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RESUMO

Fungos endofiticos tém sido isolados em varias espécies vegetais. Dentre os fungos de
isolamento freqliente, destaca-se o género Phyllosticta, que geralmente corresponde a forma
imperfeita do ascomiceto Guignardia. Muitos autores fizeram e vém fazendo pesquisas sobre o
RNA dupla fita (RNAdf) em fungos, e a presen¢a deste RNAdf &€ em muitos casos relacionada com
alteragao fenotipica em seus hospedeiros. Em fungos fitopatogénicos sua presenga é geralmente
associada como causador de hipoviruléncia. Outras mudangas morfolégicas também ligadas a
presenca de RNAdf podem ocorrer com fungos, principalmente alteragbes nas taxas de
crescimento, reprodugao e pigmentagdo. Com o objetivo de caracterizar o RNA dupla fita do fungo
Phyllosticta spinarum, fungo endofitico de Citrus limon, foram utilizadas as linhagens ECPR3,
ECPR5, ECPR6, ECPR8 e ECPR10. Inicialmente foram feitas extracdes de acidos nucléicos totais
das linhagens para confirmar a presenga de RNAdf. Nas linhagens ECPR3, ECPRS5, ECPRS8 e
ECPR10 foram observadas bandas correspondentes a RNAdf e apenas na linhagem PR6 néo foi
encontrado RNAdJf. Para poder avaliar a real influéncia destes elementos neste fungo, técnicas de
cura de RNAdf foram utilizadas. Primeiramente utilizou-se a ciclohexamida, reconhecidamente
eficiente na cura de micoviroses. Todas as linhagens foram submetidas ao crescimento em meio
completo (MC) com ciclohexamida nas concentragdes de 100, 50, 15, 10, 5 e 1ug/mL, a 28 °C,
mas nenhum ponto inoculado se desenvolveu e chegou a formar uma colénia, levando a concluséao
que este fungo é muito sensivel a ciclohexamida. Devido a estes resultados foi utilizada a técnica
de tratamento apenas com a temperatura moderadamente elevada a 37°C, e em todos as
linhagens os pontos inoculados se desenvolveram até formar coldnias, mas a morfologia
observada foi muito diferente das coldnias que crescem a 28°C que é a melhor temperatura para o
crescimento deste fungo. Apds duas geragdes nesta temperatura, as linhagens voltaram a ser
cultivadas a 28°C e observou-se grande instabilidade nas colbnias, que passaram a produzir
muitos setores. Alguns destes setores foram isolados e tiveram seus acidos nucléicos extraidos.
Nao foi possivel confirmar a cura por este método, porém na caracterizagdo dos &cidos nucléicos
totais foi verificado um padréao diferente de bandas do RNAdf. Novas extragbes seréo necessarias
para confirmar se houve ou n&o cura. Com o objetivo de avaliar possiveis diferengas no padréo de
germinagdo e produgdo de apressorio, bem como a melanizagdo deste, duas linhagens foram
investigadas. Foram utilizadas as linhagens PR3 e PR6, respectivamente com e sem RNAdf. Na
germinagéo em geral ndo foram observadas diferengas significativas, porém a linhagem PR6, sem
RNAdf, produziu apressoérios sem melanina. Outras andlises serdo necessarias para demonstrar
que a presenga do virus esta associada positivamente com a produgéo de melanina neste fungo.

Palavras-chave: Fungo endofitico, Phyllosticta spinarum, RNA dupla fita.
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1 INTRODUGAO

A relagao entre fungos e plantas é conhecida ha muito tempo. Inicialmente,
fungos que causam doengas em plantas foram identificados, os fungos
fitopatogénicos. Posteriormente, fungos que habitam tecidos vegetais de uma
forma assintomatica também foram identificados, sdo os fungos endofiticos, que
se diferenciam dos fitopatogénicos, pois aparentemente ndo causam nenhum
dano ao hospedeiro, mesmo se localizando no interior de tecidos vegetais por todo
seu ciclo de vida ou parte dele. Considera-se que entre estes fungos e seus
hospedeiros existe uma relagdo mutualistica ou simbiética neutra. Os fungos
endofiticos podem ser identificados por exame microscépico do tecido vegetal,
pois sao geralmente intercelulares, ou podem ser isolados em meios de cultura.

Varios fungos ja foram identificados como endofiticos em cerca de trés
décadas de pesquisas nesta area, incluindo numerosas espécies de ascomicetos
e deuteromicetos, alguns basidiomicetos e também poucos representantes dos
oomicetos. Alguns destes fungos sao, aparentemente, bem adaptados ao modo
de vida endofitico e podem ser rotineiramente isolados de varios hospedeiros
diferentes. Outros séo isolados apenas ocasionalmente e a sua ocorréncia como
endéfitos parece ser secundaria com relagédo a uma outra forma de existéncia,
como o caso de alguns fungos sapréfitas.

Dentre os fungos de isolamento freqiente, destaca-se o género
Phyllosticta, que geralmente corresponde a forma imperfeita do ascomiceto
Guignardia. A separagao de espécies em Phyllosticta é baseada principalmente no
hospedeiro do qual foi isolado e, em menor grau, em caracteristicas morfologicas
dos picnidios, conidios e micélio. Na taxonomia deste fungo, a importancia da
especificidade com o hospedeiro tem sido superestimada, pois, somente uma
pequena fragdo de fitopatogénicos é realmente especifica a um hospedeiro.
Assim, existe uma dificuldade muito grande em se classificar isolados deste
género. Fungos do género Guignardia vém sendo associados a varias doengas
vegetais, inclusive a Mancha Preta de Citros (MPC). Linhagens deste género

também vém sendo isoladas do interior de tecidos de varias espécies de citros



sem a MPC, ou seja, em plantas assintomaticas, sendo entdo denominadas de
endofiticas. Atualmente, com base principaimente em dados obtidos com o uso de
marcadores moleculares (RAPD e seqiéncias ITS), tem se demonstrado que
estas linhagens pertencem a diferentes espécies deste género. Por outro lado,
varias outras espécies de fungos endofiticos ja foram relacionadas
taxonomicamente a patégenos virulentos do mesmo hospedeiro. O isolamento de
fungos endofiticos pertencentes a espécies historicamente patogénicas tem
levado ao uso do termo “endofitismo” como sinénimo de laténcia, presumindo que
alteragbes nas condigées microambientais levariam ao surgimento de sintomas,
sugerindo assim transigées entre os estados endofitico e patogénico. Este pode
ser o caso em alguns sistemas planta-microrganismos, mas com certeza nao
constitui uma regra.

Trabalhos recentes (KAVA-CORDEIRO, 2004; STRINGARI, 2004) com os
géneros Guignardia e Phyllosticta tém demonstrado que estes fungos nao sao
parasitas ocasionais, e sim aparecem como endofiticos quando estido em
hospedeiro nao suscetivel, geralmente pertencente a outra espécie vegetal.

Muitos autores fizeram e vém fazendo pesquisas sobre o RNAdf em fungos,
e a presenca deste RNAdf é em muitos casos relacionada com alteragao
fenotipica em seus hospedeiros. Geralmente sua presenga é associada como
causador de hipoviruléncia em fungos fitopatogénicos, em que o fungo diminui seu
poder de viruléncia. Outras mudang¢as morfolégicas também ligadas a presenga de
RNAdf podem ocorrer com fungos, principalmente alteragbes nas taxas de
crescimento, reproducao e pigmentagcao. Em alguns casos, apés a cura do RNAdf,
sdo comparados os fenétipos com e sem o RNAdf de uma mesma linhagem, e

assim, é compreendida a real influéncia destas micoviroses.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FUNGOS ENDOFITICOS E FUNGOS FITOPATOGENICOS

Microrganismos capazes de colonizar tecidos internos de um vegetal foram
denominados de endofiticos pela pri4meira vez por De Bary em 1866 (STONE,
1988). CARROLL (1988) restringiu o uso do termo endofitico para organismos que
causam colonizagbes assintomaticas, excluindo deste conceito fungos
patogénicos e fungos mutualisticos tais como os fungos micorrizicos. PETRINI
(1991) propds que a definicdo de Carroll fosse expandida para incluir todos os
organismos que fossem capazes de colonizar os tecidos internos dos vegetais,
sem causar um dano aparente.

A presenga dos endofiticos pode ser demonstrada tanto por exame
microscépico do tecido vegetal como também por isolamento em meios de cultivo.
Para o isolamento € necessario que o tecido tenha sua superficie esterilizada e
entdo fragmentos deste tecido sdo colocados em meio de cultura e incubados
(MOORE-LANDECKER, 1996). REISSINGER, VILICH e SIKORA (2001) testaram
algumas técnicas de esterilizagdo de superficie com plantas axénicas, livres de
microrganismos, que tinham sido propositadamente infectadas com duas espécies
de Chaetomium. Os autores concluiram que algumas técnicas de esterilizacao de
superficie podem prejudicar a detecgao de fungos endofiticos que estao dentro da
epiderme da planta.

PETRINI (1986) encontrou fungos endofiticos em todas as espécies
vegetais estudadas e concluiu que todas as plantas vivas podem, potencialmente,
ser hospedeiras destes fungos.

