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RESUMO

O fungo Guignardia citricarpa (Anamorfo: Phyllosticta citricarpa), € o agente
causador da Mancha Preta dos Citros (MPC), uma doenca que causa grandes
prejuizos em diversas areas produtoras de frutas citricas ao redor do mundo,
inclusive no Brasil. O Brasil € o maior produtor de laranjas e de suco de laranja do
mundo e a lucratividade do setor seria ainda maior caso as perdas, devido ao ataque
de patdgenos, ndo apresentasse tamanha magnitude. Muitos estudos tém
demonstrado que a Dbactéria fitopatogénica Agrobacterium tumefaciens,
freqientemente utilizada em procedimentos de transformacdo de plantas, possui a
capacidade de transferir parte do seu DNA (T-DNA) presente em seu plasmideo Ti
também para fungos. Plasmideos contendo o gene gfp, que transcreve para a
producdo da proteina GFP, tém sido amplamente utilizados como marcadores
genéticos para investigacao dos processos de infeccao e colonizacdo do fungo no
hospedeiro. O desenvolvimento de um protocolo de transformagéo genética para o
fungo G. citricarpa representa um importante passo para a sua caracterizacao e para
o estudo da interacdo planta-patégeno. Neste trabalho foi descrita a transformacéo
genética da linhagem de 33/05 de G. citricarpa mediada pela bactéria A.
tumefaciens. Primeiramente a linhagem EHA105 de A. tumefaciens foi transformada
com o vetor pPZP201BK, o qual contém o gene GFP e o gene de resisténcia ao
glifosinato de aménio, para posterior transformacdo do fungo. Também foram
realizados testes com a linhagem 33/05 de G. citricarpa para verificar sua
sensibilidade ao composto glifosinato de amoénio, assim como para otimizar as
condicbes de crescimento para agrotransformacdo. A linhagem 33/05 mostrou-se
sensivel ao glifosinato de aménio, sendo possivel, portanto, a sua utilizagdo no
processo de transformacgédo como marcador de selecdo dos transformantes fungicos.
A amplificacdo do vetor pPZP201BK foi realizada transformando-se a linhagem
DH10B de E. coli através da metodologia de cloreto de célcio seguido de choque
térmico. Posteriormente, a bactéria A. tumefaciens foi transformada com este vetor
utilizando-se a mesma metodologia. Para a transformacédo do fungo G. citricarpa
foram utilizados os protocolos desenvolvidos para a transformacdo dos fungos
Metarhizium anisopliae e Fusarium circinatum, com algumas modificacées. No total,
foram obtidas 16 colbnias de G. citricarpa transformantes sendo que, o co-cultivo
com duragdo de 72 horas foi aproximadamente 50% mais eficiente do que a
transformacdo obtida em 48 horas. Além disso, os transformantes s6 foram
visualizados quando as etapas de pré-cultura do A. tumefaciens e o co-cultivo foram
realizadas na presenca de acetoseringona. Parametros relacionados ao co-cultivo
como tempo de duragdo, temperatura e pH, também sdo importantes para a
agrotransformacéo. O desenvolvimento de um protocolo de transformacao genética
para o fungo G. citricarpa representa um importante avan¢co no estudo da interacao
planta-patégeno.



1. INTRODUCAO

Com mais de um milhdo de hectares de plantas citricas em seu territério,
o Brasil tornou-se, na década de 80, o maior produtor mundial. A maior parte
da producéo brasileira de laranjas destina-se a industria do suco, concentrada
no estado de Sao Paulo, responsavel por 70% das laranjas e 98% do suco que
o Brasil produz (ABECITRUS, 2007).

De acordo com o Instituto de Desenvolvimento Econdémico e Social
(Ipardes), no Estado do Parand, a citricultura ocupa uma area de 26 mil
hectares, sendo 15 mil hectares plantados nas regides Norte e Noroeste que
produzem 410 mil toneladas de laranja. No Vale do Ribeira, sdo 11 mil hectares
ocupados com citros que produzem 200 mil toneladas de tangerinas.

A receita com as exportacOes brasileiras de suco de laranja superou
R$2 bilhdes pela primeira vez na histéria, na safra 2006/07, encerrada em 30
de junho. S6 no primeiro semestre de 2007, as exportacdes totais de suco de
laranja atingiram US$1,19 bilhdo e foram 85,24% superiores aos US$643,38
milhdes movimentados no primeiro semestre de 2006. O volume exportado, se
comparados 0os mesmos periodos, cresceu 23,38%, de 830,42 milhdes para
1,024 bilhao de toneladas (ABECITRUS, 2007).

Além da importancia econémica, a citricultura tem grande funcao social,
gerando cerca de 400 mil empregos diretos ou indiretos no Brasil
(ABECITRUS, 2007). Segundo o Departamento de Economia Rural (Deral),
estima-se que 14 mil agricultores paranaenses dedicam-se a producdo de
citros.

A lucratividade do setor seria ainda maior caso as perdas nao
apresentassem tamanha magnitude, principalmente as que estdo relacionadas
com o ataque de fitopatdgenos. Problemas fitossanitarios - entre eles a Mancha
Preta dos Citros (MPC), causada pelo fungo Guignardia citricarpa - tem
causado grandes prejuizos em diversas areas produtoras de frutas citricas ao
redor do mundo, inclusive no Brasil. No Estado do Parana a doenca passou a

ser relatada a partir de 2004 na Regido do Vale do Ribeira.



A despeito da crescente importancia da MPC nos pomares brasileiros,
pouco se sabe sobre a epidemiologia nas condi¢cdes paranaenses. Desta
maneira, todas as pesquisas realizadas na busca de novas medidas que atuem
no controle da MPC tornam-se relevantes para 0 nosso estado e demais
produtores de citros espalhados pelo Brasil.

A andlise de muitos processos fisiolégicos em microrganismos
fitopatogénicos — imprescindivel para a compreensdo dos mecanismos de
infeccdo e consequente elaboracédo de estratégias eficientes de controle das
doencas — tem sido dificultada pela auséncia de um sistema de transformacgé&o
genética eficiente. Plasmidios contendo o gene gfp, que transcreve para a
producdo da proteina GFP, tém sido amplamente utilizados como marcadores
genéticos para investigacdo dos processos de infec¢éao e colonizacdo do fungo
no hospedeiro (MAOR et al., 1998). Neste contexto, o desenvolvimento de um
protocolo de transformac&o genética para o fungo G. citricarpa representa um
importante passo para a sua caracterizacdo e para o estudo da interacdo
planta-patégeno.

Outras espécies morfologicamente semelhantes a G. citricarpa, como G.
mangiferae e Phyllosticta spinarum, tem sido relatadas na literatura como
endofiticas de plantas sadias de citros. Estudos comparativos dos processos
de infeccdo e colonizacdo de plantas citricas por linhagens endofiticas e
patogénicas contendo o gene gfp, irdo contribuir significativamente para
estratégias de controle da doenca. Além disso, para o estudo de genes de
patogenicidade é imprescindivel a existéncia de um método eficiente de

transformacao que viabilize o knockout génico.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral:

» Desenvolver o sistema de agrotransformacao para o fungo G. citricarpa.

E como objetivos especificos:

* Amplificar o vetor pPZP201BK, transformando a linhagem DH10B de E.
coli.

* Transformar a linhagem EHA105 de Agrobacterium tumefaciens com o
vetor pPZP201BK.

» Desenvolver e otimizar um sistema de transformacdo genética para o
fungo Guignardia citricarpa utilizando a linhagem transformada EHA105 de A.
tumefaciens.

» Analisar os transformantes obtidos de G. citricarpa.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 MANCHA PRETA DOS CITROS

A Mancha Preta dos Citros (MPC), ou Pinta Preta, € uma doenca
causada pelo fungo Guignardia citricarpa Kiely. Esta doenca ataca plantas e
frutas citricas e vem causando graves e crescentes prejuizos para a citricultura
brasileira, tanto pela reducdo da produtividade em pomares e depreciacado dos
frutos para o mercado de frutas frescas, como pelo aumento dos custos de
producdo para o controle da doenca. A necessidade de pulverizagcdes com
fungicidas para o controle dessa doenca onera a producdo em cerca de US$
0,37 por caixa colhida, o que corresponde a aproximadamente 10,5 a 13,2%
(CULTIVAR, 2003; AGRIANUAL, 2005). Frutos com sintomas da doenca sao
depreciados para a comercializagdo in natura. Além disso, a MPC ¢é
considerada uma doenca quarentenaria A1 pela Unido Européia (EPPO/OEPP,
2003), o que vem ocasionando restricbes nas exportacdes de frutos citricos
brasileiros para estes paises.

