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RESUMO 

A cultura do café sofre com diversos problemas fitossanitários, dentre os 
quais evidenciam-se doenças de natureza fúngica, como a mancha-manteigosa, 
causada por Colletotrichum gloesporioides Penz, cuja ocorrência vem se 
agravando nas regiões produtoras de café (Coffea arabica L.). A falta de 
informações sobre o patossistema Colletotrichum x Cafeeiro dificulta a 
elucidação de aspectos relacionados à patogenicidade de raças e de 
transmissibilidade. A utilização de microrganismos geneticamente modificados 
por meio de marcadores moleculares tem sido uma ferramenta importante para 
esses tipos de estudos. Desse modo, o presente trabalho foi realizado com o 
objetivo de avaliar a eficiência de dois sistemas de transformação genética 
utilizando o gene marcador gfp, assim como as características culturais, a 
estabilidade dos transformados e a  patogenicidade dos isolados transformados 
de Colletotrichum gloeosporioides. Utilizando os dois sistemas de 
transformação (PEG e eletroporação) constatou-se a eficiência de ambos, 
confirmada por meio de microscopia de epifluorescência e pela resistência ao 
antibiótico higromicina-B, quando incorporado ao meio de cultivo. O fungo 
manteve suas características morfológicas e culturais quando comparado aos 
isolados selvagens. Ao ser inoculado em plântulas de café, verificou-se que a 
patogenicidade dos isolados transformados não foi alterada após a 
transformação. 
 
Palavras-chave: Mancha-manteigosa. Colletotrichum gloeosporioides. gfp. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

ABSTRACT 

Coffee culture has various sanitary problems, among them, showed up 
to order fungal diseases, such as blister spot, caused by Colletotrichum 
gloesporioides Penz, which has deteriorated in areas producing coffee (Coffea 
arabica L.). The lack of information about the Colletotrichum pathosystem x 
Coffee difficult to elucidate aspects of the pathogenicity of races and 
transmissibility. The use of genetically modified microorganisms using 
molecular markers has been an important tool for these types of studies. Thus 
our study aimed to evaluate the efficiency of two systems of genetic 
transformation using the marker gene gfp (Green Fluorescent Protein), as well as 
cultural characteristics, stability and processed, and pathogenicity of isolates of 
Colletotrichum gloeosporioides processed. It found success using the two 
processing systems, confirmed this by means of epifluorescence microscopy and 
resistance to the antibiotic hygromycin-B, where incorporated into the culture 
medium. The fungus maintained its cultural and morphological characteristics 
compared to the wild strains. To be inoculated on seedlings of coffee can be 
seen that the pathogenicity of the isolates processed were not changed after the 
transformation. 
 
Keywords: Blister spot. Colletotrichum gloeosporioides. gfp. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A cafeicultura é uma das atividades mais importantes do país e de 

grande representatividade na economia mundial. O desenvolvimento de uma 

cafeicultura sustentável no Brasil passa pelo aumento da rentabilidade do 

produtor, como forma de garantir sua permanência na atividade. Isso depende de 

sistemas de cultivo estáveis, que proporcionem maior longevidade para as 

lavouras e rentabilidade frequente. Cultivares produtivas, adaptadas a cada con-

dição edafoclimática e sistema de cultivo e resistentes a pragas e doenças estão 

entre os principais componentes da sustentabilidade da cafeicultura.  

Entre os principais problemas fitossanitários que acometem a cultura, 

evidenciam-se doenças de natureza fúngica, como ferrugem (Hemileia 

vastatrix), cercosporiose (Cercospora coffeicola), mancha-de-phoma (Phoma 

spp), antracnose e mancha-manteigosa, sendo estas duas últimas pertencentes ao 

complexo Colletotrichum. 

 Segundo Abreu et al (2008), a ocorrência de Colletotrichum é grave em 

regiões cafeeiras no Brasil, notadamente quando se trata de mancha-manteigosa, 

determinando perdas significativas nas produções, principalmente quando ela se 

torna epidêmica. Desse modo, desperta a necessidade da realização de pesquisas 

em relação ao estudo das raças de Colletotrichum, à patogenicidade de genótipos 

e aos estudos de transmissibilidade e epidemiológicos. 

 O patossitema Colletotrichum x cafeeiro é composto por populações de 

espécies de Colletotrichum que ocasionam diversos sintomas, havendo indícios 

da existência de raças patogênicas. Este fato pode estar associado à existência de 

alta variabilidade genética dentro do gênero, sendo este um dos fatores que têm 

dificultado o estabelecimento de estratégias específicas para o manejo da doença 

(OROZCO 2003). Uma das grandes dúvidas em relação ao patossistema é o 

verdadeiro potencial dos isolado em causar sintomas, quando inoculados em 
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plântulas, já que existe a possibilidade de estes não serem os desencadeadores da 

doença e sim isolados que estão internamente nos tecidos e que, por algum fator 

externo, causam reações, levando à exteriorização dos sintomas. 

A transformação de Colletotrichum gloeosporioides com genes 

fluorescentes pode ser um dos meios que levem à melhor compreensão desse 

patossistema. Sabe-se que este é um procedimento bem estabelecido, o qual 

possibilita que as células se tornem receptoras e permeáveis à entrada de DNA 

exógeno, constituindo importante ferramenta na manipulação genética de fungos 

filamentosos, que pode ser empregada em estudos morfológicos, bioquímicos e 

fisiológicos (ZANETTE, 2007) 

Estudos ainda necessitam ser realizados sobre a mancha-manteigosa em 

cafeeiros, para que se possam elucidar os efeitos de tal patossistema (ABREU; 

FERREIRA; MARTINS, 2008). Desse modo, objetiva-se com a utilização de 

genes marcadores, como a gfp, realizar a transformação genética de 

Colletotrichum gloeosporioides, assim como o acompanhamento dos 

transformantes, por meio de estudos de patogenicidade e características culturais 

das colônias, esclarecendo-se, dessa forma, aspectos importantes do referido 

patossistema. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

2.1 Colletotrichum spp. em café  

 

Colletotrichum é um dos mais importantes gêneros de fungos 

fitopatogênicos nas regiões tropicais e subtropicais. Espécies desse gênero 

causam doenças significativas, economicamente, em cereais, gramíneas, 

leguminosas, hortaliças e em culturas perenes. 