Embora as interagbes entre vegetais e endofiticos na maioria dos casos
ainda seja uma incognita, em alguns casos foram encontradas interagbes que
levam a um melhor desempenho das plantas (CLAY, 1987). LATCH e
CHRISTENSEN (1985) relataram um maior nimero de ramificagbes do caule e um
aumento da area foliar em gramineas, infectadas artificialmente com endofiticos.

Também ja foram observados casos de plantas com maior tolerancia ao ataque de



insetos (CARROLL; CARROLL, 1978; CLAY, 1987, CLEMENTE et al., 1990;
CARROLL 1988), resisténcia a doengas e parasitas (WHITE Jr.; COLE, 1985;
WHITE Jr.; COLE, 1986; CLARK; MILLER; WHITNEY, 1989; CALHOUN et al.,
1992), resisténcia a nematodos (WILSON; CLEMENTE; KAISER, 1991) e
antiherbivoria pela produgao de toxinas (WHITE JR.; COLE, 1985).

Recentemente, RUDGERS, KOSLOW e CLAY (2004) comprovaram que
mesmo fungos endofiticos que aparentemente mantinham uma relagao simbidtica
neutra com seus hospedeiros, na verdade contribuiam signiﬁcativamente com a
dindmica populacional do seu ecossistema.

Alguns trabalhos de melhoramento em fungos endofiticos ja foram descritos
ou pelo menos tiveram seu potencial considerado. MURRAY, LATCH e SCOTT
(1992) transformaram o fungo endofitico Acremonium, isolado de Lolium perenne,
e apbs reintrodugcdo do fungo na planta, verificaram a expressdao do gene de
interesse. Alguns autores também relataram o potencial que fungos endofiticos
apresentam para incompatibilizar o desenvolvimento de patégenos (WHITE JR;
COLE, 1985; CLARK; MILLER; WHITNEY, 1989; CALHOUN et al.,, 1992,
ARNOLD et al., 2003).

Outros autores também sugerem a utilizagcdo de endofiticos como
micoherbicidas no controle de ervas daninhas (CERKAUSKAS, 1988; CLAY,
1989).

A possibilidade de exploragao de fungos endofiticos como produtores de
metabdlitos para diversos fins foi aventada por alguns pesquisadores e
comprovada em certos casos. FISHER, ANSON e PETRINI (1984) detectaram
atividade antibidtica em 10 dos 24 isolados de fungos endofiticos obtidos de cinco
espécies de Ericaceae. Os fungos produziram os metabdlitos quando cultivados
em culturas liquidas em agitacdo. Entre os 10 isolados, cinco apresentaram
atividades antifingicas e antibacterianas ao mesmo tempo. FISHER, ANSON e
PETRINI (1986) ensaiaram 25 isolados dos hospedeiros Ulex europeus e U. gallii
e encontraram atividade antibiética em quatro destes isolados. Os isolados de
Coniothyrium spp apresentaram atividade antibiética contra uma ampla faixa de

bactérias.



Um exemplo de aplicagao biotecnolégica de um fungo endofitico € o que
ocorre com o Taxomyces andreanae. Este fungo é isolado de Taxus brevifolia,
arvore de crescimento lento e de grande importancia para a produgao de taxol, um
promissor agente no tratamento de tumores de mama e ovario. Com uma
produtividade bastante baixa pela planta, a descoberta da produgédo de taxol
também pelo fungo abriu novas perspectivas de obtencao desta droga, para uso
em tratamentos de tumores (STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993).

Aléem de fungos, bactérias também sdo encontradas com frequéncia
colonizando tecidos vegetais sadios. GILLIS et al. (1989) demonstraram a
ocorréncia de bactérias endofiticas em cana-de-agucar, e que estas, por serem
fixadoras de nitrogénio, trazem beneficios para a planta. FAHEY (1988)
apresentou o primeiro relato de aproveitamento de um organismo endofitico
geneticamente modificado com a bactéria Clavibacter xyli subsp. cynodontis,
isolada do xilema de uma planta nao cultivada. Esta bactéria foi transformada com
0 gene da endotoxina delta de Bacillus thuringiensis e introduzida em plantas de
milho, para o controle da broca do colmo. ARAUJO et al. (2001) descreveram
varias espécies de bactérias e fungos endofiticos isolados de citros relacionando a
freqliéncia destes isolados e, por meio de dados obtidos in vitro, apresentaram
modos de interagcédo destas bactérias com o fungo Guignardia citricarpa.

A utilizagao de plantas transgénicas tem gerado debates no mundo inteiro a
respeito dos riscos destas para o meio ambiente e também para o ser humano.
Porém, até recentemente, parecia ndao haver nenhuma preocupagao com O0s
microrganismos presentes nestas plantas. AZEVEDO e ARAUJO (2003) em
extensa revisao sobre o tema demonstram que parece ocorrer pouca ou henhuma
conseqiiéncia para os microrganismos endofiticos o fato de estarem presentes em
uma planta transgénica. Neste mesmo trabalho, os autores apresentam dados que
mostram pequenas alteragbes na populacdo de endofitos de Citrus sinensis
previamente inoculado com uma bactéria geneticamente modificada.

Os modelos de interagado fungo endofitico e planta certamente ainda nao
sao totalmente conhecidos, mas varios fatores envolvidos na colonizagdo da

planta devem ser comuns com linhagens fitopatogénicas. O sucesso da



penetracdo na planta hospedeira pela maioria dos fungos, patogénicos ou nao,
depende da diferenciagdo do micélio em estruturas especializadas, denominadas
de apressérios (KUBO et al., 1996). Algumas espécies de Colletotrichum,
Magnaporthe e Phyllosticta produzem apressoério complexo e fortemente
pigmentado com melanina (SHAW; KUO; HOCH, 1998). Este pigmento media a
formacdo de uma pressdo hidrostatica essencial para a agcdo mecanica do
apressorio (HOWARD; FERRARI, 1989; BOURETT; HOWARD, 1990). O
tratamento de conidios com inibidores de sintese de melanina como Triciclazol e
Piroquilon, resulta na produgao de apressérios nao pigmentados e nao funcionais,
acarretando a incapacidade do fungo penetrar na planta (WOLOSHUK; SISLER,
1982; BELL; WHEELER, 1986; DEAN, 1997).

Diferentes estratégias estdao sendo utilizadas para identificar a rota de
infeccao de fungos fitopatogénicos. MAOR et al. (1998) desenvolveram um
protocolo de transformacao para o fungo Cochliobolus heterostrophus, patogénico
de milho, utilizando como marcador o gene GFP (“Green Fluorescent Protein”). Os
autores utilizaram uma linhagem de C. heterostrophus transformada para infectar
uma planta sadia e acompanhar o desenvolvimento da infecgao. SOLOMON, TAN
e OLIVER (2003) em recente revisdo sobre o tema, ressaltaram que o sucesso
nas etapas de infeccao e colonizagao por fungos fitopatogénicos depende das
habilidades do fungo em utilizar as fontes de nutrientes disponiveis na planta,
penetrar nesta planta e também evitar os mecanismos de defesa da planta.

Varios pesquisadores tém se dedicado ao estudo de correlagbes entre
variagbes na patogenicidade, marcadores moleculares e compatibilidade
vegetativa de isolados de espécies fungicas. WRIGHT et al. (1996) encontraram
uma alta correlagdo entre agrupamentos obtidos com dados de patogenicidade,
compatibilidade vegetativa e marcadores RAPD em Fusarium oxysporum. Até
entdo, a classificacao de F. oxysporum em formae speciales e ragas era feita de
acordo com o hospedeiro e o cultivar, respectivamente. Este modelo de
classificagcao ainda é adotado para a maioria dos fungos fitopatogénicos.

BLANCO (1999) identificou um marcador molecular do tipo RAPD exclusivo

de linhagens patogénicas de citros do fungo Guignardia citricarpa. A banda foi



recuperada do gel, clonada e seqlienciada. Esta seqiiéncia aparentemente nao é
codificadora e, a partir dela, foi desenhado um ‘par de oligonucleotideos iniciadores
para amplificar esta seqiiéncia por PCR. Desta forma, linhagens de Guignardia
citricarpa podem ser identificadas e também com a utilizagdo destes
oligonucleotideos iniciadores, existe a possibilidade de um diagnéstico rapido de
plantas infectadas com linhagens patogénicas deste fungo, mesmo antes do
aparecimento das lesbes que caracterizam a doenga. Outra consideragao
importante da autora a respeito da diferenciacédo de linhagens endofiticas (nao
patogénicas) e linhagens patogénicas de Guignardia spp € baseada em
agrupamentos obtidos a partir de dados gerados por RAPD. O fato de linhagens
endofiticas isoladas de citros agruparem juntamente com linhagens patogénicas
de goiabeira (G. psidii) levou a sugestdao de que estes endofiticos ndo sao
patégenos latentes do hospedeiro de onde foram isolados e sim patégenos de
outras espécies vegetais, incapazes de causar doencas no hospedeiro de onde
foram isolados.

