicina (gene hph) (Visser et al. 2004; Xiao et al. 2013). A construcdo do
plasmideo pGWGFP-GENET, portando em uma Unica constru¢do o gene gfp e a marca de sele¢do que
confere resisténcia a geneticina (gene nptll), traz como vantagens além da deteccdo de fungos in vivo no
hospedeiro, a possibilidade de se utilizar o plasmideo em combinacdo com o plasmideo pFANTAI, préprio
para o silenciamento em estudos de fungdo de genes, que contém o gene hph como marca de selecéo.
Deste modo, os objetivos deste trabalho foram construir o plasmideo pGWGFP-GENET, portando o gene
ofp e a marca de selecdo que confere resisténcia ao antibiético geneticina, e valida-lo em Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (FOC), agente causal do Mal-do-Panamé em bananeiras, uma das principais
doencas para a cultura de bananas no mundo.

2. Material e Métodos

2.1 Construcédo do vetor binario pGWGFP-GENET

O fragmento de aproximadamente 3,5 kb, contendo o terminador NcTerm, o gene nptll, os promotores
Pgap3d e PtoxA, o gene gfp e o terminador Tnos, foi amplificado a partir do vetor pGenGFP e,
posteriormente, clonado no vetor pPGW (Ugent), dando origem ao vetor binario pPGWGFP-GENET. A
montagem do vetor binério foi mediada pela enzima LR Clonase Il (Invitrogen), segundo recomentagdes
do fabricante. Os primers utilizados na reacdo de PCR para amplificagdo do fragmento de interesse
(AttB1T3: 5'- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT AATTAACCCTCACTAAAGGG-3 e AttB2T7S:
5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT TAATACGACTCACTATAGGG-3') tiveram as regides de
recombinacéo desenhadas segundo o Manual do Usuario (Invitrogen).

2.2 Testes de concentracéo letal

Os testes de dose letal para os isolados da raca 2 de FOC foram realizados com os esporos coletados
apos dois dias de crescimento em meio BD %, (0,5 g L de peptona, 2,5 g L de dextrose, 0,375 g L' de
caseina, 0,5 g L de extrato de levedura e 62,5 g L? de batata) a 25 °C. Os esporos foram filtrados em
gase, contados em camara de Neubauer e diluidos para 107 esporos. Foram, entdo, avaliadas
concentracdes de 50 a 350 pg mL* de geneticina, suplementando o meio de cultura BDA (2 g L de
peptona, 10 g L de dextrose, 16 g L'* de agar, 1,5 g L' de caseina, 2 g L de extrato de levedura e 250 g
L de batata).

2.3 Transformacgé&o de FOC

A transformacéo de FOC foi realizada utilizando a linhagem AGL-1 de Agrobacterium tumefaciens,
portando o plasmideo pGWGFP-GENET. Os esporos foram obtidos conforme ja descrito. O co-cultivo foi
preparado com 107 esporos, na proporgédo volumétrica de 1:1 (esporos:bactérias), sendo incubado a 22
°C, por 48 horas. Ap6s 48 horas, a mistura foi centrifugada e diluida em meio BD (BDA sem &gar). Trés
aliquotas de 300 uL cada foram plaqueadas em meio de cultura BDA, suplementado com 350 ug mL™! de
geneticina e 400 ug mL? de cefotaxima. As placas foram, entdo, incubadas a 25 °C. A cultura em meio
liquido foi mantida em agitacao de 150 rpm, a 25 °C.

3. Resultados e Discussao

Foi construido o vetor binario pPGWGFP-GENET, portando a marca de selegdo que confere resisténcia ao
antibiético geneticina (gene nptll) e o gene gfp. O gene gfp é controlado pelo promotor PtoxA, de
Pyrenophora tritici-repentis, seguido do terminador Tnos. O gene nptll estd sob o controle do promotor
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Pgapd3, de Cochliobolus heterostrophus, seguido do terminador NcTerm. A construcéo foi realizada de
modo que a transcri¢cdo dos genes ocorra em sentidos contrarios (Figura 1):
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Figura 1. Cassete de 3,5 kb em forma linear. As bordas direita e esquerda estédo indicadas como RB
(Right Border) e LB (Left Border), respectivamente. As setas indicam o sentido da transcricdo de cada
gene.
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Transformagdes ATMT sdo vantajosas, quando comparadas a métodos convencionais de transformacao.
ATMT néo requer o uso de protoplastos, podendo ser utilizados, conidios, micélios, simplificando mais
ainda o processo de mutagénese, visto que a obtencdo de protoplastos consiste em um processo
laborioso. Além disso, ha uma maior taxa de transformantes com Unicas inser¢des do fragmento de
interesse no genoma, facilitando o posterior isolamento do gene de interesse (Michielse e Hooykaas,
2005).

A concentracdo de 350 uyg mL? do antibiético geneticina mostrou-se letal aos esporos de FOC e a
transformacéo resultou em 4 transformantes putativos, resistentes ao antibiético (Figura 2).

Figura 2. Transformantes putativos. C-: Controle sem antibiético no meio de cultura; C+: Controle com
350 ug mL? de geneticina suplementando o meio de cultura; 1, 2, 3 e 4: transformantes putativos com
350 ug mL* de geneticina suplementando o meio de cultura BDA.

Os transformantes putativos 1, 2, 3 e 4 mostram-se resistentes a dose letal de 350 ug mL* de geneticina,
0 que indica que o inserto pode estar sendo expresso no genoma do fungo. Porém, necessitando de mais
andlises, como PCR para confirmacdo da presenca do fragmento no genoma, bem como a microscopia
de fluorescéncia, para avaliagdo da expresséo do gene gfp. No presente momento, estas andlises ainda
estdo em andamento.

4. Concluséo

Foi encontrada como dose letal 350 ug mL* de geneticina para os esporos de FOC e o vetor binario
pGWGFP-GENET foi construido e seu processo de validacdo estd em andamento, sendo que até o
presente momento, foram obtidos 4 transformantes putativos resistentes ao antibiético geneticina.


http://en.wikipedia.org/wiki/Cochliobolus_heterostrophus
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