No complexo Colletotrichum x cafeeiro há diversos patossistemas, como 

mancha-manteigosa, antracnose de folhas e frutos, seca ou morte de ponteiros 

(die-back), queima-castanha (brown blight) e a antracnose-dos-frutos-verdes ou 

coffee berry disease, CBD (OROZCO, 2003). 

Segundo Abreu, Ferreira e Martins  (2008), o gênero Colletotrichum 

está amplamente distribuído em todas as regiões produtoras de café no mundo, 

tanto como saprófito ou como causador de doenças. Dentre as doenças mais 

importantes causadas pelo gênero, destacam-se a coffee berry disease (CBD), 

cujo agente causal é Colletotrichum kahawae Waller & Brigde, restrita ao 

continente africano e a mancha-manteigosa, que tem como agente causal 

Colletotrichum gloesporioides Penz. No Brasil, o gênero também está associado 

a doenças, como antracnose (que atinge folhas, ramos e frutos) e seca dos 

ponteiros, sendo esta a mais antiga doença atribuída ao fungo. Mundialmente, 

são reconhecidas três espécies isoladas de frutos, folhas e ramos, associadas ao 

patossistema Colletotrichum x cafeeiro: C. kahawae Waller & Brigde, C. 

gloesporioides Penz. e C. acutatum Simmonds. 

No continente americano, não se conhece nenhum relato confirmado da 

ocorrência da CBD (CHALFOUN, 1997; OROZCO et al., 2002b). No Brasil, 

Colletotrichum spp. associado ao cafeeiro é composto de diversos patossistemas. 

A antracnose nas folhas do cafeeiro apresenta-se como manchas irregulares, 
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grandes, de coloração castanha a castanho-acinzentada, ocorrendo comumente 

nas margens das folhas (OROZCO, 2003; PARADELA FILHO et al., 2001). 

Segundo Paradela Filho et al. (2001), as lesões mais críticas e prejudiciais para o 

cafeeiro são aquelas em que o fungo incide sobre gemas, flores e chumbinho, 

provocando sua morte e queda, e enegrecimento e morte de ramos. Esses autores 

relatam, ainda, que os sintomas não estão relacionados com plantas injuriadas ou 

culturas mal manejadas; pelo contrário, eles são mais intensos e evidentes em 

culturas novas e muito bem desenvolvidas.  

A mancha manteigosa é outra doença causada por Colletotrichum 

gloeosporioides cujos ataques mais intensos ocorrem nas folhas e ramos novos 

em plantas adultas, durante a fase de maior vegetação (MANSK; MATIELLO, 

1977). Em cafeeiros com mancha-manteigosa, a produção pode ser grandemente 

afetada (FERREIRA et al., 2004).  

Segundo Orozco et al. (2002b), o complexo Colletotrichum x cafeeiro 

no Brasil é composto por populações de espécies de Colletotrichum associadas 

ao café, ocasionando diversos sintomas ou colonizando as plantas de forma 

invasiva, sem manifestação de sintomas. Orozco et al. (2002a) afirmam, ainda, 

sobre a existência de raças patogênicas para os isolados da espécie 

Colletotrichum gloeosporioides que ocasionam os sintomas de mancha-

manteigosa, seca de ponteiros e necrose em frutos.  

Pereira (2005), estudando a variabilidade do complexo Glomerella-

Colletotrichum associado ao cafeeiro por meio da técnica que utiliza mutantes 

nit, caracterizou grupos de compatibilidade vegetativa (VCG) para isolados de 

C. gloeosporoides. Este autor relata que a variabilidade encontrada entre os 

isolados deve-se ao alto número de grupos de VCG, concluindo sobre a 

complexidade dos estudos envolvendo espécies de Colletotrichum, já que a alta 

variabilidade pode interferir nos resultados. 
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2.2 A mancha-manteigosa 

 

 O primeiro relato de mancha-manteigosa ocorreu em 1957, feito por 

Wellman, na Costa Rica. Porém, somente no ano de 1972 é que Vargas & 

Gonzáles conseguiram demonstrar a associação da doença ao gênero 

Colletotrichum. No Brasil, as primeiras descrições datam de 1958, feitas por 

Bitancourt, porém, somente na década de 1990, quando foi constatada em 

cultivos de café na cidade de Cristais, MG, ocasionando manchas foliares, morte 

de plantas e afetando a produtividade da lavoura, é que essa doença tornou-se 

alvo de estudos (DORIZZOTO; ABREU, 1993; FERREIRA et al., 2004). Há 

relatos de sua ocorrência nos estados de Minas Gerais, São Paulo, Paraná, 

Espírito Santo, Rondônia e Amazonas. Em Minas Gerais, tem sido relatada em 

lavouras das cultivares Catucaí Vermelho e Amarelo, Rubi, Mundo Novo e 

Catuaí Vermelho. 

 Atualmente, a mancha-manteigosa em cafeeiro é uma doença que 

preocupa os produtores pelo aumento da incidência e agressividade com que se 

apresenta no campo, ocasionando o declínio vegetativo e, consequentemente, 

produtivo das plantas afetadas. Em observações de campo, cafeeiros com 

sintomas de mancha-manteigosa têm a produção gradativamente afetada, 

principalmente quando o fungo ataca flores e frutos em expansão. Assim, as 

plantas doentes não conseguem produzir frutos mesmo tendo boa floração. Na 

medida em que estes começam a desenvolver-se, os frutos chumbinhos 

mumificam e caem, chegando à perda total da produção (OROZCO et al., 

2002a).  

 Mansk e Matiello (1977) descreveram, como sintomas característicos da 

mancha-manteigosa, manchas verde-claras de aspecto oleoso menos brilhante 

que a superfície da folha, medindo de 2 a 10 mm. Em estágios mais avançados 

essas manchas adquirem a coloração verde-pálida a amarela e bordos 
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irregulares, as quais coalecem e ocasionam a queda prematura das folhas. Em 

ramos e frutos, as lesões apresentam-se menores, com diâmetros entre 2 a 3 mm, 

deprimidas, necróticas de cor marrom-clara e bordas irregulares. Ataques 

intensos geralmente são observados em folhas e ramos novos de plantas adultas, 

ocorrendo necrose e seca dos ramos na parte apical, podendo levar à morte das 

plantas de forma descendente (FERREIRA, 2006).  