2.2 O GENERO Guignardia (Viala e Ravaz) E SEU ANAMORFO, Phyllosticta
(Pers. ex Desm).

O género Guignardia, descrito em 1892 por Viala e Ravaz, compreende as
formas teleomoérfas de espécies de Phyllosticta e de alguns outros géneros
relacionados de fungos imperfeitos geralmente saproéfitas ou semiparasitas de
folhas (SIVANESAN, 1984).

Diversos autores isolaram espécies de Phyllosticta de plantas
aparentemente sadias, descrevendo-as como endofiticas (CARROLL; CARROLL,
1978; PETRINI, 1986; LEUCHTMANN et al., 1992; GLIENKE, 1995; PENNA,
2000). No entanto existe um grande numero de relatos citando este género como
fitopatogénico de diversas culturas com grande importancia econémica como arroz
(SUGHA; SINGH; SHARMA, 1986), cana-de-agucar (PONS, 1990), tabaco
(PATEL; PATEL; TILVA, 1988) e eucalipto (CROUS et al., 1993) e tambem



frutiferas como abacate e tomate (BAKER, 1938), manga e mamao (McMILLAN
JR., 1986), uva (IBRAHIM; BAYCA, 1989), e principalmente em citros (McONIE,
1964a, 1964b; HERBERT; GRECH, 1985; JOHNSTON; FULLERTON, 1988).

A separacao de espécies em Phyllosticta é baseada principalmente no
hospedeiro de onde é isolado e, menor importancia é dada a caracteristicas como
sintomatologia e estruturas morfoloégicas (picnidio, conidio e micélio) (VAN DER
AA, 1973). Com o avango das técnicas de biologia molecular, vem sendo possivel
tracar um perfii mais preciso na caracterizagdo destas espécies e varias
classificagdes estao sendo revistas.

OKANE, NAKAGIRI e ITO (2001) isolaram fungos do género Guignardia
(anamorfo: Phyillosticta) de folhas sadias de plantas da familia Ericaceae.
Morfologicamente, o anamorfo Phyllosticta, apresentou-se muito semelhante a
espécie P. capitalensis P. Henn., conhecido como patogénico de orquideas.
Dados de seqlienciamento de regides ITS1 e ITS2 (“internal trancribed spacer
regions of ribosomal DNA”), incluindo 5,8S rDNA, demostraram a identidade dos
isolados com P. capitalensis. Com estes resultados, os autores descreveram o
endofitico ascomiceto como a nova espécie Guignardia endophyllicola cujo
anamorfo correspondente € Phyllosticta capitalensis. Previamente descrito apenas
como patogeno de orquideas, este fungo foi comprovadamente identificado como
endofitico de plantas da familia Ericaceae. Também PANDEY, REDDY e
SURYANARAYANAN (2003) caracterizaram linhagens de Phyllosticta isoladas de
folhas de arvores tropicais por meio de analise de ITS-RFLP e sequenciamento de
regides ITS e identificaram estes isolados como P. capitalensis. Desta forma,
comprovam que este fungo, apesar de inicialmente descrito como patégeno de
orquideas, pode ser encontrado como endofitico de varias espécies vegetais.

Em recente trabalho, BAAYEN et al. (2002) compararam dezenas de
linhagens patogénicas e endofiticas de Guignardia spp, Phyllosticta spp e G.
citricarpa isoladas de diferentes espécies vegetais de diversas regides da Asia,
Africa, Australia e América. Foram utilizados dados morfologicos e também
moleculares (seqliéncias ITS e AFLP). Os dados morfolégicos obtidos estdo de
acordo com os descritos por McONIE (1964a) onde linhagens patogénicas



apresentam crescimento lento em comparagao com linhagens endofiticas, que
apresentam crescimento mais rapido e facil produgdo de peritécio e ascoésporos
em meio de cultura. Com os dados moleculares foi possivel agrupar os isolados
estudados em quatro grupos. Os grupos | e Il foram os mais numerosos, sendo
que no grupo | ficaram os isolados (38 no total) de lesao de citros (mancha preta),
com crescimento mais lento e que foram entao, identificados como G. citribarpa.
No grupo Il (43 isolados), os dados moleculares apontaram para uma grande
identidade destes isolados com o fungo G. mangiferae, sendo que estes isolados
eram provenientes de citros e também de outras plantas assintomaticas ou com
sintomas bem discretos (pequenas manchas). Com base nestes dados, estes
isolados foram classificados como Guignardia mangiferae. Os grupos lll e IV
apresentaram apenas um isolado cada e os dados moleculares apontaram para as
espécies Phyllosticta telopeae e P. spinarum, respectivamente. Estes resultados
tém uma grande importancia econdémica, pois a Uniao Européia apresenta leis
fitossanitarias especificas para fungos fitopatogénicos de citros. A classificagado de
linhagens endofiticas mesmo que isoladas de citros como pertencentes a uma
espécie nao patogénica a citros, € uma informacao bastante relevante para
exportacbes de citros, ja que estes fungos nao seriam enquadrados como
fitopatogénicos de citros.

Dados moleculares tém fornecido informagbes para que varios autores
revisem e ajustem a classificacdo de espécies de Guignardia e Phyllosticta.
Porém, estes dados também vem sendo utilizados para demonstrar o grande grau
de variabilidade genética intraespecifica. BLANCO (1999) e CHRISTO (2002),
utilizando dados de RAPD observaram esta variabilidade entre linhagens isoladas
de lesdao de Mancha Preta de Citros (MPC), ou seja, linhagens de Guignardia
citricarpa. Esta variabilidade também foi relatada para linhagens isoladas em
plantas assintomaticas, atualmente descritas como Guignardia mangiferae
(GLIENKE-BLANCO et al., 2002; CHRISTO, 2002).

Em recente trabalho, RODRIGUES et al. (2004) caracterizaram linhagens
de Guignardia mangiferae por meio de dados morfolégicos, ISSR-PCR (“Inter

Single Sequence Repeat Anchored Polymerase Chain Reaction”) e sequéncias
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ITS1-5,8S-ITS2 e tragam um comparativo destes dados com o local de isolamento
como também com o hospedeiro de onde as 18 linhagens estudadas foram
isoladas. Estes autores ndo puderam associar a variabilidade encontrada,
principalmente com dados morfolégicos e de ISSR-PCR, com hospedeiros e
localizagado geografica. Algumas linhagens de Guignardia e Phyllosticta isoladas
de hospedeiros ndo relacionados eram mais semelhantes que outras linhagens
isoladas de hospedeiros extremamente relacionados. Estes resultados reforcam a
necessidade da utilizagdo de outros dados, além do hospedeiro, para definir a

nomenclatura destes fungos.

2.3 RNA DUPLA FITA EM FUNGOS

RNAs dupla fita (RNAdf) sdo comumente encontrados em fungos e podem
estar associados a particulas virais (BUCK, 1986). A maioria desses micovirus
existe como simples particula contendo um unico RNAdf em um capsidio protéico
composto por polipeptideos (CASTRO et al., 1999). Outros RNAdf ndo sao
encapsulados e parecem estar associados a membrana do fungo hospedeiro
(MARTINS et al., 1999).

A organizacdo desses elementos é complexa. Existem diferengas
significativas em tamanho e forma de apresentagdo do genoma (integro ou
fragmentado), o que torna necessario varios grupos para acomoda-los (NUSS;
KOLTIN, 1990).

Em recente revisdao, MERTENS (2004) relatou cinco familias de virus de
RNAdf que vem sendo identificadas infectando fungos. Sao elas:

- Hypoviridae: genoma de um segmento, com vesiculas de 50 a 80 nm que nao
possuem capsidio protéico;

- Totiviridae: genoma de um segmento e com capsidio icosaédrico de 30 a 40 nm
de diametro;

- Chrysoviridae: genoma com quatro segmentos, com capsidio protéico
icosaédrico de 30 a 40 nm de didametro;

(estas trés familias sao exclusivas de fungos)
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- Partitiviridae: genoma com dois segmentos, com capsidio protéico icosaédrico
com 30 a 40 nm de diametro (hospedeiros de virus desta familia podem ser
fungos e plantas);

- Reoviridae: genoma com 10, 11 ou 12 segmentos, empacotados em capsidios
protéicos icosaédricos de 70 a 90 nm de didmetro. Esta é a familia mais numerosa
de virus de RNAdf, sendo que os hospedeiros destes virus podem pertencer a
diferentes taxons, como: fungos, plantas, artropodos, peixes, répteis, passaros e
mamiferos. Recentemente foi descrito 0 que deve ser o primeiro caso de um virus
desta familia infectando um fungo. OSAKI et al. (2002) relataram a existéncia de
um virus com 12 bandas, encontrado em uma linhagem hipovirulenta do fungo
fitopatogénico Rosellinia necatrix.