A MPC foi primeiramente relatada em 1895 na Australia, causando
perdas consideraveis na variedade Valéncia, tanto nos frutos ainda nos
pomares ou em fase pos-colheita (ROBBS & BITTENCOURT, 1995). No Brasil,
a doenca foi registrada pela primeira vez em 1937, em frutos coletados de uma
feira livre na cidade de Piracicaba-SP (FEICHTENBERGER, 1999). Em
pomares comerciais, a primeira constatacdo data de 1980, em plantas de
mexerica Rio no estado do Rio de Janeiro (FEICHTENBERGER, 1999). Além
destes estados a MPC esta presente também no Rio Grande do Sul, Minas
Gerais, Santa Catarina, Parana, Espirito Santos e Amazonas (CULTIVAR,
2006). A MPC tende cada vez mais atingir os municipios produtores, inclusive
os de outros estados, devido a facil disseminacéo através do vento ou por meio
de material de propagacéao vegetativa (GOES et al, 2005).

Atualmente a doenca apresenta ampla distribuicdo geografica, sendo
registrada em varias partes do mundo, como Africa, Asia, Oceania, América
Central, América do Sul e Antilhas (ROBBS & BITTENCOURT, 1995).



A MPC afeta todas as variedades de laranjeiras, principalmente as de
maturacdo média-tardia (‘Péra’) a tardias (‘Valéncia’ e ‘Natal’). Com excec¢éo da
limeira acida ‘Tahiti’, da laranjeira ‘Azeda’ e seus hibridos, todas as variedades
comerciais sao suscetiveis (AGUILAR-VILOSO, 1997). A doenca provoca
lesdes na casca de frutos depreciando-os para o mercado interno de frutas
frescas e restringindo-os para a exportacdo, mas nao afeta a qualidade interna
dos frutos, podendo ser utilizados na industria do suco (FUNDECITRUS, 2007).
Uma das principais caracteristicas na MPC é que folhas e frutos podem estar
infectados sem, contudo, apresentarem o0s sintomas tipicos da doenca. O
aparecimento de sintomas pode demorar até um ano dependendo da variedade
e das condicbes ambientais. Os mecanismos envolvidos na formacéo destas
infeccbes ndo estdo bem esclarecidos, porém sabe-se que sintomas mais
severos da doenca estdo associados a exposicdo dos frutos a maior
luminosidade, elevacéo da temperatura durante a maturacéo, frutos originados
de arvores estressadas, velhas e debilitadas (KOTZE, 1981). Segundo
BAAYEN et al. (2002), a estiagem também contribui para o aparecimento dos
sintomas.

Os sintomas ocorrem principalmente em frutos, embora também possam
aparecer em folhas e ramos. Em ataques severos, Como nos casos em que a
doenca atinge o pedicelo dos frutos, pode ocorrer a queda prematura e
acentuada dos mesmos, reduzindo a produtividade das plantas.

Segundo FEICHTENBERGER (1996), podem ocorrer quatro tipos
principais de sintomas em frutos:

a) mancha preta ou lesdes duras (hard spots): € o sintoma mais tipico e
comum da doenca e geralmente surge quando os frutos iniciam a fase de
mudanc¢a de cor da casca, levando a maturagcdo externa. Caracteriza-se por
apresentar bordas salientes com depressdao no centro onde aparecem
pequenas pontuacdes de coloracdo negra, que constituem o0s corpos de
frutificacdo ou picnidios do fungo. Este sintoma pode ocorrer poés-colheita,

durante o armazenamento e transporte dos frutos (FIGURA 1a).



b) falsa melanose: caracteriza-se por lesées minusculas, numerosas e de
coloragdo negra, podendo ser facilmente confundidas com as lesbes da
melanose causadas pelo fungo Diaporthe citri (Phomopsis citri) (FIGURA 1b).

c) mancha sardenta (freckle spots): geralmente aparecem depois que 0s
frutos ja passaram da coloracdo verde para a amarela ou laranja. As lesdes
séo levemente deprimidas e de coloragéo avermelhada (FIGURA 1c).

d) mancha ou lesdes virulentas (virulent spots): sdo resultantes do
crescimento ou coalescéncia das lesdes anteriores originando grandes lesdes
deprimidas com centro acinzentado e bordos salientes de coloragdo marrom-
escura ou vermelho-escura. No centro também aparecem os picnidios e a
casca na area da lesdo fica completamente necrosada, embora a parte
comestivel permaneca intacta. Ocorre mais comumente nos frutos ao final da
safra ou apos a colheita, no armazenamento e transporte (FIGURA 1d).

FIGURA 1 — TIPOS DE LESOES DA MPC EM FRUTOS E FOLHAS DE CITROS

a: mancha preta ou lesges /
.. duras (hard soots) b: falsa melanose

2 f

f: [esOes em folhas

Fonte: FUNDECITRUS (2007)

No Brasil, observa-se um quinto sintoma conhecido como mancha
trincada (FIGURA 1e) (GOES et al, 2005) a qual é observada em frutos ainda

verdes. Possui aspecto reticulado, ligeiramente saliente e superficial, variavel



em tamanho, podendo apresentar halo. Nao ha formacao de picnidios. Essas
lesbes aparecem sempre associadas com o acaro da falsa ferrugem
Phyllocoptruta oleivora (FUNDECITRUS, 2007).

Os sintomas em folhas e ramos sao pouco frequentes. Contudo, quando
eles ocorrem, as lesGes apresentam aparéncia semelhante as lesdes duras dos
frutos, com centro deprimido e os bordos salientes escuros (FIGURA 1f).

O ciclo da MPC pode ocorrer de duas maneiras: através dos
picnididsporos ou conidios (esporos assexuais) e dos ascOsporos (esporos
sexuais). Os ascésporos sdo produzidos em folhas citricas em decomposicao
no solo durante a fase sexual do fungo (FEICHTENBERGER, 1996; ROBBS,
1990). Tanto a producao de conidios como de ascdsporos € importante para a
disseminacdo da doenca. Entretanto, nas epidemias a importancias dos
ascosporos € bem maior, pois possuem maior viabilidade e tolerancia ao
ressecamento, favorecendo a sobrevivéncia do patdégeno no campo. Sua
disseminacao da-se por correntes de ar, as quais levam este tipo de esporo a
curtas e longas distancias. Os conidios ou picnidiésporos sao produzidos em
picnidios formados principalmente em lesdes de frutos maduros, bem como em
folhas caidas, ramos e pedunculos. Estes esporos tém a sua disseminacao
facilitada pela agua, e sé@o os principais responsaveis pela disseminacdo a
curtas distancias e dentro de uma mesma planta (KOTZE, 1981).

O controle do patdégeno baseia-se principalmente na utilizacdo de
fungicidas protetores e sistémicos, aplicados isoladamente ou combinados,
associados ou ndo a 6leo mineral ou vegetal (GOES, 2002). A supressao por
meio da retirada de folhas, assim como a de conidios formados em frutos, pela
colheita antecipada, em areas com alta intensidade de doenca, reduzem o
inodculo e contribuem para a reducéo da intensidade da MPC, entretanto, por si
s6 ndo séo suficientes para o controle adequado da doenca (SPOSITO, 2003).
Segundo 0 mesmo autor, o controle quimico usualmente aplicado no campo é
pratica importante, reduzindo de maneira eficaz os danos quantitativos,
causados pela queda prematura de frutos sintomaticos, no entanto, ndo é
capaz de reduzir a intensidade da doenca em areas com alta pressao de

inoculo. Além disso, aplicacfes de fungicidas feitas de maneira indiscriminada



podem trazer consequéncias desfavoraveis ao ambiente, promovendo a
selecdo de isolados resistentes, conforme observado na Africa do Sul
(HERBERT & GRECH, 1985).

3.2 O FUNGO Guignardia citricarpa

O fungo Guignardia citricarpa Kiely é o agente causal da MPC. E um
fungo ascomiceto pertencente a classe dos Loculoascomicetos, ordem
Dothideales e familia Dothideacea. Caracteriza-se por apresentar uma fase
anamorfica ou assexuada, descrita como Phyllosticta citricarpa (McAlpine) VAN
DER AA, e uma fase teleomoérfica ou sexuada descrita como Guignardia
citricarpa. Ambas as formas encontram-se geralmente associadas
(JOHNSTON & FULLERTON, 1988).

As estruturas de frutificacdo da fase assexuada sao representadas pelos
picnidios, receptaculos macroscopicamente pequenos, globosos, pretos e
semi-eruptivos que abrigam em seu interior os propagulos do fungo,
denominados picnidiésporos ou conidios. Tais estruturas sao unicelulares,
ovoides, elipticas ou subglobosas, levemente clavadas quando jovens,
apresentando a base truncada, arredondada e denteada no apice, com uma
membrana gelatinosa recobrindo-os. O numero de nudcleos pode variar,
encontrando-se conidios uninucleados (quando jovens) e conidios bi, tri ou
multinucleados, os quais sao formados quando parte dos conidios
uninucleados dividem seu ndcleo em dois, trés ou mais nucleos (GLIENKE-
BLANCO et al, 2002). O crescimento da colbnia apresenta-se como uma crosta
negra, com margem de coloracdo amarelada e forma irregular (JOHNSTON &
FULLERTON, 1988; BAAYEN et al, 2002), é lento, atingindo diametro
aproximado de 7 cm em 20 dias em varios meios de cultura a 20°C
(PUNITHALINGAM, 1982).

