TRANSFORMACAO GENETICA MEDIADA POR Agrobacterium tumefaciens DO FUNGO
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O FUNGO Moniliophthora perniciosa
E A DOENCA VASSOURA-DE-BRUXA DO CACAUEIRO
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O fungo basidiomiceto M. perniciosa € 0 agente
causador da Vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma
cacao). Sua introducéo na déecada de 90 no sul da Bahia,
maior regiao produtora de cacau no Brasil, fol responsavel
por grandes prejuizos socio-econdmicos que perduram ate
os dias de hoje. Em consequéncia da doenca, o Brasil

Figura 1. Cacau infectado
por M. perniciosa

A IMPORTANCIA DO DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA DE
TRANSFORMACAO EFICIENTE PARA M. perniciosa

passou de exportador para importador de cacau.

» Manipulacéo genética do fungo * Estudo funcional de genes

* Desenvolvimento de estratégias de
combate a doenca

 Compreensao da interacao planta-
patdgeno

SISTEMA DE TRANSFERENCIA GENICA
MEDIADO POR Agrobacterium tumefaciens

Atualmente, diversos sistemas tém sido

utiizados na fungos

transformacao de
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Dentre eles,

transformacdo mediada pela bactéria A. Plasmideo Ti

tumefaciens. Este organismo POSSUl um

Origem de
replicacao

sistema de transferéncia génica horizontal

Inter-especifica baseado no plasmideo Ti. Este | , o
Figura 2. Esquema do plasmideo Ti utilizado

para a transformacao de M. perniciosa,
contendo o gene hph, que confere resisténcia
ao antibiotico higromicina.

nlasmideo, modificado, foi utilizado como vetor

para a transformacao de M. perniciosa.

METODO DESENVOLVIDO PARA TRANSFORMACAO

DE M. perniciosa

Selecao dos
transformantes em
meio com higromicina

Inoculacao do fungo
sobre papel celofane
(48h)

Co-cultivo em meio de
iInducao

t C;Jltl_VO de4A§h Observacédo de
ur?e_am_erés (4 )6<:] transformantes
posterior indugéo (6h) ap6s 10 dias
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Esquema 1. Protocolo de transformacao de M. perniciosa mediada por A. tumefaciens.
O asterisco na ultima figura indica uma provavel colénia transformante.
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CONFIRMACAO DA TRANSFORMACAO
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Figura 4. Southern blot, indicando integracao
de uma uUnica copia do gene transferido por
transformante. Sonda: fragmento do gene hph.
M: marcador molecular; 1-5: transformantes;

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose do
amplicon hph (gene transferido). M: marcador
molecular; -, +: controles negativo e positivo;

W: fungo selvagem; t: transformante.
W: fungo selvagem.

ESTABILIDADE MITOTICA

Os transformantes

mantém o DNA SEEeEiEs ApoOs as
transferido no decorrer repicagens >
das mitoses na auséncia repeticoes

de pressao seletiva? /‘
P , / o
Melo nao-seletivo

ESPORULACAO DO TRANSFORMANTE
!

Melo seletivo

Os transformantes
mantém o DNA
transferido com o
passar de geracoes

(ap0s a meiose)?
Formacao de basidioma

In vitro a partir de
micélio transformante

Esporos obtidos
plagueados em
meio seletivo

VARIACAO DE PARAMETROS — BUSCA POR EFICIENCIA

Parametros avaliados: Linhagens de A. tumefaciens
E possivel aumentar a * tempo de cocultivo oo || E0ES || AGL
eficiéncia do protocolo ° emperatura de cocultivo = | passs " y :
de t f x o * linhagem de M. perniciosa |g g
= LGS TezIp e - linhagem de A. tumefaciens |23
A +  *volume de suspenséo de A 3= transformantes
Algum parametro tuvrgefaciens I - " X P de
preponderante? - eficiéncia

* Em negrito, os parametros que

exercem grande influéncia

Tabela 1. Influéncia das linhagens de M. perniciosa e de
A. tumefaciens na eficiéncia da transformacao

CONCLUSOES
O protocolo desenvolvido mostrou-se eficiente e altamente reprodutivel.

e Os transformantes obtidos sao mitoticamente estaveis.

« O trabalho desenvolvido representa a base para estudos envolvendo a
manipulacao genética do fungo M. perniciosa, a exemplo de:

- silenciamento de genes especificos

- superexpressao de genes
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