Segundo Orozco (2003), o patossistema Colletotrichum x cafeeiro, no 

Brasil, se apresenta complexo. Resultados de testes de resistência em 

hipocótilos, cortes histopatológicos e testes de patogenicidade em frutos 

permitiram concluir que existem isolados patogênicos associados ao cafeeiro em 

Minas Gerais, contrapondo-se às afirmações de que os isolados deste fungo 

associado ao cafeeiro no Brasil são “não patogênicos, secundários, saprófitos ou 

oportunistas”. Este autor ainda relaciona a possível existência de raças 

patogênicas para isolados da espécie Colletotrichum gloesporioides e acredita 

que o mesmo possa estar presente na semente. 

 

2.3 Transformação genética em fungos  

 

 O termo transformação genética refere-se ao processo de inserção de 

fragmentos de DNA exógeno em uma célula hospedeira, com a finalidade de 

promover a alteração genotípica do organismo receptor ou a expressão de tal 

DNA, permitindo, assim, o estudo de aspectos da biologia molecular de 

qualquer organismo vivo (MULLINS; KANG, 2001; PEDROZO, 2009). Esse 

processo de transferência consiste na introdução do DNA exógeno na célula 

hospedeira, na estabilidade e na replicação do DNA inserido e, como 

consequência, na expressão da característica desejada (RUIZ-DÍEZ, 2002). 

 O processo de transformação em fungos filamentosos também 

compreende pelo menos cinco requisitos básicos para a constatação do sucesso 



 
 
 
 
 
 
 
 

15 
 

 
 

do procedimento. Tais requisitos incluem células competentes (capazes de captar 

o DNA), o vetor de transformação, o transporte do vetor ao núcleo, duplicações 

e expressão do vetor e um método eficiente de identificação das células 

transformadas (LONGO, 1995). 

Para que ocorra a inserção do referido fragmento de DNA exógeno em 

uma célula hospedeira, há a necessidade de um processo de transformação para 

que esta célula se torne apta a recebê-lo. Atualmente, existem diversas técnicas 

pelas quais se pode obter a inserção de um fragmento de DNA. Dentre elas 

estão: 

a) a transformação química, na qual a absorção do DNA é intermediada 

pela presença de íons de cálcio e de polietilenoglicol;  

b) o tratamento com acetato de lítio, em que a introdução ocorre por 

meio da exposição das células a altas concentrações de acetato de lítio, tornando 

a parede celular permeável à entrada do DNA; 

c) a biobalística, em que ocorre o bombardeamento, em alta velocidade, 

de partículas de tungstênio envoltas com DNA, diretamente em conídios ou 

hifas; 

d) a eletroporação, na qual a inserção de DNA ocorre por meio de pulsos 

elétricos de curta duração (RUÍZ-DÍEZ, 2002). 

No caso de fungos filamentosos e leveduriformes, a frequência de 

transformação utilizando células intactas é muito baixa e por isso é que as 

células são convertidas em protoplastos, sendo este um dos principais fatores de 

sucesso para a transformação genética: a obtenção de protoplastos viáveis.  

Protoplastos são células artificialmente desprovidas de parede celular, o 

que possibilita que se tornem receptoras e permeáveis à entrada do DNA 

exógeno. Porém, vários fatores influenciam a obtenção de protoplastos, como a 

preparação enzimática, o estabilizador osmótico, a idade micelial e o 

microrganismo a ser utilizado (PEBERDY, 1976).  
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A obtenção de protoplastos de células fúngicas, utilizando várias 

enzimas degradadoras de parede celular, tem sido o método mais comum para se 

preparar células competentes para estudos genéticos (ZANETTE, 2007). 

Especialmente em fungos filamentosos que apresentam espessa parede celular, a 

protoplastização parece ser uma etapa essencial para uma transformação bem 

sucedida (POSSIEDE, 2004). 

Uma vez preparadas as células competentes, a transformação prossegue 

pela entrada do DNA no núcleo. Depois, ele precisa ser duplicado (genes 

seletivos transcritos em um RNA mensageiro) e será traduzido em proteínas 

funcionais, permitindo, assim, a seleção dos transformantes. Em geral, a maioria 

dos eventos de transformação em fungos filamentosos envolve a integração do 

DNA transformante no genoma nuclear da célula receptora. O DNA integrado se 

duplica e é transcrito junto com o DNA da célula receptora. Essa integração 

pode ocorrer em um único ou em vários sítios, como simples ou múltiplas 

cópias, e em sítios específicos ou ao acaso. 

A transformação genética resulta em uma série de fenótipos complexos, 

muitas vezes explicado como resultado da forma e local da integração dos 

plasmídeos no DNA genômico (LONGO, 1995).  

 Concomitante ao processo de transformação, há a necessidade de que, 

unido ao fragmento de DNA a ser inserido, exista um marcador, o qual permita a 

seleção das células transformadas. Um modo de seleção destas pode ser por 

meio de marcadores de resistência ou dominantes, as quais induzem a 

sensibilidade a determinadas drogas ou antibióticos (RUIZ-DÍEZ, 2002), por 

exemplo, como ocorre na utilização de marcadores resistentes a higromicina-B e 

ao fungicida Benomil (PEDROZO, 2009).  
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2.4 Marcadores Fluorescentes  

 

As proteínas fluorescentes são ferramentas importantes que têm 

revolucionado a biologia celular na última década, principalmente no estudo de 

células vivas (FREITAG et al., 2004). Os genes que codificam essas proteínas 

são excelentes marcadores moleculares, pois a visualização dos seus produtos 

não requer substratos ou cofatores e podem ser empregadas em qualquer 

organismo que possa ser geneticamente modificado (CZYMMEK; BOURETT; 

HOWARD, 2005; ISHIKAWA, 2009). Atualmente, na literatura, são descritos 

vários plasmídeos contendo genes que codificam diferentes proteínas 

fluorescentes, que fluorescem em diferentes comprimentos de onda, podendo ser 

observadas em diferentes colorações, como: verde-gfp, azul-cfp, amarelo-yfp e 

vermelho-rfp. 