Os micovirus sao regularmente transmitidos através do contato
citoplasmatico pela fusdo de hifas. Particulas virais também podem ser
transmitidas para os esporos durante o desenvolvimento do fungo, mas,
aparentemente nao podem infectar através da parede celular intacta (TIAGO,
2001). Segundo BUCK (1986), os micovirus nao tém habilidade de lisar as células
do hospedeiro, sendo que o uUnico mecanismo natural de transmissao € o
citoplasmatico, refletindo em uma gama limitada de hospedeiros, ja que fungos
filamentosos possuem um sistema de auto-reconhecimento geneticamente
regulado que impede a fusdo de hifas entre linhagens incompativeis. Este sistema
de incompatibilidade vegetativa, de acordo com McCABE, PFEIFFER e VAN
ALFEN (1999), limita a transmissdo dos micovirus através da reprodugao sexual
em populagdes fungicas.

A identificacdo destas bandas extras, correspondentes a RNA dupla fita, €
relativamente simples. Deve ser utilizado um protocolo de extragdo de acidos
nucléicos e posterior visualizagdo destes acidos nucléicos em gel de agarose. A
confirmagdo da natureza das bandas extras, quando encontradas, geralmente &
feita com tratamentos com DNAse e RNAse. Alguns fungos como o Uncinula
necator, fitopatogénico e biotréfico obrigatério, exigem adaptagées no protocolo
convencional conforme descrito por DELYE e CORIO-COSTET (1998).
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Pesquisas indicam que essas particulas virais estdo presentes em,
aproximadamente, 30% de todas as espécies de fungos (BUCK, 1986). A Tabela 1
mostra de forma resumida exemplos de fungos fitopatogénicos nos quais foram
encontrados RNAdf.

A presenca de RNA dupla fita foi detectada por VARGA, KEVEI e
VAGVOLGYI (1994) em 7% dos isolados da natureza e em 25,49% (13 em 51)
dos isolados da colecao nigri do género Aspergillus. Também VARGA et al.
(1998), detectaram 5,6% de linhagens infectadas em um total de 178 isolados do
mesmo género.

Em todos os casos, um polimorfismo natural de RNAdf em fungos tem sido
verificado. Em geral, 1 a 8 bandas tem sido detectadas com peso molecular
variando de 0,5 a 15kb. GILLINGS, TESORIERO e GUNN (1993) apontam para a
importancia desse polimorfismo como um conveniente marcador para distinguir
entre isolados dentro de uma espécie.

Em extenso estudo com o fungo fitopatogénico Discula destructiva, RONG
et al. (2001) relataram a existéncia de RNAdf em quase 80% das 108 linhagens
investigadas deste fungo. Estas linhagens foram isoladas de locais bastante
distantes geograficamente e as diferengas encontradas nos padrées de bandas
sugerem que a diversidade genética do RNAdf de D. destructiva é gerada
rapidamente e que este fungo pode ser infectado simultaneamente por multiplas

viroses.
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TABELA 1 — FUNGOS FITOPATOGENICOS COM RNAdf

FUNGO

N°. DE ISOLADOS
COM RNAdf (%)

REFERENCIA

Botrytis cinerea

Chalara elegans
Cochliobolus victoriae
Colletotrichum gloeosporioides
Cryphonectria parasitica
Diaporthe ambigua

Endothia (=Cryphonectria)
parasitica ’
Epichloe festucae
Flammulina velutipes
Fusarium graminearum
Fusarium poae

Fusarium solani
Gaeumannomyces graminis
Leucostoma sp (L. persoonii e
L. cincta)

Monosporascus cannonballus
Nectria radicicola
Ophiostoma (=Ceratocystis)
Ulmi

Phaffia rhodozyma

Phytophthora infestans

Pyricularia oryzae
Pythium irregulare

Rhizoctonia solani AG
(anastomosis group) 3
Rhizopus sp
Sclerotinia minor
Sclerotinia sclerotiorum

Sphaeropsis sapinea

143 em 200 (71,5%)
3 (100%)

N&o citado

14 (100%)

7 em 13 (53,85%)

1 em 2 (50,00%)

13 em 28 (46,43%)

1 em 4 (25,00%)

1 (100%)

13 em 286 (4,54%)
N&o citado

1 (100%)

Né&o citado

2. em 24 (8,33%)

60,00%
24 em 81 (29,63%)

5 em 8 (62,50%)

Né&o citado

83,30% - México
20,00% - Holanda
2,90% - Peru

20 em 29 (68,96%)

33 em 39 (84,61%)

100%

5 em 27 (18,52%)
11 em 30 (36,67%)
1 em 5 (20,00%)

4 em 31 (12,90%)

HOWITT et al., 1995

PUNJA, 1994

GHABRIAL, 1994

DALE; MANNERS; IRWIN, 1988
CELIKER; ONOGUR, 1998
PREISIG et al., 2000

DAY et al., 1977

ZABALGOGEAZCOA et al.,, 1998
MAGAE; HAYASHI, 1999

CHU et al., 2002

COMPEL et al., 1999

NOGAWA et al., 1996

NUSS; KOLTIN, 1990

HAMMAR; FULBRIGHT; ADAMS,
1989

BATTEN et al., 2000

AHN; LEE, 2001

ROGERS; BUCK; BRASIER, 1986

PFEIFFER et al., 2001

NEWHOUSE et al., 1992

HUNST; LATERELL; ROSSI, 1986
GILLINGS; TESORIERO; GUNN,
1993

ROBINSON; DEACON, 2002

PAPP et al., 2001
MELZER; BOLAND, 1996
BOLAND, 1992
STEENKAMP et al., 1998

FONTE: RIBEIRO, 2002
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Geralmente RNAs dupla fita sdo latentes ou cripticos mas, em alguns
casos, fenétipos particulares sdo observados em fungos que contém esses
micovirus (CASTRO et al., 1999). A presenca de certos elementos de RNAdf esta
fortemente correlacionada com alteragées na patogenicidade, principalmente
hipoviruléncia (BOLAND, 1992). Todavia, infecgdes por RNAdf podem, também,
alterar a morfologia da colénia e reduzir a taxa de crescimento e esporulagao de
seus hospedeiros (ELLISTON, 1982).

DAY et al. (1977) verificaram que entre as 13 linhagens com RNAdf do
fungo fitopatogénico, Endothia parasitica, 9 eram tado patogénicas quanto as
linhagens que nao possuiam RNAdf, mas as outras exibiram varias anormalidades
morfolégicas e mostraram-se menos patogénicas. Também em Endothia
parasitica, segundo ELLISTON (1982) a presenga de certos RNAs dupla fita
resultaram em reducao da viruléncia.

BOLAND (1992) também cita uma possivel associagdo entre RNAdf e
hipoviruléncia no fungo Sclerotinia sclerotiorum, ja que isolados virulentos nao
apresentaram esses elementos e a transmissao de RNAdf ocorreu associada com
o fenétipo de hipoviruléncia para as linhagens virulentas. Em outro estudo com S.
sclerotiorum, ZHOU e BOLAND (1999) verificaram que linhagens hipovirulentas
(com RNAdf) produziam menor quantidade de massa micelial do que linhagens
virulentas (livres de RNAdf) em meio de batata liquido (PDB). Também as
linhagens hipovirulentas apresentaram uma menor produgdao e/ou um atraso na
produ¢ao de acido oxalico em comparagdo com linhagens virulentas,
especialmente durante os primeiros dias de cultura (3 a 7 dias). Ja para a espécie
Sclerotinia minor, MELZER e BOLAND (1996) verificaram que a presenga de
RNAdf ndo necessariamente induz a hipoviruléncia, uma vez que alguns isolados
virulentos também apresentaram esses elementos. Entretanto, todos os isolados
hipovirulentos continham RNAdf.

Comparando linhagens de Chalara elegans que continham RNAdf quanto
ao crescimento, patogenicidade e sobrevivéncia no solo, PUNJA (1994) verificou
que a presenca de multiplos elementos de RNAdf no fungo estava associada com

um aumento na esporulagdo, alteracdo da morfologia da colénia e redugao no
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crescimento e na patogenicidade. Resultados semelhantes foram obtidos por
HOWITT et al. (1995) em Botrytis cinerea. Estes autores compararam varias
linhagens contendo RNAdf com linhagens livres destes elementos e encontraram
uma diferenga na taxa de crescimento e viruléncia, sendo menores para o grupo
contendo RNAdf. CASTRO et al. (1999) observaram neste mesmo fungo que
células infectadas com virus apresentaram um importante grau de degeneracgao
celular em seu citoplasma, inclusive com o desaparecimento de organelas.

A maioria dos isolados do fungo fitopatogénico Monosporascus
cannonballus que continha RNAdf, ap6s repetidas transferéncias em meio de
cultura em laboratério, desenvolveu fenétipos degenerativos e mostrou redugao na
viruléncia (BATTEN et al., 2000).

CHU et al. (2002) observaram a presenca de RNAdf em linhagens de
Fusarium graminearum e entao analisaram com mais detalhes uma destas
linhagens, verificando mudangas morfolégicas como redugado do crescimento,
aumento da pigmentacao, redugcado da viruléncia para trigo e decréscimo na
producao de toxinas. Além disso, o RNAdf foi transmitido para uma linhagem livre
deste elemento por fusdo de hifas e a linhagem receptora adquiriu o virus
associado ao fenétipo da linhagem doadora.