Os ascosporos sao produzidos durante a fase sexuada e se encontram
dentro de estruturas denominadas pseudotécios. Estes estdo organizados em
namero de oito no interior dos ascos 0s quais apresentam forma de clava, sado

arredondados na extremidade superior e bitunicados. Os ascOsporos sao



unicelulares, hialinos, levemente acinzentados, rombdides, contendo granulos
e um grande vacuolo central, cobertos com um quepe gelatinoso nas
extremidades (SIVANESAN, 1984).

Sob o ponto de vista genético, G. citricarpa € ainda pouco estudada.
Sabe-se que possui pelo menos oito cromossomos e genoma de
aproximadamente 21,5 Mb (BLANCO, 1999). Acreditava-se que Guignardia
citricarpa poderia ser encontrada como patégeno em lesdes e de forma
assintomatica em plantas sadias, no entanto estudos utilizando marcadores
RAPD e regibdes ITS1, 5,8S e ITS2, realizado por diversos autores (BLANCO,
1999; CHRISTO, 2002; STRINGARI, 2004; GLIENKE et al., 2007) indicam a
existéncia de duas popula¢des diferentes: uma endofitica e a outra patogénica.

Em 1999, BLANCO comparou geneticamente, por meio de marcadores
de RAPD, isolados de populacdes patogénicas e endofiticas de Guignardia
spp. de diversas regibes e hospedeiros, constatando a existéncia de pelo
menos duas populagcbes geneticamente diferentes de Guignardia coexistindo
de forma endofitica com linhagens patogénicas do mesmo fungo em citros. Em
2002, CHRISTO relatou a presenca de pelo menos trés espécies distintas de
Guignardia, mas muito semelhantes entre si morfologicamente, que se
encontram associadas em Citrus spp. O desenvolvimento de um par de primers
capaz de amplificar um fragmento de 370 pb, especifico para linhagens
patogénicas de G. citricarpa, veio a corroborar para distincdo genética entre
estes grupos (GLIENKE et al., 2007).

Outra consideragao importante a respeito da diferenciagéo de linhagens
endofiticas e patogénicas de Guignardia spp. é o fato de linhagens endofiticas
isoladas de citros apresentarem maior similaridade genética com linhagens
patogénicas de goiabeira (G. psidii), sugerindo que estes endofiticos ndo sdo
patogenos latentes em citros e sim, endofiticos (GLIENKE et al., 2007). No
entanto, ndo se descarta a possibilidade da coexisténcia de formas endofiticas

e patogénicas em outros hospedeiros, como se observa em Citrus spp.
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3.3 TRANSFORMACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

A transformacdo genética caracteriza-se como um processo onde a
célula absorve fragmentos de DNA exterior a ela e o incorpora em seu genoma
de maneira estavel. Bactérias e leveduras sdo, provavelmente, os Unicos
organismos conhecidos capazes de realizar o processo de transformagéo
naturalmente. Atualmente, células de organismos superiores podem ser
transformadas em condicdes artificiais.

O sucesso do processo de transformacdo em fungos filamentosos
depende de pelo menos cinco etapas: 1) obtencdo de células competentes, ou
seja, capazes de captar o DNA; 2) o vetor de transformacéo; 3) o transporte do
vetor ao nucleo; 4) propagacao e expressao do vetor e 5) um método eficiente
de identificacdo das células transformadas (POSSIEDE, 2004).

Para a transformagdo estavel em células eucaridticas por DNA
exégeno, é necessario vencer pelo menos duas barreiras, a membrana
plasmatica e a membrana nuclear, e em fungos, além da membrana nuclear
nao desaparecer durante a mitose (GROTELUESCHEN & METZEMBERG,
1995), ha um terceiro obstaculo, a parede celular.

O primeiro relato de transformacéo genética em fungos filamentosos
através de células desprovidas de parede celular (protoplastos) foi para o
ascomiceto Neurospora crassa (CASE et al.,, 1979) utilizando o gene que
confere prototrofina para quinonas (ga-2+). Alguns anos mais tarde, Aspergillus
nidulans foi transformado com o gene codificador para acetamidase (TILBURN
et al., 1983)

Com o passar dos anos, novos sistemas de transformacéo para fungos
filamentosos comegaram a ser desenvolvidos. Atualmente outras metodologias
de transformacdo estdo descritas para uma grande diversidade de fungos
filamentosos. Os mecanismos empregados na transformacdo destes fungos
abrangem aqueles que utilizam células desprovidas de parede celular pelo
emprego de polietilenoglicol — PEG (CASE et al., 1979) ou eletroporacéo
(WARD et al., 1988). No processo conhecido com biobalistica, microprojéteis
contendo DNA transformante bombardeiam as células intactas do hospedeiro
receptor (ARMALEO et al., 1990).
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O sucesso de trabalhos baseados na complementagé&o funcional para o
isolamento de genes de patogenicidade e estudo de processos de infeccdo de
fungos € dependente de um eficiente sistema de transformacdo genética
(DEAN, 1997). No entanto, varios autores, entre eles AZEVEDO (1998) e
KNOW-CHUNG et al. (1998), tem registrado a dificuldade em transformar

fungos patogénicos utilizando as mais diversas técnicas.

3.3.1 Sistema de transformacdo genética mediado por Agrobacterium

tumefaciens

Um método que tem sido considerado promissor no processo de
transformacdo de fungos filamentosos envolve a utilizagdo do microrganismo
Agrobacterium tumefaciens. Esta bactéria € um bacilo aerdbico, gram-negativo,
flagelado, que vive no solo, pertencente a familia Rhizobiaceae (GRIFFITHS et
al., 2002). E responsavel pela doenca da galha, na qual a planta infectada
produz crescimentos descontrolados (tumores ou galhas), normalmente na
base (coroa) da planta (GRIFFITHS et al.,, 2002). A formagdo de galhas
induzidas pelo A. tumefaciens é um processo natural e esta diretamente
associada a presenca de um plasmidio de alto peso molecular (120 a 250kb),
denominado plasmidio Ti (tumor inducing) (ANDRADE et al, 2003).

Em 1995, BUNDOCK et al. otimizaram o método de transformacéo via A.
tumefaciens, frequentemente utilizado em procedimentos de transformacao de
plantas, para transformar a levedura Sacharomyces cerevisiae. Esse método &
baseado na habilidade do A. tumefaciens de transferir parte de seu DNA, o T-
DNA (Transferred DNA), presente no seu plasmidio Ti, para células
eucarioticas.

Em 1998, De GROOT et al. demonstraram que esse sistema de
transformacdo mediado pelo A. tumefaciens (agrotransformacéo), também
poderia ser utilizado para a transformacéo de diversos fungos filamentosos.
ApOs essas publicacdes iniciais, muitos pesquisadores, utilizando este sistema,

conseguiram transformar com sucesso diversos fungos incluindo
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representantes dos ascomicetos, basidiomicetos e zigomicetos (MICHIELSE et
al., 2005).

O plasmidio Ti pode ser dividido em duas regides principais: a regiao de
viruléncia (vir) e a regidao de T-DNA. Além destas duas regides, o plasmidio Ti
possui genes de replicacao e incompatibilidade (ori e inc), catabolismo de opina
(opc) e funcdo de conjugacdo (tra), sendo nenhuma destas sequéncias
necessarias a viruléncia (HOOYKAS & BEIJERSBERGEN, 1994).

Na transformacé&o mediada por A. tumefaciens (ATMT — Agrobacterium
tumefaciens mediated transformation), o processo de infeccdo e transferéncia
do T-DNA ocorre por uma série de etapas: quimiotaxia, adesdo, inducdo da
expressdao dos genes vir, processamento e transferéncia do T-DNA,
direcionamento do T-DNA até o ndcleo e sua integracdo no genoma (GELVIN,
2003, MICHIELSE et al., 2005)

O processo de transferéncia de DNA é dependente da expressdo de
genes vir cuja expressao é induzida por compostos secretados por plantas
feridas, entre eles o acetoseringona. Este composto € capaz de atuar como
sinalizador, promovendo quimiotaxia positiva para o Agrobacterium (DUARTE,
2005).

Proteinas codificadas pelos genes vir formam uma endonuclease capaz
de reconhecer e processar o fragmento de DNA (fita-T) que sera transmitido
para o hospedeiro (MORGANTE et al., 1999). Segundo os mesmo autores,
este fragmento de DNA simples fita é gerado a partir da regido de T-DNA do
plasmidio Ti.