A green flourescent protein ou GFP é uma proteína com 238 

aminoácidos, que é intrinsecamente fluorescente e emite uma luz verde quando 

exposta à irradiação com ultravioleta (CHALFIE et al., 1994). Este gene é 

originário do cnidário Aequorea Victoria e tem sido utilizado como repórter em 

vários sistemas heterólogos, tornando-se uma ferramenta muito utilizada em 

biologia molecular. 

A principal característica da GFP é a fluorescência proporcionada por 

sua estrutura terciária, chamada de beta-can, a qual possui, em seu interior, a 

região cromofórica responsável pela fluorescência. Tal propriedade permite que 

essa proteína, de detecção não invasiva, seja utilizada como um eficiente gene 

marcador in vivo. A GFP tornou-se importante também devido ao seu reduzido 

tamanho, à alta estabilidade e à fácil detecção (LIMA, 2001). Desse modo, o 

gene gfp pode ser facilmente clonado em diferentes vetores (plasmídios, 

cosmídios e bacteriófagos) e expresso nos mais variados tipos celulares, como 

procariotos, eucariotos inferiores e superiores (TSIEN, 1998). 
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A GFP não provoca interferência nas atividades celulares. Seu ensaio é 

simples e sua atividade pode ser detectada por vários métodos, inclusive usando 

microscopia de fluorescência, microscopia confocal ou medindo intensidade de 

fluorescência em células individualmente (WELSH; KAY, 1997). A detecção da 

fluorescência apresentada pela GFP pode ser obtida pela excitação da molécula 

com luz ultravioleta a 395 nm e a detecção da fluorescência emitida a 510 nm 

em fluorímetro. 

As modificações no gene gfp têm sido realizadas em vários esquemas de 

mutagênese, visando o isolamento de mutantes que sejam mais eficientes. Entre 

esses mutantes têm-se os termoestáveis, os com intensidade fluorescente 

melhorada, mudança de códons para compatibilidade com o uso de códons do 

hospedeiro, remoção de sequências intrônicas e qualidade espectral, entre outros 

(WELSH; KAY, 1997). Atualmente, inúmeras variantes da molécula original 

são encontradas. Um exemplo é a GFP criada por Miller e Lindow (1997), que é 

sessenta vezes mais fluorescente que a original. A utilização da GFP tem 

permitido, nestes anos, o desenvolvimento de diversos estudos, utilizando-a 

fusionada a um promotor ou em uma proteína específica, de um organismo vivo, 

ou, mesmo, no funcionamento intracelular. 

O monitoramento de células vivas é uma das grandes vantagens 

proporcionadas pela marcação de organismos com gfp (LIMA, 2001). Na 

fitopatologia, a GFP tem sido utilizada no estudo da interação entre 

fitopatógenos e seus respectivos hospedeiros, facilitando o monitoramento de 

microrganismos em plantas, controlando a sua distribuição e estimando sua 

biomassa. Oren et al (2003), em estudo sobre a interação entre Fuzarium 

verticilloides em plantas de milho, destacaram a importância da marcação desse 

patógeno com GFP, por fornecer novas informações, auxiliando a explicar as 

diferenças que ocorrem nas interações, tanto virulentas quanto assintomáticas. 
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Ainda como exemplo da utilização de gfp no estudo da interação entre 

diversos fitopatógenos, tem-se: na penetração de Erwinia amylovora em 

macieiras (BIGS; GEIDER, 1999); no estudo de isolados de Colletotrichum 

acutatum patogênicos e não patogênicos (HOROWITZ; FREEMAN; SHARON, 

2002) e na quantificação de Trichoderma harzianum no solo (ORR; KNUDSEN, 

2004). Foram realizados também estudos “in vitro” de Phytophthora parasitica 

var. nicotianae, patógeno de plantas de fumo (BOTTIN et al., 1999). Em feijão, 

a GFP foi utilizada para detectar a expressão da endopoligalacturonase de 

Colletotrichum lindemuthianum, durante seu processo de infecção (DUMAS et 

al., 1999).  

Uma das vantagens do uso desse gene marcador é que ele não interfere 

na patogenicidade do isolado. Segundo Horowitz, Freeman e Sharon (2002), os 

isolados transformados com gfp de Colletotrichum acutatum permaneceram 

infectivos, assim como os isolados selvagens, e puderam ser detectados nos 

tecidos infectados, três dias após a inoculação. Foi possível observar o rápido 

desenvolvimento do fungo, preenchendo o mesofilo com denso micélio que 

invadiu as células e causou necrose do tecido.  

Robinson e Sharon (1999) testaram a patogenicidade de Colletotrichum 

gloesporioides f. sp. Aeschynomene, transformados com o gfp. Todos tiveram 

patogenicidade igual à do isolado selvagem, tendo sido observada a 

fluorescência de conídios e micélio em tecidos inoculados e não inoculados. 

Mesmo aos dois meses após a inoculação, foi possível isolar conídios das 

plantas inoculadas, que continuaram a expressar a GFP. Colletotrichum 

graminicola, transformados com esse mesmo gene, também foram capazes de 

infectar sistemicamente o milho, sendo que as suas hifas foram encontradas nas 

raízes, colonizando a superfície, invadindo epiderme, córtex e tecidos vasculares 

(SUKNO et al., 2008). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Isolado de Colletotrichum gloeosporioides  

 

 O isolado de Colletotrichum gloeosporioides (IS2) utilizado para a 

transformação genética foi selecionado da coleção micológica do Laboratório de 

Diagnose e Controle de Doenças de Plantas, no Departamento de Fitopatologia 

da Universidade Federal de Lavras, obtido de sintomas de seca de ponteiro, 

sendo este proveniente de culturas monospóricas, o qual teve sua patogenicidade 

previamente confirmada. Utilizou-se também isolado não patogênico (IH), com 

a finalidade de comparar sintomas, obtido de sintomas de necrose da haste, o 

qual também pertencente à coleção micológica do Laboratório de Diagnose e 

Controle de Doenças de Plantas. 