Através da fusado de protoplastos, PFEIFFER et al. (2001) transferiram
RNAdf para uma linhagem de Phaffia rhodozyma nao portadora, e os efeitos
desses elementos no valor adaptativo do hospedeiro foram testados por seguidas
reprodugcdes sexuais e assexuais. Os resultados ndo mostraram efeito na taxa de
crescimento durante a fase lag e log da reproducdo vegetativa, mas o numero
maximo de células na fase estacionaria foi significativamente diferente. No
entanto, na reprodugao sexual, os resultados foram inconclusivos.

Ja em Sphaeropsis sapinea, STEENKAMP et al. (1998) identificaram quatro
linhagens contendo RNAdf das quais duas apresentaram um crescimento mais
lento e outras duas um crescimento mais regular. Estas linhagens foram testadas
quanto a viruléncia, e esta apresentou-se menor nas duas linhagens com
crescimento mais lento. Desta forma, a redugdo da viruléncia em S. sapinea

apresentou-se positivamente correlacionada com crescimento mais lento in vitro,
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sugerindo que a presenga de RNAdf pode nao estar relacionada a estas
caracteristicas. ,

ZABALGOGEAZCOA et al. (1998), analisando Epichloe festucae, nao
observaram diferengas com relagao a viruléncia entre linhagens infectadas e nao
infectadas por RNA dupla fita. PAPP et al. (2001) analisando isolados do género
Rhizopus nao observaram diferenga fenotipica entre isolados com e sem RNAdf.
Apds fracionamento dos componentes celulares, estes autores relataram a
identificacao das bandas de RNAdf no extrato de mitocéndrias, exclusivamente.
Porém, estes autores indicam a necessidade de uma investigacdo mais precisa
para concluir sobre a localizagao intracelular destas particulas virais.

Satélites de certos RNA dupla fita sdo responsaveis pelo “sistema matador”,
que fazem com que seu hospedeiro, como ocorre em Saccharomyces cerevisiae
(WICKNER, 1992) e Ustilago maydis (SHELBOURN; DAY; BUCK, 1988),
secretem toxinas. As linhagens matadoras contém segmentos de RNA dupla fita
encapsulados que sao responsaveis por informagoes requeridas para replicagao e
para a estrutura viral, e também por codificar polipeptideos toéxicos e
provavelmente por um papel na imunidade do fungo para a toxina que ele produz.

Em fungos entomopatogénicos, LEAL et al. (1994) realizaram bioensaios
utilizando o fungo Metarhizium anisopliae contra o afidio Myzus persicae e nao
detectaram diferengas de viruléncia entre a linhagem com RNAdf e a linhagem
isogénica (sem o RNAdf), ao contrario do que é descrito para a maioria dos
fitopatogenos. Também TIAGO (2001) analisou a correlagdo entre a presenca de
RNA dupla fita e produgdo de proteases degradadoras de cuticula, secreg¢éo de
proteina total e produgdo de conidios em linhagens isogénicas de Metarhizium
anisopliae variedade acridum (=Metarhizium flavoviride) e Paecilomyces
fumosoroseus. Neste trabalho, ndo foi encontrada correlagao entre os parametros
analisados com a presenga ou auséncia de RNA dupla fita, sugerindo que a
infecgdo deve ser latente nesses fungos. Em bioensaio com o inseto Euchistus
heros, linhagens com e sem RNA dupla fita de M. anisopliae apresentaram
desempenho semelhante na mortalidade deste inseto (RIBEIRO, 2002). Na
espécie M. flavoviride, MARTINS et al. (1999) verificaram que linhagens com
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RNAdf nao foram associadas com hipoviruléncia em teste contra o gafanhoto
Rammatocerus schistocercoides.

Resultados diferentes foram obtidos por FRAZZON et al. (2000). Estes
autores analisaram a produgdo de proteases e quitinases em linhagens de
Metarhizium anisopliae com e sem RNA dupla fita e verificaram que as linhagens
com RNAdf secretavam estas enzimas em menor quantidade. GIMENEZ-PECCI
et al. (2002) também observaram que as linhagens de M. anisopliae com RNA
dupla fita secretavam endoquitinases em menor quantidade que as linhagens sem
RNA dupla fita. SANTI et al. (2000) também verificou que as mesmas linhagens
com RNA dupla fita investigadas por GIMENEZ-PECCI et al. (2002) também
foram, em regra geral, menos infectivas contra o carrapato Boophilus microplus.
Resultados semelhantes foram obtidos por DALZOTO (2004) com o
entomopatégeno Beauveria bassiana. Em bioensaio com o percevejo marrom da
soja, Euchistus heros, uma linhagem com RNAdf foi menos virulenta que a mesma
linhagem curada deste virus, evidenciando o carater de hipoviruléncia deste virus
neste fungo.

BIDOCHKA et al. (2000) analisaram varios isolados de M. anisopliae que
apresentaram RNA dupla fita de tamanhos similares, apés separagao
eletroforética. Os autores observaram por meio da analise de “Northern blot” que
os RNAdf nem sempre eram homélogos. Os isolados também foram
caracterizados por RAPD e compatibilidade vegetativa e observou-se que os
RNAdf homdélogos ocorreram preferencialmente em linhagens geneticamente
relacionadas. BOGO et al. (1996) relataram a presenga de RNA dupla fita e
particulas virais em varias linhagens de M. anisopliae. Mais recentemente,
GIMENEZ-PECCI et al. (2002) caracterizaram o RNA dupla fita das linhagens
infectadas identificadas por BOGO et al. (1996) e sugeriram que os virus das
linhagens Al e M5, MaV - Al e MaV — M5 respectivamente, sao pertencentes a
familia Totiviridae e o virus da linhagem RJ, o MaV — RJ, pertence a familia
Partitiviridae. Ainda neste mesmo trabalho, os autores evidenciam alteragdes
fenotipicas decorrentes da perda espontanea de alguns fragmentos de RNA dupla
fita de alto peso molecular da linhagem RJ de M. anisopliae.
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Em bioensaio com o fungo Paecilomyces fumosoroseus, AZEVEDO et al.
(2000) também nao encontraram nenhuma diferenga estatistica entre o isolado
com RNA dupla fita e a linhagem isogénica sem o RNAJf, indicando que os RNAs
dupla fita ndo causam hipoviruléncia neste fungo.

Com relagao a organizagcao do genoma desses RNAs dupla fita, NOGAWA
et al. (1996) verificaram atividade RNA polimerase dependente de RNA (‘RDRP -
RNA-dependent RNA polymerase”) no micovirus FUSO-V de Fusarium solani.
COMPEL et al. (1999) purificaram o micovirus — FUPO-1 — da linhagem A-11 de
Fusarium poae e identificaram dois segmentos, um codificando para uma provavel
RDRP e o outro codificando para uma provavel proteina de capsideo (“coat
protein”). A organizagdo do genoma e certas seqiuéncias de FUPO-1 mostraram
similaridade ao virus 2H de Atkinsonella hypoxylon e ao micovirus FUSO-V de
Fusarium solani, membros da familia Partitiviridae. Apesar de nao ter sido possivel
estabelecer uma correlagao entre compatibilidade vegetativa e RNA dupla fita,
estes autores observaram por meio de hibridizagbes que em linhagens de
Fusarium poae com compatibilidade vegetativa, RNAs dupla fita de tamanhos
similares sempre eram geneticamente relacionados (muito similares ou
homélogos) porém em linhagens que apresentavam incompatibilidade vegetativa,
os RNAs dupla fita de tamanhos similares eram homaélogos ou nao.

PREISIG, WINGFIELD e WINGFIELD (1998) sequienciaram o RNA dupla
fita presente em particulas virais de 35 nm de didmetro de linhagens do fungo
filamentoso Sphaeropsis sapinea, encontrando dois fragmentos de 5163pb e
5202pb identicamente organizados, possuindo duas ORFs (“Open Reading
Frames”) sobrepostas, sendo que a ORF1 codifica para uma proteina de capsideo
e a ORF2 para uma RDRP. STRAUSS, LAKSHMAN e TAVANTZIS (2000)
caracterizaram o genoma bisegmentado de RNAdf da linhagem Rhs 717 de
Rhizoctonia solani e encontraram um segmento maior, de 2.363 bases (RNAdf1),
seguido por um segmento menor, de 2.206 bases (RNAdf2). Analises do potencial
de codificagdo mostraram que RNAdf1 pode codificar um polipeptideo de 730
aminoacidos com massa molecular de 86 kDa, o qual tem significante homologia
com uma provavel RDRP das partitiviroses de Fusarium poae e Atkinsonella
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hypoxylon. O RNAdf2 pode codificar um polipeptideo de 683aa com massa
molecular de 76 kDa, o qual mostra homologia com uma provavel proteina de
capsideo das mesmas viroses.