A regido de T-DNA é a unica parte do plasmidio transferida para a célula
hospedeira e € delimitada por duas sequiéncias diretamente repetidas, de 24 a
25 pares de base, denominadas borda direita (RB — “Right Border”) e borda
esquerda (LB - “Left Border”), as quais s&do fundamentais para o
reconhecimento desta regido Outras proteinas codificadas pelos genes vir
estdo envolvidas na formacao, transporte e possivel integracdo do T-DNA no
genoma hospedeiro (MICHIELSE et al., 2005). A tabela 1 mostra um resumo
dos principais processos celulares envolvidos na interacdo Agrobacterium-

planta.
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TABELA 1 — RESUMO DOS PROCESSOS CELULARES ENVOLVIDOS NA INTERACAO
Agrobacterium-planta (adaptado de SHENG & CITOVSKY, 1996)

Processo celular Eventos da interacéo Proteinas de
Agrobacterium-planta Agrobacterium envolvidas
no processo *
Reconhecimento célula — Adesdo do Agrobacterium a ChvA, ChvB, PscA, Att
célula receptores de superficie do
hospedeiro.
Transducao de sinal Reconhecimento de moléculas ChvE, VirA, VirG [P21, P10]

sinalizadoras da planta e
ativacdo da via de transporte do

T-DNA.
Ativacéo transcricional Expressdo dos genes vir ap6s VirG
fosforilacédo do ativador
transcricional.
Metabolismo de Clivagem nas bordas do T-DNA VirD1, VirD2, VirC1, [VirD3]
conjugacéo do T-DNA e mobilizacdo da cépia de T-
DNA fita simples.
Transporte celular 2 Formacao do complexo-T VirEl, VirE2, VirD2, VirD4,

(proteinas / T-DNA) e do canal VirB4, VirB7, VirB9, VirB10,
transmembrana; transporte do VirB11, [VirB1l e outras
complexo-T para o0 citoplasma proteinas VirB]
da célula hospedeira.
Importe nuclear Interacdo com receptores da VirD2, VirE2
membrana nuclear da célula
hospedeira e transporte do
complexo-T através de poros da
membrana nuclear.
Integracdo do T-DNA IntegracGo do T-DNA no [VirD2, VirE2]
genoma da célula hospedeira e
sintese da fita complementar.
1 As proteinas cuja participacéo é proposta, mas ainda ndo comprovada, estéo indicadas entre
colchetes.
2 Proteinas VirB estédo envolvidas na formacdo de um canal transmembrana e possivelmente
na transferéncia do complexo-T. Proteinas Vir E e Vir D estdo envolvidas na formacédo do
complexo-T e provavelmente participam do transporte do complexo-T através do canal de VirB

Fonte : DUARTE (2005)

Os plasmidios utilizados para sistemas de transformacdo via
Agrobacterium sdo chamados de vetores desarmados por ndo possuirem 0s
oncogenes do T-DNA, mas conservam 0S genes de viruléncia (regiao vir)
(DUARTE, 2005). Os vetores podem ser divididos em dois sistemas: sistema
cointegrado e sistema binario.

Atualmente o sistema de vetor binario € o mais utilizado na
transformacao de plantas e fungos (MORGANTE et al., 1999). Neste sistema a
agrobactéria deve possuir o plasmidio Ti com a regido vir intacta e um segundo

plasmidio, denominado vetor binario, que contém 0s genes de interesse e o
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marcador clonados entre as sequéncias idénticas a das bordas da regido-T. A
transmissdo e o segmento de DNA dar-se-a através da atuacdo em trans dos
produtos de expressao dos genes vir sobre as bordas da regido-T simulada no
vetor binario (MORGANTE et al., 1999).

ATMT possui algumas vantagens em relacdo aos métodos
convencionais de transformacédo. Aléem de ser facilmente executada e adaptada
a varias espécies de fungos, elimina a necessidade de obtencdo de
protoplastos, uma vez que células intactas, como conidios e corpos de
frutificacdo, podem ser utilizadas como material inicial (COVERT et al. 2001).
Este processo também gera uma alta porcentagem de transformantes com
uma copia simples do DNA integrado, o que facilita o isolamento de genes
marcadores (MICHIELSE et al., 2005, STAATS et al., 2007).

O gene gfp que transcreve para a proteina verde fluorescente GFP
(green fluorescent protein) vem sendo utilizado como reporter e marcador em
muitos procariotos e eucariotos (CHALFIE et al., 1994; CUBITT et al., 1995). A
proteina GFP ndo necessita de substrato exdgeno e sua expressao nao altera
o tecido examinado, tornando-a um marcador ideal em estudos de interacéo
fungo-planta. Esta proteina foi usada no basidiomiceto Ustilago maydis, a partir
de uma versao sintética do gene gfp, sGFP (Ser65T) (HEIM et al., 1995; CHIU
et al., 1996). O alto nivel de expressado neste fungo sugeriu que esta poderia
ser Gtil como repérter em outros fungos. MAOR et al. (1998) utilizaram a
proteina GFP no estudo da interacdo fungo-planta em Cochliobolus
heterostrophus por meio da construcdo de dois plasmidios vetores de
expressao do gene sintético SGFP-TYG usados na transformacéo do fungo. A
fluorescéncia foi usada para detectar alteracdes citoplasmaticas e de
desenvolvimento do fungo, além de seguir a trajetoria deste dentro das folhas
de milho.

A habilidade que o A. tumefaciens tem de transferir seu DNA para
fungos pertencentes a diversas classes, juntamente com a utilizacdo do gene
gfp como reporter e marcador, mostra o grande potencial que estes sistemas

tém para a biotecnologia de fungos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

A linhagem PC13/96 do fungo Guignardia citricarpa foi gentilmente
cedida pelo Laboratério de Genética de Microrganismos da ESALQ-USP, e as
linhagens 28/05 e 33/05 pela Universidade Estadual Paulista (UNESP).

A linhagem 33/05 foi escolhida para os experimentos de transformacéo
genética, pois além de possuir resultado positivo em teste de patogenicidade
(BALDASSARI, 2005), apresentou, em condi¢cdes laboratoriais, melhor
crescimento e esporulacao.

A cepa EHA105 de A. tumefaciens e o vetor pPZP201BK o qual contém
0 gene de resisténcia a canamicina e os genes de expressao da proteina GFP
(Green Flourescent Protein) (sgfp) e da enzima fosfinotricina acetiltransferase
(gene bar) utilizados, foram gentilmente cedidos pelo Laboratorio de Biologia
Molecular de Fungos Filamentosos da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (FIGURA 2).

FIGURA 2 — VETOR PPZP201BK (COVERT et al., 2001)
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4.2 MEIOS DE CULTURA

4.2.1 Meio completo (MC) de PONTECORVO et al. (1953), modificado por
AZEVEDO e COSTA (1973).

NaNO; 6,09
NaNO; 6,09
KH,PO, 159
KCl 05¢g
MgSO,.7H,0 059
FeSO, 0,01¢g
ZnS0O, 0,01¢g
Glicose 10,0 g
Peptona 2049
Extrato de levedura 2049
Caseina hidrolisada 159
Solucgéo de vitaminas 1,0 mL

Completou-se o volume para 1000 mL com agua destilada. O pH foi
ajustado para 5,8 com NaOH 1 mol/L e/ou HCI 1N conforme a necessidade.
Para obtencdo de MC sdlido adicionou-se 1,5% de &gar. O meio foi

autoclavado e armazenado a temperatura ambiente.

4.2.2 Meio BDA — Batata-dextrose-agar

Infus@o de 200g de batata 500 mL
Dextrose 20,0¢g
Agar 15049

A batata foi fervida em agua destilada por 20 minutos, em seguida
peneirada de forma a se obter apenas o caldo. A este se adicionou glicose e
completou-se o volume para 1000 mL com &agua destilada. O pH foi ajustado

para 58 com NaOH e/lou HClI 1N conforme a necessidade. Foram



17

acrescentados 1,5% de agar. O meio foi autoclavado e armazenado em

temperatura ambiente.

4.2.3 Meio de Luria e Bertani (LB) (SAMBROOK et al., 1989)

Bacto-Triptona 10,0 g
Cloreto de Sédio 10,0 g
Extrato de Levedura 50¢9

Completou-se o volume para 1000 mL com agua destilada, e o pH foi
ajustado para 7,0 com NaOH e/ou HCI 1N conforme a necessidade. Para
formulagdo de meio sélido acrescentou-se 1,5 % de agar. O meio foi
autoclavado e estocado em local escuro a temperatura ambiente.