 Os isolados foram mantidos em meio ágar-extrato de malte 2% (MEA), 

em câmara de crescimento, a 25°C±1 e fotoperíodo de 12 horas. 

 

3.2 Teste de sensibilidade à higromicina-B 

 

Discos de 5 mm do isolado de Colletotrichum gloeosporoides foram  

transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura MEA acrescido do 

antibiótico higromicina-B (Hygromycin-B Sigma), nas concentrações de 0, 50, 

75, 100, 150, 225, 300 µg.mL-1, utilizando quatro repetições para cada 

tratamento. O desenvolvimento das culturas nas diferentes concentrações foi 

avaliado durante dez dias.  
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3.3 Obtenção dos protoplastos  

 

Uma suspensão de 2x106 conídios.mL-1 foi colocada para crescer, por 24 

horas, em meio malte líquido, sob agitação de 120 rpm, à temperatura ambiente. 

Após o crescimento, o micélio foi filtrado em peneira de 25µm e lavado, por 

duas vezes, com 5 mL de estabilizador osmótico. 

Os seguintes fatores foram avaliados: estabilizadores osmóticos (NaCl  

0,7M pH 5,7; (NH4)2SO4 1,2M pH 5,8; KCl 0,7M pH 5,8; MgSO4 0,7M pH 5,5; 

sacarose 0,5M pH 5,7 e sorbitol 0,6M pH 5,7), concentração ideal de enzimas 

líticas para digestão  (5, 10, 20 µg.ml-1), tipo de estruturas fungicas (conídios e 

micélio) e tempo de geração de protoplastos (1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas).  

Como procedimento padrão para a protoplastização, a cada 100 mg de 

micélio úmido utilizaram-se 3 ml de estabilizador osmótico com a adição do 

combinado de enzimas liticas (Lysing enzymes, Sigma # L 1393). Após o 

preparo, esta foi incubada à temperatura ambiente com agitação de 75 rpm. Após 

a liberação dos protoplastos, a suspensão foi centrifugada, e eles foram 

submetidos à análise microscópica e quantificados em câmara de Neubauer, com 

a finalidade de obter uma concentração final ajustada em 107 protoplastos.ml-1.  
 

3.4 Multiplicação do plasmídeo  

 

O plasmídeo utilizado, pSC001, contendo o gene de resistência ao 

antibiótico higromicina-B e o gene promotor pToxA, originado do fungo 

Aspergillus nidulans, para expressão da proteína GFP, foi cedido pelo 

pesquisador Dr. Theo van der Lee (Plant Research International, The 

Netherlands). A multiplicação do plasmídeo foi realizada em células Escherichia 

coli DHα5, sendo essas colocadas para crescer inicialmente em meio sólido e, 

em seguida, em meio líquido. Os plasmídeos foram posteriormente purificados 
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pelo método da lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989) e analisados em gel de 

agarose a 1%, corado com GelRed nucleic acid gel strain. 

 

3.5 Transformação química mediada por polietilenoglicol (PEG) 
 

Após a obtenção, os protoplastos foram ressuspendidos em tampão de 

armazenamento, contendo quatro partes de STC (0,8 M sorbitol, 50 mM Tris 

HCl pH 8,0 e 50 mM CaCl2) e uma parte de SPTC  (0,8 M sorbitol,  40% PEG 

4000, 50 mM Tris HCl pH 8,0 e 50 mM CaCl2). Após a adição de 10µl de DNA 

plasmidial, na concentração de 0,35-1,66 µg.µL-1, essa suspensão foi incubada 

em gelo, por 30 minutos. Como controle foi utilizada água destilada autoclavada 

em lugar de DNA. Em seguida adicionou-se à suspensão 1 ml de SPTC, 

incubando-se, por 20 minutos, à temperatura ambiente. Depois ela foi vertida em 

100 ml de meio de regeneração (0,1% extrato de levedura, 0,1% caseína 

hidrolisada, 34,2% sacarose, 1% ágar granulado), previamente autoclavado, e 

adicionado de 225µg.ml-1 de higromicina-B. O meio foi vertido em placas de 

Petri descartáveis e incubadas em câmara de crescimento, com fotoperíodo de 12 

horas, a 25°C±1. Após 72 horas, as colônias crescidas foram transferidas para 

outras placas com meio MEA 2% adicionado de 225µg.ml-1 de higromicina-B. 

Para esta etapa, foram feitos dois ensaios, com cinco repetições cada. 

3.6 Transformação por eletroporação  

 

Para a transformação por eletroporação foram aplicados 10µL do DNA 

plasmidial (0,35-1,66 µg.µL-1), a 1 mL da suspensão de protoplastos (107 

protoplastos.ml-1), empregando-se cinco repetições em cada um dos dois 

ensaios. Como controle, utilizou-se água destilada autoclavada no lugar de DNA 

plasmidial. As suspensões foram colocadas em cubetas descartáveis no gelo por 
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10 minutos. Passado este período, as amostras foram submetidas à eletroporação 

no eletroporador Cell Porator®, empregando-se resistência interna de 400 ohms, 

capacitância de 50 µf e intensidade de campo de 1,5 kv/cm. Em seguida, foram 

colocadas no gelo, por 15 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1 mL do 

estabilizador osmótico KCl, agitando-se gentilmente a suspensão que, então, foi 

vertida em 100 mL de meio de regeneração (0,1% extrato de levedura, 0,1% 

caseína hidrolisada, 34,2% sacarose, 1% ágar granulado), juntamente com 

225µg.ml-1 de higromicina-B, utilizada para a seleção dos transformantes. O 

meio foi vertido em placas de Petri descartáveis e incubadas em câmara de 

crescimento com fotoperíodo de 12 horas, a 25±1°C. Após 72 horas, as colônias 

crescidas foram transferidas para outras placas com meio MEA 2%, adicionadas 

de 225µg.ml-1 de higromicina-B. 

 

3.7 Análise por microscopia de epifluorescência  

 

Após sete dias de crescimento, foram feitas coletas do material fúngico 

transformado e observação dos em microscopia de epifluorescência (Zeiss Axio 

Observer Z.1) com filtro 470 a 490 nm e pico de transmissão em 510 a 560 nm. 