~ Apos investigar 204 isolados europeus do fungo Heterobasidion annosum,
patogénico de coniferas, IHRMARK et al. (2001) identificaram oito linhagens
apresentando de uma (trés linhagens) a duas bandas (cinco linhagens) de RNAdf
de tamanho de 1,8 a 2,4kb, utilizando DNA como marcador de peso molecular.
Uma linhagem pertencia ao grupo tipo P e as outras sete, ao grupo tipo S de
interesterilidade. O RNAdf de uma das linhagens com duas bandas foi
parcialmente sequenciado e a seqliéncia obtida apresentou grande homologia
com varias RDRPs, sendo a maior com a provavel RDRP de Rhizoctonia solani
(partitivirus). Neste estudo também foram incluidas quatro linhagens de H.
araucariae, porém nenhuma banda extra foi verificada nestas linhagens.

Em recente estudo, CHENG et al. (2003) seqiienciaram completamente o
RNAdf de Coniothyrium minitans e encontraram duas “ORFs” parcialmente
sobrepostas, sendo que uma codifica uma provavel RDRP e a outra uma provavel
proteina de capsideo. Baseado na organizagao do genoma e na analise da
seqliéncia, o virus que infecta esta linhagem de C. minitans foi identificado como
pertencente a familia Totiviridae e foi denominado CmRYV (C. minitans RNA virus).

No fungo Diaporthe ambigua, a sequéncia do genoma do RNAdf — DaRV
(D. ambigua RNA virus) — encontrada por PREISIG et al. (2000) foi de 4113pb
contendo 53% de GC, com duas ORFs presentes no mesmo sentido. O dominio
conservado da RDRP estava presente, no entanto, nenhuma ORF foi verificada
codificando para uma proteina de capsideo. Com estes dados, os autores
sugerem que o DaRV néao é encapsulado e pode estar associado a membrana da
célula uma vez que seis provaveis hélices transmembranas estdao presentes na
porcdo N-terminal, a qual deve dirigir e ancorar o complexo viral a membrana.
Neste fungo, a presengca de RNAdf esta associada a hipoviruléncia. MOLELEKI et
al. (2003) conseguiram a transfeccdo do cDNA do DaRV, clonado no plasmideo
pGEM-T “Easy vector’ (Promega), para o fungo Diaporthe perjuncta através de
eletroporagao de esferoplastos. Apés a confirmagao da existéncia do virus neste
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fungo, estes autores verificaram que estas linhagens tiveram uma diminui¢cdo na
taxa de crescimento e aumentaram a produgao de micélio aéreo, porém deixaram
de produzir ascésporos. Em ensaio com macga, estes autores também verificaram
que a patogenicidade nao foi alterada, concluindo entdo que o DaRV parece nao
possuir potencial como controle biolégico destes fitopatégenos.

Resultados mais favoraveis da utilizagdo de virus no controle biolégico de
fungos fitopatogénicos vém sendo obtidos com os virus de hipoviruléncia de
Cryphonectria parasitica. Este fungo é responsavel pelo cancro em castanheiras.
Na Europa, esta doenga vem sendo controlada pela disseminagao de linhagens
hipovirulentas (com virus) e atualmente, lesdes de cancro curadas estdo sendo
encontradas e investigadas. Em todas é confirmada a presenga do RNA dupla fita
do hipovirus (ROBIN; HEINIGER, 2001). Recentemente, HOEGGER et al. (2003)
comprovaram a disseminacao dos virus presentes nas linhagens infectadas em
cancros previamente tratados com o fungo infectado com o virus e também em
novas lesdes da doenga, que nao tinham sido tratadas anteriormente.

SASAKI et al. (2002) utilizaram a técnica de biolistica para transformacao,
com o cDNA de CHV1-EP713, virus responsavel pela hipoviruléncia em
Cryphonectria parasitica, de fungos da ordem Diaporthales, sendo duas linhagens
de C. parasitica, uma de Valsa cerafosperma e também uma linhagem de
Phomopsis tipo G. Tanto para os hospedeiros naturais deste virus como para V.
ceratosperma e Phomopsis, foram observadas uma alteragdo morfolégica e, mais
importante, uma reduc¢ao na viruléncia destas linhagens.

Embora haja um grande numero de relatos sobre RNAs dupla fita em
fungos, o significado bioldégico dessas micoviroses, incluindo sua influéncia na
patogenicidade e/ou influéncia no fenétipo do hospedeiro, ainda € incerto para a
maioria dos casos. Conseqiientemente, estas infec¢gbes tém gerado grande
interesse e tém se tornado alvo de extensas pesquisas, especialmente em
fitopatégenos onde ha um grande potencial na utilizagdo de RNAs dupla fita como
agentes de controle biolégico, utilizando a hipoviruléncia que estes virus podem
conferir a estes fungos.
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2.4 CURA DE RNA DUPLA FITA EM FUNGOS

Varias técnicas vém sendo utilizadas para obter a cura do RNA dupla fita
em fungos patogénicos de plantas ou animais.

FULBRIGHT (1984) utilizou ciclohexamida para tentar curar o fungo
Endothia parasitica, que é patogénico de castanheiras, e obteve a cura da
linhagem GHU4 que determinou aumento na viruléncia e recuperagcdo da
morfologia tipica da coldnia. Segundo STRYER (1988) a ciclohexamida inibe a
sintese de proteinas, pois inibe a atividade da peptidil transferase da subunidade
60S do ribossomo, entretanto, um efeito secundario da ciclohexamida é inibir a
sintese de RNA, como foi visto na cura de outras espécies (BOTTACIN et al.
1994, ELIAS; COTTY 1996).

Ja ROBINSON e DEACON (2001) nao obtiveram sucesso na cura total do
RNAdf do fungo fitopatogénico Rhizoctonia solani (AG3) utilizando ciclohexamida
nem com incubagao prolongada de 8 semanas nem com a técnica de subculturas
de pontas de hifas. Apenas elementos menores de RNAdf foram eliminados,
enquanto que os maiores ficaram inalterados.

BOLAND (1992) também nao obteve a cura do RNAdf em Sclerotinia
sclerotiorum, utilizando subculturas de pontas de hifas e tratamento das col6nias
com calor ou ciclohexamida. O autor associou a hipoviruléncia do fungo com a
presenca do RNAdf.

Em testes de cura com ciclohexamida ou emetina, AHN e LEE (2001)
perceberam que apenas com a eliminagdo de segmento 6,0 kb de RNAdf em
Nectria radicicola é que a fisiologia do fungo foi alterada. Ocorreu uma diminui¢ao
da viruléncia, esporulagao e pigmentagao, desta forma, o segmento 6,0 kb RNAdf
é um regulador positivo na fisiologia deste fungo, diferentemente de outros
trabalhos em que a presenca do RNAdf torna o fungo hipovirulento como foi
relatado por outros autores (FULBRIGHT 1984, BOLAND 1992).

Utilizando outra técnica na tentativa de eliminar o RNAdf de Paecilomyces
fumosoroseus, fungo entomopatogénico, (AZEVEDO et al. 2000) obtiveram a cura
em um dos isolados através do isolamento de colénias monospéricas. Este
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trabalho mostrou pela primeira vez que fragmentos de RNAdf ndo causaram
efeitos de hipoviruléncia em P. fumosoroseus.

ELIAS e COTTY (1996) tiveram resultados variaveis para trés técnicas de
cura de RNAdf utilizadas em Aspergillus sect. flavi. Com ciclohexamida a cura
ocorreu em 40% dos isolados com RNAdf. Usando a técnica de col6nia
monosporica seqiiencial, a frequéncia de cura variou de 11 a 100% e com a
técnica de clorato para selegao de mutantes para o metabolismo de nitrogénio, a
frequéncia de cura variou de 0 a 100%. Os autores ainda verificaram que a
presenca e/ou auséncia de RNAdf ndo esta associada a produgéao de aflotoxina.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal contribuir para o conhecimento
da biologia do fungo Phyllosticta spinarum e como objetivos especificos:

¢ Investigar e caracterizar RNAdf em linhagens de P. spinarum;

e Averiguar a influéncia destes elementos em caracteristicas morfologicas;

e Desenvolver um protocolo de cura destas micoviroses;

e Caracterizar a germinagao de esporos de linhagens com e sem RNAdf.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGENS UTILIZADAS

Diferentes linhagens de Phyllosticta spinarum foram utilizadas conforme
discriminado na Tabela 2. Na tabela também estdo dados sobre o hospedeiro, o
local e 0 ano de isolamento de cada linhagem.

TABELA 2 - HOSPEDEIRO, ANO E LOCAL DE ISOLAMENTO DAS LINHAGENS
UTILIZADAS DE Phyllosticta spinarum

LINHAGEM HOSPEDEIRO ANO ISOLAMENTO

ECPR3 Citrus limon 1997 Rio Negro/PR — Brasil
ECPR5 Citrus limon 1997 Rio Negro/PR — Brasil '
ECPR6 Citrus limon 1997 Rio Negro/PR - Brasil '
ECPRS8 Citrus limon 1997 Rio Negro/PR - Brasil '
ECPR10 Citrus limon 1997 Rio Negro/PR - Brasil

FONTE: O autor
NOTA: Linhagens cedidas por: ' Dra. Chirlei Glienke de Blanco (BLANCO, 1999).

