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Introducao

O fungo Colletotrichum lindemuthianum é o agente causal da antracnose no
feijjoeiro-comum (Phaseolus wvulgaris L.). A andlise de mutantes com
modificacdes em genes relacionados a patogenicidade é uma estratégia
comumente empregada para a descoberta de proteinas essenciais para o
desenvolvimento da doenca. Para a aplicacdo da mutagénese insercional é
importante o desenvolvimento de um sistema de transtformacao eficiente e

e Os quatro mutantes Nitl™ utilizados no teste de patogenicidade foram
capazes de causar doenca no feijoeiro-comum. Os sintomas da
antracnose apresentados pelas plantas inoculadas com conidios dos
mutantes e com os conidios do isolado selvagem foram semelhantes
(Figura 1b-d), demonstrando que a mutacdo no gene nitl nao afetou a
patogenicidade.

barato. Sistemas de transformacao que utilizam a complementacao de
mutacOes auxotrOficas para a selecdo das coldnias transtormadas sdo
alternativas a selecao baseada na resisténcia aos antimicrobianos.

Objetivos

Desenvolver um sistema de transformacao eficiente para C. lindemuthianum

baseado na Complementagéo de mutantes Nit]". Figura 1 - Teste de patogenicidade. a) Fenotipo do fungo C. lindemuthiaum crescido em meio

minimo com nitrato. m: mutante; s: selvagem. b) Planta de feijoeiro-comum sem inoculagdo. c)
Planta de feijoeiro-comum inoculada com o mutante nitl. d) Planta de feijoeiro-comum
inoculada com o isolado selvagem.

Material e Métodos

Obtencao dos mutantes para o gene nitl

e Foram inoculados 1x10” conidios do isolado A -2-3 (raca 89) de C.
lindemuthianum, em placas de Petri contendo meio minimo acrescido de
clorato.

e A caracterizacdo dos mutantes foi realizada em meio minimo com
diferentes fontes de nitrogénio, sendo elas: nitrato, nitrito, amoénia e
hipoxantina.

e O gene nitl foi eficientemente clonado no plasmideo pZERO (Figura 2),
que passou a ser denominado pNit1Cl.

Teste de patogenicidade

e Folhas de feijoeiro-comum da cultivar Pérola foram inoculadas com 1x10°
conidios dos mutantes Nitl” com auxilio de pincel. O isolado selvagem
foi utilizado como controle.

e Apo0s b dias, os sintomas da doenga foram avaliados.

Figura 2 - Andlise dos plasmideos recombinantes. a) Confirmacdo da presenca do gene nit]
no plasmideo pNitlCl. b) Perfil de bandas do plasmideo pNitlCl apoés clivagem com as
enzimas Hindlll, Kpnl e EcoRI.

Clonagem do gene nit1 funcional

e O DNA do isolado selvagem foi extraido e o gene nitl amplificado com a
enzima Taq DNA polimerase de alta fidelidade.

e O produto da PCR foi utilizado para clonagem no vetor pZero
(Invitrogen) e a reacao de ligacdo foi utilizada na transformacdo de
Escherichia coli.

e (Coldonias que apresentavam os plasmideos recombinantes foram
identificadas por PCR e por clivagens com diferentes enzimas de
restricao.

Conclusoes

A obtencdo dos mutantes e do plasmideo transportando o gene nitl é o
primeiro passo para o estabelecimento de um sistema de transformacao
baseado em complementacdao de mutagcdao auxotrofica. Este sistema podera
ser usado em estudos visando a inativacdo de genes relacionados a
patogenicidade do fungo.
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