 

3.8 Avaliação das características culturais e estabilidade mitótica  

 

Após a transformação, os isolados foram avaliados quanto às suas 

características culturais. Para cada isolado, discos de 5 mm de diâmetro foram 

transferidos para placas de Petri com meio MEA, incubados sob fotoperíodo de 

12 horas, ±25ºC, durante dez dias. A avaliação do ensaio foi realizada pela 

determinação do índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), 

coloração e esporulação das colônias.  
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Adicionalmente, foi realizado o teste de estabilidade mitótica com os 

transformantes, o qual consistiu da transferência de discos de 5 mm de diâmetro 

para placas de Petri com meio MEA. As colônias crescidas foram repicadas 

sucessivamente por sete vezes, sendo que a última repicagem em meio MEA 

continha o antibiótico higromicina-B (225 µg.mL-1). Depois, foram feitas 

observações utilizando-se microscopia de epifluorescência. 

3.9 Avaliação da patogenicidade dos transformados  

 

Foram avaliados os isolados transformados por eletroporação (IS2-E), os 

obtidos por PEG (IS2-P), o isolado selvagem (IS2) e um isolado não patogênico 

(IH).  Para cada isolado foram inoculados, por aspersão, 10 hipocótilos na fase 

“palito de fósforo”, com suspensões de esporos na concentração de 2x106 

conídios.ml-1. Por 48 horas, os hipocótilos permaneceram em câmara úmida e, 

após este período, foram reinoculados e mantidos em câmara de crescimento 

com fotoperíodo de 12 horas a 25°C±1, por 15 dias. Como testemunha, foram 

utilizados hipocótilos inoculados com o fungo não transformado e com água 

destilada esterilizada. Os sintomas foram avaliados conforme a Tabela 1 e a 

interpretação dos resultados foi feita pelo índice de intensidade de doença (IID) 

por meio da equação 1.  
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Tabela 1 Grau de sintoma observado em plântulas 

Grau do sintoma Severidade/Sintoma 
1 Ausência de reação visível 
2 Lesões iniciais nas folhas 
3 Lesões acentuadas nas folhas 

4 Lesões com início de estrangulamento 
no hipocótilo 

5 Lesões acentuadas no hipocótilo 
6 Planta morta 

Fonte: Van DenVossen et al. (1976) 

ܦܫܫ =
∑( ݊° ݀݁ ℎ݅ܿ݋݌ó݉ݑ݊ ݎ݋݈ܽݒ ݔ ݁ݏݏ݈ܽܿ ܽ݀ܽܿ ݉݁ ݏ݋݈݅ݐé݁ݏݏ݈ܽܿ ܽ݀ܽܿ ݁݀ ݋ܿ݅ݎ)

݊° ݀݁ ℎ݅ܿ݋݌ó4 ݔ ݏ݁ݏݏ݈ܽܿ ݏܽ ݏܽ݀݋ݐ ݉݁ ݏ݋݈݅ݐ
         (1) 

 

3.10 Sistematização e análise dos resultados 

 

Utilizando o programa estatístico Sisvar (FERREIRA, 2000), os dados 

foram inicialmente avaliados pela análise de variância e teste F. A comparação 

entre as médias, quando o valor de F foi significativo, foi feita pelo teste de 

Scott e Knott (1974), a 5%. A construção de gráficos e a estimativa da 

correlação de Pearson entre algumas variáveis foram realizadas por meio da 

versão demonstrativa do aplicativo Sigma Plot 11.0 (Systat Software Inc). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados do teste de sensibilidade a higromicina-B demonstraram 

que houve crescimento gradual entre as diferentes concentrações. A partir de 

225 µg.mL-1, houve redução significativa do crescimento do isolado IS2 de 

Colletotrichum gloeosporioides e, com 300 µg.mL-1, houve inibição total 

crescimento micelial (Gráfico 1). 

De acordo com dados da literatura, as concentrações do antibiótico 

utilizadas nos protocolos de transformações para fungos do gênero 

Colletotrichum e para outros fungos são bastante variáveis, podendo variar até 

entre raças. Para Colletotrichum acutatum, recomendam-se 125 µg.mL-1 

(HOROWITZ; FREEMAN; SHARON, 2002). Conforme Chen, Hsiang e 

Goodwin (2003), para isolados de Colletotrichum destructivum e Colletotrichum 

orbiculare 70 µg.mL-1 foi o suficiente para selecionar isolados transformados. Já 

conforme Ishikawa (2009), 50 µg.mL-1 foi o indicado para selecionar 

transformados de Colletotrichum lindemuthianum. Estes dados demonstram que 

a determinação da concentração de inibitório para higromicina-B deve ser 

identificada para cada caso em particular. 
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Gráfico 1 Crescimento médio do isolado IS2 de C. gloeosporioides  em diferentes 

concentrações de  higromicina-B 
 

Na protoplastização de Colletotrichum gloeosporioides, dentre os 

fatores analisados, foi verificado que os de maior influência foram: estabilizador 

osmótico, tipo estrutura fúngica e o tempo de exposição às enzimas líticas. 

Observou-se, ainda, que o aumento da concentração da enzima lítica não 

resultou em maior produção de protoplastos. 

Dentre os estabilizadores utilizados, constatou-se maior eficiência entre 

os estabilizadores salinos do que entre os compostos por açúcares. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Lalithakumari (2000), que observaram que 

sais inorgânicos são preconizados como mais eficientes para a protoplastização 

de fungos filamentosos, enquanto açúcares ou açúcares-álcoois são mais 

apropriados para a liberação de protoplastos de leveduras. Os melhores 

resultados para a liberação de protoplastos de C. gloeosporioides foram obtidos 

utilizando-se KCl 0,7M e NaCl 0,7M, com 2,7x106 e 1,5x106 protoplastos.mL-1, 

respectivamente (Gráfico 2). O estabilizador osmótico é um componente 
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importante no processo de protoplastização, pois deve promover condições 

favoráveis para a atividade enzimática, principalmente após a remoção da parede 

celular, quando o soluto deve garantir a integridade da célula até a síntese da 

nova parede (MARCHI et al., 2006). 
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Gráfico 2 Média da produção de protoplastos em diferentes estabilizadores osmóticos. 