4.2 MEIOS DE CULTURA E SOLUGCOES UTILIZADAS NOS MEIOS DE CULTURA:

4.2.1 Meio Minimo (MM) (PONTECORVO et al., 1953)

NaNO; 6,0 g
KH,PO4 15 ¢
MgSQO4.7H,0 05g
KCI 05 g
FeSO4 0,01 g
ZnSO, 001g
Glicose 10,09

Agua destilada p/ 1.000 mL
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O pH foi ajustado para 58 com NaOH 1 mol/lL. Para MM sdlido, foi
acrescentado 1,5% de agar DIFCO. O meio foi autoclavado e armazenado em
temperatura ambiente.

4.2.2 Meio Completo (MC) (PONTECORVO et al., 1953, modificado por AZEVEDO;
COSTA, 1973)

Meio Minimo adicionado de

Extrato de levedura 20g9
Peptona 20g
Caseina hidrolizada 1,59
Solugao de vitaminas 1,0 mL

O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH 1 mol/L. Para MC soélido, foi
acrescentado 1,5% de agar. O meio foi autoclavado e armazenado em temperatura

ambiente.

4.2.3 Meio Completo (MC) com ciclohexamida

Eventualmente ao MC foi adicionada ciclohexamida. Apds a fusdao do meio,
quando este estava com uma temperatura entre 45 e 50°C recebeu a adigédo da
ciclohexamida em concentragées variadas (100, 50, 15, 10, 5 e 1 pug/mL), logo
depois o MC foi homogeneizado para depois entdao ser plaqueado em placas de
Petri.

4.2.4 Meio BDA
Batata descascada e cortada 200g
Dextrose 20¢g
Agua destilada p/ 1.000 mL

A batata foi fervida em agua destilada por quinze minutos. Depois de

peneirado, a dextrose foi adicionada ao caldo resultante e o volume foi completado
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para 1000 mL com agua destilada. O pH foi ajustado para 5,8 com NaOH 0,1 mol/L.

Para meio BDA sélido, foi acrescentado 1,5% de agar. O meio foi autoclavado e

armazenado em temperatura ambiente.

4.2.5 Solugao de Vitaminas
Acido Nicotinico 100,0 mg
Acido p-Aminobenzoéico 10,0 mg
Biotina 0,2 mg
Piridoxina 50,0 mg
Riboflavina 100,0 mg
Tiamina 50,0 mg
H,0 destilada esterilizada p/ 100 mL

A solugao foi aquecida em banho-maria a 98°C por 15 minutos e armazenada

em frasco escuro, previamente autoclavado, a 4°C.

4.3 SOLUGCOES E TAMPOES

4.3.1 Solugao Salina

NaCl 0,85% (p/v) em H,O destilada.

A solugao foi autoclavada e mantida a 4°C.

4.3.2 Solugao de "Tween 80"

"Tween 80" 0,1% (v/v) em H,0 destilada.
A solugao foi autoclavada e mantida a 4°C.

4.3.3 Tampao de Extragao de DNA (RAEDER; BRODA, 1985)

Tris-HCI pH 8,0 200 mM
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NaCl 250 mM
EDTA 25 mM
SDS (p/v) 1%

A solugao foi preparada no momento do uso.

4.3.4 Clorofil
Cloroférmio 24 volumes
Alcool Isoamilico 1 volume
4.3.5 Clorofane

Fenol equilibrado e cloroférmio p.a. na proporgao de 1:1.

4.3.6 Tampao TE
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTAPpH 8,0 1 mM

4.3.7 Tampao TBE 5x (solugao estoque)

Tris-base 54 g

Acido Bérico 2759
EDTA 0,5M pH 8,0 20 mL

H,O destilada p/ 1000 mL

A solugao foi autoclavada e mantida em temperatura ambiente. No

momento do uso, foi diluida convenientemente em agua destilada.
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4.3.8 Solugao de Brometo de Etidio
O brometo de etidio foi dissolvido (1,0% p/v) em agua destilada. No
momento do uso, foram adicionados 3 ul em 100 mL de agua destilada. A solugao

foi mantida em temperatura ambiente.

4.3.9 Tampao de corrida (“gel loading buffer”)

Sacarose 38%
Azul de bromofenol 1%
EDTA 67 mM

4.3.10 Solugao EDTA 0,5 M pH 8,0 (estoque)

O pH desta solugéo foi ajustado para 8,0 com NaOH 10 mol/L. A solugao foi
autoclavada e mantida a 4°C.

4.3.11 Solugao Tris-HCI 1 M pH 8,0 (estoque)

O pH desta solugao foi ajustado para 8,0 com HCI 5 mol/L. A solugao foi
autoclavada e mantida a 4°C. Ocasionalmente o pH foi ajustado para outros valores.

4.3.12 Solugao de Ciclohexamida (20 mg/mL)

Ciclohexamida 0,61g
Acetona 0,5mL
H20 MilliQ 30mL

A solugao foi esterilizada por filtragdo. No momento do uso, foi diluida

convenientemente.
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4.4 PREPARO DE MATERIAL

4.4.1 Esterilizagao

Meios de cultura, solugdes e palitos de transferéncia foram esterilizados em
autoclave, a pressao de uma atmosfera por 20 minutos.

Vidrarias foram esterilizadas em forno Pasteur a 180°C por 4 horas.

4.4.2 Incubacgao

Linhagens de P. spinarum: placas com meio sélido foram incubadas em
estufa tipo BOD, a 28°C, por tempo e com luminosidade variados, conforme
especificado nas metodologias.

45 EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS TOTAIS (RAEDER; BRODA, 1985
modificado por GLIENKE, 1995)

Fragmentos de micélio foram inoculados em nove pontos, em placas de
Petri contendo meio completo sélido (4.2.2). Ap6s 5 a 6 dias de crescimento, as
colénias foram retiradas do meio com o auxilio de uma espatula, cuidando para
nao deixar residuo de meio de cultura. Os discos de micélio foram colocados em
frascos fechados com filme de parafina, congelados e armazenados ou levados ao
liofilizador (com o filme de parafina perfurado). Apés a liofilizagdao, os frascos
foram fechados hermeticamente e armazenados em freezer ou procedeu-se a
extragao de acidos nucléicos.

Ao micélio liofilizado, foi adicionado nitrogénio liquido e este foi triturado em
gral de porcelana até obtencdo de um pé bem fino. Este pé de micélio foi
aliquotado em tubos de 2 mL (40 a 60 mg/tubo) no qual foi acrescentado o tampao
de extracao (4.3.3), previamente aquecido em banho-maria a 70°C,
proporcionando uma suspensdo homogénea apés agitagao suave. Foi incubado

por 20 minutos @ mesma temperatura. Foi acrescentado um volume de fenol
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equilibrado e apés a mistura das fases, foi centrifugado a 2.040 g por 15 minutos.
A fase aquosa foi coletada, foi acrescentado um volume de clorofane (4.3.5) e
centrifugado nas mesmas condigdes. Apdés novamente coletar a fase aquosa, foi
acrescentado um volume de clorofil (4.3.4), misturado e centrifugado. A fase
aquosa, foi acrescentado lentamente um volume de isopropanol, e mantida a
solugao a -20°C por, no minimo, 1 hora para precipitagcao dos acidos nucléicos. A
suspensao foi centrifugada a 11.750 g por 20 minutos e o sobrenadante foi
desprezado. O precipitado foi lavado com etanol 70% (1 mL por tubo) e
novamente centrifugado (11.750 g por 5 minutos). Repetiu-se este procedimento e
entdo os tubos foram deixados abertos e invertidos para secagem, a 37°C por
uma hora ou durante a noite em temperatura ambiente. Os acidos nucléicos foram
ressuspendidos em TE (4.3.6) ou agua Milli-Q esterilizada, conforme especificado
em cada protocolo.

4.6 RNA DUPLA FITA

4.6.1 ldentificacao da presenca de RNA dupla fita

A verificagdo da presenga de bandas de RNA dupla fita das linhagens de
Phyllosticta spinarum foi feita por meio de eletroforeses dos acidos nucléicos totais
destes fungos em gel de agarose 1% ou 1,5% em TBE 1x a 4 V/icm. As linhagens
que apresentaram bandas extras foram identificadas e foi utilizado como padrao

de peso molecular o fago A clivado com a enzima HindiIl.

4.6.2 Cura do RNA dupla fita

Todas as linhagens de P. spinarum foram repicadas em meio completo
(MC) com ciclohexamida (4.2.3) nas concentragbées de: 100, 50, 15, 10, 5 e 1
ug/mL. Para cada concentragao de ciclohexamida no MC foram feitos repiques em
2 placas, para que uma das placas ficasse em uma estufa a 28°C e a outra em

uma estufa a 37°C.
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Para a cura do RNAdf, também foi utilizada a técnica de incubagdo em
temperatura moderadamente alta para este fungo (37°C) por algumas geragdes.
De inicio, para cada linhagem foi realizado um repique em MC (4.2.2). As placas
de Petri ficaram em estufa a 37°C por 20 dias, e a partir das colénias que se
desenvolveram, foi realizado mais um repique para obter a 22 geragdao a 37°C.
Apo6s 20 dias, foi realizado o 3° repique, porém, neste as placas ficaram em estufa
a 28°C para obter material para a extracao de DNA.