4.2.4 Meios de co — cultivo (IM)

Solugéo Estoque de Sais 80 mL

Glicose 0,36 g (0,72 para meio liquido)
0,5 % Glicerol 1,0 mL

Agua destilada g. s. p. 200 mL

Autoclavar

40 mM MES (item 4.3.5) 8 mL estoque 1M

O pH foi ajustado para 5,0 com NaOH e/ou HCI 1N conforme a
necessidade. Para formulacdo de meio solido acrescentou-se 1,5% de agar. Os
meios foram autoclavados e apoOs esfriar foi acrescentado o tampdo MES

(acido 2 — [N — morfolino] etanossulfénico).
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4.2.5 Meio seletivo

Glicose 10¢g
KNO; 39
Solucgéo de sais M-100 (item 4.3.10) 62,5 mL

Completou-se o volume para 1000 mL com &gua destilada. Para
formulagdo de meio solido acrescentou-se 1,5% de &gar. O meio foi
autoclavado e estocado em local escuro a temperatura ambiente. Antes de

utilizar, acrescentou-se 100 pg/ mL de glifosinato de amonio (item 4.3.4)

4.3 SOLUCOES E REAGENTES

4.3.1 Canamicina 100 mg/mL

Canamicina 100 mg

Agua milli-Q autoclavada 1000 mL

Dissolveu-se 100mg de canamicina em 1000mL de &gua Milli-Q
autoclavada. A solucéo foi esterilizada por filtragcdo em filtros de membrana
0,22um e estocada a -4°C. Ao longo do trabalho a canamicina foi utilizada na

concentracéo de 50ug/mL de meio de cultura.

4.3. 2 Cefotaxima 100 mg/mL

Cefotaxima 1lg

Agua milli-Q autoclavada 10 mL

Injetou-se 10 mL de agua esterilizada em um frasco contendo 1g de
cefotaxima. Misturou-se bem até sua dissolugdo completa. Foram feitas

aliquotas de 1mL as quais foram armazenadas a -20°C.



19

4.3.3 Acetoseringona 10mM (AS)

Adicionou-se 0,01962 g de acetoseringona em 10 mL de DMSO. Foram

feitas aliqguotas de 1mL as quais foram armazenadas a temperatura de -20<C.

4.3.4 Glifosinato de amonio (40 mg/mL)

Glifosinato de amoénio estd em uma preparacdo comercial (FINALE®)
em uma concentracdo de 20mg / mL. Devido a grande quantidade de
excipientes, dentre eles detergentes e corantes, um tratamento é realizado
para extrair a maioria desses compostos. Para tal, 50mL do volume da
preparacado comercial foi misturado ao mesmo volume de n-butanol (v/v). Apos
decantacdo, a fase superior foi descartada e a fase inferior foi submetida
novamente ao mesmo processo de extracao adicionando-se a solucéo restante
o0 mesmo volume de n-butanol (v/v). As extracdes de solu¢des aquosas por n-
butanol acarretam em perda de volume de &gua. Dessa forma,
aproximadamente metade do volume da preparacdo comercial é recuperada
nesse processo de extracdo sequencial, entretanto ha conservacdo de massa

do composto ativo.

4.3.5 Solugdo MES 1M

MES 19,52 g
Agua destilada 80 mL

Dissolveu-se 19,52 g de MES em 80 mL de agua destilada. Ajustou-se o
pH para 5,3 com KOH 5M. Completou-se o volume para 100mL com agua
destilada. A solucéo foi esterilizada por filtracdo em filtros de membrana 0,45
um. Foram feitas aliguotas de 10mL as quais foram armazenadas a
temperatura de -20<C.

Quando o sal precipitou, o tubo foi colocado em banho - maria a 65C
por alguns minutos, seguido de agitacéo para completa dissolucéo.
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4.3.6 KOH 5M
KOH 709
Agua destilada 15 mL

Dissolveu-se 7,0g de KOH em 15 mL de agua destilada. Apés completa

dissolugéo, completou-se o volume para 25 mL com agua destilada.

4.3. 7 Elementos Tracgo

H3:BOs 30 mg
MnCl,.4H,0 70 mg
ZnCl, 200 mg
Na,Mo0O,4.2H,0 20 mg
FeCl;.6H,0 50 mg
CuS0, 5H,0 200 mg

Completou-se o volume para 500 mL com agua destilada.

4.3.8 Solucédo salina 0,85% (p/v)

NaCl 859
H,O destilada 1000 mL

A solucéo foi armazenada em frascos com 9 mL, autoclavada a 1 atm e

mantida a 4°C.

4.3.9 Solugéo de vitaminas

Acido nicotinico 100 mg
Acido p-aminobenzéico 10 mg
Biotina 0,2 mg

Piridoxina 50 mg



Riboflavina

Tiamina

100 mg
50 mg
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Completou-se o volume com 100 mL de agua destilada esterilizada. A

solucéo foi aquecida em banho-maria a 98° C por 15 minutos e mantida em

frasco escuro a 4° C.

4.3.10 Solucao Estoque de Sais para IM

KH,PO,
K;HPO,
NaCl
MgS0,.7H,0
CaCl,.2H,0
FeS0,.7H,0

(NH4)2S04

3,625¢g
51259
0,375¢
1,250 ¢
0,165¢g
0,006 g

1,250 g

Completou-se o volume para 1000mL com agua milli-Q esterilizada. A

solucéo foi estocada a temperatura ambiente sem autoclavar.

4.3.11 Solucao de sais M-100 para meio seletivo

KH,PO,
Na,SO,

KCI
MgS0,.7H,0
CaCl,.2H,0
Elementos traco

H,O destilada

169
49
8¢9
29
1g
8 mL

1000 mL
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4.3.12 Gel de agarose 0,8%

Agarose 0,89
Tampéo TBE1x 100 mL

4.3.13 Solucdo de brometo de etidio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS,
1989).

De acordo com SAMBROOK FRITSCH, MANIATIS (1989), foram
dissolvidos 1,0% (p/v) de brometo de etidio em agua destilada, agitando-se por
varias horas. A solucéo foi estocada a temperatura ambiente. Para revelacao,

diluiu-se 3puL em 100uL de a4gua destilada.

4.4 TRANSFORMACAO GENETICA

4.4.1 Selegao do marcador

Os isolados PC13/96, 28/05 e 33/05 de G. citricarpa foram testados
guanto a resisténcia ao composto glifosinato de aménio (item 4.3.4). Os fungos
foram repicados em duas placas, uma contendo meio seletivo (item 4.2.5) na

presenca do composto (100 pg/mL) e outra na auséncia do mesmao.

4.4.2 Suspensdao de esporos e fragmentos de micélio para agrotransformacao

Placas do isolado fungico 33/05 de G. citricarpa contendo cinco col6nias
de aproximadamente 2 cm de diametro com 15 a 20 dias de crescimento em
meio completo (item 4.2.1) foi utilizada para a obtencédo do micélio e esporos.
As colbnias foram raspadas com uma lamina de bisturi e transferidas para
tubos de ensaio contendo 5 mL solucéo salina 0,85% (item 4.3.7) e maceradas
com o auxilio de um bastéo de vidro a fim de romper os picnidios e liberar os

esporos, obtendo-se uma suspenséo final com micélio e esporos.
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4.4.3 Otimizacao das condicdes de crescimento para agrotransformacao

O isolado 33/05 de G. citricarpa foi repicado em placa contendo meio
seletivo sobre o qual foi disposta uma membrana de celofane esterilizada e
incubado a 28°C por 15 dias.

Placas do isolado fungico contendo 5 colénias de aproximadamente 2
cm de diametro entre 15 a 20 dias de crescimento em meio completo (item
4.2.1) foram utilizadas para a obtencdo da solucdo de esporos. As colonias
foram raspadas com uma lamina de bisturi, transferidas para tubos de ensaio
contendo solucéo salina 0,85% (item 4.3.8) e maceradas com o auxilio de um
bastdo de vidro, a fim de romper os picnidios e liberar os esporos. A solucao foi
entdo filtrada em seringa de 1a de vidro para a obtencdo de uma suspenséo
somente com esporos. A concentracdo final da suspensdo foi de 10’
esporos/mL.

Dessa suspenséo foi retirado 1mL e este colocado em uma placa de
Petri contendo meio seletivo e papel celofane. A partir dessa mesma
suspensao foram feitas 2 diluicdes sucessivas (10° esporos / mL, 10° esporos /
mL), e realizado o procedimento anteriormente descrito. As placas foram
incubadas por aproximadamente 15 dias a 28°C.

4.4.4 Amplificacao do vetor

A amplificacdo do vetor foi realizada transformando a linhagem DH10B
de E. coli pela metodologia do cloreto de calcio seguida de choque térmico
(tem 4.4.5), para posterior transformacdo da linhagem EHA105 de A.
tumefaciens (item 4.4.7).

4.4.5 Transformacao de E.coli com o vetor pPZP201BK

Células competentes mantidas em estoque a -70°C foram
descongeladas em gelo e a elas acrescentou-se 1L do vetor. Apés 10 minutos

de incubacdo em gelo, as células foram submetidas a um choque térmico de 47
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°C em banho-maria pelo periodo de 1 minuto e 45 segundos e incubadas em
gelo novamente por 2-3 minutos. Adicionou-se entdo 1mL de meio LB liquido
(item 4.2.3) incubando-se por um periodo de 30-45 minutos a uma temperatura
de 37°C. Apoés o periodo determinado, 100uL foram semeados em placa com
meio LB sélido (item 4.2.3) acrescido de canamicina (4.3.1) e outros 100pL
semeados em placa com somente meio LB sélido. A amostra restante foi
centrifugada por 5 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi ressuspendido em
100pL de solucao salina 0,85% e semeado em placa com meio LB sdlido
acrescido de canamicina.