Colunas seguidas das mesmas letras não diferem pelo Teste de Scott-Knott, 
P<0,05. Barra de erros representa o erro padrão da média 

 

Acredita-se que, devido ao caráter mais ácido dos estabilizadores 

salinos, estes favoreçam a protoplastização de fungos filamentosos, 

considerando que o pH é fator crítico para a produção de protoplastos, 

influenciando as atividades do complexo enzimático (VEGA, 1990).  

Em relação ao tipo de material fúngico utilizado, não houve produção de 

protoplastos, utilizando-se conídios de C. gloeosporioides. Zanette (2007), 

trabalhando com protoplastos de Colletotrichum sublineolum, constatou a 
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ineficiência da lysing enzime na digestão de paredes das células conidiais, 

independente do tempo de exposição. Porém, quando o tratamento foi feito em 

hifas, a autora obteve até 5,5x105 protoplastos.mL-1
.
 Isso pode ser compreendido 

pelo fato de que a parede celular dos conídios é mais espessa do que as das hifas 

e de composição distinta, o que exige sistemas líticos mais complexos.  

No presente trabalho, quando foram utilizadas hifas para a 

protoplastização de C. gloeosporioides, verificou-se que a maior liberação de 

protoplastos ocorreu após quatro a cinco horas de exposição (Gráfico 3). Depois 

desse tempo, o número de protoplastos decresce e os que permanecem no meio 

tornam-se deformados, devido à exposição excessiva à enzima, que degenera 

primeiros protoplastos formados. 
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Gráfico 3 Número médio de protoplastos de C. gloeosporioides em função do tempo de 

hidrólise enzimática 
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A transformação genética com a utilização do plasmídeo PSC001, que 

expressa a gfp, foi bem sucedida em ambos os processos. A confirmação da 

transformação dos isolados de C. gloeosporioides foi comprovada por meio da 

resistência ao antibiótico higromicina-B e pela fluorescência verde nos isolados 

transformados, uma vez que os isolados selvagens, quando submetidos à 

microscopia de epifluorescência, não emitiam fluorescência. 

A intensidade da fluorescência foi variável entre os isolados 

transformados, tendo sido observada principalmente no conteúdo citoplasmático 

de conídios e hifas. No geral, os mais altos de intensidade de fluorescência 

foram observados nos conídios de C. gloeosporioides. 

Foi observado também que a qualidade da fluorescência entre as duas 

técnicas foi diferente. Em conídios de C. gloeosporioides transformados por 

eletroporação, notou-se que a fluorescência foi uniforme. Por outro lado, foram 

visualizadas falhas na emissão da fluorescência nos conídios transformados por 

PEG. O contrario foi observado para o micélio, pois os que foram transformados 

pelo método PEG, apresentaram maior número de hifas com alta fluorescência.  
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Figura 1 Conídios de C. gloeosporioides transformados por eletroporação, quando 

observados ao microscópio de epifluorescência, A) com aumento de 20X; B) 
com aumento de 10X; C) com aumento 40 de X 

  
 

 
Figura 2 Conídios de C. gloeosporioides transformados por PEG, quando observados ao 

microscópio de epifluorescência, A) conídios esparsos com aumento de 10X; 
B) massa de conídios com aumento de 10X; C) hifas com aumento 10 de X 
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Quando transformados por eletroporação (Figura 1), foram obtidas 18 

colônias de transformados. Este é o primeiro relato de transformação de 

Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da mancha-manteigosa em 

cafeeiros, por eletroporação no Brasil.  

Para a transformação química mediada por PEG (Figura 2), foram 

obtidas 21 colônias de transformados. A eficiência da transformação varia 

conforme o sistema utilizado e conforme o microrganismo a ser transformado. 

Robinson & Sharon (1999) conseguiram obter mais de 80 transformantes 

estáveis de Colletotrichum gloesporioides f. sp. aeschynomene. Já Chen, Hsiang 

e Goodwin (2003), obtiveram 9 transformantes de C. destructivum e 8 de C. 

orbiculare. Oren et al. (2003), trabalhando com Fusarium verticillioides, 

obtiveram dois transformantes por µg de DNA plasmidial e  West et al. (1999) 

geraram 64 transformantes de Phytophthora palmivora. 

 Alguns microrganismos incorporam naturalmente DNA exógeno, em 

certas condições, e quase todas as células são transformadas. Porém, em algumas 

populações, somente algumas células se tornam competentes, sendo possível que 

apenas um pequeno número de células tenha membrana plasmática permeável ao 

DNA transformante, limitando a frequência da transformação ou, até mesmo, a 

competência pode ser limitada por algum outro fator, como, por exemplo, 

características do núcleo (LONGO, 1995). 

Conforme os resultados obtidos, pode-se inferir que o método 

empregado, muitas vezes, é capaz de interferir na eficácia da transformação. A 

eletroporação como sistemas de transformação é um processo bem estabelecido 

e muito empregado, utilizando como células competentes protoplastos e conídios 

germinados. No caso de conídios germinados, tem como vantagem o pouco 

tempo despendido no processo. Entretanto, a transformação genética com a 

aplicação de polietilenoglicol (PEG), apesar da utilização de diferentes soluções 

e de poder ser aplicado somente a protoplastos, gerados no momento da 
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transformação, pode ser realizado em qualquer laboratório, desde que as normas 

necessárias de assepsia e descarte sejam seguidas, não exigindo nenhum 

equipamento especifico.  

A avaliação dos isolados após os dois processos de transformação 

confirmou que eles não interferiram diretamente nas características culturais das 

colônias. Em relação à forma e à coloração das colônias, não houve diferença 

entre os isolados transformados e selvagens, que variaram de branco-cinza a 

salmão. Em relação ao índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), 

constatou-se uma diferença significativa entre os isolados transformados e o 

isolado selvagem (Tabela 2). 