4.7 GERMINAGCAO DE ESPOROS

Para a obtencdo da suspensao de esporos foram feitos repiques das
linhagens ECPR3 e ECPR6 para meio BDA (4.2.4). As placas inoculadas
permaneceram em estufa a 28°C por 10 dias até que foi realizada uma raspagem
da parte superior do micélio com os esporos. Essa raspagem foi feita com uma
espatula autoclavada, e o material coletado foi adicionado a um tubo de 15 mL
autoclavado que estava previamente preenchido em 1/3 do seu volume com agua
destilada autoclavada. Depois foi utilizado um bastao de vidro para o rompimento
dos picnidios e liberagao dos esporos na agua.

Para a germinagcdo de esporos, 3 mL da suspensdo de esporos foram
colocados em cubas plasticas com uma membrana de celofane (1cm2) que tinha
sido previamente esticada em uma placa com agua. O material foi colocado em
um recipiente plastico fechado e mantido em estufa a 26°C.

Para a observagao da germinagao de esporos na membrana de celofane foi
utilizado um microscépio Nikon com lentes objetivas de 4, 10, 40 e 100 vezes de
aumento. A membrana foi colocada apés o tempo desejado (24 e 48 horas) com o
auxilio de uma pinga em uma lamina e foi coberta por uma laminula. As fotografias
da germinacgao de esporos foram obtidas com o fotomicroscépio Zeiss Axiophot.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS COLONIAS DE P. spinarum

A morfologia das col6nias das linhagens ECPR3, ECPR5, ECPR6, ECPR8
e ECPR10 que cresceram em MC por 20 dias foi observada e registrada
fotograficamente (Figura 1). Observa-se que as linhagens apresentam
variabilidade na morfologia e tamanho das coldnias.

FIGURA 1 — LINHAGENS DE P. spinarum EM MC APOS 20 DIAS DE
CRESCIMENTO A 28°C

ECPR3 ECPRS

ECPR6

ECPR10

, e

Fonte: o autor
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5.2 IDENTIFICACAO DE RNA DUPLA FITA
Para a caracterizagcao do RNAdf nas linhagens de P.spinarum foi realizada
a extragao de acidos nucléicos totais e posteriormente foi feita uma eletroforese

(Figura2).

FIGURA 2 — ACIDOS NUCLEICOS TOTAIS DE LINHAGENS DE P. spinarum

564pb

Fonte: o autor
Notas: M: marcador de peso molecular fago AHindlll. Linhagens de P. spinarum:
ECPR3, ECPRS, ECPR6, ECPR8 e ECPR10.

Nas linhagens ECPR3, ECPR5, ECPR8 e ECPR10 foi caracterizada a
presenca de RNAdf, com os DNAs bem concentrados e visiveis, com excec¢ao da
ECPR10. Mas na ECPR6, mesmo com o DNA bem visivel, ndo observa-se
nenhuma banda de RNAdf.
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5.3 CURA DO RNAdf

5.3.1 Cura do RNAdf com ciclohexamida

Em relagao a adigao de ciclohexamida ao MC, para todas as concentragdes
utilizadas (100, 50, 15, 10, 5 e 1 pg/mL), nenhum dos pontos de repique com
micélio se desenvolveu e formou uma nova colénia, tanto na estufa a 28°C quanto
na de 37°C. Esta temperatura de 37°C esta acima da temperatura 6tima de
crescimento dos fungos, e foi utilizada para tentar obter a cura do RNAdf com a
acao conjunta da ciclohexamida.

Com o auxilio de uma lupa, apés dois meses, nas placas de todas as
linhagens foram observados alguns pontos com um minimo crescimento de
micélio, e este novo micélio foi repicado para placas contendo MC que foram
colocadas na estufa a 28°C. Mas o crescimento do micélio repicado nao
aconteceu, pois este micélio provavelmente estava muito debilitado devido a agao
da ciclohexamida.

Provavelmente o crescimento das linhagens usadas neste trabalho com
P.spinarum nao ocorreu com a utilizagao de ciclohexamida ao MC, porque este
fungo € muito sensivel aos efeitos da ciclohexamida. Outros autores utilizaram a
mesma concentracado de ciclohexamida com outros fungos (FULBRIGHT, 1984;
ROBINSON, DEACON, 2001; AHN, LEE, 2001), e os fungos cresceram e até
mesmo se curaram do RNAdf. Neste trabalho as linhagens do fungo utilizado nao
cresceram, conseqiientemente nao foi obtida a cura do RNAdf utilizando esta

técnica.
5.3.2 Cura do RNAdf por elevagao de temperatura
Devido ao resultado anterior, foi utilizada a técnica de crescimento em

temperatura moderadamente elevada na qual as colénias fungicas cresceram a

37°C por 2 geragdes. As coldnias de todas as linhagens cresceram, mas de forma
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diferente, com a morfologia muito alterada (Figura 3). Mesmo apés 20 dias de
cultura, as coldénias permaneceram pequenas.

FIGURA 3 — MORFOLOGIA DAS COLONIAS DE P. spinarum, APOS 20 DIAS DE
CRESCIMENTO A 37°C.

ECPR3 ECPR5

ECPR6 ECPR8

ECPR10

Fonte: o autor
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Apo6s duas geragdes de 20 dias cada a 37°C, na 32 geragao as placas foram
novamente incubadas a 28°C e apenas col6nias com repiques realizados com as
linhagens ECPR3, ECPR6 e ECPR8 se desenvolveram. A linhagem ECPRS8
apresentou-se bastante instavel produzindo trés morfologias distintas, sendo
classificadas como ECPR8a, ECPR8b e ECPR8c (Figura 4). A linhagem ECPR3
também apresentou-se instavel, produzindo setores (Figura 5).

FIGURA 4 — MORFOLOGIA DA LINHAGEM ECPR8 DE P. spinarum APOS
TRATAMENTO COM TEMPERATURA MODERADAMENTE
ELEVADA

Fonte: o autor
Notas: a, b e c: padrées morfolégicos distintos da linhagem ECPRS8.

FIGURA 5 — MORFOLOGIA DA LINHAGEM ECPR3 DE P. spinarum APOS
TRATAMENTO COM TEMPERATURA MODERADAMENTE
ELEVADA

Fonte: o autor
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5.4. GERMINACAO DE ESPOROS

A observagao da germinagao de esporos das linhagens ECPR3 e ECPR6
foi feita com microscopia 6tica. Estas linhagens foram escolhidas porque a ECPR3
possui RNAdf e a ECPR6 nao, fato evidenciado através da extragdo de acidos
nucléicos totais e posterior analise por eletroforese. Foi observado através do
microscopio e registrado em fotos os padrées de germinagdo e estruturas da
ECPR3 e da ECPRS6.

Na linhagem ECPR3, foram observados tubos germinativos ramificados e
também varios apressorios septados e melanizados (Figura 6a e 6b).

FIGURA 6 — MICROSCOPIA DE TUBO GERMINATIVO E APRESSORIO DA
LINHAGEM ECPR3.

Fonte: o autor
Notas: a: tubo germinativo ramificado; b: apressério melanizado.

Na linhagem ECPR6, foram observados tubos germinativos ramificados e
também apressoérios (Figura 7a e 7b).
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FIGURA 7 — MICROSCOPIA DE TUBO GERMINATIVO E APRESSORIO DA
LINHAGEM ECPR6

Apressorio

Fonte: o autor
Notas: a: tubo germinativo ramificado; b: apressorio.

Comparando o padrao de germinagao das linhagens ECPR3 e ECPRG6 foi
possivel constatar que a linhagem ECPR3 produziu mais ramificagbes nos tubos
germinativos do que a linhagem ECPR6. Também foi observado com mais
freqiéncia apressorios e estes sempre se apresentaram melanizados. Na
linhagem ECPR6, também foram identificados tubos germinativos ramificados,
porém com menor ocorréncia. Porém, nesta linhagem, mais freqiientemente foram
observados esporos com mais de um tubo germinativo (Figura 7a). Ainda na
ECPRG6, raramente foram observados apressérios e estes ndao se apresentaram
melanizados. A pigmentagcao em fungos, vem sendo associada com a presenga ou
auséncia de RNAdf. Neste caso, estes resultados podem indicar que este fato esta
também ocorrendo com Phyllosticta spinarum, visto que a linhagem ECPR6 néo
apresenta estes virus. Novos estudos devem ser feitos com outras linhagens e
também com linhagens curadas destes virus para realmente comprovar esta

hipotese.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

e As linhagens ECPR3, ECPR5, ECPR8 e ECPR10 do fungo P. spinarum
apresentam bandas extras, provavelmente de RNA dupla fita;

¢ As linhagens utilizadas do fungo Phyllosticta spinarum sao muito sensiveis a

ciclohexamida;

e Protocolos para a cura de micoviroses em P. spinarum ainda precisam ser

otimizados;

e Ha diferengas no padrao de germinagao e producado de apressérios entre
linhagens de P. spinarum que pode ser devida a presenca de RNAdf.
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