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IDENTIFICAÇÃO E ANÁLISE DE GENES DE PATOGENICIDADE DE Colletotrichum lindemuthianum, AGENTE CAUSAL DA ANTRACNOSE DO FEIJOEIRO (Phaseolus vulgaris L.), POR MEIO DE REMI (INTEGRAÇÃO MEDIADA POR ENZIMA DE RESTRIÇÃO) 
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O fungo filamentoso Colletotrichum lindemuthianum, agente etiológico da antracnose, é um importante patógeno do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Este fungo é um excelente modelo de estudo para o entendimento do processo de infecção de fungos fitopatogênicos. No entanto, pouco se sabe sobre a biologia molecular do processo de infecção. Uma estratégia para a melhor compreensão desse processo são o isolamento e análise de mutantes. Entre as estratégias de mutagênese empregadas, a inativação gênica com plasmídeos utilizando a técnica de transformação REMI (Integração Mediada por Enzima de Restrição) tem se destacado em fungos filamentosos. Nesta técnica, a enzima de restrição é adicionada a mistura de transformação, aumentando a eficiência e tornando o processo de inserção do plasmídeo no genoma do fungo mais aleatório, possibilitando a etiquetagem gênica. O presente trabalho teve como objetivo a identificação e análise de genes de patogenicidade do fungo C. lindemuthianum por meio de inativação gênica. Os transformantes obtidos a partir de um isolado da raça 81 com o plasmídeo pAN7.1 foram inoculados em folhas primárias excisadas de feijoeiro do cultivar susceptível Rosinha, para a triagem dos transformantes com genes de patogenicidade interrompidos pelo plasmídeo. Foi observado um mutante não patogênico (RS1) entre 22 transformantes analisados. O DNA deste mutante foi clivado com enzimas de restrição que não possuem sitio de restrição no plasmídeo (ClaI, ApaI e KpnI) e com uma que possui um sítio (HindIII). O resultado da hibridização revelou que foi inserida uma única cópia do plasmídeo. O DNA total do mutante clivado com a enzima HindIII foi ligado e utilizado para transformar E. coli. Foi recuperado um plasmídeo de 5,5kb que foi clivado com DraI e o fragmento contendo o DNA genômico foi ligado ao vetor pBluescript e será seqüenciado. Apoio financeiro:  (CNPq)