 

Tabela 2 Características culturais dos transformados de C. gloeosporioides 

Isolados IVCM  
(Ø - cm) 

Coloração 
micélio Esporulação Formação 

de setores 
IS2 2,06 a Branco-cinza - Sim 
IS2-E 1,67 b Branco-cinza - Sim  
IS2-P 1,70 b Branco-salmão + - Sim  

SI2 – isolado de C. gloeosporioides patogênico 
IS2-P – isolado de C. gloeosporioides transformado por PEG 
IS2-E – isolado C. gloeosporioides transformado por eletroporação 
+- Abundante 
-   Moderado 
 

Chen, Hsiang e Goodwin (2003) obtiveram sucesso na transformação de 

isolados de Colletotrichum destructivum e Colletotrichum orbiculare, 

observando que, mesmo após várias transferências de meios seletivos e não 

seletivos, houve a manutenção da estabilidade de expressão da fluorescência. Os 

transformantes apresentaram a mesma taxa de crescimento e as mesmas 

características culturais do tipo selvagem, podendo ser observada a expressão da 

GFP em todas as estruturas fúngicas durante a infecção de folhas de Nicotiana 

benthamiana. 
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Sobre estabilidade mitótica, quando os fungos transformados foram 

repicados, sucessivamente, por seis vezes em meio MEA, eles apresentaram 

crescimento normal. Porém, para os transformados obtidos por eletroporação, 

quando transferidos para meio MEA contendo higromicina-B (225 µg.mL-1), os 

transformados não apresentaram crescimento após sete dias e não mantiveram 

sua fluorescência. Já os transformados obtidos com PEG demonstraram um 

pequeno crescimento quando transferidos para meio seletivo, porém, também 

não mantiveram sua florescência. Entretanto, quando ambos foram transferidos 

para meio sempre contendo higromicina-B, em média, cinquenta por cento dos 

isolados transformados com gfp mantiveram sua fluorescência.  

Segundo Lorang et al. (2001), isso pode ser explicado pelo fato de 

alguns fungos formarem protoplastos multinucleados, o que pode originar 

transformantes com fluorescência em apenas algumas células fúngicas, sendo, 

então, necessárias sucessivas transferências em meio seletivo para manter a 

fluorescência. Conforme Siqueira (2009), nestes casos, o núcleo não mantém a 

informação necessária para a produção da fluorescência ao longo das sucessivas 

repicagens. 

Por meio do teste de patogenicidade dos isolados transformados de C. 

gloeosporioides em plântulas de café, ficou evidenciado que esses isolados 

mantiveram a sua capacidade de infectar e causar danos (Tabela 3). A 

capacidade infectiva de todos os isolados transformados com o marcador gfp 

neste estudo foi comparável à do isolado selvagem. Depois do teste, foi 

realizado o isolamento do patógeno em meio sintético, confirmando que o 

mesmo foi o causador das lesões e este foi observado também em microscopia 

de epifluorescência, confirmando a presença dos transformados (Figura 3).   
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Tabela 3 Patogenicidade apresentada pelos isolados transformados 

Isolado Índice de intensidade da doença 
IS2 0,90 

IS2-P 0,45 
IS2-E 0,66 

IH 0,00 
ADE 0,00 

SI2 – isolado de C. gloeosporioides patogênico 
IS2-P – isolado de C. gloeosporioides transformado por PEG 
IS2-E – isolado C. gloeosporioides transformado por eletroporação 
IH – Isolado de C. gloeosporioides não patogênico 
ADE – inoculação com água destilada esterilizada 
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Figura 3 Hipocótilos de café com sintomas de necrose no caule causada por C. 

gloeosporioides e sadios (controles); A) infecção pelo isolado transformado; 
B infecção pelo isolado selvagem patogênico; C) Isolado selvagem não 
patogênico; D) Controle inoculado com água; E) conídios isolados dos 
hipocótilos de café inoculado com os isolados transformados 

 

Neste trabalho, reforça-se a importância do uso de marcadores 

genéticos, os quais, posteriormente, serão utilizados em estudos de 

patogenicidade e transmissibilidade, assim como no de comportamento do 

fitopatógeno na planta, auxiliando na elucidação de aspectos relevantes no 

complexo Colletotrichum x cafeeiro – mancha-manteigosa, culminando em  

valiosas informações para o estabelecimento de estratégias de controle e manejo 

da doença. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Em vista dos avanços obtidos e do quão relevante são, para o 

patossistema Colletotrichum x cafeeiro, estudos complementares a este ainda 

necessitam ser realizados. 

Uma análise mais detalhada, a qual possa ser realizada em microscopia 

confocal, possivelmente contribuirá para a conclusão dos resultados aqui 

demonstrados, possibilitando o direcionamento dos estudos de caracterização 

patogênica, assim como o desenvolvimento e o monitoramento dos 

transformados nos tecidos das plântulas. 

No caso de proteínas fluorescentes, a confirmação do transformante 

pode ser facilmente detectada por meio da expressão de sua fluorescência sob 

análise microscópica. Porém, para melhor representatividade do trabalho, 

análises dos transformados por ferramentas moleculares, como a reação de PCR 

ou hibridização com sondas, que marcará a sequência de DNA de interesse, 

devem ser realizadas para a confirmação da introdução dos fragmentos de gfp no 

genoma do fungo. 
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6 CONCLUSÕES 

 

a) No presente trabalho foram obtidos isolados de Colletotrichum 

gloeosporioides transformados com o gfp, com potencial para utilização 

na interação patógeno-hospedeira. 

 

b) As condições ideais para a obtenção de protoplastos de C. 

gloeosporioides são: utilização de hifas de C. gloeosporioides em 

estabilizador osmótico KCl 0,7M, concentração de 5mg.ml-1 de Lysing 

enzime e tempo médio de hidrólise enzimática de 4 a 5 horas. 

 

c) Os dois métodos de transformação genética utilizados, eletroporação e 

transformação química mediada por PEG, são eficientes na 

transformação genética do fitopatógeno Colletotrichum gloeosporioides, 

agente etiológico da mancha-manteigosa em cafeeiros, utilizando o 

plasmídeo pSC001, sendo este eficaz na expressão do gene marcador 

gfp. 

 

d) As características culturais e a patogenicidade dos isolados de 

Colletotrichum gloeosporioides não são afetadas pela sua  

transformação com o gene  gfp, porém, há alteração do índice de 

velocidade crescimento micelial (IVCM).  

 

e) Com a utilização do isolados de transformados de Colletotrichum 

gloeosporioides confirmou-se a exteriorização dos sintomas. 
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