O mesmo procedimento foi realizado com uma aliquota de células
competentes na qual ndo foi adicionado o vetor. O controle negativo € obtido
com células ndo transformantes em meio LB com canamicina.

As colonias transformantes obtidas foram repicadas em meio LB com
canamicina (50ug/mL) e apos seu crescimento, foram inoculadas em meio LB
liguido mais canamicina para posterior extracdo do plasmidio. Destas, algumas
foram estocadas, sendo semeadas em meio LB liquido com canamicina.
Depois de 12 horas de crescimento a 37°C, as células foram precipitadas por
centrifugacéo, ressuspendidas em 300uL de meio LB e glicerol autoclavados e
acrescidos de canamicina (50ug/mL). O estoque dos transformantes foi

mantido em tubos a uma temperatura de -20°C.

4.4.6 Extracéo do vetor

Para a extracao do vetor, 100 pL dos transformantes de E. coli foram

inoculados em 5 mL de meio LB liquido acrescido de canamicina e mantidos
sob agitacédo de 200 rotagGes por minuto (rpm) por aproximadamente 12 horas
a 37°C. O plasmidio foi extraido do material crescido e purificado utilizando-se
o Kit FlexiPrep (Amersham Bioscience). A extragcdo foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% (item 4.3.11) e corado com brometo de
etidio (item 4.3.12). O DNA plasmidial foi estocado em tubos de microcentrifuga
a -20°C.
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4.4.7 Transformacao de A. tumefaciens

4.4.7.1 Obtencao de células quimiocompetentes

Para a obtencdo de células quimiocompetentes de A. tumefaciens,
100puL do estoque da linhagem EHA105 foram inoculados em 5mL de meio LB

liquido e cultivados por 24 horas a temperatura de 28°C a 180 rpm. Apés 24
horas, os 5mL de cultivo foram inoculados em 250mL de LB liquido (2 frascos
de 500mL cada contendo 125mL de LB liquido) e cultivados a 28°C, 180 rpm
até que a ODgg final atingisse um valor entre 0,4 e 0,5. O cultivo foi entdo
resfriado em gelo por 15 minutos e posteriormente transferido para tubos GSA
(nimero de 2 previamente autoclavados e gelados) os quais foram
centrifugados por 15 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi ressuspendido
em 150mL de agua Milli-Q previamente autoclavada e gelada e centrifugado
novamente a mesma temperatura e velocidade. Repetiu-se o ultimo
procedimento a fim de eliminar todo o meio. O sobrenadante foi entdo
ressuspendido em 1mL de solucédo contendo 20mM de CaCl, e 10% glicerol.

Foram feitas aliquotas de 100uL em tubos previamente autoclavados e

gelados. Rapidamente os tubos foram imersos em nitrogénio liquido e

armazenados a temperatura de -70°C.

4.4.7.2 Transformacao de A. tumefaciens com vetor pPZP201BK

Células competentes de A. tumefaciens foram descongeladas em gelo e
a elas acrescentou-se o vetor pPZP201BK (massa de 1 a 5ug em um volume
de até 2uL). Ap6s 30 minutos de incubacdo no gelo, as células foram
congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente submetidas a um choque
térmico de 37 °C em banho-maria por um periodo de 5 minutos. Adicionou-se,
entdo, 1mL de meio LB liquido as células, as quais foram transferidas para um
tubo de cultivo e cultivadas por 2 horas a temperatura de 28°C na rotacao de

180rpm para iniciar a expressdo dos genes de resisténcia. Apos o periodo
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determinado, volumes de 50uL e 100pL foram semeados em placas com meio
LB sélido com canamicina na concentracédo de 50ug/mL. A amostra restante foi
centrifugada por 5 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi ressuspendido em
100uL de solucao salina 0,85% e semeado em placa com meio LB sdlido

acrescido de canamicina. As placas foram incubadas a 28°C.

O mesmo procedimento foi realizado com uma aliquota de células
competentes na qual ndo foi adicionado o vetor. O controle negativo € obtido
com células néo transformantes em meio LB com canamicina.

As col6nias transformantes obtidas apds 2 dias de cultivo foram
repicadas em meio LB com canamicina e apds seu crescimento, foram
inoculadas em meio LB liquido mais canamicina. Depois de aproximadamente
12 horas de crescimento a 37°C, as células foram precipitadas por

centrifugacéo, ressuspendidas em 300uL de meio LB e glicerol autoclavados e

acrescidos do antibiético. O estoque dos transformantes foi mantido a uma
temperatura de -20°C.

4.4.7.3 Resisténcia da cepa EHA105 de A. tumefaciens ao antibiético
cefotaxima

A fim de verificar a sensibilidade da cepa EHA105 de A. tumefaciens ao
antibiotico cefotaxima (item 4.3.2), avaliou-se 0 seu crescimento na presenca e

na auséncia do produto.

4.4.7.4 Transformacao de G. citricarpa mediada por A. tumefaciens

O protocolo de transformagdo de G. citricarpa mediada por A.
tumefaciens foi adaptado de protocolos elaborados por COVERT et al. (2001) e
STAATS et al. (2007) para a transformacdo de Fusarium circinatum e
Metarhizium anisopliae respectivamente.

A cepa EHA105 de A. tumefaciens, previamente transformada com o
vetor pPZP201BK (item 4.4.6.2), foi inoculada em 10mL de LB liquido
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acrescido de canamicina. A suspensao foi incubada a temperatura de 28-30°C
na rotacado de 180rpm por 24 a 48 horas. Apds o devido periodo de incubacédo
a densidade 6ptica (OD) da cultura foi estimada em espectrofotémetro®, no
comprimento de onda de 660 nm. O volume da cultura necessario para que a
ODeeo final fosse 0,15 foi adicionado a dois frascos, um contendo meio de
inducéo liquido (IM), e outro contendo meio de inducdo liquido acrescido do
composto fendlico acetoseringona (IM+AS). Ambos os frascos foram incubados
a 28°C a uma rotacédo de 180rpm, até que fosse obtida uma ODeggp entre 0,5 e
0,6.

Enquanto isso, membranas de celofane previamente autoclavadas foram
dispostas sobre placas de Petri contendo meio de inducéo solido (IMs) e meio
de inducdo solido acrescido de acetoseringona (IMs+AS). Em um tubo de
ensaio foi preparada uma suspensao de micélio mais esporos de G. citricarpa
33/05 (item 4.4.3). A suspenséao foi incubada por 5 minutos a 40°C.

Posteriormente, em um tubo, foram misturados 100uL da suspensao de
esporos mais micélio e 100uL da suspensdo de células bacterianas
(ODDggp=0,5-0,6) cultivadas em IM+AS (liquido). A mistura foi espalhada com o
auxilio de uma alca de Drygalsky sobre uma membrana de celofane disposta
em uma placa de Petri contendo IMs+AS. O procedimento foi realizado para
outras cinco repeticdes, as quais foram denominadas placas A. Em um outro
tubo foram misturados 100uL da suspenséo de esporos mais micélio e 100uL
da suspensao de células bacterianas cultivadas em IM (liquido). A mistura foi
espalhada com o auxilio de uma al¢ca de Drygalsky sobre a membrana de
celofane disposta em uma placa de Petri contendo somente meio IMs. O
procedimento foi repetido para uma outra placa. Estas foram denominadas
placas B.

Para os controles negativos foram preparadas quatro placas com meio
IMs+AS. Em duas delas foram espalhados 100 yL da suspensdo de esporos
(placas C) e nas demais apenas 100 uL da suspenséao bacteriana (placas D).
Em placas contendo IMs, foi repetido 0 mesmo procedimento (placas E e F,

respectivamente).

! Espectrofotdmetro: UV — Visible Spectrophotomeferalytical & Measuring Instruments division,
Shimadzu Corporatoin, Kyoto, Japan.
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A fim de verificar a viabilidade do A. tumefaciens e da G. citricarpa ao
longo do experimento foram feitas mais quatro placas IMs+AS (placas G) sobre
as quais foram espalhadas 100uL da suspensao de esporos e fragmentos de
micélio e 100uL da suspensao de células bacterianas cultivadas em IM+AS.

Para o periodo de co-cultivo, as 20 placas preparadas foram separadas
em duas baterias. A primeira - contendo trés placas A, duas G e uma de B até
F - foi incubada a 25T por 48 horas. A segunda bat eria com as demais placas
foi incubada por 72 horas, nas mesmas condicdes de temperatura.

ApoOs esta etapa, foram adicionados sobre as co-culturas A, B, C. D, E e
F 10mL de meio seletivo com menor concentracdo de agar (0,7%) acrescido de
glifosinato de aménio (100 pg/mL) e do antibidtico cefotaxima (200 pg/mL).
Para as placas G, em duas delas foi adicionado 10mL de meio seletivo (agar
0,7%) somente com glifosinato de amoénio e nas outras duas 10mL de meio
seletivo somente com o antibiético cefotaxima. As placas foram devidamente
identificadas e incubadas a 28T até que col6nias d os possiveis transformantes

fossem visualizadas.

4.4.8 Analise dos transformantes

4.4.8.1 Microscopia

Os transformantes de G. citricarpa obtidos foram analisados utilizando-
se 0 microscoépio de epifluorescéncia Zeiss Axiophot (GFP: excitacdo: 450-490
nm, emissdo: 500-550 nm) do laboratério Aquatoxi no Setor de Ciéncias
Biol6gicas, Universidade Federal do Parana. Para o sistema de captura
eletrénica de imagens utilizou-se o programa BandView™ Expo 2.0.

4.4.8.2 Estabilidade mitotica
A estabilidade mitética dos transformantes é realizada cultivando-os em

meio seletivo acrescido do composto glifosinato de aménio durante trés

geracOes. Posteriormente, estes sdo cultivados em meio seletivo na auséncia



29

do marcador de selecéo por no minimo cinco gerag¢des, e novamente repicados

em meio seletivo na presenca do composto.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 RESISTENCIA DOS ISOLADOS FUNGICOS AO COMPOSTO
GLIFOSINATO DE AMONIO

O desenvolvimento de uma metodologia de transformacdo genética
envolve vetores contendo genes marcadores, 0s quais permitem a selecéao das
células que receberam o DNA exdégeno (DUARTE, 2005). Visando testar se a
resisténcia ao glifosinato de amonio poderia ser utilizada como marcador de
selecdo dos transformantes de G. citricarpa, avaliou-se o comportamento das
linhagens PC13/96, 28/05 e 33/05 expostas ao produto FINALE®, ap6s 14dias
de incubacéo a 28°C (FIGURA 3)

FIGURA 3 — CRESCIMENTO MICELIAL DE 3 LINHAGENS DE G. citricarpa EXPOSTAS AO
GLIFOSINATO DE AMONIO APOS 14 DIAS A 28°C

PC13/96

100 pg/mL control e
Fonte : O autor
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Verificou-se que o crescimento de todas as linhagens testadas foi
completamente inibido quando expostas a uma concentragao de 100ug/mL de
glifosinato de amoénio, assim como verificado por STAATS et al. (2007) para o
fungo Mertarhizium anisopliae. A partir deste resultado, a resisténcia ao
glifosinato de amébnio pode ser utilizada como marcador de selecdao dos
transformantes em G. citricarpa.

O glifosinato de amonio presente na preparacdo comercial FINALE® é
um analogo de aminoéacido que tem a propriedade de inibir a enzima glutamina
sintase, responsavel pela catalise da reacdo glutamato + NH;" = glutamina.
Sendo inibida, ocorre o acimulo de aménio na célula e deplecéo de glutamina,
fatores que levam a célula a morte. O produto do gene bar, fosfinotricina
acetiltransferase, catalisa a acetilacdo da molécula glifosinato de aménio, que
perde sua capacidade de inibir a enzima glutamina sintase (ARAGAO et al.,
2002). Portanto, meios de cultivo que usam glifosinato de aménio como agente

de selecéo ndo podem conter glutamina.

5.2 TRANSFORMACAO EM E. coli COM O VETOR pPZP201BK E
PURIFICACAO

Verificado que a resisténcia ao glifosinato de aménio € viavel na selecao
dos transformantes flngicos, o vetor pPZP201BK (o qual contém o gene de
resisténcia ao glifosinato de amonio — gene bar) pdde ser transformado em E.
coli para postrior transformacéo na bactéria A. tumefaciens.

A eletroforese em gel de agarose 0,8% é possivel confirmou a presenca
do DNA plasmidial pPZP201BK representado pela banda indicada pela seta
vermelha (FIGURA 4).



32

FIGURA 4 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DO DNA PLASMIDIAL pPZP201BK

M: marcador de peso molecular A/Hindlll

A: DNA plasmidial pPZP201BK

Fonte : O autor

5.3 RESISTENCIA DA CEPA EHA105 DE A. tumefaciens AO ANTIBIOTICO
CEFOTAXIMA

Verificou-se que o crescimento da cepa EHA105 de A. tumefaciens foi
completamente inibido quando exposto a uma concentracdo de 200 pg/mL do
antibiético cefotaxima (FIGURA 5). Esta condicdo foi essencial para a sua
utilizacdo na agrotransformacgéo, pois ao longo do experimento & necessario
que o crescimento do A. tumefaciens seja inibido e, assim, haja somente o

desenvolvimento dos transformantes flingicos.

FIGURA 5 — CEPA EHA105 DE A. tumefaciens EXPOSTA AO ANTIBIOTICO CEFOTAXIMA

200 pg/mL controle
Fonte : O autor
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54 CONDICOES DE CRESCIMENTO DE G. citricarpa PARA
AGROTRANSFORMAGAO

O crescimento das colbnias de G. citricarpa é lento em diferentes meios
de cultura (PUNITHALINGAM, 1982; POSSIEDE, 2004). Além disso, enquanto
para a maioria dos fungos cultivados em laboratério, a obtencdo de uma
solucdo de esporos € tarefa simples e rotineira, para fungos que apresentam
tanto esporos sexuais como assexuais dentro de estruturas de frutificagéo,
como em G. citricarpa, (VAN DER AA, 1973) uma solugcdo concentrada de
esporos viaveis nem sempre é de facil obtencéo. Foi observado por POSSIEDE
(2004) que a viabilidade dos esporos para a maioria das linhagens patogénicas
analisadas é maior ap0s 15 dias de incubagdo e diminui a medida que se
aproxima de 30 dias de incubacéao.

A fim de verificar o comportamento da linhagem 33/05 de G. citricarpa
em meio seletivo, esta foi repicada em placa contendo o meio de interesse
sobre o qual foi disposta uma membrana de celofane. Também foi testado o
seu crescimento em meio seletivo quando utilizada suspensdes de esporos.
Para que os esporos tivessem maior viabilidade, a suspenséao foi obtida a partir
de col6nias com 15 a 20 dias de crescimento. A figura 6A mostra que o fungo
cresceu normalmente apos 15 dias de incubacdo a 28°C. O mesmo resultado
foi observado quando utilizada suspensdes de esporos em diferentes
concentracdes: 10° esporos/mL, 10° esporos/mL, 10" esporos / mL (FIGURA
6B).

FIGURA 6 — CRESCIMENTO MICELIAL DA LINHAGEM 33/05 DE G. citricarpa SOBRE PAPEL
CELOFANE EM MEIO SELETIVO APOS 15 DIAS DE INCUBAGAO A 28°C.

A B. 10° esnoros/mL 10° esnoros/mL 10’ esnoros/mL

Fonte : O autor
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5.5 AGROTRANSFORMACAO DO FUNGO G. citricarpa

Até o momento, ndo ha relatos na literatura de um protocolo de
transformacao genética eficiente para o fungo G. citricarpa.

Em 2004, POSSIEDE utilizou a técnica de producédo de protoplastos
com o objetivo de desenvolver um método de transformacéo para este fungo. A
porcentagem de producéo e regeneracdo de protoplastos obtida, no entanto,
nao foi satisfatoria para que o experimento de transformacdo fosse bem
sucedido.

Realizando a transformacdo de protoplastos por choque térmico,
POSSIEDE (2004) obteve 192 colbnias da linhagem PC13/96 e 341 da
linhagem PCP6 de G. citricarpa em meio de cultura com higromicina para
selecdo dos transformantes. Entretanto, quando estas sofreram dois repiques
consecutivos em meio seletivo, ndo houve crescimento micelial. A mesma
autora ainda realizou a transformacdo de protoplastos por eletroporacdo, no
entanto, os quatro possiveis transformantes obtidos, apdés novo repique em
meio seletivo (com higromicina), também nao apresentaram crescimento.

Para este trabalho, os protocolos de transformacdo para os fungos
Fusarium circinatum (COVERT et al., 2001) e Metarhizium anisopliae (STAATS
et al., 2007) foram utilizados com algumas modificacbes com o objetivo de
desenvolver um sistema eficiente de transformacdo genética para o fungo G.
citricarpa utilizando-se a bactéria A. tumefaciens.

Foram testados véarios parametros da agrotransformacdo o que
possibilitou a obtencdo de 16 colbnias de G. citricarpa transformantes — 5
colonias obtidas das placas com o periodo de co-cultivo de 48 horas (FIGURA
7A) e 11 colbnias obtidas das placas com o periodo de co-cultivo de 72 horas
(FIGURA 7B).

Para a andlise microscopica, foram preparadas laminas de col6nias
escolhidas ao acaso, as quais foram observadas em microscépio de
epifluorescéncia (Ziess Axiophot) e cujas imagens foram capturas utilizando-se
o programa BandView™ Expo 2.0. (FIGURA 8). Na figura 9 é possivel a

visualizacdo de um esporo de G. citricarpa.
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FIGURA 7 — COLONIAS DE Guignardia citricarpa TRANSFORMANTES OBTIDAS DE
PLACAS EM DIFERENTES TEMPOS DE CO-CULTIVO

B . 72 horas

b3

\

B . 72 horas

Fonte : O autor
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FIGURA 8 — FOTOMICROGRAFIA EM MICROSCOPIO DE EPIFLUORESCENCIA DOS
TRANSFORMANTES DE G. citricarpa

Luz branca Fluorescéncia GFP

Controle

48 horas

72 horas
Fonte : O autor

Nota: Analise microscopica (aumento 100x) dos transformantes de G. citricarpa utilizando luz
branca (primeira coluna) e fluorescéncia GFP (segunda coluna). Micélio co-cultivado por
48horas (48horas) ou 72 horas (72horas) na presenca do A. tumefaciens. O controle
negativo (auséncia de fluorescéncia) € mostrado na primeira fileira.
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FIGURA 9 - ESPORO DE G. citricarpa TRANSFORMANTE EM MICROSCOPIA DE
EPIFLUORESCENCIA (AUMENTO 100X)

[

esporos

Fonte : O autor

Posteriormente a visualizacdo e analise microscopica das colbnias
transformantes, estas foram imediatamente repicadas em meio seletivo
acrescido de glifosinato de amdnio. A fim de confirmar se as colonias eram de
fato transformantes foram realizados mais dois repiques consecutivos em meio
seletivo (com glifosinato) por 15 dias a 28°C. Apés estes trés repiques, as
colonias apresentaram crescimento micelial como pode ser observado na figura
10.

FIGURA 10 — CRESCIMENTO MICELIAL DAS COLONIAS TRANSFORMANTES APOS TRES

REPIQUES CONSECUTIVOS EM MEIO SELETIVO (15 DIAS DE INCUBAGAO A
28°C)

Fonte : O autor
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Apesar das col6nias terem se desenvolvido apés repiques consecutivos
em meio seletivo na presenca do glifosinato de amonio, sugerindo-se que estas
sdo de fato colonias transformantes, faz-se necessario ainda analises
moleculares por PCR (Polymerase Chain Reaction) e Southern Blot.

A estabilidade mitética dos transformantes é realizada, pois dependendo
do sitio onde foi inserido o cassete de selecdo, pode haver instabilidade e
"cura”, levando a perda da resisténcia (STAATS et al., 2007). Para tanto, as
colbnias transformantes sdo cultivadas em meio seletivo acrescido do
composto glifosinato de amonio durante trés geragdes. Posteriormente, estas
séo cultivados em meio seletivo na auséncia do marcador de selegao por no
minimo cinco geracdes, e novamente repicadas em meio seletivo na presenca
do composto. As colonias que permanecerem ap0s estes procedimentos
podem ser consideradas mitoticamente estaveis, e é a partir delas que o DNA
sera extraido para as analises moleculares. No momento esta sendo realizada
a etapa na qual as col6nias transformantes séo repicadas em meio néo seletivo
durante cinco geracdes.

Uma das vantagens da ATMT ¢é a variedade de materiais que pode ser
utilizada para iniciar a transformagéo. O uso de protoplastos, esporos, micélio e
tecido de corpos de frutificacdo resultaram em experimentos bem sucedidos
(MICHIELSE et al., 2005). Na maioria dos estudos, esporos e esporos
germinados sao utilizados como material inicial (DE GROOT et al.,, 1998;
COVERT et al.,, 2001; TAKAHARA et al., 2004, TSUJI et al.,, 2003). No
presente trabalho, foi utilizada uma suspensao contendo esporos e fragmentos
de micélio de G. citricarpa a qual foi incubada por 5 minutos a 40°C a fim de
estimular a germinacdo destas estruturas. Sugere-se que tal procedimento
pode ser considerado essencial para a agrotransformacao deste fungo, uma
vez que a germinacdo dos esporos e hifas torna a parede celular mais
suscetivel a entrada do DNA exdgeno.

A eficiéncia da ATMT em fungos depende de varios fatores, incluindo a
densidade e o tipo de célula fungicas, a linhagem de A. tumefaciens utilizada, a
razdo celulas bacterianas / células fungicas, a concentragdo bacteriana inicial

adicionada ao co-cultivo, o tempo e a temperatura de co-cultivo e a
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concentracdo de acetoseringona durante o co-cultivo (CAMBIER et al., 2003;
FANG, PEI & BIDOCHKA, 2004; GOTIO et al., 2004; MICHIELSE et al., 2005).

Na maioria dos estudos referentes a agrotransformacédo de fungos, €
exigida a adicdo do composto fendlico acetoseringona (AS) - o qual induz a
regido dos genes vir - durante o periodo de co-cultivo com o A. tumefaciens
(MICHIELSE et al., 2005). O AS, produzido por plantas que sofreram injuria,
nao é produzido por fungos sendo sua adi¢do, portanto, essencial para que
processos de agrotransformacédo sejam bem sucedidos (DE GROOT et al.,
2001)

A adicdo de AS durante a pré-cultura do A. tumefaciens parece nao ser
absolutamente necessaria para a transformagcédo (MICHIELSE et al., 2005), no
entanto, a omissao do composto na pré-cultura da bactéria levou a uma menor
frequéncia de transformacdo em Beauveria bassiana (REIS et al., 2006),
Fusarium oxysporum (MULLINS et al., 2001) e Magnoporthe grisea (RHO et al.,
2001).

Para este trabalho, a adicdo de AS nas etapas de co-cultivo e pré-
cultura do A. tumefaciens foi essencial para que a transformacéo ocorresse,
pois todas as colonias transformantes de G. citricarpa foram obtidas somente
quando os procedimentos foram realizados na presenca de AS.

Outros fatores importantes que determinam a eficiéncia da ATMT sao
agueles relacionados as condi¢cbes de co-cultivo. Entre estes estdo a sua
duracéo, temperatura e pH do meio de cultura.

Temperaturas entre 22°C e 25°C sdo consideradas Otimas para
experimentos de ATMT de plantas e fungos (MICHIELSE et al., 2005).
Segundo FULLNER & NESTER (1996) a altas temperaturas (maiores que
28°C), a maquinaria de transferéncia do A. tumefaciens ndo funciona
apropriadamente prejudicando a transformacdo. Além disso, foi observado por
TAKAHARA et al. (2004) que o pH durante o co-cultivo que levava as maiores
frequéncias de transformantes em Colletotrichum trifolii, variava de 5,0 a 5,3.

Neste trabalho, experimentos foram realizados variando-se a
temperatura e o pH do meio de cultura para a etapa de co-cultivo. Colonias
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transformantes s6 foram obtidas em temperatura de 25°C e pH 5,0,
corroborando os relatos da literatura.

Trabalhos de transformacdo genética realizados com os fungos B.
bassiana, F. oxysporum, Paecilomyces fumosoroseus, M. anisopliae e M.
grisea mostraram-se bem sucedidos quando o co-cultivo foi de 48 horas (REIS
et al., 2004; MULLINS et al., 2001; LIMA et al., 2005; STAATS, 2007; RHO,
KANG & LEE, 2001). Porém, para o fungo G. citricarpa o co-cultivo com
duracdo de 72 horas foi aproximadamente 50% mais eficiente do que a
transformacao obtida em 48 horas. Desta forma, pode-se sugerir que, como G.
citricarpa possui crescimento lento (PUNITHALINGAM, 1982), seja necessario
um periodo maior de co-cultivo para que ocorra interacdo entre as células
bacterianas e fungicas.

O desenvolvimento de um protocolo de transformacdo genética para o
fungo G. citricarpa representa um importante avanco no estudo da interacao
planta-patégeno. Sugere-se que repeticbes do mesmo experimento sejam
realizadas para que parametros como a frequéncia de transformacéo,
estabilidade mitética e resisténcia dos transformantes possam ser feitas, assim
como a analise molecular dos mesmos. Posteriormente, avangos para estudos
de knockout de genes possivelmente envolvidos em patogenicidade,
agrotransformacédo de G. mangiferae com o gene DsRed, estudos
comparativos dos processos de infeccdo e colonizacdo de G. citricarpa e G.
mangiferae em plantas citricas, bem como estudo da interacdo de ambas

espécies no interior de tecidos citricos poderao ser realizados.
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CONCLUSOES

A cepa EHA105 de A. tumefaciens pode ser utilizada para
transformacao genética do fungo G. citricarpa;

A utilizacdo da resisténcia ao glifosinato de amonio para selecdo dos
transformantes fungicos é viavel na agrotransformacéo de G. citricarpa;
Parametros como a duracédo, temperatura e pH do periodo de co-cultivo
sao importantes na agrotransformacgéo de G. citricarpa;

O composto acetoseringone € essencial no processo de

agrotransformacéo de G. citricarpa.
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